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OZET

Bu deneysel calismada, peritonitte gelisen ileusun fizyopatolojisinde
inflamasyonun erken medyatéri Tumor Nekrozis Faktér-a (TNF-a) ve geg
medyatéri High Mobility Group Box-1 (HMGB-1)’in roli ve bu medyatérlerin
inhibisyonunun barsak motilitesi Gzerine etkileri arastirilmigtir.

Calismada her birinde 8 Wistar Albino cinsi erigkin rat igceren 4 grup
olusturuldu. Kontrol grubuna laparatomi yapildi, c¢ekum ligasyonu ve
perforasyonu yapilmadan sadece manipulasyon uygulandi. Peritonit grubuna
laparatomi yapildi, ¢cekum ligasyonu ve perforasyonu uygulandi. Etanercept
grubuna laparatomi ile ¢ekum ligasyonu ve perforasyonu yapilarak peritonit
olusturuldu. Peritonitten 1 ve 4 saat sonra intraperitoneal (i.p.) 8 mg/kg/doz
etanercept uygulandi. Etil pirGvat grubuna ise, laparatomi yapilarak ¢ekum
ligasyonu ve perforasyonu ile olusturulan peritonitten 12 ve 24 saat sonra i.p.
40 mg/kg/doz etil pirGvat uygulandi. Ratlardan 36 saat sonra alinan ileum
orneklerinde biyokimyasal incelemelerle doku malondialdehit (MDA) ve
myeloperoksidaz (MPQO) dizeyleri, kan &érneklerinde TNF-a dlzeyleri 6l¢llda.
Histopatolojik incelemelerde 1sik mikroskobu ile ileum duvarindaki hasar, Chiu
skorlamasi ve semikantitatif skorlama ile degerlendirildi. Organ banyosu ile
ileumun elektriksel uyari, potasyum kloriir (KCI) ve karbakole (CCh) verdigi
kasilma yanitlari incelendi.

Peritonitle artan serum TNF-a dizeylerinin etanercept grubunda, doku
MDA ve MPO seviyelerinin hem etanercept hem de etil pirlivat gruplarinda
onemli 6lclde azaldigr saptandi. Isik mikroskopik kesitlerde peritonit grubunda
epitelde ileri derecede kalkmalar, yer yer soyulma, lamina propriada konjesyon,
serozada notrofil infiltrasyonu izlenirken etanercept ve etil pirGivat gruplarinda
peritonitin neden oldugu histopatolojik degisikliklerin anlamli sekilde azaldigi
tespit edildi. Organ banyosunda ileal dokulara elektriksel uyari verildiginde
etanercept grubunda kasiima yanitlarinin giglendigi géraldd. Yiksek doz KCl'e
verilen kasilma yanitlarinin etil pirivat grubunda, kimulatif CCh uygulamasina

verilen kasilma yanitlarinin ise etanercept grubunda dizeldigi izlendi.



Bu calisma peritonitte ortaya ¢ikan barsak doku hasari ve barsak motilite
degisikliklerinde TNF-a ve HMGB-1'in farkli mekanizmalar Gzerinden etkili
oldugunu gdstermektedir. Bu sitokinlerin inhibe edilmesi ile intestinal hasarin
dizelmesi ve bozulan barsak moatilitesinin iyilesmesinin hangi yolaklar
tzerinden oldugu ve hangi mekanizmalarin etkili oldugunun kesinlesebilmesi

icin daha ¢ok sayida deneysel ve Klinik ¢caligsmalar gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Peritonit, ileus, TNF-a, HMGB-1, etanercept, etil pirlivat



ABSTRACT

In this experimental study, the role of tumor necrosis factor-a (TNF-a)
that is early mediator of inflammation and high mobility group box-1 (HMGB-1)
that is late mediator of inflammation has been investigated in physiopathology
of the ileus and affect of inhibition of these mediators on intestinal motility.

Thirty-two adult Wistar Albino rats divided randomly into four groups (n=8
in each group): Contol group (laparatomy and manuplation of the small
intestine), peritonitis group [(laparatomy and cecal ligation and puncture (CLP)],
etanercept group [1 and 4 hours after CLP plus intraperitoneal (i.p.) 8
mg/kg/dose etanercept] and ethyl pyruvate group (12 and 24 hours after CLP
plus i.p. 40 mg/kg/dose ethyl pyruvate). Thirty-six hours after CLP, tissue
malondialdehyde (MDA) and myeloperoxidase (MPO) levels in ileum samples
and blood TNF-a levels measured with biochemical studies. In ileum samples,
the degree of hystopathological changes was graded semi quantitatively using
the histological injury scale previously defined by Chiu et al. and semi
quantitative new scale. Contractility answers of ileum to electrical field
stimulation, KCI and CCh evaluated with organ bath.

Blood TNF-a levels elevated in peritonitis group and reduce in etanercept
group. Tissue MDA and MPO levels were reduce in both of etanercept and ethyl
pyruvate groups. In hystopathological evaluation with light microscope,
extension of the subepithelial space with moderate lifting of the epithelial layer
from the lamina propria, massive epithelial lifting down the sides of villi and
congestion in lamina propria noticed in peritonitis group. These
hystopathological changes were significantly reduced in both of etanercept and
ethyl pyruvate groups. In organ baths, the contractility answers of ileum were
induced to electrical field stimulation and improve to cumulative CCh in
etanercept group and improve to high doses of KCl in ethyl pyruvate group.

It has been shawn that TNF-a and HMGB-1 causes intestinal injury and
contractility in the peritonitis by different ways. More experimental and clinical
studies are needed to explain exact pathways and mechanisms which result
improvement of intestinal injury and motility with the inhibition of these
cytokines.

Keywords: Peritonitis, ileus, TNF-a, HMGB-1, etanercept, ethyl pyruvate



1. GIRiS$ VE AMAC

Peritonit, viseral ve/veya paryetal peritonu i¢ine alan bir inflamasyondur.
inflamasyona sebep olan barsak igerigi, bakteriler, bakteri yikim drinleri,
polimorfontkleer hicreler ve makrofajlar periton ylzeyinden ve diyafram
altindaki porlardan hizla kan dolagimina karisarak sistemik inflamatuar yanita
ve sepsise neden olurlar. Tibbi bakim ve tedavilerdeki gelismelere ragmen
peritoneal sepsis, yuksek mortalite orani ile klinisyen ve aragtiricilar icin sorun
olmaya devam etmektedir.

Peritonda meydana gelen inflamasyon, himoral ve hicresel immun
yanitin aracilik ettigi bir surectir. Hilcresel immuUnitede makrofajlar, mast
hucreleri, bazofiller, trombositler ve lenfositler rol oynarken, hiimoral immdiniteyi
immunglobulinler, kompleman sistemi, |6kotrienler ve akut faz reaktanlari
olusturur. Konakg¢inin inflamasyona verdigi yanit, inflamasyonun ortaya ¢iktigi
bdlgenin yani sira organizmanin tim sistemlerine ait doku ve hicrelerini etkiler.
Bu silrecte gastrointestinal sistem motilitesi de &zellikle etkilenmektedir .
inflamasyona cevap olarak gastrointestinal sistem diiz kaslarinda meydana
gelen degisiklikler klinikte incebarsaklarda ileus, kolonda ise diare seklinde
karsimiza ¢ikmaktadir. Ileus, kritik hastalarda siklikla sepsis ve multiorgan
yetmezligine eslik eder ve patofizyolojisine katkida bulunur. ileus tablosu,
barsak |Umeninde staz olusturarak bakteri iceriginin artmasina, bu artis da
bakteriyel translokasyona neden olarak sepsis-ileus-sepsis kisir déngisinin
olusmasina neden olmaktadir. Diare ise, peritonitli yogun bakim tedavisi géren
veya inflamatuar barsak hastaliyi olan hastalarda gérilen ve daha ¢ok kolon
motilitesindeki degdisikliklerin neden oldugu disidndlen bir tablodur. Her ne kadar
sepsiste gorulen motilite bozuklugunun mekanizmasi tam olarak anlagilamamis
olsa da, gastrointestinal diiz kaslarin kasiima fonksiyonunda bozulma ile iligkili
olabilir 2.

Sistemik inflamasyonun patofizyolojisinde sitokin kaskadi yer alir. TNF,
interlékin (IL)-1B, HMGB-1 gibi proinflamatuar sitokinlerin tretimi ile karakterize
sepsiste, sitokinler doku hasarini sinirlamak igin lokal koagulasyonu aktive edici
yararli inflamatuar yaniti tetikler. Ancak proinflamatuar sitokinlerin asiri Gretimi,

immdn yanitin normal ddzenlenmesi ile Ustesinden gelinebilecek orijinal



uyaridan tehlikeli hale gelerek patolojik inflamatuar bozukluk olusturabilir 2.
Genellikle sepsiste asiri sitokin Gretimi kapiller kagak, doku hasari ve multiorgan
yetmezligi ile sonuclanir. Sepsiste, etkilenen sistemlerden biri olan barsaklarda
immdn yanita aracilik eden sistem, barsak iligkili lenfoid dokudur (gut-
associated lymphoid tissue, GALT). Mukoza iligkili lenfoid dokunun (mucosa-
associated lymphoid tissue, MALT) bir pargasi olan GALT nun G¢ komponenti
vardir: Peyer plaklar (PP), intraepitelyal lenfositler ve lamina propriada yer alan
lenfoid hiicreleri *. GALT'da yer alan muskuler makrofajlarin aktivasyonu ve
muskularis eksternadan inflamatuar sitokinler ve kemokinlerin salinmasi ile
inflamatuar kaskad baglar. Bu inflamatuar ortam, dolagimdaki |6kositlerin

5. intestinal

birikimi ve |6kosit kaynakli maddelerin salinimi ile sonuglanir
muskularis propriada, proinflamatuar sitokinlerin indiklenmesiyle inflamatuar
I6kositler muskuler tabakaya ekstravaze olur. Serbestlestirilen medyatérlerin
cogu, intestinal diz kaslarin kontraktilitesini direk inhibe ederek ileusa neden
olur >

inflamatuar sitokinlerden biri olan TNF-a erken sitokin yanitina aracilik
ederken, nukleer transkripsiyon faktérl olarak bilinen HMGB-1’in inflamasyonun
gec medyatérii oldugu bildirilmistir 7. Peritonit inflamatuar bir siirec olup gelisen

paralitik ileusta da bu sitokinlerin etkili oldugu bilinmektedir °°

. Galismada
cekum ligasyonu ve perforasyonu yoéntemi ile olusturulan peritonit modelinde
ortaya ¢ikan barsak motilite dedgisikliklerinin fizyopatolojisinde inflamasyonun
erken medyatéri olarak bilinen TNF-a ve ge¢ medyatéri olarak bilinen HMGB-
1’in roli ve bu sitokinlerin inhibisyonunun barsak motilitesi Uzerine etkileri

arastiriimistir.
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2. GENEL BILGILER
2.1. Anatomi
2.1.1. Periton
Batin duvarinin i¢ ylzini ve mezodermal kodkenli batin i¢i organlari
saran zara periton adi verilir. Batin duvarinin i¢ ylzini O6rten paryetal,
abdominal organlari saran ise viseral peritondur. Paryetal ve viseral periton
birbirinin kesintisiz devami olup iki periton yapragi arasinda periton boslugu yer

alir

. Bu boslukta serb6z bir sivi bulunur ve abdominal organlarin rahatga
hareket edebilmesi i¢in sUrtinmesiz bir ortam saglar. Periton sivisi, peritoneal
seroza tarafindan salgilanan, yaklasik 75-100 ml miktarda, protein igerigi 3 g/dl
olan serbz vasifta lenf sivisidir. %80 diyafram tarafindan emilir ve santral
dolagsima torasik lenfatikler yoluyla katilir. Blyluk molekuller lakiina adi verilen
diyaframa komsu peritoneal mezoteldeki lenfatiklerden emilir. Barsak
perforasyonu sonucu ortaya c¢ikan bakteri ve 0rdnleri, bu yolla sistemik
dolagsima gecer. Periton igine verilen terapotik ajanlar da ayni sekilde sistemik
dolasima gecerek etki ederler '2.

2.1.2. incebarsaklar

incebarsaklar, sindirim kanalinin mide ile kolon arasinda uzanan
parcasidir. Kanalin en uzun bolima olup pilor ile mideden, ileogekal valf ile
kolondan ayrilir. Uzunlugu taze kadavrada 6-7m, canlilarda kas tonusu
nedeniyle 5m kadardir. Capi baslangictan sona dogru yavas yavas azalir.
incebarsaklar, genellikle abdomenin orta ve alt kisimlarinda bulunurlar.
Duodenum, jejenum ve ileum olmak Gzere U¢ kisimdan olusur.

Duodenum; incebarsadin en kisa, en genis ve en az hareketli kismidir.
Mezenteri yoktur ve kismen periton ile 6rtaliddr. Pilordan baslar,
duodenojejunal fleksura suspensor ligamente (Trietz) kadar uzanir. Trietz
ligamenti, fibromuskuler bir bant olup duodenumu tespit eder. Duodenum
superior, inen, inferior ve ¢ikan kisim olmak tzere doért bélimden olusmustur.

Jejenum; ortalama 4 cm capinda olup ileuma gére kanlanmasi daha
fazla ve villuslari daha buyuktir. Jejenumun blydk bir b6lGmi umblikal bélgede
bulunur. ik jejenum kismi transvers mezokolonun sol pargasi ile sol bdbregin

6n yuzl arasindaki cikmazda yer alir.
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lleum; yaklagik 3.5 cm capindadir. Duvari jejenumdan daha incedir.
BlyUk bir kismi hipogastrik ve pelvik bdlgelerde bulunur. Terminal pargasi
pelviste yer alir. Sag psoas kasinin ve sag iliak damarlarin Gzerinden yukariya
dogru yikselir ve sag iliak fossada ¢ikan kolon ile gekumun birlesme yerinin
medial tarafina agilir. Lenf follikilleri, jejenumdakilere gére daha fazla sayida ve
daha genisgtir.

incebarsaklari saran peritona mezenter denir. Mezenter, incebarsaklari
sardiktan sonra batin arka duvarina tutunur.

