3. GIRiS

3.1. SEPSIS

Sepsis tanimlanmasi, tanm1 konulmasi ve tedavisi olduk¢a zor, buna karsin sik
karsilagilan ve tedavideki gelismelere ragmen hala yasami tehdit eden onemli bir
saglik sorunudur (1).

Konagin enfeksiyona karsi gosterdigi kontrolsiiz, sistemik inflamatuar yanit
olan sepsis, septik soka ve hasar bolgesinden uzaktaki organlarda islev bozuklugu ve
ardindan organ yetmezliklerinin gelismesine yol acarak hastanin kaybedilmesine

neden olabilmektedir (2).

3.1.1. TANIMLAMALAR

Sepsis eski yunan dilinde kelime olarak ‘pislenme’ anlamina gelmektedir.
Sepsis ve iliskili durumlar 1991 yilina kadar bakteremi, sepsis sendromu, septisemi,
ciddi sepsis gibi tanimlamalarla ifade edilmislerdir. Fakat bu tanimlamalarin
birbirlerinin  yerine kullanilmast  klinik  ¢alismalarin  degerlendirilmesinde
kanigikliklara neden olmustur. Bundan dolayr 1992 yilinda uzlasma toplantist
yapilarak (American College of Chest Physicians ve Society of Critical Care
Medicine) sepsis ve sepsis ile ilgili tanimlamalar yapilmistir (sekil-1) (3). Bunlar;

3.1.1a. Enfeksiyon:

Mikroorganizmaya karst inflamatuar yanit ile karakterli mikrobiyal fenomen
veya normalde steril olan konak dokusunun bu organizmalarla invazyonu olarak
tamimlanabilir (3).

3.1.1.b. Bakteriyemi:

Kanda canli bakteri bulunmasidir. Viriis (viremi), mantar (fungemi), parazitin
(parazitemi) kanda bulunmasi, benzer sekilde ifade edilir (3).

3.1.1.c. Sistemik inflamatuar Yamt Sendromu (Systemic Inflammatory
Response Syndrome, SIRS):

Enfeksiydz veya nonenfeksiydz bir tetikleme mekanizmasiyla ortaya cikan
sistemik inflamatuar yanittir. Viicut sicakligi, kalp hizi, solunum sayis1 ve 16kosit
degerlerindeki degisikliklere bakilarak tanimlanir (3).

SIRS, lokal veya yaygin enfeksiyon tarafindan tetiklenebilecegi gibi akut
pankreatit, iskemi, travma ve yanik gibi doku hasari, hemorajik sok, major cerrahi

veya masif kan transfiizyonu gibi steril inflamatuar olaylara bagli olarak da



tetiklenebilir. Bunlarin yanisira subaraknoid kanama, myokardiyal ve pulmoner
infarktiis, timor lizis sendromu, tiroid krizi, akut adrenal yetmezlik, transplant
rejeksiyonu, hematom, vendz tromboz, eritroderma, graniilosit- makrofaj koloni
stimiile eden faktor uygulanmasi, anesteziklere bagli malign hipertermi, noroleptik
malign sendrom, hipernefroma ve lenfoma gibi enfeksiyoz olmayan bazi durumlarda
SIRS gelisimine neden olabilir (3, 4, 5).

3.1.1.d. Sepsis:

Enfeksiyona karsi konagin kontrol altina alinamamis yaygin inflamatuar yaniti
olup endojen mediatorlerin salimimina bagh olarak gelisir. 1992’de yapilan uzlasma
toplantisina gore enfeksiyona bagl gelisen SIRS’1in 2 veya daha fazla kriterinin
olmasi ile tan1 konulur. 1992 uzlagma toplantisindaki yetersizlikleri tanimlamak igin
2001 yilinda (American College of Chest Physicians, The European Society of
Intensive Care Medicine, The American College of Chest Physicians, The American
Thoracic Society ve The Surgical Infection Society) ‘“Uluslararast Sepsis
Tamimlamlar1 Toplantist” yapilmistir. Bu toplantida SIRS tami kriterlerinin
nonspesifik oldugu ve ileride biyokimyasal ve/veya immunolojik kriterlerin tanida
kullanilabilecegi belirtilmis ve sepsis tani kriterleri genisletilmistir (3, 4, 5, 6).

3.1.1.e. Ciddi Sepsis:

Organ disfonksiyonu, hipoperfiizyon veya hipotansiyonun eslik ettigi sepsis
tablosudur. Hipoperfiizyon, laktik asidoz, oligiiri veya mental durumda akut
degisiklige neden olabilir; ancak bunlarla sinirh degildir (3, 4).

3.1.1.f. Septik Sok:

Yeterli siv1 resiisitasyonuna ragmen hipotansiyon ve perfiizyon bozukluklarinin
goriildiigii sepsis tablosudur. Hipotansiyon sistolik kan basincinin 90 mmHg’ nin
altinda olmas1 veya hipotansiyona neden olan diger nedenler olmaksizin sistolik kan
basincinin baslangic degerinden 40 mmHg’dan daha fazla diisiik olmas1 olarak
tanimlanmustir (3, 4).

3.1.1.g. Cogul Organ islev Bozuklugu Sendromu (Multiple Organ
Dysfunction Syndrome, MODS):

SIRS gelisen bir hastada birden fazla vital organ sisteminde islevsel bozukluk
goriilmesi  olarak  tamimlanmistir.  Desteklenmedigi takdirde = homeostazin
siirdiiriilmesi olanaksizdir. Primer ve sekonder olarak ikiye ayrilir. Primer MODS, iyi
bilinen ve konaga dogrudan hasar veren spesifik bir olaya bagh olarak gelisirken

sekonder MODS ise spesifik bir olaya direkt yanit olmaktan ¢ok konagin anormal



sistemik yanitina bagli olarak gelisir. Sekonder MODS, SIRS’mn cok siddetli
inflamatuar yanita ve oliime yol acan son basamagidir. MODS’da islev bozuklugu
tim organlarda gelisebilir ve akut akciger hasari, akut tubuler nekroz, prerenal
azotemi, izole trombositopeni veya yaygin damar i¢i pithtilasma sendromu (DIC),
metabolik ensefalopati, akut non-enfeksiy6z hepatit, ileus, adrenal yetmezlik ile

rabdomyoliz gibi klinik sendrom ve bozukluklarla kendini gosterebilir (3, 4, 5, 6, 7).

Bakterivemi

Enfeksiyon Travina
Fungeim

Pankrieatit

Sekil 1: Sepsis ile iliskili durumlar (3).