Jejenum ve ileum duvarlari seroza, muskuler tabaka, submukoza ve
mukoza olmak Uzere dort tabakadan olusur. Mukozada sirkiler plikalar,
villuslar, lenf follikilleri ve bezler bulunur. Kas tabakasi dista longitudinal, icte
sirktler olmak Uzere iki tabakadan olugur. Jejenum ve ileum, arterlerini superior
mezenterik arterden alirlar. Jejunal ve ileal arter dallari, mezenterin iki yapragi
arasinda mezenterik kenardan barsaga dik olarak girerler, muskuler tabakayi
gecerek submukozada pleksuslar olustururlar. Venleri de arterlere benzer. Lenf
damarlari, iki grup halinde, mukozada ve muskuler tabakada bulunurlar.
Villuslarin lenf damarlari bu olusumlardan baslar. Mukoza ve submukozada
karisik bir pleksus yaparlar. Lenfatik follikil tabaninda lenf damarlari ile
birlesirler. Muskuler tabakanin lenf damarlar ise, iki kas tabakasi arasinda
bulunur ve burada pleksus yaparlar. Mukozadan gelen lenf damarlarn ile
birlestikten sonra barsaklarin mezenterik kenarinda daha genis damarlara
actlirlar.

incebarsaklarin  parasempatik sinirleri vagustan, sempatikleri ise
splanknik sinirlerden, c¢dliak ganglion ve superior mezenterik arter yoluyla
barsaga gelirler. Sinir lifleri, kas tabakalari arasinda (myenterik pleksus) ve
submukozada (Meissner pleksusu) olmak iizere iki sinir agi olustururlar *2.

2.2. Gastrointestinal Motilitenin Hormonal Kontroli

Gastrointestinal sistem vicuttaki en blyldk endokrin organ olup icerdigi
endokrin hcreleri, enterik endokrin sistem olarak adlandirilir. Sindirim
fonksiyonlarinin endokrin kontrold, enterik endokrin sistem tarafindan salgilanan
hormonal medyatdrler araciligi ile saglanir. Bu hormonlarin birgcogu ayni
zamanda gastrointestinal kanalin  bazi  bdlimlerinde  motiliteyi de
etkilemektedirler. Bu etkiler hormonlarin salgi faaliyetine oranla daha az olmakla

birlikte 6nemli olanlari sunlardir:
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Kolesistokinin; barsak limeninde yagli maddelerin bulunmasi ile jejenum
mukozasindan salinan bu hormon safra kesesinde kontraksiyona neden olan
¢cok gucli bir etkiye sahiptir. Safra barsaga akarak yagh gidalari emulsiyona
ugratir ve sindirilip emilmelerini kolaylastirir. Ayni zamanda mide motilitesini de
bir dereceye kadar inhibe eder. Bdylece kolesistokinin, safra kesesini kontrakte
edip safranin barsaga akmasini saglarken, mide motilitesini azaltip mide
iceriginin barsaga gecisini azaltarak barsak limenindeki yaglarin sindirimi icin
zaman kazandirir.

Sekretin; mideden asidik kimusun pilor yoluyla duodenuma geg¢mesi
sonucunda duodenum mukozasindan salinir. Gastrointestinal sistemin hemen
tamaminda inhibit6r etki gosterir.

Gastrik inhibe edici peptit; incebarsaklarin proksimal kesiminde yag ve
karbonhidrat bulunmasina cevap olarak barsak mukozasindan salinir. Mide
motilitesini inhibe ederek barsak limeni proksimalde dolu iken mide bosalimini
yavaslatir.

2.3. Gastrointestinal Motilitenin Sinirsel Kontrolu

Gastrointestinal sistemin sinirsel kontrold, enterik (intrinsik) ve otonom
(ekstrinsik) sinir sistemi olarak iki ayri sisteme sahiptir.

2.3.1. Enterik Sinir Sistemi (intrinsik innervasyon)

Gastrointestinal sistem, ézofagustan baslayip antse kadar devam eden
intrinsik sinir sistemine sahiptir ve enterik (intramural) sinir sistemi olarak
adlandirilir. Bu sistem tamamen barsak duvarinda yer alir. Baslica iki néron
tabakas! ve aralarindaki baglayici liflerden olusur. Longitudinal ve sirkiler kas
tabakas! arasinda seyreden myenterik (Auerbach), submukozada yer alan ise
submukozal (Meissner) pleksus olarak adlandirilir. Myenterik pleksus baslica
gastrointestinal hareketleri kontrol ederken, submukozal pleksus salg! ve kan
akimini kontrol eder.

Myenterik pleksus, genel olarak gastrointestinal kanalin timi boyunca
uzanan, birbiri ile iligkili néronlarin zincir seklinde siralanmasi ile meydana gelir
ve muskuler tabakada yer aldigi i¢in, temel olarak barsak boyunca olugan motor
aktivitenin kontroll ile ilgilidir. Myenterik pleksusun uyariimasi, barsagin motor
aktivitesini arttiran baslica doért etki yapar: Tonik kontraksiyonlari ya da barsak
duvarinin tonusunu, ritmik kontraksiyonlarin siddetini, ritmik kontraksiyonlarin

frekansini ve peristaltik dalgalarin hizlanmasina neden olan uyarici dalgalarin
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ileti hizini arttirir. Eksitator liflerin baytk kismi kolinerjik olup asetilkolin (Ach)
salgilarlar ™. Bununla birlikte bazi myenterik pleksus lifleri vazoaktif intestinal
polipeptit (VIP), nitrik oksit (NO), adenin trifosfat (ATP) gibi nérotransmitterler
salgilayarak inhibitor etki gdsterir. Bu inhibitdr transmitterler, pilor sfinkteri gibi
midenin bosalmasini, ileogekal valf gibi incebarsagin kolona bogalmasini
kontrol eder.

Submukozal pleksus ise, her bir kiiclk barsak segmentinin i¢ duvarindaki
kontrolden sorumludur. Bircok duyusal sinyal gastrointestinal epitelden
salgilanir ve daha sonra submukozal pleksusta toplanarak lokal intestinal
sekresyon, absorbsiyon ve mide mukozasinin ¢esitli derecelerde katlanmasina
neden olan submukozal kasin lokal kontraksiyonuna neden olur '*'°.

2.3.2. Otonom Sinir Sistemi (Ekstrinsik innervasyon)

Enterik sinir sistemi her ne kadar kendi kendine fonksiyon gérse de,
sindirim fonksiyonu enterik sinir sistemi ile santral sinir sistemi arasinda iletisim
gerektirir. Gerekli iletisim, santral sinir sistemini enterik sinir sistemine ve de
santral sinir sistemini direk olarak sindirim kanalina baglayan sempatik ve
parasempatik sinir lifleri tarafindan saglanir. Gastrointestinal sistem, barsaklarin
timin0 ya da 6zel bdlgelerin aktivitesini degistirecek kadar genis parasempatik
ve sempatik innervasyon tasir. Bdylece gastrointestinal sistem santral sinir
sistemine duyusal bilgiler saglarken, santral sinir sistemi de gastrointestinal
fonksiyonu etkiler.

Sempatik stimilasyon, gastrointestinal sekresyon ve motor aktiviteyi
inhibe eder, sfinkterlerin ve kan damarlarinin kontraksiyonuna yol acar.
Parasempatik stimiilasyon ise, sindirim aktivitesini uyarir '*>1€.

Parasempatik innervasyon: Splenik fleksuraya kadar mide ve barsaklarin
parasempatik innervasyonu vagus siniri tarafindan, splenik fleksuradan sonraki
barsak segmentlerinin parasempatik innervasyonu ise spinal kordun 2, 3 ve 4.
sakral segmentinden kéken alan parasempatik liflerden saglanir. Parasempatik
sistemin preganglionik lifleri myenterik ve submukozal pleksusta sonlanir.
Postganglionik lifler diz kaslari ve salgi bezlerini innerve eder, peristaltizmi ve
sekresyonu uyarirken, sfinkterleri gevsetir '*'>1°,

Sempatik innervasyon: Medulla spinaliste T8 ile L2 arasindaki segmentlerden
kaynaklanan preganglionik sempatik lifler, ¢éliak ve mezenterik ganglionlarda

sonlanirlar. Postganglioner néron hucrelerinin bulundugu bu ganglionlardan
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baslayan postganglioner lifler, kan damarlariyla birlikte barsaklarin tim
bdélimlerine gidip enterik sinir sistemindeki néronlarda sonlanirlar. Sempatik
sinir uclarindan norepinefrin  salgilanir. Sempatik sistemin stimilasyonu
gastrointestinal sistemin aktivitesini inhibe eder. Norepinefrinin diz kaslar
Uzerine direk inhibitdr etkisi ve yine norepinefrinin enterik sinir sistemi néronlari
(izerindeki genis inhibitér etkisiyle gastrointestinal sistem aktivitesi inhibe olur .

Gastrointestinal sistem, barsak duvari ve mukozasindaki reseptérler
araciligi ile algilanan uyarilari, santral sinir sistemine ileten vagal ve splanknik
afferent sinirler ile zengin bir sekilde innerve edilmistir. Afferent sinirler G¢ gruba
ayrilabilir.
a) Huacre govdeleri enterik sinir sistemi iginde olup yine enterik sinir sistemi
icinde sonlananlar: Mukozanin irritasyonu ile, gastrointestinal sistemin
distansiyonuyla, limen igindeki spesifik kimyasal maddelerin varhgi ile
uyarilirlar. Bu lifler araciligi ile iletilen sinyaller, intestinal motilitenin ve
sekresyonun uyariimasina ve inhibe edilmesine neden olurlar.
b) Hlcre gbvdeleri enterik sinir sistemi icinde olup aksonlari ekstrinsik sinirler
yoluyla prevertebral parasempatik ganglionlarda (¢6liak, hipogastrik,
mezenterik) sonlanirlar.
c) Hucre govdeleri spinal kordun dorsal kék ganglionlarinda ya da kranial
sinirlerin ganglionlarinda bulunanlar: Bu lifler sempatik ve parasempatik sinir
trunkuslar ile beraber ilerleyerek sinyallerini direk olarak spinal korda ya da
beyin sapina iletirler ve bu sinyaller gastrointestinal sisteme geri dénen ve
fonksiyonlarini kontrol eden birgok afferent motor sinyaller olusturur 116,

2.4. Peristaltizm

Peristaltizm, gastrointestinal sistemin temel ilerletici hareketi olup Iimen
icerigi tarafindan barsak duvarinin gerilmesi ile baglayan refleks bir yanittir ve
sindirim kanalinin b0tin bdlgelerinde olugsur. Peristaltizmi baglatan diger
uyaranlar, barsak ylzey epitelinin irritasyonu ve ekstrinsik sinir sinyalleridir.
intestinal kanalda bir segment, geriime yoluyla uyarildi§i zaman peristaltik
hareket baglarken, gerilen barsak segmentinin hafifce kranial tarafinda kontrakiil
halka ortaya cikar; sonra gerilmis segmente dogru ilerleyerek barsak icerigini
kaudal yéne dogru iter. Ayni zamanda, barsak kaudal yénde birkag santimetre

boyunca gevser. Reseptif gevseme adi verilen bu mekanizma, kimusun kranial
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ybnden kaudal yéne daha kolay olarak ilerlemesini saglar. Bu sirada Iimen
icerigi yaklasik 2-2,5 cm/sn hizla kaudale dogru ilerletilir ™.

Peristaltik etkinlik, barsaktaki otonomik girdi ile azaltilabilir veya
arttinlabilir, ancak disg innervasyondan bagimsizdir. Peristaltizm, enterik sinir
sisteminin batUnlesmis etkinligi icin iyi bir 6rnektir. Lokal gerilme ile seratonin
salinir, bu da myenterik pleksusu etkinlestirerek duyusal néronlari aktifler. Bu
pleksusta retrograd ydnde giden kolinerjik néronlar, P maddesi ve Ach
salgilayan néronlar aktifleyerek diz kasin kasilmasina neden olur. Ayni anda
antegrad yénde giden kolinerjik néronlar NO, VIP ve ATP salgilayan ndronlari
etkileyerek uyarinin on tarafinda gevsemeye neden olurlar. Myenterik pleksus
bulunmazsa, gerilme noktasinin gerisinde kasiima, ilerisinde gevseme ile
karakterize komplike model ortaya ortaya ¢cikmaz. Bu nedenle bu komplekse
genellikle myenterik (peristaltik) refleks adi verilir. Peristaltik refleks ve
peristaltik hareketin kaudal yénde ilerlemesine barsak yasasi denir '*'°.

Paralitik ileus, barsaklarin atonik halidir. Gastrointestinal traktusun
normal peristaltizmini yapamamasi sonucu gelisir. ltici peristaltizm tamamen
kaybolmustur. Sebepleri arasinda peritonit, metabolik bozukluklar, abdominal
cerrahi girisimler, ganglion bloke edici ajanlar ve sempatik refleks yer alir 71819,
ileus sonrasi, barsak limeninde staza baglh bakteriyel asir ¢ogalma, barsak
distansiyonuna sekonder mukozal iskemi, mukozal bariyer bozulmasi ve
permeabilite artigi gibi faktorlerle gelisen bakteriyel translokasyon gerceklesir.
Sonugcta gelisen bakteriyemi sepsis patofizyolojisine katkida bulunur.

2.5. Peritonit

Gelismelere ragmen intraabdominal enfeksiyonlarin mortalitesi halen
kabul edilemeyecek kadar yiksektir. Bu ylOzyilin basinda, intraabdominal
enfeksiyonlar cerrahi olmayan yéntemlerle tedavi edildiginde gbézlenen mortalite
%90 civarindayken, standart cerrahi yontemlerin kullaniimaya baglandigi 1920li
yillarda %40-50, antibiyotik kullanimiyla birlikte 1970li yillarda %30-70 olarak
bildirilmistir. Antibiyotiklerin bu hastalardaki basarisizhdinin nedenleri, peritonitin
bakteriyolojik etyolojisi ve antibiyotiklerin farmakodinamisi ile ilgili yanhs bilgiler,
altta yatan patofizyolojik  olaylarin  anlasilamamasi ve  hastaligin
tanimlanmasindaki zorluklar seklinde yorumlanmigtir. 1970lerden sonra
sorunlar anlasiimaya baglanmis ve gelismeler sonucunda mortalite orani %10-

20 dizeyine inmigtir.
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Peritonit, peritonun bir kismi ya da tamaminin inflamasyonudur. Periton
boslugu normalde sterildir. Ancak herhangi bir kontaminasyon halinde
inflamatuar yanit baglar ve peritoneal makrofajlar, mast htcreleri sitokinleri ve
vazoaktif maddeleri Uretmeye baglar. Bunlar da periton sivisinin kemotaksinler,
opsoninler ve komplemanlar bakimindan zenginlesmesini saglar. Ardindan
biyokimyasal degisikliklerle birlikte periton ve subepitelyal bag dokusunda masif
sivi birikimi olur. Bakteriler, lenfatikler tarafindan hizlica uzaklastirilir ve sistemik
dolasima gecerek sistemik savunma mekanizmalari ile karsgi kargiya kalirlar.

Erken inflamasyon déneminde, hasarlanan damar endotelinden plazma
ve fibrin ekstdasyonu olur. Ylzey prokoagulan aktivitesi araciliiyla peritoneal
makrofajlar, fibrin birikimini arttinp peritoneal ylzeye hlcre agregasyonu ve
adherensini saglarlar. Enfeksiyon ilerledikge olay perifere dogru ilerler ve
makrofajlar ile fibrin birikimi, enfeksiyonu sinirlamaya calisir. Piyojenik bir
membran olusturarak abselesebilir. Doku hasari ve bakteri yogunlugu, konakgi
savunmasinin enfeksiyonu ortadan kaldirma kapasitesini astigi zaman, abse
olusmasi efektif savunma oldugunu gésterir %°.

Peritonitte, peritonda lokalize inflamatuar olay, G¢lnci bosluklara sivi
kaybi ile hipovolemik soka neden olabilir. Paralitik ileus, bakteriyel asiri cogalma
ve bunlarin sonucunda gelisen bakteriyel translokasyon ile erken dénemde
endotoksinler sistemik dolasima gegebilir. Bakteriyemi, endotoksemi ve sok
ciddi sistemik inflamatuar cevabi aktive edebilirler. Dolasimdaki serbest
bakteriyel ekzotoksinler ve endotoksinler birgok organ fonksiyonunu olumsuz
yonde etkiler. Sonugta sepsis ve multiorgan yetmezligi tablolar gelisebilir.
Organizmanin ani olarak endotoksinlerle ylklenmesi septik soka neden olur.
Baslangigtaki hiperdinamik faz, hicrelerin oksijeni kullanamamasi ve sirkilatuar
sistemin bunu kompanze etmeye calismasi ile aciklanir. Son asama

organizmanin tiikenmesine bagli hipodinamik fazdir 2°. (Sekil 1)
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Sekil 1. Batin i¢i enfeksiyonda, bakteri invazyonundan multi-sistem organ

yetmezligine kadar olan patofizyolojik olaylar %°.
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Sepsis; organizmanin, patojenlere veya salgiladigi maddelere karsi
verdigi sistemik yanit olarak tanimlanabilir 2'. Bakteriyeminin sepsis tanisinda
sart oldugunu ilk kez 1980 yilinda Krager ileri strmls, ancak daha sonraki
calismalarda konagin pasif olmadigi, nonenfeksiy6z tetiklenmelerle de ayni
yanitin ortaya cikabildigi ve enfeksiyon eradike edilse bile Kklinik yanitin

sirebildigi ortaya konmustur %

. Sepsis kriterleri icinde tanimlanan hasta
grubunun tedaviye ayni sekilde yanit vermeyen, heterojen bir grup oldugu
sonucuna yillar iginde variimis ve genetik polimorfizmlerin mortaliteyle iligkileri
ortaya konmaya baslamistir 22*2°_ Sistemik inflamatuar yanit sendromu (SIRS)
ise, enfeksiydz veya nonenfeksiy0z bir tetikleme mekanizmasiyla, organizmada
ortaya cikabilecek abartili sistemik inflamatuar yanittir. Neden ne olursa olsun
organizmanin yaniti ilk olarak SIRS tablosudur 262’

1991 yilindaki konsensus toplantisinda varilan ve “American College of
Chest Physicians” ve “Society of Critical Care Medicine’da yayinlanan
sonuglara goére; sepsisli hastalarda inflamatuar yanitin agsamalari belirlenmis ve
kanitlanmis enfeksiyon odagi ile birlikte sistemik inflamatuar reaksiyon
sendromunun bulunmasini sepsis, uygun sivli resusitasyonuna ragmen
hipotansiyon, organ yetmezligi ve hipoperfliizyon olmasini ise septik sok olarak
tanimlanmistir %.

Sepsis, vicuttaki bir enfeksiyon odagindan, bakteri veya diger
patojenlerin kan dolagimina gecmesi sonucu gelisen sistemik bir cevaptir.
Sepsiste enfeksiyonun Kklinik belirtisi ile birlikte enfeksiyona kargi sistemik
cevabin bir belirtisi olan agagidaki 6zelliklerin de bulunmasi gerekmektedir;
-Viicut 1sis1 >38 °C veya <36 °C
-Kalp hizi >90 atim/dk.

-Solunum hizi >20/dk. veya PaCO, <32mmHg.
-Beyaz kire >12000, <4000 veya %10 > gen¢ (comak) hticrelerin olmasi

Siddetli sepsis, sepsisle birlikte yetersiz organ perfizyonu belirtilerinden
bir ya da daha fazlasinin birarada bulunmasi durumudur. Bu belirtiler:
-Mental degisiklikler
-Hipoksemi
-Oligari
-Plazma laktat diizeyinde artma
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-Hipotansiyon
-Koagulopati seklinde olabilir.

Septik sok, sepsiste, uygun ve yeterli sivi tedavisine ragmen,
hipotansiyonun diger nedenleri olmaksizin, sistolik kan basincinin 90 mmHg <
olmasi veya dnceki dizeyden 40 mmHg dan fazla dismesi ile ortaya c¢ikan ve
perflzyon bozuklugu ile seyreden klinik tablodur. Eger hipotansiyon, sivi ve
vazopressor tedaviye 1 saat icinde cevap verirse erken septik sok, vermezse
direncli (refrakter) sok olarak adlandirilir 2.

Multipl organ disfonksiyonu sendromu (MODS), genellikle sepsis ve
septik sokun ileri dbénemlerinde karsilastigimiz, organ sistemlerinde
homeostazin muidahale olmaksizin slOrdirilmesine imkan vermeyen
bozukluklarin olmasiyla karakterize, mortalitesi cok yiksek bir klinik durumdur.
ik kez 1969 yilinda Shillman tarafindan yogun bakim hastalarinda eroziv
gastritten sonra gelisen, sepsis ve sarilikla karakterize bir tablo tarif edilmigtir.
1973’te Tinlen ve Bailey rlUpture aort anevrizmasi onarimini takiben ortaya
¢lkan organ-sistem yetmezligini vurgulamiglardir. MODS tanisi i¢in; 1989'da
Knaus tarafindan ortaya konulan 5 organ/sisteme ait yetmezlik bulgular
sematize edilecek olursa, su bulgulardan en az ikisinin 24 saatten fazla
bulunmasi gereklidir 2.

Kardiovaksuler sistem :

- Kalp hizi <54/dk.

- Ortalama arterial basing <49 mmHg

- Ventrikuler tagikardi veya fibrilasyon

Respiratuar sistem:

- Solunum hizi <5/dk. veya >49/dk

- pH <7,24 ve PaCO; >49 mmHg veya PaO, <50 mmHg

- Ventilatore bagimhlik
Renal sistem:

- idrar ¢ikigl < 479 ml /24 h

- Serum BUN >100 mg/dI

- Serum kreatinin >3,5 mg/dl
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Hematolojik:

- Loékosit sayisi <1000/mm?

-Trombosit sayisi <20000/mm?

- Het <%20
Norolojik:

- Glasgow koma skoru <6

Sepsiste, inflamatuar olaylardan etkilenen sistemlerden biri de
barsaklardir. intestinal imminiteyi saglayan, mukoza iligkili lenfoid dokunun
(mucosa-associated lymphoid tissue, MALT) bir parcasi olan barsak iligkili
lenfoid doku (gut-associated lymphoid tissue, GALT) bu etkilenmenin asil
sorumlusudur. GALTnun 0¢ komponenti vardir. Peyer plaklar (PP),
intraepitelyal lenfositler ve lamina propriada yer alan lenfoid hicreler (plazma
hicreleri, B ve T lenfositler, diger mononikleer hiicreler). PP, distal ileumda
bulunan lenfoid follikiillerden olusur *. Plazma hiicrelerinden salinan sekretuar
immadnglobulin A (IgA) bagladidi antijeni, folliktlle iligkili epitel iginde yer alan ve
antijen baglamak icin 6zellesmis M hucrelerine iletir. PP’nin subepitelyal
kismina ulasan sekretuar IgA, kemik iligi kaynakl antijen sunulan hicrelere
(APC) (dendritik hicreler, CD4+ T hicreleri ve B hiicreleri) baglanir. Dendritik
hicrelerin mataritesi, farkl sitokin yanitlarindan sorumludur. immatir dendritik
hicreler besinlerdeki proteinlere karsi yanit olustururken, matir dendritik
hiicreler sistemik inflamatuar olaylarla aktiflenir 2°. Sistemik inflamasyonda rol
alan nétrofillerin ylzeyinde, mikroorganizmalari ve drtnleri tanimasinda aracilik
eden, hicreler arasi sinyal iletiminde rol oynayan ve dogal immun yaniti
baslatan, transmembran domainine sahip, iletici ylzey proteini olan Toll like
reseptérler (TLR) tanimlanmistir. TLR ile aktive olan dendritik hicreler
inflamatuar sitokinleri salgilar ®. intestinal muskularis propriada, proinflamatuar
sitokinlerin indiklenmesiyle inflamatuar I6kositler muskuler tabakaya ekstravaze
olur. Salinan sitokinlerin ¢odu, intestinal diz kaslarin kontraktilitesini direk
inhibe ederek ileusa neden olur >®.

idiyopatik veya spontan peritonit olarak adlandirilan primer peritonit,
periton boslugunun karin ici organlardan kaynaklanmayan bakteriyel
enfeksiyonudur. Bakterilerin periton bogluguna ulagsmasi %50 olguda kan, diger
olgularda ise transdiyaframatik lenfatikler yoluyla, diyaliz kateteri,
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ventriklloperitoneal santlar gibi yabanci cisimler, genital, Griner ve sindirim
sisteminden translokasyonla veya direk yayilimla olur. Gogunlukla batin igi
organlarin inflamasyonu, perforasyonu veya delici karin yaralanmalari sirasinda
ortaya ¢ikan tablo sekonder peritonittir ®'. Tersiyer peritonit ise; peritonit ve
sepsisi olan hastalarda, tedavide cerrahi girisim uygulananlarda ve basarili
antibiyotik tedavisi uygulananlarda gelisir. Konak¢l defans yetmezligi
s6zkonusudur. Bu hastalarda tanimlanmis bir enfeksiyon odagi olmaksizin
sepsisin klinik bulgusu vardir ve genellikle reklirren veya rezidiel enfekte
sivilarin drenaji i¢in gereksiz laparatomiler uygulanmistir. Siklikla higbir patojen
yoktur veya duslUk patojenitesi olan koagulaz negatif stafilokok ve mantarlarin
neden oldugu bir tablo séz konusudur %°.

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

Klinikte genellikle karin agrisi vardir. Baslangigta, agri otonom sinir
sistemi irritasyonuna bagl olarak 6zgll olmayabilir ve ¢ogunlukla peritoneal
inflamasyonun en fazla oldugu bélgededir. Agri siddetinin zamanla azalmasi
inflamatuar olayin lokalize oldugunu, artmasi ise yaygin peritonit gelistigini
distndarr.

Hemen her zaman istahsizlik, bulanti vardir, bazen kusma eslik eder.
Susuzluk hissi, titreme ile yilkselen ates (38-40 °C) vardir. Karin agrisi nedeni
ile ylzeyel solunum mevcuttur. Batin distansiyonu vardir. Batinda hassasiyet,
defans, rebaund mevcuttur. Erken dénemde barsak sesleri duyulabilirken,
inflamasyon yayildikga paralitik ileus yerlesir ve barsak sesleri duyulamaz.
Tasikardi ve zayif periferik nabiz hipovolemiyi g0Osterir. Hipovolemi ilerledikge
sok tablosu yerlesir.

Loékositoz sik gorilur, ancak masif peritoneal inflamasyon bélgeye l6kosit
mobilizasyonuna yol acarak periferal I6kopeniye neden olabilir. Lékositozun
25000/mm?® in Uzerinde veya Idkopeninin 4000/mm? (in altinda olmasi ile
mortalite artar .