3.1.2.EPIDEMIYOLOJI VE INSIDANS:

Sepsis bildirimi zorunlu olan bir enfeksiyon hastaligi olmadigindan sepsis ve
sepsise baghi mortalite konusunda gercek rakamlar1 vermek miimkiin degildir.
Amerika Birlesik Devletleri istatistik verilerine gore sepsis 10. siradaki Olim
nedenidir ve yilda her 1.000 hastadan 3’ii sepsis tablosuna girmektedir. Diinya’da
yaklagik olarak her giin 1.400, yilda 18.000.000 bireyden fazlas1i sepsisten
Olmektedir. Halen koroner yogun bakim disindaki yogun bakim iinitelerinde,
oliimlerin en sik nedeni olmaya devam etmektedir. Ulkemizde sepsisin insidansi ve
mortalitesi hakkindaki bilgiler yetersizdir. Mortalite oranlari, SIRS tan agir seyreden

MODS’a kadar giderek artmaktadir (8, 9,10).



Sepsisi kolaylastiran bazi faktorler soyle 6zetlenebilir.
* Yas (yenidogan, 65 yas tistii)
= Savunma mekanizmalarinin zayiflamasi (nétropeni, malignite, disproteinemi,
immunosupresyon, kortikosteroid kullanimi).
= Primer hastalik (siroz, diabetes mellitus (DM), kronik bobrek yetmezligi,
konjestif kalp yetmezligi)
» Intravenoz kateter, idrar sondasi, entiibasyon, cerrahi girisim, enstriimantasyon
*  Yanik, travma
= Septik abortus, lohusalik
=  Alkolizm

= Yakin ge¢miste uzun siireli gereksiz antibiyotik kullanim1 (11).

3.1.3. ETIYOLOJi VE PATOGENEZ:

Sepsisin patofizyolojisi tam olarak bilinmemekle beraber sepsis gelisimindeki
olaylar zincirinin ilk basamaginin bir mikroorganizma tarafindan hastanin enfekte
olmasi oldugu diisiiniilmektedir. Etken olarak antibiyotik cagindan énce Gram (+)
bakteriler 6n planda iken, antibiyotiklerin yaygin kullanimi ile Gram (-) bakteriler 6n
plana gecmistir. Son yillarda 6zellikle immunosupresif hastalarda kandida
enfeksiyonlarina sik rastlanmaktadir. Hastane dis1 kaynakli vakalarda en sik neden
tiriner enfeksiyon iken hastane kaynakli sepsislerde alt solunum yollaridir (12, 13).

Etken mikroorganizmalar ve sikliklar su sekilde siralanabilir.

1. Gram (-) bakteriler: Sepsiste gram (-) bakteriler (E. Coli, Klebsiella, Proteus,
Enterobakter, Pseudomonas) % 50-60 siklikta karsimiza ¢ikmaktadir.

2. Gram (+) bakteriler: Sepsiste gram (+) bakterilerle (Stafilokokkus aureus,
Streptokokkus pneumoni, Stafilokokkus epidermis) % 35-40 siklikla
karsilasilmaktadir.

3. Mantarlar: En sik kandida olmak tizere % 3-5 oraninda goriilmektedir.

4. Bunlarin yani sira viriisler, riketsialar da etken olabilir (12, 13).

Mikroorganizmalar ilk basamak olmalarina ragmen sepsisi tetiklemek icin
yeterli degildir. Potansiyel endojen mediatorlerin aktivasyonu ile inflamatuar yanitin
baslatilmas1 gerekir. Sepsisteki endojen mediatorler karmagsik ve ¢ok sayidadir.
Bunlar arasinda koagiilasyon sistemi, komplemanlar, kininler, sitokinler, arasidonik

asit metabolizma iiriinleri, myokard depresan faktor, endorfinler, histamin, lizozomal



enzimler, platelet aktive edici faktor (PAF) ve serbest oksijen radikalleri (SOR)
bulunmaktadir.

Enfeksiyon ve bakteriyemi varlifinda organizmanin ilk savunmasi fagositik
hiicreler ve kompleman yoluyla saglanir. Bu nonspesifik bir yanit olup ardindan
immiinoglobulinler ve immiinkompetan hiicreler tarafindan spesifik bir yanit
baslatilir. Bu yanitin en onemli aktivatorleri bakteri hiicre duvari bilesenleri olup
gram (-) bakteriler i¢in endotoksin ve gram (+) bakteriler i¢in ise teikoik asittir.
Inflamatuar kaskatta ilk ortaya ¢ikan mediatorler, sitokinler ve komplemanlardir ve
bunlar sekonder mediatorlerin salinimina, 16kosit aktivasyonu ve kemotaksiye neden
olurlar. Sekonder mediatorler de inflamatuar kaskadi tekrar aktive ederler (14).

Sepsiste endotelin hasarlanmasiyla doku faktorii ve sitokinler salinir,
antikoagiilan 6zellikteki endotel prokoagiilan hale gelir. Salinan nitrik oksit (NO) ile
vazodilatasyon olusur. Endotelin direkt hasari, sitokinler ile hiicre iskeletinin
degismesi, kontraksiyonu ve mediatorlerin etkisi ile damar gegirgenligi bozulur.
Koagiilasyon sisteminin ekstrinsik yolu baskin olarak calismaya baglar ve
koagiilasyon kaskadi sonucu olusan trombin de inflamasyona katkida bulunur. Ayni
zamanda hasarlanmis endotelden trombin ile aktive olan plazminojen inhibitorii
salinarak fibrinolizisi inhibe eder ve bdylece damar ici pihtilagma olusur (15).

3.1.3.a. Sitokin Firtinasi:

Sitokinler, organizmada immiin sisteminin regiilasyonunda ve inflamatuar
olaylarda 6nemli rol oynayan molekiillerdir. Yabanci antijenlere ve ajanlara karsi
organizmanin reaksiyonlarinin kontrol edilmesinde ve diizenlenmesinde 6nemli yer
alirlar. Aym1 zamanda hiicreler arasi iliskileri de diizenleyerek lokal ve sistemik
inflamatuar cevapta 6nemli rol oynarlar. Sitokinler hormona benzemekle beraber
ozellesmis bir dokudan degil de cesitli hiicreler tarafindan yapildiklar1 i¢in hormon
olarak kabul edilmezler ve etkilerini ise otokrin veya parakrin sekilde gosterirler.
Baz1 hiicreler kiiltiir ortaminda spontan olarak sitokin salgilayabilirse de sitokinlerin
cogu hiicrelerin aktivasyonundan sonra salgilanmaktadir. Sitokinler peptid veya
glikoprotein yapisinda olup molekiil agirliklar1 20-40 kilodalton (kD) arasinda
degismektedir. Cok aktif maddeler olup c¢ok kiiciikk miktarlart dahi etkili
olabilmektedir. Cesitli sitokinlerin genleri bulunup klonlanmis ve bu sayede
sitokinlerin daha fazla miktarda yapimi miimkiin olmustur. Bu sitokinlerden biri
diger sitokinlerin salgilanmasina neden olabildigi i¢in sitokinlerin etkisi birbirine

benzeyebilir. Immiin sistemden salgilanan sitokinlerin 6nemli bir boliimii



interlokinler olup baslica gorevleri immiin sistem hiicrelerini uyarmaktir.
Rekombinant deoksiriboniikleik asit (DNA) teknolojisi ile 100’den fazla sitokin
tanimlanmistir ve ¢ogu hakkinda heniiz yeterli bilgi bulunmamaktadir. Aktive olmus
T lenfositler tarafindan sentezlenen sitokinlere lenfokin, aktive monosit ve
makrofajlar tarafindan sentezlenen sitokinlere monokin ve Ilokositler arasinda
iletisimi saglayan sitokinlere de interlokin (IL) denilmektedir. Kemotaktik etkiye
sahip olanlar ise ayrica kemokin olarak adlandirilirlar (16, 17).

Sitokin ailesi icerisinde,

1. Sitokin siiper ailesi

2. Interlokinler
3 Koloni- stimiile edici faktorler (CSF)
4.  Interferonlar (IFNa, B,v)
5 Déniistiiriicii bityiime faktorleri (TGF)
6 Tiimor nekroz faktér (TNF a, B) yer alir (16, 17, 18).

Sitokinlerin genel etkileri:

1. Lenfoid ve diger baz1 hiicrelerin ¢ogalma ve farklilasmasim saglamak,

2. Immun cevab siddetlendirmek veya azaltmak suretiyle regiile etmek,

3. Inflamasyon olaylarma katilan hiicreleri aktive etmek, reaksiyon yerine
toplayip orada tutmak ve cesitli biyolojik etkinlik gostermek,

4.  Kemik iligine etki ile hematopoetik regiilasyona katilmak,

5.  Ates ve akut faz cevabi olusturmak,

6.  Antiviral etkinlik olusturmak,

7. Bazi hipofiz hormon ve diger biyolojik maddelerin sentez ve salinimina
neden olmaktir (16, 17, 18).

Sitokinler esas olarak 2 ana grup altinda toplanabilir (16, 17).

1.  Immun yanitin indiiksiyonu ile ilgili olanlar

A) T helper-1 (Th-1) hiicreleri ve hiicre aracili olaylar (IL-2, TNF-f, IFN-y)

B) T helper-2 (Th-2) hiicreleri ve antikor aracili olaylar (IL-4, IL-10, TGF-B)

2. Immun/ inflamatuar yanitin efektor fazi ile ilgili olanlar

A)  Proinflamatuar sitokinler (TNF- a, IL-1, a-kemokinler, B-kemokinler)

B) Antiinflamatuar sitokinler (TGF- f, IL-4, IL-10, IL-13)

Sepsiste organizmada goriilen hemodinamik, metabolik ve immun degisiklikler

hiicreler arasi sinyal iletide rol alan mediatorler ve sitokinler araciligi ile olmaktadir.



Sepsiste dogal immun yamtin kontrolsiiz bir sekilde aktivasyonu ile makrofaj,
endotel ve epitel hiicrelerinin lipopolisakkarit veya bakteriyel {iirlinleri spesifik
reseptorleri ile tamimalari, sitokin kaskadinin tetiklenmesi ile sonuglanmaktadir.
Aktive monosit ve makrofajlar biiyiikk miktarda TNF-a salgilarlar, bu sitokin yanitini
harekete geciren en onemli mediatordiir. Monosit, makrofaj ve endotel hiicrelerinden
salgilanan TNF-a’ya IL-1, IL-6, IL-8, SOR, PAF ve NO salinimi eklenir. Bu
proinflamatuar sitokin salinmin1 endotel hasari, kompleman ve koagiilasyon
kaskadinin aktiflesmesi izler ve hastada vazodilatasyon, sistemik hipotansiyon,
kapiller permeabilite artis1 ve 6dem gelisir. Bu inflamatuar yanitin asir1 olmasiyla
sepsis, MODS ve hatta 6liim gelisebilir (19, 20).

Son zamanlarda sepsiste sitokin kaskadinin sadece asir1 inflamatuar yanit olan
SIRS’tan kaynaklanmadig1 ve bu inflamatuar yaniti1 kontrol eden antiinflamatuar bir
yanitin oldugu diisiiniilmektedir. Bu yanitin amaci kontrolsiiz inflamasyon nedeniyle
olusacak doku hasarinin Onlenmesi olup kompansatuar antiinflamatuar yanit
sendromu (CARS) olarak adlandirilmigtir. CARS asil olarak IL.-10, TGF-B ve PGE,
ile baglatilir, monositler deaktive olur, antijen tanima aktiviteleri azalir, TNF-a, IL-6,
IL-8 ve IFN-y gibi proinflamatuar sitokinlerin saliniminda azalma olur. SIRS ve
CARS tablolarinin ayn1 anda olmast durumu ise miks antagonistik yanit sendromu
(MARS) olarak adlandirilmaktadir (21, 22).

Sepsiste proinflamatuar sitokinlerin 6n plana ¢ikmasi sitokin firtinasi ile
antiinflamatuar sitokinlerin agir basmasi immunsiipresyon ile karsimiza ¢ikmaktadir.
Aslinda her iki durumda zaman icinde sepsiste gelismektedir. Antiinflamatuar yanit
sepsisin baglamasindan bir siire sonra gerceklesmektedir. Gercekten de hastalarda
immunsiipresyon klinigi, ge¢ tip hipersensitivitenin kaybi, enfeksiyonlar
sinirlayamama ve nozokomiyal enfeksiyonlara yatkinlikla kendini gostermektedir.
Bu baglamda, sepsiste immunosiipresyonun kompansatuar bir olay degil primer bir
yanit olarak karsimiza ¢iktigindan s6zedebiliriz (23, 24).