Tedavide ama¢ mortalite ve morbiditenin azaltiimasidir. Patojenlerin

daha iyi tanimlanmalari, bunlara etkin antimikrobiyal tedavinin kullanimi, erken
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cerrahi prensiplerinin uygulanmasi ve cerrahi tekniklerindeki gelismeler ile
mortalite son yillarda %30’un altina inmigtir. Erken cerrahi tedavi prensipleri;
a) Enfeksiyon kaynaginin kontroll ve ortadan kaldiriimasi,
b) Bakteri, toksin ve nekrotik materyalin konsantrasyonunun azaltiimasi
veya ortadan kaldiriimasi,
c) Reziduel bakterilerin ilagla tedavisi,
d) Organ fonksiyon bozukluklarinin diizeltiimesi
Cerrahi tedavide ise amag, batin igindeki plrtlan ve nekrotik materyali
temizlemek, enfeksiydz odagi ortadan kaldirmaktir 2.
2.6 inflamasyon
Organizmanin, hlicre hasari olusturacak uyaranlara karsi vaskilarize
konnektif dokuda verdigi koruyucu yanittir. Amag, organizmayi hlcre hasari
olusturan uyarandan ve bu hasarin sonucunda olusan nekrotik materyal ve
dokulardan temizlemektir. inflamatuar yanit konnektif doku, plazma, dolasan
hiicreler ve kan damarlarini igerir. ki tip inflamasyon mevcuttur. Akut
inflamasyon, nisbeten kisa sureli, birkag dakika ila birka¢g gin arasinda olup
esas Ozellikleri plazma protein ve sivisinin eksudasyonu, Iékositlerin
emigrasyonudur. Kronik inflamasyon ise, daha uzun strelidir ve histolojik olarak
lenfositler ve makrofajlarin bulunusu, kan damarlari proliferasyonu ve konnektif
dokunun mevcudiyeti ile birliktedir %,
2.6.1. Akut inflamasyon
Organizmanin hlcre hasari olusturacak uyarana karsi verdigi ani ve
erken yanittir. Ug majér komponenti vardir. Kan akisinda artisa neden olan
damar c¢apindaki degisiklikler, plazma protein ve |6kositlerinin sirkilasyondan
disari c¢lkmasina yol acan mikrosirkilasyondaki striktirel degisiklikler,
mikrosirkilasyondan |6kositlerin emigrasyonu ve hasar bdlgesinde toplanmasi.
Hasarli bolgede artan kan akigi ile karakterize vaskuler olay, arteriolar
dilatasyon ve kapiller yatagin acilmasiyla meydana gelir. Artan vaskuiler
permeabilite, proteinden zengin ekstravaskdler sivi birikimine neden olur ve
eksudayi meydana getirir. Plazma proteinleri, damarlari ya venullerin geniglemis
intraendotelyal hicre bileskelerinden veya direk endotelyal hlicre incinmesiyle
terk eder. Baslica notrofiller olmak Uzere |6kositler, dnce adezyon molekilleriyle
endotele yapisir, sonra mikrosirkilasyonu terk eder ve kemotaktik ajanlarin
etkisi ile hasarli bdlgeye dodru gb¢ ederler. Bunu, hasar olusturan etkenin
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fagositozu takip eder ve bu da mikroorganizmanin 6limidne yol agabilir.
Kemotaksis ve fagositoz esnasinda aktive I6kositler toksik metabolitleri ve
proteazlar ekstraselller olarak agiga ¢ikarabilir ve bu da endotelyal ve doku
hasarina yol acabilir *2.

2.6.2. Kronik inflamasyon

Akut inflamasyonu takiben gelisebilir veya hasarlanmanin basindan
itibaren kronik olabilir. Akut inflamatuar yanit, hicre hasar olusturan uyaranin
devam etmesi halinde ya da normal iyilesmedeki bazi bozukluklarda kronik hale
gecebilir. Cogu durumlarda kronik inflamasyon primer olay olarak basglar.
Genellikle, akut inflamasyona yol acan uyaranlara gére daha az toksik ajanlara
maruziyet s6z konusudur. DusUk toksisiteli intrasellller mikroorganizmalarla
gelisen persistan enfeksiyonlar, parcalanamayan cansiz materyale (silika
inhalasyonu) uzun stre maruz kalma veya bazi otoimmun reaksiyonlar kronik
inflamasyona yol acar. Kronik inflamasyon makrofaj, lenfosit ve plazma
hiicrelerini, doku detruksiyonunu ve fibrozisi iceren 6zellik tasir .

2.6.3.inflamasyonun Kimyasal Medyatérleri

inflamasyonun vaskiiler ve selliiler yanitlari, plazma ve hicrelerden
¢lkan ve inflamatuar stimulusla meydana gelen kimyasal faktérlerle ortaya
cikmaktadir. Bu kimyasal medyatérler ve sitokinler, bir arada veya sirayla etki
yaparak inflamatuar yaniti olustururlar. Medyatérler, aktive edilince veya
hicreden salininca ¢ogu bozulur veya inaktive olur. Bu sekilde, medyatdr
etkilerinin ayarlanmasinda kontrol ve denge sistemi vardir. Hemen tim
medyatorler, hedef hlcredeki spesifik reseptére baglanarak biyolojik
aktivitelerini meydana getirirler 2.

Vazoaktif Aminler:

Histamin; konnektif dokuda yer alan mast hicrelerinde, kanda
bazofillerde ve trombositlerde bulunur. Artan vaskiler permeabilitenin ani
fazinin baslica medyatériidr *.

Plazma Proteazlari:

Kinin sistemi aktivasyonu bradikinin olusumuna yol acgar. Bradikinin,
arteriolar dilatasyona, endotel hlcre kontraksiyonu ile venller permeabilite
artigina ve ekstrasellUler diiz kas kontraksiyonuna neden olur.

Kompleman sistemi hem immdnitede, hem de inflamasyonda énemli rol

oynayan bir dizi plazma proteini igerir. En kritik basamak, kompleman C3’Un
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aktivasyonu olup diger tim kompleman komponentleri, C3 ile etkilesimleriyle
ilgili olarak fonksiyonel Gniteler seklinde siniflandirilabilir. Bu gruplar da,
vaskuler fenomen, kemotaksis ve fagositoz gibi inflamasyonun cesitli
asamalarinda rol oynarlar.

Pihtilasma sistemi de bir seri plazma proteini olup Hageman faktérQ ile
aktive edilebilir. Son basamakta, trombinin etkisiyle fibrinojenden fibrin olusumu
esnasinda meydana gelen fibrinopeptidler, vaskuler gegirgenligi arttirir ve
I6kositler igin kemotaktiktir *2.

Arasidonik Asit Metabolitleri:

Arasidonik asit, poliansature bir yag asidi olup hicre membranindaki
fosfolipidlerde  bulunur.  Arasidonik asit metabolizmasi  sonucunda,
siklooksijenaz yoluyla olusan prostoglandinler ve lipooksijenaz yoluyla olusan
I6kotrienler inflamasyonun hemen her basamagini etkiler *.

Trombosit Aktive Eden Faktor:

Trombosit stimilasyonuna ilaveten vaskuler permeabilite artisi, 16kosit
migrasyonu, adezyonu, kemotaksis ve bir dizi sistemik hemodinamik
degisikliklere neden olur 2.

Sitokinler:

Ozellikle aktive lenfosit ve makrofaj gibi bircok hiicreden salinan, degisik
yapida bir grup ¢6ézinur proteinden olusan polipeptitlerdir. Bazi karakteristik
Ozellikleri vardir:
a)Cok disik konsantrasyonlarda (<10"" mol/L) aktif olan protein yapisinda
hormonlardir.
b)Dogal ve spesifik immuUnitenin efektér evresinde Uretilirler.
c)Diger polipeptit hormonlar gibi, hedef hicredeki spesifik reseptorlere
baglanarak etki gosterirler.
d)Konagin immuan ve inflamatuar yanitlarina aracilik ederler ve énemli otokrin,
parakrin ve endokrin etkileri vardir .

Sitokinlerin inflamasyondaki en dnemli etkileri endotel lizerine olan lokal
etkileri ile sistemik olarak akut faz reaktanlari ve fibroblastlar Uzerinedir.
Endotelyal adezyon molekillerinin ylzey dizenlemesini saglar ve endotelin

trombojenitesini arttirirlar 2
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Timér Nekrozis Faktér-a (TNF-a)

Solid timérlerde tanimlanmis sitolitik bir peptittir **. Ik kez 1893'de
NewyorK'lu cerrah William Coley tarafindan, erizipelden alinan inokulasyon
materyali iginde, malign tOmérlerin nekrozuna yol acan bir toksin
tanimlanmistir®® ve 1975°de Carwell ve arkadaslari tarafindan ilk kez “TUmér
Nekrozis Faktér’ terimi  kullanilmistir  %°. TNF-a, 233 aminoasitli bir
prohormondan bir seri proteolitik reaksiyon sonucu ortaya ¢ikan, 157 aminoasitli
bir polipeptiddir ’. Bu sitokin, bircok degisik hiicrede mevcut olan 6zgll bir

reseptorle etkilesime girer 383940

ve bu reseptérlerin sadece %5ini tutarak bir
biyolojik yanit olusturabilir *°. Parazitemi, serebral malarya, transplantasyonda
doku reddi, septik sok gibi bircok inflamatuar reaksiyonda gézlenen hasardan
TNF-a nin asiri yapimi sorumlu tutulmaktadir®. Degisik etkilerinden gogunu,
hiicresel etkilesimlerle (parakrin etki) olusturur *'. Bircok hiicreden salinmakla
birlikte asil kaynagi, aktive olmus mononuUkleer fagositlerdir. Lokal olarak nétrofil
aktivitesini ve notrofillerin  endotele adherensini arttinr. Patojenlerin  hizh
eliminasyonunu indiikler 3*.

’. Inflamasyonun

TNF-a, inflamasyonun erken sitokin yanitlarindandir
baslamasina neden olan herhangi bir uyaridan sonraki dakikalar icinde TNF-a
salinimi baslar, 1 saatte pik yapar ve 3-4 saat sonra salinim durur °. TNF-a
dizeylerindeki kisa sureli yikselme, ardisik sekonder reaksiyonlara yol agar ve
bunlarin etkileri, TNF-a serumdan kaybolduktan uzun sdre sonra da devam
eder. Bu sekonder etkilerin ¢cogu, muhtemelen TNF-a ile sinerjistik etkisi olan
diger sitokinlerin salinimina baglidir 42434445,

inflamatuar slrecin medyatérleri Gizerine yapilan arastirmalar sonucunda
sitokinlerin sayilarn giderek artmaktadir. Ancak bu kadar ¢ok sayidaki sitokinden
hangilerinin klinik olarak anlam tasidigi tam olarak aydinlatilamamistir “6. Bu
konudaki istisnalardan birisi TNF-a’dir. TNF-a hakkinda edinilen bilgiler
temelinde bazi noktalar kesinlesmistir:

1- Kritik enfektif hastaliklarin baglangicinda kan dolagiminda saptanabilir.
Dolagimda TNF-a’nin belirmesi kisa sureli olup semptomlarin ortaya ¢ikmasi ile
birlikte seviyesi hizla digsmektedir. Degisik etyolojiye sahip enfektif hastaliklarin
prodrom ddneminde ve hastaligin baslangicinda dolasimdaki TNF-a

kanitlanmigtir. Bazi segilmis enfeksiyonlarda TNF-a konsantrasyonlari
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hastaligin prognozu hakkinda dikkat c¢ekici bir dogrulukla 6énceden bilgi
vermektedir 42,

2- TNF-a uygulanmasi, bakteriyel invazyonu takiben olusanlardan ayirt
edilemeyecek degisiklikler baglatir. Memelilerde rekombinant TNF-a verilmesi
dolagim kollapsi, bébrek yetmezligi ve dissemine intravaskuler koagulasyona
bagl 6lime neden olur. Otopsi bulgularn ciddi gram-negatif septisemi sonrasi

gbzlenenlerin aynisidir *°

. Kopeklerde subletal dozlarda TNF-a inflzyonu,
sepsiste goriilen karakteristik hormonal ve metabolik bozukluklari baslatmistir™.

3- TNF-q, letal sistemik inflamasyonda ortaya cikan ilk medyatérdar.
Olmekte olan konagin dolasiminda bircok medyatér bulunmakla birlikte,
deneysel ve klinik arastirmalarda kan akiminda ilk saptanan medyatériin TNF- a
oldugu gésterilmistir. in vitro olarak TNF-a’nin diger medyatér ve yolaklarin
cogunu uyardidi bilindigi icin, letal sistemik inflamasyonda ilk sinyal olduguna
iliskin oldukga glglenen bir géris mevcuttur.

4- TNF-a’nin nétralizasyonu, sistemik inflamasyonu takip eden élimden

korur >,
TNF-a’'nin septik slrecin en 6nemli medyatdrlerinden biri olduguna
inaniimaktadir. inflamasyonda konagin cevabini diizenleyen ilk sitokin oldugu
hipotezini destekleyen bircok bulgu vardir °% ik olarak, septik soktaki
hayvanlarin serumlarinda saptanmistir. ikinci bulgu, genetik bir defektten dolay:
TNF-a Uretemeyen hayvanlarin letal endotoksin uygulamalarina direncli olmasi
ya da hasta hayvanlardan farmakolojik ydontemlerle TNF-a c¢ikariimasinin
survide belirgin diizelmeye neden olmasidir. Ugiinciisii ise, saglikli hayvanlara
TNF-a verilmesi ile sepsise benzer klinik tablo gérilmesidir . Ornegin ratlara
yluksek konsantrasyonda TNF-a inflzyonu laktik asidoz, hipotansiyon ve 6lime
yol acmistir. Bu hayvanlarin postmortem incelemesinde adrenal nekroz,
pulmoner konjesyon, c¢ekum nekrozu, intestinal iskemi, pankreatik infarkt,
pulmoner inflamasyon ve aniiri saptanmistir *6°8.

TNF-a’'nin letal sistemik inflamasyonun patogenezinde &nemli roll
oldugunu distndlren bu deneysel bulgular, daha sonra serum TNF-a dizeyleri
ile hastaligin ciddiyeti ve septik soka bagli mortalite arasinda korelasyon
oldugunu gésteren bircok klinik calismayla dogrulanmistir °*%¢' Calandra ve

arkadaglari, septik sokta hayatta kalanlarda TNF-a duzeylerinde progresif bir
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disme oldugunu, kaybedilen hastalarda ise ilk tani ve tedavi stresince TNF-a
diizeylerinin yiiksek kaldigini bildirmislerdir .

TNF-a’nin sistemik inflamasyon ve bunun sonucunda gelisen septik sok
ve multiorgan yetmezligi olusum mekanizmalarindaki énemli  roll
anlagildigindan beri, tedavide TNF-a ve diger inflamatuar medyatoérler Uzerine
etkili olacak, bunlarin olusum ya da etkilerini baskilayacak modaliteler Gizerinde
durulmaya baglanmistir. Konagin bu yikici yanitini dizenlemeye yo6nelik
cabalar, yeni tedavilerin gelisimine yol acmistir. Bu tedavi yéntemleri, direk
endotoksini nétralize etmek, hlcrelerden sitokin salinimini inhibe etmek, asir
sitokin saliniminin sonuglarindan korunmak i¢in endojen medyatérlerin etkilerini
direk bloke etme amacini giiden tedavilerdir %,

High Mobility Group Box-1 (HMGB-1)

Yaklagik 30 yil énce, hicre nukleusundan histonlarla birlikte 30 kDA
molekdl agirhikh protein serbestlestiriimis ve elektroforez jelindeki hizh
hareketinden dolayi high mobility group box-1 olarak adlandiriimigtir. HMGB-1,
Okaryotlardaki korunmus proteinler arasinda en yararli olanidir. Nuklear bir
protein olan HMGB-1, kromatin baglayici 6nemli yapisal bir faktérdir.
Nukleozomal yapi ve stabilitenin belirlenmesi, transkripsiyon faktérlerinin ayni
kokenli DNA yapilarina baglanmasi gibi farkli hiicresel fonksiyonlar igerir. ileri
derecede yUkli olan HMGB-1, C-terminalinde negatif yUkli reziduler (aspartik
ve glutamik asit), N-terminalinde pozitif yukli bélgeler (A box ve B box) igerir.
Sekonder DNA yapilari icin baglanma bélgeleri mevcuttur. Bu gézlemler HMGB-
1’iIn DNA rekombinasyonu, onarimi, replikasyonu ve transkripsiyonunda rol
oynadigini destekler.

HMGB-1 hemen her hiicre tipinde Uretilir, ancak hiicre diizeyi yas ve
gelisimle degisir. Hilcresel lokalizasyon calismalari, HMGB-1'in nukleus ile
sitoplazma arasinda hicre siklusuna bagli olarak hareket ettigini ortaya
koymustur. HMGB-1, karaciger ve beyin hUlcrelerinde belirgin olarak
sitoplazmada bulunurken, lenfoid hidcrelerde hem sitoplazmada hem de
nukleusta yer alir.

inflamasyona yanit olarak HMGB-1'in bagisiklik sistem hiicrelerinden
(monosit, makrofajlar) aktif, nekrotik hicrelerden de pasif salinimi séz
konusudur. HMGB-1'In aktif salinimi, ekzojen bakteriyel endotoksin veya
endojen proinflamatuar sitokin (TNF-a, IL-1B) stimilasyonu ile doz ve zaman
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bagiml olarak gerceklesir. Nekrotik ve hasarli hiicrelerden pasif olarak salinan
HMGB-1 ise, komsu bagisiklik sistem hiicrelerine hasar sinyalini tasir %.

Ekstraselliler HMGB-1, invivo inflamatuar yanita aracilik eder. Genetik
olarak lipoplisakkarite direngli farelere intratrakeal verilen HMGB-1 akcigerde
noétrofil  birikimini  ve proinflamatuar sitokinlerin  (TNF-a, IL-1B) akciger
dokusunda lokal Uretimini stimule eder. Akciger dokusunun histolojik
incelemesinde interstisyel ve intraalveolar alanlarda nétrofil birikimi, interstisyel
O6dem, alveolar ylUzeye protein eksudasyonu ile karakterize akut diffliz
inflamatuar yanit gordlir. Ancak Onceki gdzlemlerde rekombinant TNF-a
inflizyonuna bagl sok tablosu gelistigi g6sterilen hayvanlarin aksine, HMGB-1
inflzyonu sok tablosu olusturmaksizin ani kardiak 6lime neden olur. HMGB-1in
intraserebroventrikller verilmesi beyinde TNF-a ve interlékin-6 (IL-6) yapimini
arttinr. Gastrointestinal sistem Uzerine etkisi incelendiginde, nitrik oksit sentaz
(NOS) aktivitesini, epitelyal bariyer fonksiyon kaybi ile intestinal mukozal
permeabiliteyi ve mezenterik lenf nodlarina bakteriyel translokasyonu arttirdigi
gbsterilmigtir.

inflamasyonun ge¢ medyatoéri olarak salinan HMGB-1 sistemik
inflamatuar yanit patogenezine erken medyatdr yanitindan sonra katilir 2.
Endotoksin verilmesinden 8 saat sonra ilk olarak serumda tespit edilir ve 16-32
saate kadar artarak plato dlizeyine ulagir. Benzer olarak, deneysel sepsis
modellerinde (¢ekal ligasyon ve perforasyon), peritonit indiksiyonundan 18 saat
sonra serumda HMGB-1 saptandi§i ve 72 saate kadar serum dizeylerinin
yliksek kaldigi gosterilmistir. HMGB-1’in gecikmis ortaya cikisi, deneysel
endotoksemi veya sepsise sekonder letalitenin baglangici ile paralellik gosterir
ve sistemik inflamatuar yanitin TNF-a ve énceden tanimlanmis diger erken etkili
medyatdrlerinden farklidir. Klinik galismalar da, serum HMGB-1 seviyelerinin
belirgin olarak arttigini gdstermistir. Septik veya sepsise sekonder organ
yetmezlikli hastalarin serum HMGB-1 dizeyleri saghkli gdnuillilere gére belirgin
olarak yUksek saptanmistir.

Hemorajik sok da, enfeksiyon olmaksizin HMGB -1’in sistemik salinimini
stimile edebilir. Klinik olarak, hemorajik sokta 24 saat sonra HMGB'in serumda
belirgin arttid1 ve sok tablosu gerileyinceye kadar yUksek kaldigi gbzlenmistir.
Soka erken TNF-a yanitinin uyarisi ve hasarli ve 6l0 hicrelerin uyarnsi ile
aktiflenen bagisiklik sistem hicrelerinden HMGB-1 salindigi distnilmektedir.

29



Deneysel olarak HMGB-1'In salinimini ya da aktivitesini inhibe eden
tedavi stratejileri, hayvanlarda sepsise bagh 6limi 6nlemigti. HMGB-1
antikorlari ve HMG A box (HMG’nin N-terminalinde yer alan pozitif yikli bélge)
HMGB-1"1 antagonize ederken, etil pirvatin HMGB-1 salinimini inhibe ettigi
gOsterilmistir.

Ozet olarak HMGB-1, letal sistemik inflamasyonun, monosit veya
makrofaj kaynakl gec etkili sitokini olarak tanimlanmistir. HMGB-1’in ge¢ etkisi,
TNF-a ve diger klasik proinflamatuar sitokinlerden ayiran 6zelligidir ve dogal
immiin yanitin anlasiimasi ve manipule edilmesinde &énemlidir .

Calismada kullanilan etanercept (Enbrel), TNF-a reseptdr flizyon
proteinidir. CézUnir TNF-a reseptéri olup TNF-a’yi baglayarak, kendi
reseptérine baglanmasini 6nler ve bdylece proinflamatuar etkilerini bloke
eder®®. Etil piriivat ise, piriivik asitten elde edilen basit alifatik esterdir. in vitro
ve in vivo modellerde etkili antiinflamatuar ajan olup HMGB-1'in sistemik

salinimini inhibe ettigi bildirilmistir ©¢°

. Galismada olusturulan deneysel peritonit
modelinde, etanercept ve etil pirlvat kullanilmis, inflamasyonun erken ve geg
sitokin yanitlarinin inhibisyonu ile barsak moatilitesinin  karsilastirmal

degerlendirilmesi amaglanmigtir.
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3.GERECLER VE YONTEMLER

Bu calisma, Mersin Universitesi Tip Fakiltesi Etik Kurulu onayi
(B.30.2.MEU.0.01.00.00/3156) alindiktan sonra, Mersin Universitesi Tip
Fakdiltesi Deneysel Tip Arastirma Merkezi Deney Hayvanlari Laboratuari ve
Farmakoloji Anabilim Dali Laboratuarinda yapilmistir. Deneysel arastirmalar
T.C Mersin Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu Baskanhginca
(Proje No: BAP-TF CTB (DA) 2006-3) maddi olarak desteklenmistir.

3.1.Deney Hayvanlarinin Se¢imi

Calismamizda Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Arastirma Laboratuarinda temin edilen 32 adet Wistar Albino tipi, ortalama
132g agirhginda, eriskin rat, Mersin Universitesi Tip Fakiltesi Deney
Hayvanlari Etik Kurul onayi alinarak kullanildi. Ratlarin beslenmesi ayni gidalari
iceren diyetler ve su ile saglanip 24 °C olan odalarda saklandi. Calismada, her
grupta 8 rat olmak Gzere kontrol (sham operasyon), sadece peritonit olusturulan
deney, peritonitten 1 ve 4 saat sonra i.p. 8 mg/kg/doz etanercept verilen ve
peritonitten 12 ve 24 saat sonra i.p. 40 mg/kg/doz etil pirtivat verilen grup olmak
Uzere toplam 4 grup olusturuldu. Ratlar gruplara rastgele dagitildi.

3.2.Deney Modeli

Calismamizda peritonit olusturmak icin, daha énce Baker ve arkadaslari
tarafindan tanimlanan, ¢ekum ligasyonu ve perforasyonu modeli kullanildi ©.
Bu model 24 saat icinde sepsise neden olan, hiperdinamik ve normotansif
peritonit modelidir. Cerrahi girisim 0Oncesi ratlara anestezik ajan olarak
100mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar) (Eczacibagi ilac Sanayi, Istanbul,
TURKIYE) intramuskuler (i.m.) uygulandi. Ratlar anestezi altinda supin
pozisyonda yatirilip tespit edildi ve abdominal bdlge killari tras edildi. Cerrahi
saha povidon-iyot (Batticon) ile temizlendi, steril 6rtl ile kapatildi ve 2 cm
midline insizyon ile laparatomi yapildi. Gekum, ileogekal valfin hemen altinda
bulunup serbestlestirilerek 4/0 ipek sltlrle dolasimi bozulmayacak ve barsak
gecisini engellemeyecek sekilde baglandi. Cekumun antimezenterik ylzinde
22 G igne ile 1 cm araliklarla 2 farkh delik agildi (Resim 1). Delinen yerlerden
barsak igcerigi nazikge periton igine bosaltildiktan sonra, gekum tekrar peritoneal
kaviteye yerlestirildi ve insizyon iki kat Gzerinden kapatildi. Daha sonra ratlar,
36 saatlik bekleme igin tekrar kafeslerine alindi. Operasyondan sonra su ve
beslenme serbest birakildi.
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Resim 1. Cekum ligasyonu ve perforasyonu

3.3.Deney Protokoli

Ratlarin beslenmeleri bir glin dnce kesildi, su almalari serbest birakildi.
Ratlar gelisiglizel dért gruba ayrildi.

a) Kontrol (sham) grubu (n=8): Anestezi verilen ve laparatomi yapilan ratlarin
¢ekumuna herhangi bir ligasyon ve perforasyon yapilmadan manipulasyon
uygulandi.

b) Deney (peritonit) grubu (n=8): Anestezi verilen ve laparatomi yapilan ratlarin
¢cekumuna ligasyon ve perforasyon uygulandi.

c) Etanercept grubu (n=8): Peritonit olusturulan ratlara peritonitten 1 ve 4 saat
sonra i.p 8 mg/kg/doz etanercept uygulandi.

d) Etil pirGvat grubu (n=8): Peritonit olusturulan ratlara peritonitten 12 ve 24
saat sonra i.p. 40 mg/kg/doz etil pirGivat uygulandi.

Ratlara, 36 saat sonra 6nce eski insizyon yerinden relaparatomi yapildi.
Histopatolojik, biyokimyasal inceleme ve farmakolojik calisma icin doku
Ornekleri elde etmek amaciyla gekumun 5 cm proksimalinden 10 cm.lik ileum
segmenti cikarildi. Daha sonra yapilan sternotomi ile ratlarin kalbinden
biyokimyasal inceleme icin 5 ml kan 6rnegi alindi. Bu uygulama ile ayni
zamanda hayvanin 6ldirdlmesi saglandi.

3.4. Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler

Etanercept (Enbrel) Wyeth ilaglar A.S., etil piriivat ve karbamilkolin
klorlr (Karbakol) Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA), potasyum klortr
(KCI) Merck & Co., Inc. (USA) firmasindan temin edildi.
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3.5.Biyokimyasal Analizler

3.5.1.Kan ve Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

Serum TNF-a 6lgimu icin kan érnekleri, 5 ml enjektodr ile intrakardiak
olarak alindi. Ornekler 5000 rpm devirde 8 dakika ve +4 °C’de santrifiij edildi ve
stpernatant calisma icin alindi. Doku MDA ve MPQO 6&l¢iimu icin alinan ileum
érnekleri calisma yapilincaya kadar -20 °C’de saklandi.

3.5.2.Serum TNF-a Ol¢iimii

Serumda TNF-a dizeyleri “Biosource Rat TNF-a kit; lot. no: KRC3011™
ile solid faz sandévi¢c Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) yontemi
ile 6l¢lldd. Tabak icindeki kuyucuklar, TNF-a icin spesifik antikorlar ile kaplandi.
Standartlar, kontroller ve érnekler kuyucuklara eklendikten sonra Uzerlerine
biotinlenmig ikinci bir antikor eklendi. Birinci inkibasyon sirasinda TNF-a
antijenleri, immobilize antikorlara ve biyotinlenmig antikorlara bagland..
Ortamdaki fazla antikorlarin yikama ile uzaklastinimalarindan sonra
streptavidin-peroksidaz enzimi eklendi. ikinci inklibasyon ve yikama sonrasinda
baglanmayan enzimler ortamdan uzaklastirildi. Uzerlerine, enzime baglanarak
renk olusturan substrat solusyonu eklendi. Olusan rengin absorbansi, érnekte
bulunan TNF-a konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Sonuglar standartlardan
olusturulan konsantrasyon-absorbans egrisinden pg/ml olarak hesaplandi.