Gergekten de, CD4 (+) T lenfositlerin, Th-1’e farklilasarak inflamatuar
sitokinlerin saliverilmesine, Th-2’lere farklilagarak ise antiinflamatuar sitokinlerin
saliverilmesine  yol acgtiklar1  gozOniine alindiginda, sepsiste  gdzlenen
immunosiipresyonun  mekanizmasinda Th-1’lerden Th-2’e kayma Onem
kazanmaktadir (25). Klinik bir ¢alismada sepsiste Th’daki kayma heniiz yeni
gosterilmekle birlikte; literatiirde patojenin tipi, miktar1 ve enfeksiyonun yeri gibi

bilesenlerin, kaymanin gerceklesmesindeki olas1 etkilerinde soz edilmekte olup



heniiz CD4 (+) T hiicrelerinin Th-1 veya Th-2 yanitlara yOnelmelerindeki
mekanizma agiklanmamistir. Th yanitlarindaki artis sepsiste mortalite iizerine etki
etmektedir; Th-2 yamtlarinin Th-1 lehine c¢evrilmesinin, yani kaymanin ters
cevrilmesinin mortaliteyi 6nledigi ve antiinflamatuar sitokinler i¢inde bilinen IL-
10’nun prognostik faktor olarak siddetli sepsiste kullanilabilecegi 6ne siiriilmiistiir
(25).

3.1.3.f. Apopitoz:

Apopitoz, organizmanin ihtiya¢c duymadigi, biyolojik gorevini tamamlamis
veya hasarlanmig hiicrelerin, zararsiz bir sekilde ortadan kaldirilmasini saglayan ve
genetik olarak kontrol edilen programli hiicre olimiidiir. Apopitoz terimi ilk kez
1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan kullanilmis olup aga¢ yapraklarinin
govdeden ayrilmasi anlamina gelmektedir. insan organizmasinda apopitoz ¢ok sayida

fizyolojik, adaptif ve patolojik olayda izlenebilmektedir (tablo-1) (26, 27).

Tablo 1: Apopitoz gelisen durumlar.

1- Apopitozun homeostazis icindeki yeri
a) Metamorfoza ugramis veya yaslanmis ve bu nedenle fonksiyonlarini
kaybetmis hiicrelerin ortadan kaldirilmasi
b) Hormona bagh involiisyon
c)  Sirekli ¢cogalan hiicre gruplarinin azaltilmasi

d) Immiin hiicrelerin secimi

2- Apopitozun patolojik olaylardaki rolii
a) Timorlerde hem biiyiime hem de regresyonda hiicre 6liimii
b) Hormona bagimli dokularda patolojik atrofi
¢) Parenkimatoz organlarda duktus tikanmasina bagh patolojik atrofi
d) Sitotoksik T lenfositleri ile olusturulan hiicre 6liimii
e) Baz viral hastaliklarda hiicre 6limii

f)  Cesitli zedeleyici etkenlerle olusan hiicre 6liimii

Nekroz ise hipoksi, fiziksel hasar, hipertermi, kompleman aktivasyonu,
ultraviole (UV) 151k gibi zararli hiicre dis1 uyaranlar sonucu olusan istenmeyen bir

siiregtir. Hiicre plazma membran lipitlerinin peroksidasyonu sonucu, hiicre igerigi
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ortama dokiilerek inflamatuar yanit olusturmakta ve komsu hiicrelerde bu durumdan
etkilenmektedir. Iki hiicre 6liim sekli olan apopitoz ve nekroz karistirilabilmektedir

(tablo-2) (28).

Tablo 2: Apopitoz ile nekrozun karsilastirilmasi.

Ozellik Nekroz Apopitoz

Dagilim Komsu hiicre gruplari Dokuda tek tek hiicreler

Nedenler Her zaman patolojik Patolojik- fizyolojik

Eksudatif yangi Genellikle var Yok

Isik mikroskobu Bazofili, piknoz, Kresentik goriiniim,
karyoreksis, karyoliz Eozinofilik partikiil

Elektron Hiicrede sisme, Voliim kaybi,

mikroskobu membranda yirtilma, apoptotik cisimcikler

Kromatinde erime, kayip

Fagositoz Mononiikleer hiicreler Fagositik ve komsu
hiicreler
Mekanizma Kimyasal veya  yapisal | Makromolekiil sentezini
parcalanma gerektiren aktif hiicresel
yikim

Apoptotik hiicre 6liim asamalar:

Apopitoz hiicre i¢inde ve disindan gelen sinyallerle baslatilan ve birbirini takip
eden olaylar zinciri olarak seyretmekte ve hiicrenin fagositozu ile sona ermektedir
(27). Bu asamalar;

1- Apopitozun baslatilmasi:

Hiicrenin apopitoza gidebilmesi icin hiicre i¢i veya disindan gelen bir sinyalle
genetik mekanizmanin uyarilmasi gereklidir (27, 29).

a) Hiicre disindan kaynaklanan sinyaller:

i.Cevresel yasam sinyallerinin ve biiylime faktorlerinin yetersizligi: Hiicreler
komsu hiicrelerden ve ekstraseliiller matriksten gelen yasam sinyallerine, biiylime
faktorlerine ihtiya¢ duyarlar. Bu sinyaller diizenli bir sekilde ve yeterli miktarda

olmazsa hiicreler apopitoza gitmektedirler (27, 29).
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ii.Oliim reseptorlerinin aktivasyonu: Bazi sitokinlerin hiicre membraninda
bulunan reseptorlere baglanarak olusturduklar1 sinyaller apopitozu baglatabilir.
Apopitozda rol alan membran reseptorleri i¢inde en Onemli grup ‘tiimér nekroz
faktor reseptor (TNFR) ailesidir. Bu reseptor ailesinin bircok iiyesi olup bir kismi
apopitoz olustururken bir kismi ise apopitozdan korumaktadir. TNFR icinde apopitoz
olusturan reseptorlerden en Onemlileri Fas ve TNFR1’dir. Bu reseptorler
uyarildiklarinda, hiicre sitoplazmasindaki parcalari, adaptor proteinleri olan Fas
Adapter protein with a Death Domain (FADD) ve TNFR Adapter protein with a
Death Domain (TRADD)’a baglanir. Adaptor proteinlerin 6liim effektor pargalar
kaspazlara (caspase= cysteine-containing aspartate specific proteases) baglanarak

apopitozu baslatirlar (27, 30).

iii. Hiicrenin maruz kaldigi dis etkenler: Hipoksi, 1s1, antineoplastik ilaclar,

radyasyon DNA hasar1 olusturarak apopitozu baglatmaktadir (27).