3.5.3.Doku Malondialdehid (MDA) 6Igﬁmu

Doku lipid peroksidasyonun goéstergesi olarak kullanilan MDA dlzeyleri,
Yagi ve arkadaslarinin gelistirdikleri ydnteme gére saptandi ®”. Aerobik sartlarda
doku homojenatinin pH:3.4'de tiyobarbitiirik asit ile 95 °C’de inkiibasyonu
sonucunda, lipid peroksidasyonu varsa sekonder bir Griin olarak MDA olusur ve
MDA tiyobarbitirik asit ile pembe renkli bir kompleks olusturur. Bu renk
siddetinin 532 nm’de spektrofotometrik olarak élcimu ile lipid peroksidasyonu
saptanir. Calismada da, alinan ve -20 °C’de saklanmis olan ileum 6rnekleri
¢6zulda, tim dokular tartildi ve 50 mg dokuya 500 pyL 0.15 M KCI eklenerek
homojenize edildi. Orneklerin hazirlanma asamasinda, sollisyonlar 95 °C’de 30
dakika inktbe edildi. Daha sonra musluk suyunda sogutuldu ve 1 ml distile su
eklendi, 14:1 oraninda hazirlanan n-bltanol:piridin solisyonundan 5 ml
eklenerek vortekste karistirildi. 4000 rpm devirde 15 dakika santrifij edildi.
Yaklagsik 200 p supernatant alinarak 6rnek, kromatografik ayirim igin cihaza
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verildi. Sonuglar, ayni ydntemle calgilarak degisik konsantrasyonlarda
hazirlanan standart egri yardimi ile nmol/ml olarak hesaplandi.

3.5.4.Doku Myeloperoksidaz (MPO) Olciimii

Nétrofillerin sitozolik grandllerinden salinan MPO enzimi, dokulardaki
notrofil aktivasyonunun dolayli géstergesi olarak kullaniimaktadir. Doku
Orneklerindeki MPQO duzeyleri, Golowich ve arkadaslarinin gelistirdikleri
yénteme gére saptandi ®8. Calisma icin -20 °C’de saklanmis olan ileum érnekleri
¢6zuldl ve tartildi. Dokular, 300 mg doku igine 5 ml olarak hesaplanan 0.02 M
EDTA (pH 7.4) konularak 60 saniye homojenize edildi. Homojenat 20000 rpm
devirde, +4 °C’de 15 dakika santrifiij edildi ve slipernatant atildi. 0,05 M KPO,
(pH:6) tamponu icinde %0,5 Hekza Adezil Trimetil Amonyum Bromid (HETAAB)
hazirlandi. Elde edilen pellet, 1,5 ml HETAAB ile tekrar homojenize edildi.
Homojenat 20000 rpm devirde, +4 °C’de 15 dakika tekrar santriflj edildi ve
stpernatant ¢alisma icin alindi.

Doku MPO élgima, hidrojen peroksitin homojenat tarafindan oksitlenerek
o-dianosidini redUklemesi ve redukie o-dianosidin 410 nm’de ol¢lIimesi
prensibine dayanilarak yapildi. Sonuclar spesifik aktivite, tGnite/gr doku olarak
hesaplandi.

3.6. Histopatolojik Degerlendirme

lleumdan alinan 6rnekler %10’luk nétral formaldehid iceren kaplar icine
konuldu. Bir gece tespit isleminin ardindan dokular sirasiyla alkol, ksilol ve
solusyonlarinda bekletilerek rutin igsleme tabi tutuldu. Hazirlanan parafin
bloklardan elde edilen 5 p kalinhdindaki kesitler rutin hematoksilen eosin (H-E)
histokimyasal boyasi ile boyandi. Preparatlar isik mikroskobik dizeyde (Nikon
Eclipse 80i) incelendi. Fotograflama islemi Nikon dijital kamera, DS-L1 ile
yapildi. Barsak dokusunda hasari degerlendirmek icin Chiu ve arkadaslarn
tarafindan tarif edilen histolojik mukozal hasar skalasi kullanildi ®°. Buna gére;
Grade 0: Normal mukozal villus
Grade 1: Kapiller konjesyon ile birlikte subepitelyal bosluk olusumu
Grade 2: Subepitelyal boslukta genisleme ile birlikte epitelde orta derecede
kalkma
Grade 3: Epitelde ileri derecede kalkmalar, yer yer epitelde soyulma ve lamina
propriada konjesyon, vill6z uglarda Ulserasyon
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Grade 4: Epitelin tamamen soyulmasi ile birlikte lamina propria ve dilate
kapillerlerin agiga ¢cikmasi
Grade 5: Lamina proprianin ortadan kalkmasi, hemoraji ve Ulserasyon

Chiu skorlamasi temelde sadece epitel hasarini degerlendirdiginden ek
bir skorlama sistemine gerek duyuldu. Yeni skorlamaya gére de, sirasiyla
villuslari déseyen epitel hasari, lamina propria ve serozada inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu, lamina propriada 6dem ve konjesyon degerlendirildi. Belirtilen tim
parametreler icin; 0 normal, 1 hafif derecede, 2 orta derecede ve 3 siddetli
olarak semikantitatif derecelendirme sistemi kullanildi. Her 6rnek igin yapilan
puanlamalar, toplam skor olarak hesaplandi ve sonugclar kargilastirildi. Her iki
skorlama sistemi igin de, her grupta ortaya ¢ikan degisikliklerin puani, degisiklik
olan hayvan sayisi ile ¢arpildi ve gruptaki hayvan sayisina bolinerek o grubun
ortalama hasar skoru bulundu.

3.7. Organ Banyosu

2 cm uzunlugundaki tam kat ileum Ornekleri, icinde Krebs solusyonu
(mM/L olarak NaCl 118, KCI 4.8, CaCl, 2.5, KH2PO4 1.2, NaHCO3 24, glukoz
11, MgSO4 1.2, Nao,EDTA 0.01) bulunan, %95 O, ve %5 CO. ile gazlandirilan
organ banyosuna sirkiler kas yéninde asildi. Tim deneylerde banyo sicakhgi
37 °C’de, pH'si 7.4'de sabit tutuldu. 10 mllik organ banyosunda biitiin
preparatlara 1 gr 6n gerim uygulandi ve bir saatlik dengelenme suresi boyunca
20 dakikada bir Krebs sollisyonuyla yikandi. Dokularin tonusundaki degisiklikler
“force displacement transducer” (COMMAT, Ankara, Turkiye) aracihgi ile
izometrik olarak dlculdi ve Biopac Kayit Sistemi (Biopac Systems Inc., CA,

USA) ile veriler bilgisayar ortaminda elde edildi (Resim 2).

Resim 2. Organ banyosu diizenegi
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Galisma gruplarindan alinan ileum dokulart 50 mM KCI ile muamele
edildi ve kasllma cevaplari gram kasilma olarak ifade edildi. Dokularin
dinlendirilmesinden sonra 40 volt, 0.5 msn, ardisik 0.5 Hz, 1 Hz ve 2 Hz
elektriksel uyari, ardistk 10 mM, 20 mM, 40 mM ve 80 mM KCI, kiimilatif (107°-
10*M) CCh ayr ayr uygulandi. Uygulamalar arasinda Krebs solusyonu ile
yikanan ve dinlendirilen dokularin kasilma cevaplari degerlendirildi. Sonuglar,
tim gruplarda gram kasiima/yas doku agirlidi olarak hesaplandi.

3.8.istatistiksel Analiz

istatistiksel analizler Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik
Anabilim Dal’'nda yapildi (SPSS 11.5 ve Statistica 6.0). Biyokimyasal ve
histopatolojik  parametrelerin  dagihmlarinin  normal olup olmadiklarini
degerlendirmek icin Tek Orneklem Kolmogorov Simirnov testi kullanildi ve tiim
6rneklerin normal dagilim gésterdikleri sonucuna ulasildi. TNF-a, MDA, MPO ve
organ banyosu caligsmalarina ait degerlerin gruplar arasinda anlamli bir faklilik
gosterip gostermedikleri Tek Yonlli Varyans Analizi (one-way ANOVA) ile test
edildi, farkhlik olan alt gruplarin belirlenmesinde ise Tukey testinden
yararlanildi. Histopatolojik degerlendirmede elde edilen skorlar bakimindan
gruplar arasindaki farklilklar Kruskal-Wallis testi ile degerlendirildi. Istatistik
analizlerde p< 0,050 ise test sonucu anlamli kabul edildi.
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4.BULGULAR
4.1.Biyokimyasal Analiz Sonuclari
Serum TNF-a diizeyleri degerlendirildiginde peritonit grubunda TNF-a’nin
kontrol grubuna gbére anlamli sekilde arttigi ve etanercept grubunda bu
degerlerin kontrol grubuna yakin degerde oldugu saptandi. Bu fark istatistiksel
olarak da anlamli bulundu. (p=0,001) (Tablo 1, Sekil 2)

Tablo 1. Serum TNF-a, doku MDA ve MPOQO dlizeyleri

Degisken Kontrol Peritonit Etanercept Etil PirGvat P

TNF-a (pg/ml) 19,94 £ 4,81 55,31 +9,352 22,22 +367 ° | 35,05 3,93 | 0,001
MDA (nmol/ml) [29,66 +1,10 40,62 16,32 31,69+1,50 |29,10+0,82 |0,072
MPO (linite/gr) | 0,14 + 0,01 0,30 +0,04° 0,23+0,02 |0,18+0,02 |0,005

? p=0,001TNF-a diizeyleri kontrol grubuna gére anlamli sekilde yiikselmistir.
® p=0,003 Peritonit ile yiikselen TNF-a etanercept ile Gnemli oranda diismiistir.
° p=0,004 Peritonit MPO diizeylerini yiikseltmistir.
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Sekil 2. Serum TNF-a dlzeyleri. Yatay eksende gruplar, dikey eksende TNF- a
degerleri gOrilmektedir. Veriler ortalama + SS olarak verilmistir. [(varyans
analizi, p=0,001, Tukey testi; a icin p=0,001 kontrol grubu ile, b i¢cin p=0,003
Peritonit grubu ile karsilastirildiginda peritonitle anlamli sekilde yUkselen TNF-a

dlzeyleri etanercept ile istatistiksel olarak anlaml élgtide dismustdr.)].
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Doku MDA ve MPO seviyelerine bakildiginda, peritonit grubunda kontrol
grubuna gére hem MDA hem de MPQO’da artis tespit edildi. MPO seviyelerindeki
artig istatistiksel olarak da anlamli idi. Etanercept ve etil pirGivat verilen her iki
grupta da hem MDA, hem MPO dizeyleri 6nemli él¢cide distk bulunmustur.
Ozellikle etil pirtivat grubundaki MPO degerleri peritonit grubuna gore
istatistiksel olarak da anlamli derecede disik bulunmustur. (Tablo 1, Sekil 3,
Sekil 4)

Gl
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Sekil 3. Doku MDA dulzeyleri. Yatay eksende gruplar, dikey eksende MDA
degerleri gortlmektedir. Veriler ortalama = SS olarak verilmistir. Peritonit
grubunda MDA dlzeyleri daha ylUksek izlenmekle birlikte gruplar arasinda
istatistiksel agidan bir fark bulunmamistir. (varyans analizi, p=0,072).
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Sekil 4. Doku MPO dulzeyleri. Yatay eksende gruplar, dikey eksende MPO
degerleri goérllmektedir. Veriler ortalama + SS olarak verilmigtir. Kontrol
grubuna gbre peritonit grubunda istatistiksel olarak anlamli ylksek izlenen doku
MPO duzeylerinin, peritonitten sonra etanercept ve etil pirGvat uygulamasi ile
azaldigi géralmektedir. [(varyans analizi, p=0,005, Tukey testi; a icin p=0,004 )].

4.2 Histopatolojik H-E Boyama Sonugclari

lleum dokularindan alinan kesitlerin H-E boyamasi isik mikroskobik
incelemelerinde; peritonit grubunda epitelde ileri derecede kalkmalar, yer yer
soyulma, lamina propriada konjesyon ve serozada nétrofil infiltrasyonu izlendi.
(Resim 3, Resim 4)

Etanercept ve etil pirlvat gruplarinda lamina propriada noétrofil
infiltrasyonu, subepitelyal genisleme ile birlikte epitelde orta derecede kalkma
izlendi. (Resim 5, Resim 6). Bu iki grupta gozlenen histopatolojik degisiklikler
her iki skorlama sistemine de paralel olarak peritonit grubuna oranla énemli
Ol¢lide daha azd.
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Resim 5. Etanercept grubuna ait ileum 6rnekleri. Genelde dizenli yapidaki
ileum 6rneklerinde villuslarin u¢ kisimlarinda epitelde ayrilma (gift ok ile isaretli),
lamina propriada hafif derecede 6dem ve inflamatuvar hicre infiltrasyonu

izlenmektedir. Serozal ylzeyde inflamatuvar hicre infiltrasyonu mevcut degil

(H-E,x200).

Resim 6. Etil pirivat grubuna ait ileum 6&rnekleri. Genelde dizenli yapidaki
ileum 6rneklerinde villuslarin u¢ kisimlarinda etanercept verilen gruba goére
epitelde daha hafif derecede ayrilma (cift ok ile isaretli), lamina propriada
minimal derecede 6dem ve inflamatuvar hicre infiltrasyonu izlenmektedir.

Serozal ylizeyde inflamatuvar hiicre infiltrasyonu mevcut degil (H-E,x200).
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Chiu skorlar bakimindan gruplar degerlendirildiginde, kontrol ile peritonit
gruplari (p=0,011) arasinda istatistiksel olarak énemli bir farklilik varken diger
gruplar arasinda anlaml bir farkliik gérilmedi. Barsak duvar hasari skorlari
bakimindan gruplar arasinda farklilik saptandi (p= 0,001), kontrol ile peritonit
gruplar (p=0,001) ve peritonit ile etil pirivat gruplan (p=0,039) arasinda
istatistiksel olarak anlaml bir farklilik varken diger gruplar arasinda énemli bir
farkhlik izlenmedi. (Tablo 2, Sekil 5)

Tablo 2. ileumda Chiu ve barsak duvar hasari skorlamasi bulgulari

Kontrol | Peritonit | Etanercept | Etil Pirlvat P
Chiu skorlamasi 0,30° 1,60 0,80 0,60 0,008
Barsak duvar hasari skorlamasi 1,00ID 5,00° 3,00 2,00 0,001

®p=0,011, °p= 0,001 peritonit grubu ile, ° p=0,039 etil piriivat grubu ile karsilastirildiginda.