b) Hiicre i¢inden kaynaklanan sinyaller: DNA hasari, hiicre i¢i kalsiyum (Ca)
seviyesinde artig, hiicre i¢ci pH’da diisme, metabolik ve/veya hiicre siklus

bozukluklan (27, 29, 30, 31)
2- Hiicre ici proteazlarin aktivasyonu:

Hiicre i¢inden ve disindan gelen sinyaller hiicre i¢indeki kaspaz adi verilen
proteazlar1 aktive etmektedir. Oliim reseptorleri adaptdr proteinler araciliiyla; ic
sinyaller ise mitokodri araciligiyla kaspazlan aktive etmektedir. Sinyaller mitokondri
dis zarinda gecirgenligi arttirir. Mitokondri dis zarinin gecirgenligi bazi proteinler ile
saglanmaktadir. Bunlarin en Onemlisi bcl-2 grubu proteinlerdir. bcl-2 grubu
proteinlerin bir kismui proapopitotik etkili iken diger kismi ise antiapopitotik etkilidir
(tablo-3). Proapoptotik olanlar, sitokrom c¢’nin mitokondriden sitoplazmaya
saliverilmesini indiiklerler. Antiapoptotikler ise sitokrom ¢ saliverilmesini
baskilarlar. Bu iki zit etkili grubun isleyisi yapilarinda bulunan hidrofobik cep ve
amfipatik a-heliks olmak iizere iki bolgeye baghdir. Yapilarindaki BH;, BH,, ve BH;
bolgeleri hidrofobik cebi olusturur. Amfipatik o-heliks, BH; bolgesinde yer alir.
Anti-apoptotik iiyelerde ayrica BH4 bolgesi bulunur. BH4 bolgesinin, apopitozun
diger hiicresel yolaklarla iliskisini kurdugu diisiiniilmektedir. Proapopitotik tiyelerin
anti-apoptotik iiyelerle baglanmasi halinde antiapopitotiklerin etkisi ortadan kalkar
ve sitokrom c saliverilmesi gerceklesir. Bu yiizden, pro ve antiapopitotik iiyelerin

dengesi yasam ile Oliim arasindaki segenegi belirler. Antiapoptotik iiyelerin asirt
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ekspresyonlarinin  apopitozu baskiladigi oysa proapoptotik iiyelerin asiri

ekspresyonunun ise hiicreleri 6ldiirdiigii goriilmektedir (27).

Tablo 3: bcl-2 grubu proteinler.

Antiapopitotik Proapopitotik
Bax
Bcl-2 Bak
Bcl-XI Bad
Bcel-w Bcl-xs
Mcl-1 Bim
Bid

Bu proteinler mitokondri dis membranina ve apopitoz proteaz aktive edici
faktor 1 (APAF1)’e tutunmus haldedir. Apopitoza gotiiren hiicre ici sinyaller
APAF1’in mitokondri zarindan ayrilmasina ve dis membran gegirgenliginin
artmasina neden olur. Mitokondri i¢ ve dis zarlar arasinda bulunan sitokrom c ise
sitozole ¢ikarak apoptozom ve sonugta apopitoz olusturur (27, 29, 30,31, 32).

3- Hiicrede cesitli morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerin olusmasi:

Kaspazlar, DNA endoniikleaz1 baglayan proteini yikarak serbestlesmelerine ve
DNA kiriklar1 olusumuna neden olur. Aktini yikan proteini aktiflestirerek hiicre sekil
bozuklugu olustururlar. Membran i¢ yiiziindeki fosfotidilserini dis ylizeyine yer
degistirir, intraselliiller adezyon molekiilleri (ICAM) ve trombospondin gibi adezyon
molekiillerini aciga ¢ikarirlar (27, 29, 30, 31).

Morfolojik olarak ise hiicreler yilizey yapilarimi ve diger hiicrelerle temas
yiizeylerini kaybeder. Hiicreler sivi kaybederek kiigiiliir ve biiziisiir. Sitoplazmanin
yogunlastigi ve organellerin birbirlerine yakinlastigi goriilir. Membranlar
biitiinliiklerini korurlar ve organeller genel olarak saglamdir. En 6nemli degisiklik
cekirdekte gozlenir. Kromatin cekirdek membranina yakin kisimlarda yogunlagir
(kromatin kondensasyonu), ¢ekirdek biiziisiir ve bazen membranla sarili olan birkac
parcaya ayrilabilir. Hiicre zarla cevrili kiiciik parcalara boliinerek apopitotik

cisimcikler olustururlar (sekil-2) (27, 29, 30, 31).
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4- Fagositoz:

Apoptotik cisimler ¢evredeki parankim hiicreleri ve fagositler tarafindan
fagositoz edilerek temizlenir (27, 29, 30, 31).

Hiicre proliferasyonu ile hiicre 6liimii dokularda denge halindedir ve dokunun
hacminin siirekliligi bu sekilde saglanmaktadir. ilk kez 1992 yilinda Buchman ve
Abello ve ark’1 lipopolisakkarit (LPS) ile indiiklenen deneysel sepsis modelinde
apopitozun tetiklendigini vurgulamislardir (25).

Hotchkiss ve ark tarafindan yapilan sepsis nedeniyle len vakalarin otopsi
calismasinda, sadece lenfositler ve intestinal epitel hiicreleri olmak {iizere iki tip
hiicrede apopitoz ile 6lim gelistigini gostermislerdir. Sepsiste notrofil apopitozunun
ise gecikmekte oldugu vurgulanmaktaysa da, son donemlerde klinik bir ¢alismada
sepsisin erken doneminde noétrofil apotozisinin arttift saptanmis ve bu olay
inflamatuar yaniti dengelemek icin kompansatuar bir mekanizma olarak
aciklanmigtir (33).

Antiinflamatuar sitokinlerin yaninda immunsiipresyona yol acan diger
mekanizmalar icinde anerji ve apopitoz gelmektedir. Sepsiste gdzlenen
immunosupresyonun mekanizmalar1 arasinda en Onemli yeri ise lenfosit
apopitozunun tuttugu ve bunun kompansatuar yamt degilde primer yanit oldugu

izerinde durulmaktadir (34).
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3.1.4. KLINiK BULGULAR:

Sepsiste klinik belirti ve bulgular ¢ok yonlii olup hastaligin evresine gore
degismektedir. Arada kesin bir smir olmamakla beraber klinik tablo bir evreden
digerine gecebilmektedir (tablo-4). Sepsisli hastalarin biiyiikk ¢ogunlugunda ates var
olup beraberinde titreme de gozlenebilir. Bazi hastalarda viicut sicakligi normal
simirlarda olabilecegi gibi hipotermi de goriilebilir. Ozellikle bebeklerde, ileri
yaslarda, iiremi veya alkolizm gibi altta yatan kronik hastalig1 olanlarda goriilmekte

ve kotii prognoz bir igareti olarak kabul edilmektedir (14, 35).

Hiperventilasyon, sepsisin en erken gozlenen belirtisi olabilir. Yogun Bakim
iinitelerinde (YBU) devamli takip edilen hastalarda hiperventilasyon ve respiratuvar
alkaloz gbzlenmesi, sepsis olabilecegini diistindiirmelidir, ¢iinkil respiratuvar alkaloz

sepsiste en erken ortaya ¢ikan metabolik degisikliktir (5, 11, 14).

Kardiyovaskiiler sistem iizerinde erken dénemde (hiperdinamik faz, sicak sok)
kardiyak output artmakta, periferik damar direnci azalmakta ve arteriyel kan basinci
digmektedir. Periferik vazodilatasyona bagli olarak doku perfiizyonu cok fazla
bozulmamaktadir. Bu donemi sistolik kan basincinin 90 mmHg’ nin altina diismesi
olarak tarifledigimiz sok takip etmektedir. Hipotansiyon, tasikardi, takipne ve
periferik vazodilatasyon gozlenen bu dénemde deri sicaktir. Sokun uzamasi ile geg
donemde (hipodinamik faz, soguk sok) periferik vazokonstriksiyon gelismekte; aniiri
gibi organ perfiizyon bozukluguna bagh belirtiler ortaya ¢ikmaktadir. Bu donemde
deri soluk ve soguktur. Tedavi edilmeyen veya tedaviye yanit vermeyen olgularda

organ yetmezligi ve 6liim gelisebilmektedir (35).

Sepsiste akciger tutulumu hiperventilasyon, akut sikintili solunum sendromu
(ARDS) ve solunum kaslarinda yetersizlik ile kendini gostermekte olup; sepsis,
pnomoniyi takiben gelisebilecegi gibi, bakteriyemi sonucu da diffiiz pndomoni
gelisebilmektedir. Akciger tutulumu klinik tabloyu agirlastirmaktadir. Klinik tablo
hipoksi, sag-sol sant ve diffiiz akciger infiltrasyonuna baglh solunum sikintisi, hava
achigl ve siyanoz ile karakterizedir. Solunum kaslarinda giigsiizliik, progresif

hiperkapni, apne ve sonunda 6liime neden olabilmektedir (14, 35).

Primer hepatobiliyer hastalik olmaksizin sarilik, direkt bilirubin artist ile
beraber hiperbilirubinemi, alkalen fosfataz ve transaminaz diizeylerinde artis

goriilebilir (5).
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Trombositopeni, intravaskiiler trombin olusumu, fibrin birikimi, pihtilagsma
faktorlerinde azalma ve fibrinoliz ile karakterize akut DIC gelisebilir. Sepsiste
degisik ozellikte deri lezyonlar1 ve akrosiyanoz goriilebilmektedir (5, 11).

Sepsiste santral sinir sistemi tutulumu olmaksizin mental degisikliklerin olmasi
onemli bir bulgudur. Oryantasyon bozuklugu, konfiizyon, letarji, ajitasyon ve bilingte

kiintliik seklinde ortaya c¢ikan bir ensefalopati tablosudur (5).

Tablo 4: Sepsisten siiphe edilmesine yarayan semptom ve bulgular.

Klinik bulgular

= Ates/hipotermi

= Aciklanamayan tasikardi

= Aciklanamayan takipne

= Periferik vazodilatasyona ait bulgular
= Aciklanamayan sok

= Mental durumda degisiklik

Invaziv hemodinamik monitorizasyon bulgulari veya laboratuar parametreleri
= Diisiik sistemik damar direnci/yiiksek kalp debisi

= Artmis oksijen tiiketimi

= Lokositoz/nétropeni

= Aciklanamayan laktik asidoz

= Bobrek ya da karaciger testlerinde agiklanamayan degisiklikler

= Trombositopeni/ DIC

= Artmis prokalsitonin diizeyi

= Artmis sitokin, C- reaktif protein (CRP) diizeyi
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Tablo 5: SIRS tam Kkriterleri (3).

Viicut sicakliginin 38 °C’den yiiksek veya 36 °C’den diisiik olmas1

Kalp hizinin 90/dk’dan yiiksek olmast

Solunum hizimin 20/dk’dan daha fazla veya PaCO;’nin 32mmHg’nin altinda
olmasi

Lokosit sayisiin 12.000/mm’ den fazla veya 4.000/mm’ den az olmasi veya

immatiir formun %10’dan fazla olmasi

3.1.5. TANI

SIRS tanisi, tani kriterlerinde yer alan parametrelerin en az ikisinin varligi ile
konulur (tablo-5) (4). Tabloda da goriildigii gibi sistemik inflamatuar yanit
sendromunun sinirlamalarindan dolayi, klinisyenin yatak basinda enfekte bir hastanin
sepsis oldugunu diisiinerek arastirmasi icin tani kriterleri genisletilmistir. Fizik ve
laboratuar bulgularinin yaninda hemodinamik instabilite, arteriyel hipoksemi, oligiiri,
koagiilopati ve karaciger fonksiyon testlerinde degisiklikler gibi organ islev

bozukluklarinin gostergeleri de eklenmistir (tablo-6) (3,6).

3.1.6. EVRELEME:

Uzlagma toplantisinda sepsis, ciddi sepsis ve septik sokta tammlamalarin
hastalarin evrelendirilmesini saglamadigi, oysa klinik olarak bir evreleme sistemi
kullanilmasinin faydali olacagi diisiiniilerek PIRO evreleme sistemi getirilmistir.
Ciddi enfeksiyonu olan kritik hastalarin predispozan faktorler, premorbid durumlar,
altta yatan enfeksiyonun dogasi, konak yanitinin 6zellikleri ve sonunda gelisen organ
islev bozukluklarinin boyutuna dayanan bir evreleme sistemi olup heniiz rutin olarak

kullanilmamaktadir (36).
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Tablo 6: Sepsis tam kriterleri (6).