2,0 6

Ortalama
Ortalama

kontrol peritonit  etanercept etilpirGivat kontrol peritonit  etanercept etilpirtivat

CHIU BARSAK DUVAR HASARI

Sekil 5. ileumda Chiu ve barsak duvar hasari skorlama ortalamalarinin gruplara
gbre dagihmi. Peritonit hem ileum mukozasinda hem de tiim barsak duvarinda
inflamatuar hasara neden olmustur. Etanercept ve etil pirlivat uygulamasi ile bu

hasarlanma anlamli él¢gide azalmigtir.

42



4.3.0rgan Banyosu Sonuclari

Elektriksel uyari verildiginde kontrol grubundaki normal ileum dokusunda

frekans arttikga dokunun verdigi kasilma yanitinin arttidi, peritonitin bu yanit

degistirmedigi ancak tim frekanslarda peritonit grubunda kasilma yanitlarinin

azaldig goérulmastir. Etanercept verilen grupta kasilma yanitlarinin 0.5 ve 1 Hz

frekansta guglendigi gortlmustar. Etil pirGvatin elektriksel uyari ile kasilma

tzerine anlaml bir etkisi saptanmamistir. (Tablo 3, $Sekil 6).

Tablo 3. Elektriksel uyari kasilma yanitlari

Degisken | Kontrol Peritonit Etanercept Etil PirGvat
0,5 Hz 0,40+0,31 0,11 0,11 0,96 +1,012 0,78 +0,80
1 Hz 0,54 +0,60 |0,42+0,30 1,23+0,76° 0,37 £ 0,30
2 Hz 243+4,06 |1,38+1,61 0,90+1,18 1,21 £ 1,51

# 0,5 Hz icin p=0,005, 1 Hz igin p=0,024 Etanercept uygulanmasi peritonit grubuna gére

kasilmay! arttirmistir.
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Sekil 6. Elekiriksel uyar kasilma yanitlari. Etanerceptin bozulan kasiima

yanitlarini arttirdidi izlenmektedir. (Tukey, * p=0,005, ** p=0,024 etanercept

grubu ile karsilastinidiginda )

Organ banyosu ¢alismalarinda, peritonitin ileum dokusunun 40 ve 80 mM

gibi yiksek doz KCl'e verdigi kasilma yanitlarini anlamli gsekilde azalttig

g6zlendi. Etil privat uygulanan gruplarda bu kasiima yanitlarinin anlamli olarak

dlzeldigi, ancak etanerceptin bir etkisinin olmadidi izlendi. (Tablo 4, Sekil 7)

Tablo 4. KClI kasilma yanitlari

Degisken | Kontrol Peritonit Etanercept Etil PirGvat
10 Mm 297+254 1,05+1,23 2,70 £ 2,41 2,74 £222
20 mM 3,563+2,51 |3,64+3,71 2,82 +1,97 3,08 £ 3,43
40 mM 3,57+1,43 1,11 £1,03? 2,58 + 1,68 4,57 + 3,65
80 mM 4,02+1,79 |[1,22+1,31° 1,61 +1,24 4,09 + 3,66

% p=0,019, b p=0,05 Kontrol ve

anlamli fark saptandi.

etil pirtivat grubu ile

karsilastirildiklarinda istatistiksel olarak
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Sekil 7. KCI kasilma yanitlari. Yiksek konsantrasyonda peritonitle bozulan

kasilma yanitlari etil pirivat ile dizelmistir. (Tukey testi, * p=0,019, ** p= 0.05

Kontrol ve etil pirtivat gruplari ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamh

fark saptandi.)

Kimdulatif CCh uygulamasinda peritonit ile bozulan kasiima yaniti,

etanercept verilen grupta tersine dénmdis, ancak etil pirlivat verilen grupta
etkilenmemigtir. (Tablo 5, Sekil 8)

Tablo 5. CCh kasilma yanitlari

Degisken | Kontrol Peritonit Etanercept Etil PirGvat

10°M 0,51£0,13 | 0,65+0,24 1,19 £ 0,39 0,81 +£0,18
10°M 1,00+£0,30 ' 0,65%0,19 2,07 £ 0,82 1,73 +0,38
107'M 2,20+£0,73 |1,52+0,56 5,71 £ 1,56 2,90 £ 1,03
10°M 7,65+254 490+1,.32 10,29 + 1,97 4,07 £1,73
10°M 9,47 £2,74 |8,82+1,90 14,7 £ 2,19 6,14 + 1,78
10™*M 9,74+£2,84 | 11,21 £2,37 11,52 £ 1,89 6,83 + 1,66
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Sekil 8. CCh kasiima yanitlari. Kimulatif CCh kasilma yanitlarindan elde edilen
logaritmik egrilerde, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir interaksiyon
izlenmemekle birlikte ileal doku kasilmasi etanercept uygulamasi ile
gUclenmistir. (p=0,096).

Tablo 6. CCh’e ait ECso degerleri

CCh’e ait ECs5o (UM)

Kontrol 0,36 + 0,46 (n=8)

Peritonit 1,62 £ 0,29 (n=8)*

Etanercept (100mg/kg x2) | 0,19 £ 0,30 (n=8)**

Etil piriivat (40mg/kg x 2) 0,82 £ 0,52 (n=8)

* p= 0,03 kontrol grubuna gdre, ** p<0,05 peritonit grubu ile karsilastirildiginda.

Maksimum kasiima yanitinin % 50’sini olusturabilmesi icin gerekli CCh
dozunun (ECsp) peritonit grubunda diger gruplara goére istatistiksel olarak da
anlamli derecede ylksek oldugu, etanercept uygulanmasi ile ECsy degerinin

6nemli 6lctde distiga gézlenmistir. (Tablo 6).
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5. TARTISMA

Peritonit, batin i¢i organlarda siddetli lokal hasarla birlikte sistemik etkileri
de olan, periton zarinin inflamasyonu ile karakterize klinik tablodur "*”". Batinda
distansiyon, ileus, sok, multiorgan yetmezIligi gibi genis klinik spektruma sahip
bu sirecte, en cok etkilenen batin i¢i organ barsaklar olup diz kas kasiima
fonksiyonlarinin bozuldugu gdsterilmistir > 2°. Peritonitte gériilen bu genis klinik
tablodan lokal ve sistemik inflamatuar yanitin sorumlu oldugu bilinmektedir >
70,71,72,73_

Calismada peritonit olusturmak igin kullandigimiz, Baker tarafindan
tanimlanmig ¢ekum ligasyonu ve perforasyonu, insanlardaki peritonit ve
sepsisin klinik semptomatolojisini en yakin taklit eden, 24 saat icinde sepsise
neden olan, hiperdinamik ve normotansif peritonit modelidir > % 7" Kaya ve
arkadaslarinin ¢alismasinda ¢ekum ligasyonu ve perforasyonu ile olusturulan
deneysel peritonitte ileal kontraksiyonlarin bozuldugu gésterilmistir “°. Bizim
calismamizda da, bu modelin literatirde bildirilenlerle benzer olarak deneysel
peritonit ve sepsis olusturma ve intestinal motilite calismasi i¢in uygun bir model
oldugu gérulmustar.

Peritonitte gbrllen lokal ve sistemik organ hasarindan TNF-a, IL-13, IL-6
ve siklooksijenaz Grdnleri gibi degisik proinflamatuar sitokinlerin asiri Uretimi
sorumludur "%”'. TNF-a’nin inflamasyonun erken yanitlarindan sorumlu oldugu,
inflamatuar uyaridan sonra dakikalar iginde salinmaya basladigi, 1. saate pik
yapip 3-4 saat sonra saliniminin durdugu bilinmektedir *’. Lodato ve ark.,
ratlarda lipopolisakkaritle indiklenen endotoksemi modelinde ileal kas
kontraktilitesini degerlendirmigler ve endotoksinin TNF ve IL-1 yapimini
uyardigini, bu sitokinlerin ileal NOS aktivitesini arttirarak kontraktiliteyi
azalttigini, sitokinler antagonize edildiginde ise TNF baglayici proteinin (TNFbp)
IL-1 reseptdér antagonistine (IL-1ra) g6re kontraktiliteyi korumada daha efektif

oldugunu bildirmislerdir

. Galismamizda peritonit grubunda serum TNF-a
dizeylerinin anlaml sekilde arttigi tespit edildi. TNF-a’daki bu artis barsak
dokusunda ciddi inflamatuar reaksiyona yol agmistir. Doku MPO seviyesindeki
artis ve barsak duvarindaki hasarlanma bulgulari da bunun gdstergesidir.
Etanercept, suda ¢dzinir TNF-a reseptdr fuzyon proteini olup TNF-a’y
baglar ve kendi reseptérlerine baglanmasini engelleyerek etki goésterir .

Etanercepti TNF-a’'nin pik yaptigr 1. saatte ve saliniminin durdugu 4. saatte;
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6nceden yapilmis deneysel calismalarda toksik olmayan ancak etkisinin
gosterildigi 8 mg/kg dozda vermeyi planladik "®’". Etanercept verilen grupta
TNF-a dizeylerinin kontrol grubu ile korelasyon gdsterdigini, ileal dokulardaki
MDA ve MPO dizeylerinin disik oldugunu, histopatolojik incelemede peritonit
grubunda ileum duvarinda go6zlenen 06demin ve konjesyonun, nétrofilik
infiltrasyonun ve epitel hasarinin azaldigini, ileumun elektriksel uyari ile ve CCh
uygulamasi ile kasiima yanitlarinin dizeldigini saptadik.

inflamasyonun ge¢ medyatérlerinden olan HMGB-1’in, endotoksemide 8.
saatte, cekum ligasyonu ve perforasyonu sonrasinda 18. saatten itibaren
serumda saptandidi ve 24-72. saate kadar ylUksek seyrettigi bildirilmigtir.
Temelde hicre i¢i transkripsiyon faktérl olarak tanimlanmis olan bu molekdl,
makrofajlardan TNF-a ve IL-1B salinimini aktive, nétrofilleri stimlle ederek ve
diz kas hucrelerine kemotaksisi arttirarak proinflamatuar etkilerini gdsterir
626578 Intestinal epitelde NOS aktivitesini arttirir ®2. Literatiirde immunglobulin
grubu reseptdr ailesinin Gyesi olan, ileri glikolizasyonun son Urdnleri igin
reseptér (receptor for advanced glycation end products, RAGE) tanimlanmistir.
Endotel hicresi, diiz kas hucresi, monosit, makrofaj, néronlar ve birgok malign
hicrede eksprese olan RAGE’Gn, HMGB-1 dahil birgok ligandla baglandigi
bildirilmigtir °. HMGB-1'in barsak diiz kas hiicrelerine de RAGE ile baglanarak
barsak duvarinda inflamatuar olaylan tetikledigi disdntlmektedir. Li ve ark.,
HMGB-1’In rekombinant B box bdlgesinin, murine makrofaj hicre kultirinde,

TNF-a salinimini indikledigini  gdstermisler .

Fiuza ve ark. ise, insan
mikrovaskiler endotelyal hicre kiltirinde HMGB-1’In 16kosit adezyon
molekdllerinin  upregulasyonunu, nétrofil ve monositlerden kemokinlerin
sekresyonunu, proinflamatuar sitokinlerin yapimini, fibrinoliz dizenleyicilerinin
salinimini  indUkledigini ve RAGE ekspresyonunu arttirarak proinflamatuar
etkilerini  g6sterdigini  bildirmigler . HMGB-1’In diger proinflamatuar
medyatdrlere gbre genis terapotik pencereye sahip olmasi sepsis igin anti-
HMGB-1 tedavi stratejilerinin  gelistiriimesine 1sik  tutmustur. HMGB-1’In
aktivitesini (anti-HMGB-1 antikoru, HMG A box) veya salinimini (etil pirtvat)
spesifik olarak inhibe eden tedavi segeneklerinin mortaliteyi azalttiklan

bildirilmistir®.
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Yang ve ark. in vitro htcre kiltirinde HMGB-1 ve HMGB-1 B box
parcasinin makrofajlardan TNF-a salinimini inddkledigini, ancak HMGB-1 A
box’in ise TNF-a salinimini inhibe ettigini bildirmiglerdir. Ayrica anti HMGB-1
antikoru (nétralizan antikor) uygulanan septik farelerde serum HMGB-1
dizeylerinin dismedigi ancak notralize edilmis HMGB-1'In  aktivitesinin
azalmasiyla survinin arttigini raporlamiglardir . HMGB-1’in salinimini inhibe
eden etil pirGvat, endojen bir metabolit olan pirlvik asitin basit alifatik esteridir.
in vivo ve in vitro modellerde, etil piriivatin gesitli mekanizmalarla proinflamatuar
medyatérlerin  salinimini azaltarak antiinflamatuar etkisini gdsterdigi ortaya
konmustur. HMGB-1 disinda salinimini inhibe ettigi medyatérler arasinda NO,
TNF-a, siklooksijenaz-2 (COX-2), IL-6 yer alir 8'. Ulloa ve ark., endotoksemi ve
sepsiste etil pirGvatin hdcre i¢i nikleer faktor- KB (NF-KB) ve p38 mitogen
activated protein kinase (MAPK) sinyal yolaklarini inhibe ettigini dne strmugler
ve bu etki ile TNF-a ve HMGB-1 salinimini énledigini in vitro ve in vivio olarak

gdstermislerdir ©°.