Dokiimente edilmis veya siiphe edilen enfeksiyon ve asagidakilerden bazilari

Genel degiskenler

Ates (viicut i¢ 15151 >38.3 °C)

Hipotermi (viicut i¢ 1s1s1 <36 °C)

Kalp hiz1 (>90/dk veya yasa gore normal degerin 2 standart deviasyon tistii)

Tasipne

Mental durum degisikligi

Onemli 6dem veya pozitif s1v1 dengesi (24 saatte 20ml/kg iizerinde)

Diabeti olmayan hastalarda hiperglisemi (plazma glukozu>120mg/dl veya 7.7
mmol/L)

Inflamatuar degiskenler

Lokositoz (16kosit say1si>12.000/ml)

Lokopeni (16kosit say1s1<4.000/ml)

Normal beyaz kiire sayisi ile birlikte %10’dan fazla olgunlasmamais nétrofiller
Plazma CRP diizeyinin normal degerin 2 standart deviasyon iistii

Plazma prokalsitonin diizeyinin normal degerin 2 standart deviasyon tistii

Hemodinamik degiskenler

Arteryel hipotansiyon (SKB<90mmHg, OAB<70mmHg veya erigkinde
SKB>40mmHg veya her yas i¢in normal degerin 2 standart deviasyon alt1)

SvO,>%70

Kardiyak indeks>3.5L/dk/M*

Organ islev bozuklugu degiskenleri

Arteryel hipoksemi (PaO,/Fi0,<300)

Akut oligiiri (idrar miktari< 0.5ml/kg/saat veya en az iki saat 45ml/saat)
Kreatinin artig1 (kreatinin>0.5mg/dl)

Koagiilasyon bozuklular1 (INR>1.5 veya aPTT>60sn)

[leus (barsak seslerinin alinmamasi)

Trombositopeni (trombosit sayisinin <100.000/ml)

Hiperbilirubinemi (plazma total bilirubinin>4mg/dl veya 70mmol/L)

Doku perfiizyon degiskenleri
Hiperlaktatemi (laktat>1mmol/L)

Kapiller dolmanin azalmasi veya beneklenme
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3.1.7. TEDAVI

3.1.7.a. Antimikrobial Tedavi:

Patojen ve duyarli oldugu antibiyotik tespit edilmeye calisilirken ampirik
tedaviye baslanilmalidir. Kiiltiir ve antibiyogram sonucuna gore tedavi tekrar
degerlendirilmelidir (37).

3.1.7.b. Destekleyici Tedavi:

Gerek deneysel gerekse klinik ¢alismalarda septik sokun erken doneminde kalp
debisi ile dolum basinglarinin diisiikliigtiniin birlikte oldugu gozlenmistir. Sokun
erken doneminde uygulanan voliim replasmaninin kardiyak fonksiyonlarda ve
oksijen sunumunda anlamh diizelmelere neden olarak doku perfiizyonunu arttirdigi
ve anaerobik metabolizmay1r durdurdugu calismalarla gosterilmistir.  Sivi
resiisitasyonunun baglangicinda siv1 ihtiyaci ¢ok fazla olup bunun saglanmasi hayati
Onem tasimaktadir. Siv1 resiisitasyonunda kristaloid ve kolloid iiriinlerden hangisinin
verilecegi tartisma konusudur. Sivi olarak ilk tercih edilenler kristaloidler olmasina
ragmen kolloidler ozellikle de nisasta tiirevi soliisyonlarin teorik olarak daha
avantajl oldugu diisiiniilmektedir. S1v1 resusitasyonunun kalp hizi, kan basinci, idrar
miktar1 pulmoner kapiller wedge basinci (PCWP) ve santral venoz basing (CVP) ile
takip edilmesi gerekir (14, 37, 38).

Siv1  resusitasyonunun yeterli olmadigi durumlarda vazopressor ajanlar
kullanilmalidir. 11k segilecek ajan dopamin ve noradrenalin iken kardiyak debinin
yetersiz oldugu durumlarda dobutamin olmalidir.

Vazopressin ve yiiksek doz katekolaminlere cevap vermeyen durumlarda

kortikosteroitler katekolamin ihtiyacimi gidermek icin kullanilabilir (4, 37, 38).

3.1.7.c. Yeni Tedavi Yaklasimlar::
Akut akciger hasar1 (ALI) ve ARDS’de diisiik tidal voliim ile mekanik ventilasyon
Amaca yonelik erken tedavi
Aktif drotrekogin alfa tedavisi
Kan glukozunun yakin takibi
Hemofiltrasyon
Antiendotoksin antikorlari: HA-1A, Es (monoklonal)
Antimediatorler: TNF alfa antikoru, IL-1 reseptdr antagonisti ve PAF antagonistleri

gibi (4, 39).
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3.1.8. DENEYSEL SEPSiS OLUSTURMA MEKANIZMALARI

3.1.8.a. Endotoksin:

Gram (-) mikroorganizmalardan elde edilen LPS’lerin intravendz veya
intraperitoneal olarak uygulanmast ile olusturulan sepsis modelidir. LPS
enjeksiyonundan 4-6 saat sonra sok meydana gelmektedir. Diisiikk dozlarda
hiperdinamik yanit olusurken yiiksek dozlarda hipodinamik yanita neden olur. Direkt
organlar iizerine etki eder ve sitokinleri arttirir. Buna karsin sepsis, LPS’den daha
fazla komponent icerir ve bu modelde belirli bir enfeksiyon kaynagi yoktur (40).

3.1.8.b. Canli intravenoz Bakteriler:

Doz ve doz-zaman iliskisini ayarlamak kolaydir. Sistemik enfeksiyona neden
olur. Sadece tek bakteri igerir ve yiiksek doz kullanmak gerekir (40).

3.1.8.c Peritonit- Cekal Baglama Delme (CBD):

Bu yontemde batin median insizyonla acildiktan sonra c¢ekum pasaji
engellemeyecek sekilde baglanir ve bir braniil ile delinerek gaitanin peritona
bulagsmas1 saglanir. Apandisit ve divertikiilit gibi travmaya ve c¢ekumda nekroza
neden olur. Polimikrobial olup enfeksiyon kaynagi bellidir. Sitokin cevaplar1 klinik
sepsis ile benzerdir. Fakat standardize edilmesi zordur, cerrahi ve iyilesmeyi igerir

(40, 41).
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3.2. TUMOR NEKROZ FAKTOR- a (TNF- @)

Inflamatuar olaylarin baglamasi1 ve tetiklenmesinde biiyiik rol oynayan
proinflamatuar etkili bir sitokindir. Bu nedenle iizerinde en fazla ¢alisilan protein
ailesidir. Geni altinct1 kromozomda yer alan bu sitokin ailesinin 19 adet iiyesi
bulunmaktadir. Dogal ve kazanmilmis bagisiklik, hiicre regiilasyonu, farklilagma ve
apopitoz siireclerinde 6nemli rolii vardir. Makrofajlar ve lenfositler basta olmak
tizere bircok immiin ve somatik hiicreden sentezlenir. TNF-a ve TNF- olmak iizere
iki formu bulunur. TNF-a baslica makrofajlardan salinan klasik formudur. TNF-a
yaninda kagektin, diferansiyasyonu indiikleyici faktor (Differentiation-inducing
factor, DIF) ve TNFSF2 olarak da adlandirilmaktadir. TNF-§ ise lenfosit kaynakli
olup Lenfotoksin-a olarak da bilinir (17, 42, 43).