NF-KB, intestinal epitelyal hicrede NOS'I indikler ve
kasilmay! inhibe eder. Etil pirGvatin, mezenter iskemi reperfizyonu ve
endotoksemi ile indiklenen barsak mukoza hasarini, mikrovaskuiler
hipoperfiizyonu ve inflamasyonu diizeltici etkisi oldugu raporlanmistir 828384,
Harada ve ark., farelerde barsak manipulasyonu ile olusturulan ileus
tablosunun, laparatomiden 6nce ve sonra uygulanan etil pirivat tedavisi ile
postoperatif inflamatuar degisiklikler azaltilarak dizeldigini éne sdrmusler ve
toplam 4 dozda etil pirGvat uyguladiklari farelerde in vivo ve in vitro barsak
motilitesinin  dizeldigini gdbstermiglerdir. Etil pirGvatin 40 mg/kg/doz ve
80mg/kg/doz uygulandidi iki ayri grupta barsak motilitesi yénanden farklilik
saptanmamasi nedeniyle maksimum etki gbsteren en diasik dozun gerekli
olacagini bildirmisler .

Calismamizda, HMGB-1’in &énceki yayinlarda bildiriimis olan salinim
paternini ve etil pirivatin etkisinin gdsterildigi en disik dozu temel alarak
cekum ligasyonu ve perforasyonu olusturulan ratlara, ligasyon ve
perforasyondan sonraki 12. ve 24. saatte 40 mg/kg/doz, i.p. etil pirGvat
uyguladik. Serum TNF-a dizeylerinde anlamli bir degisiklik olmadigini, doku
MDA ve MPO diizeylerinde anlamli disme oldugunu ve bunun literatlr verileri
ile uyumlu oldugunu gdzlemledik. Etil pirGvat, hidrojen peroksit gibi reaktif

oksijen tirlerinin efektif toplayicisi olan bir bilesiktir. Buna gére antiinflamatuar
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Ozelliklerine ek olarak etil pirGvatin lipid peroksidasyonunu inhibe ettigini
gdsteren calismalar sasirtici degildir 8'%>%”. Bu calismada da, etanercept verilen
gruba gore etil pirtivat grubunda ileal doku MDA dizeylerinin kontrol grubuna
yakin degerlerde bulunmasini etil pirivatin bu etkisi ile aciklayabiliriz. Etil
pirlvatin, intestinal doku ve serumda peritonitle artan MDA ve MPO diizeylerini
diistird0igu bildirimistir ®. Bizim calismamizda da, literatiir verileri ile uyumlu
olarak etanercept uygulanan gruba gére etil pirGvat uygulanan grupta ileal doku
MPO dizeyleri kontrol grubuna daha yakin degerlerde bulunmustur.

Etil pirGivat uygulanan ratlarda ileum duvarinda mukoza hasarinin, lamina
propriada 6demin, konjesyonun, nétrofilik infiltrasyonun ve epitel hasarinin
kontrol grubu ile korelasyon gdsterecek sekilde azaldigini saptadik. Etanercept
uygulanan gruba gbére daha belirgin dizelme saptanan etil pirivat grubunda
sonuglarin istatistiksel olarak da anlamh oldugunu ve bulgularimizin literatGr
verileri ile uyumlu oldugunu gézlemledik. intestinal mukozal bariyer
gecirgenliginde artisa neden oldugu, nétrofil kemotaksisini arttirdigi bilinen
HMGB-1"in inhibisyonunun etil pirvat uygulanan grupta gézlenen histopatolojik
bulgularin dizelmesinden sorumlu oldugunu disinmekteyiz. Biyokimyasal
incelemelerde de nétrofil infiltrasyonunun gdéstergesi olan doku MPO
dizeylerinin etil pirGvat uygulanan grupta azalmis olmasi bu goérisimuzi
desteklemektedir.

Gastrointestinal sistemde kasilma fonksiyonu kolinerjik, nitrerjik,
peptiderjik, tasikininerjik yolaklarin olusturdugu bir harmonidir. Bu harmoni
icinde Ach kasilma lizerine uyarici etkili iken, NO, VIP inhibitér etki gdsterir 38:8°,
Tasikininerjik yolak daha cok duyusal sinir ucglan Uzerinde etkili olmasina
ragmen uyarici etki gdésterdigi bildirilmigtir 8 CCh de, muskarinik reseptor
agonisti olup incebarsakta klasik eksitatdr etkili nérotransmitterdir .
Gastrointestinal diz kaslara, disuk frekansta elektriksel uyari verilmesi ise,
otonom sinirleri uyararak kolinerjik yolak Uzerinden kasilmay! saglar. Organ
banyosu deneylerinde kullandigimiz KCI diz kas hticrelerinde voltaj bagimh
Ca*® kanallarini agarak hiicre icine Ca*? akimini arttirdi§i ve kasiimayi uyardig

bilinmektedir %"

. Gastrointestinal diz kaslari inhibe eden nonadrenerjik,
nonkolinerjik nérotransmitter olan NO, hucre i¢i ve hlcreler arasi sinyal ileti
molekull olarak fizyolojik ve inflamatuar olaylarda énemli rol oynar. Diz kas

hicresinde guanilat siklazi aktive ederek siklik guanozin 3’,5° monofosfat
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(cGMP) konsantrasyonunu arttirir °°. cGMP’In iyon kanallarini direk etkiledigi
dasdnulir. NO'in diz kas hicrelerinde cGMP konsantrasyonunu arttirarak ya
da direk K" kanallarini aktive ederek diiz kasta gevsemeyi sagladigi
bildirilmistir™®. Birgok ¢alismada da NO'in hiicre ici Ca*® miktarini ya da Ca* ‘un
kontraktil elemanlara sensitivitesini azaltarak diz kasta gevsemeye neden
oldugu gdsterilmistir %.

Calismamizda, gastrointestinal sistem diz kaslarinin  kasiima
mekanizmalarini ve peritonitten etkilenen yolaklari degerlendirmek amaciyla
dokulara elektriksel uyari, KClI ve CCh verilerek organ banyosu deneyleri
yapildi. Elektriksel uyan verildiginde frekans arttikgca dokunun verdigi kasiima
yanitinin arttigi ve peritonitle bu yanitin degismedigi goérildd. Buna goére
peritonitin néronal cevaplar Uzerinden gelisen kasilmayl azaltmadigi ve
barsaklari innerve eden sinirsel mekanizmalar Uzerine herhangi bir olumsuz
etkisi olmadigi sonucuna varilabilir. ilging olarak etanercept verilen grupta
kasiima yanitlarinin kontrol grubuna gére guglendigi gorultrken, etil pirivatin
6nemli bir etkisi izlenmedi. Kimdalatif CCh uygulamasi ile yine etanerceptin
kasilmayi kontrol grubuna gére gugclendirdigi gdzlendi. Bu etkinin nedeni olarak
etanerceptin CCh reseptdrlerinin duyarliligini ve kolinerjik yolak Uzerinden
kasilmaya duyarhhg! arttirdigini éne strebiliriz. Ancak bunu belirleyebilmek igin
peritonit olugturmaksizin etanerceptin uygulandigi bir deney modeline ihtiya¢
vardir.

Calismada KCI uygulamalarinda ise, peritonitin yliiksek doz KCl'e verilen
kasilma yanitlarini anlamli olarak azalttigi, etil pirGvatin ise bozulan kasilma
yanitlarinin dizelttigi géraimustar. Peritonitte voltaj bagimli Ca*? kanallarinin
aktivitesinin etkilendigi, diiz kas fonksiyonlarinin bozuldugu bilinmektedir °.
Bizim calismamizda da peritonitte KClI ile olusan kasiima yanitlarindaki azalma
muhtemelen ayni mekanizma ile olusmaktadir. Etanerceptin reseptdr aracili
kasiimalari gliclendirdigini, Ca*® kanallari (izerinden gelisen kasiimalari
etkilemedigini, etil pirGvatin ise Ca*?kanallar {izerinden kasilmalari dizenledigi
sonucuna varabiliriz. Elektriksel uyari, CCh ve KCI uygulamalarina verilen
kasilma yanitlari degerlendirildiginde degisik konsantrasyon ve frekanslara gére
her deger istatistiksel olarak anlamli olmasa da etanercept ve etil pirvatin
ileum kasilma yanitlarini duzelttigini séyleyebiliriz. HMGB-1'in inflamasyon
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strecinde Ca*® kanallarini etkiledigini, TNF-a'nin ise parasempatik uyarlyi
azalttigini ileri strebiliriz.

Sonug olarak inflamasyonun erken déneminde ana medyatérinin TNF-a
oldugunu, HMGB-1'In da ana medyatér olmamakla birlikte ge¢ dénemde etki
g0sterdigini, tim inflamatuar sireci yéneten temel medyatérin TNF-a oldugunu
disinmekteyiz. Galismamizda HMGB-1'in etkileri indirekt belirteglerle ortaya
konmustur. Etanercept ve etil pirGvatin peritonitte gelisen barsak motilite
bozukluklarini bu mekanizmalar Gzerinden dlzelttiginin kesinlesebilmesi igin,
calismamizin HMGB-1'in serum ve doku dizeylerinin de 6l¢tldigi deneysel ve
klinik caligmalarla desteklenmesi gerekmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

. Gekum ligasyonu ve perforasyonu deneysel peritonit ve sepsis
olusturmak i¢in uygun bir deney modelidir. Peritonitin barsak hasari
ve ileus olusturdugu biyokimyasal, histopatolojik ve kontraktilite
calismalari ile gOsterilmigtir.

. Deneysel olarak olusturulan peritonitte biyokimyasal, histopatolojik ve
farmakolojik galismalarla gosterildigi gibi incebarsak hasari ve motilite
bozukluklari ortaya ¢ikmaktadir. Bu da klinige ileus ve sepsis olarak
yansimaktadir.

. Peritonit ile gelisen barsak hasar ve ileus tablosunda TNF-a ve
HMGB-1 énemli rol oynar.

. Peritonitte serumda TNF-a, ileal dokuda MDA ve MPO seviyeleri
artmig, barsak morfolojisi bozulmus ve kasilma yanitlari azalmistir.

. Etanercept ile serum TNF-a, doku MDA ve MPO duzeyleri, etil piriivat
ile doku MDA ve MPO dizeyleri azalmigtir.

. Etanercept ve etil pirGvat, olusan barsak hasarini azaltmisg ve
morfolojideki bozulmalari dizeltmigtir.

. Etanercept ve etil pirGivat farkli mekanizmalar tGzerinden ileal kasiima
yanitlarini dizeltmistir.

. Etanercept elektriksel uyari ve CCh’e verilen kasilma yanitlarini
glclendirmistir.  Etil pirGvat KCl'e verilen kasilma yanitlarini
dizeltmigtir.

. Peritonitteki inflamatuar slregte TNF-a parasempatik uyariyi

azaltirken, HMGB-1'1n Ca*?kanallarini etkiledigi dusunalebilir.

10. Erken dénemde salinan TNF-a’'nin inflamatuar streci yéneten temel

medyatdr oldugu, HMGB-1’in ana medyatér olmamakla birlikte gec¢
dénemde etkili oldugu disundlebilir.

11.Gelecekte etanercept ve etil pirlivat gibi sitokin inhibitdrleri peritonit ve

sepsiste ortaya c¢lkan barsak hasar ve ileusun tedavisinde
kullanilabilir. Ancak bunun i¢in daha ¢ok sayida deneysel ve klinik
calismalara ihtiyag vardir.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

TNF-a Tdmor Nekrozis Faktér-a

HMGB-1 High Mobility Group Box-1

IL-1B interlékin-1B

MDA Malondialdehit

MPO Myeloperoksidaz

KCI Potasyum Klorar

CCh Karbakol

GALT Gut-Associated Lymphoid Tissue
MALT Mucosa-Associated Lymphoid Tissue
PP Peyer Plaklari

Ach Asetilkolin

VIP Vazoaktif intestinal Polipeptit

NO Nitrik Oksit

ATP Adenin Trifosfat

SIRS Sistemik inflamatuar Yanit Sendromu
MODS Multiorgan Disfonksiyonu Sendromu
IgA Immunglobulin A

APC Antijen Sunulan Hicre

TLR Toll Like Receptors

IL-6 interlékin — 6

NOS Nitrik Oksit Sentaz

i.p. intraperitoneal

i.m. intramuskdler

HETAAB Hekza Adezil Trimetil Amonyum Bromid
H-E Hemotoksilen Eozin

TNFbp Tumor Nekrozis Faktoér Baglayici Protein
IL-1ra interlékin-1 Reseptér Antagonisti
RAGE Receptor for Advanced Glycation End Products

COX-2 Siklooksijenaz-2



NF-xB
MAPK
cGMP

Nukleer Faktor-kB
Mitogen Activated Protein Kinase
Siklik Guanozin 3’,5’ Monofosfat
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SEKILLER VE RESIMLER

Sekiller Sayfa No

Sekil 1 (Batin ici enfeksiyonda, bakteri invazyonundan multi-sistem

organ yetmezligine kadar olan patofizyolojik olaylar) 17
Sekil 2 (Serum TNF-a diizeyleri) 36
Sekil 3 (Doku MDA diizeyleri) 37
Sekil 4 (Doku MPO diizeyleri) 38
Sekil 5 (ileumda Chiu ve barsak duvar hasari skorlama ortalamalarinin
gruplara gore dagilimi) 41
Sekil 6 (Elektriksel uyari kasiima yanitlarr) 43
Sekil 7 (KCI kasilma yanitlari) 44
Sekil 8 (CCh kasilma yanitlari) 45
Resimler
Resim 1 (Cekum ligasyonu ve perforasyonu) 31
Resim 2 (Organ banyosu diizenegi) 34
Resim 3 (Kontrol grubuna ait ileum 6rnekleri) 39
Resim 4 (Peritonit grubuna ait ileum 6rnekleri) 39
Resim 5 (Etanercept grubuna ait ileum érnekleri) 40
Resim 6 (Etil pirGvat grubuna ait ileum Ornekleri) 40



TABLOLAR

Tablolar Sayfa No

Tablo 1 (Serum TNF-a, doku MDA ve MPO diizeyleri) 36

Tablo 2 (ileumda Chiu ve barsak duvar hasari skorlamasi bulgulari) 41

Tablo 4
Tablo 5 (CCh kasiima yanitlari) 44
Tablo 6 (CCh’e ait ECso degerleri) 45
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Tablo 3 (Elektriksel uyar kasilma yanitlari) 42
(KCI kasilma yanitlar) 43
(
(