TNF membranéz, matur ve solubl olmak iizere degisik formlarda bulunur.
Membrana bagli bulunan 26 kD agirligindaki membrandz TNF prohormondur. Uyari
ile TNF doniistiiriicli enzim tarafindan yikilir ve 17 kD agirliginda matiir ve solubl
forma doniigir. Dolasima salinan TNF-o iki farkli hiicre yiizey reseptoriine
baglanmaktadir. Tip 1 (p55) reseptor, 55 kD agirhiginda olup sitotoksik aktivite ve
fibroblast proliferasyonu gibi klasik etkilerinin yaninda apopitozu da indiikler. Tip 2
(p75) reseptor ise 75 kD agirliginda olup yardimer reseptor olarak gorev yapar.
TNF’nin tip 1 reseptorii uyarmasti ile aktiflesen TRADD, TNF reseptor iligkili faktor
(TRAF), FADD ise kaspaz-8 ve niikleer faktor kappa-B kinaz inhibitorii (IKK)’ nii
uyarir. TNF ve reseptor kompleksinin olusturdugu sinyal kismen G proteini
tarafindan kontrol edilir. Fosfolipaz ve protein kinaz aktivasyonu sonucu arasidonik
asit, inositol fosfat, triacil gliserol, fosfotidik asit ve tiirevleri olusur ve hiicre
Olimiine neden olur. TNF’nin bundan baska etki mekanizmalarn oldugu da
diisiiniilmektedir. Bunlar arasinda hiicre zarma fiizyon yaparak sodyum girigine
neden olmasi ve hiicresel ve periaksonal sisme gibi olaylara neden olmasi yer alir
17).

3.2.1. ETKILERI:

1. Sitotoksik etki: Bu etkisini neoplastik hiicre ve parazitler iizerinde gosterirler.
Antiparaziter etkisini serbest radikaller iizerinden direkt ve T lenfositleri iizerinden
dolayl olarak olustururlar. Tiim6r merkezindeki makrofajlarin TNF {irettigi ve TNF
enjeksiyonu ile tiimor boyutlarinin kiigiildigii gosterilmistir. Antiparazitik ve
antitimor etkileri ile IFN-y ile sinerjik etki gosterir. Ayni1 zamanda pankreas [

hiicreleri iizerinde de toksik etkileri vardir (16, 44).
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2. Endotel hiicrelerindeki adezyon molekiillerinin c¢ogalmasim indiikleyerek
Iokositlerin yapismasinmi kolaylastirir. Lokositlerin aktivasyonunu arttirir, lenfositleri,
monosit ve makrofajlar1 olgunlastirir (16, 44).

3. X 1ginlar tarafindan uyarilir ve X 1sinlarinin zararh etkilerine karsi koruyucudur.

4. Viral replikasyon: Viruslara kars1 interferon benzeri koruyucu etki gosterir.

5. Ates: Endojen pirojen olarak etki ederek atesi yiikseltir. Bu etkisini IL-1 ile
birlikte hipotalamusta prostaglandin E, (PGE,) sentezini arttirarak yapar (16, 17, 44).
6. Inflamasyon-Septik sok: Infeksiyoz ve nonenfeksiyoz inflamatuar hastaliklarin
primer mediatoriidiir. Sepsis patofizyolojisinde en potent mediatordiir ve sitokin
kaskadim aktive etmektedir. Monosit, makrofaj, T ve naturel killer (NK) hiicreleri ve
diger proinflamatuar hiicrelerin aktivasyonunu takiben dolagimda en erken saptanan
sitokinlerdir. Monosit ve notrofiller iizerinde kemotaktik etkilidir. Kendisi ve
uyardig1 kemokinler ile monositleri inflamasyon alanina ¢ekerek birikmelerini saglar.
TNF-a fagositozu uyarir ve bu hiicrelerin endotel hiicrelerine yapismalarina neden
olur. Hidrojen peroksit ve oksijen siiper oksit gibi serbest oksijen radikallerinin
iretimini uyarir. TNF-q, IL-1, IL-6, IL-8 ve PGE, gibi diger sitokinlerin salinimini
uyarmaktadir. IL-1, TNF-o’nin etkilerini potansiyalize etmektedir. TNF-o’1
indiikleyen ve siiprese eden bir¢ok faktdr bulunmakta olup en giiclii olarak LPS veya
gram (-) bakteriler tarafindan indiiklenmektedir (tablo-7).

Endotoksin uygulamasindan yaklasik olarak 60-90 dakika sonra TNF-o’nin
plazma ve doku diizeyleri artmakta ve dolasimda solubl TNF reseptorleri ile
baglanarak inaktive edilmeye c¢alisilmaktadir. STNFR her iki reseptore baglanarak
etki gostermektedir. Insanlara rekombinant TNF-a verilmesinin SIRS benzeri tablo
olusumu ile sonuglandigi gosterilmistir. Endotoksin verilmesi ile TNF-a
diizeylerinde belirgin artigla beraber sepsis kliniginin gelistigi ve ekzojen TNF-a
uygulanmasi ile gram (-) sepsis ve sokun klinik, laboratuar ve histopatolojik
bulgularin1 taklit eden bir tablonun olustugu gosterilmistir. TNF-o’ya karsi
gelistirilen antikorlarin ise endotoksin uygulanmadan 6nce verilmesinin mortaliteyi
azalttig1 gosterilmistir (17, 18, 44, 45).

7. Hepatositler iizerindeki etkisi ile serum amiloid A ve P, kompleman faktor 3,
haptoglobulin, CRP, a-1 asit glikoprotein gibi baz1 akut faz proteinlerinin sentezini
arttirir (16, 44).
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Tablo 7: TNF'yi indiikleyen ve siiprese eden nedenler.

TNF’i indiikleyenler

Bakteriyel iiriinler

Endotoksin/LPS, lipid A, miiramil peptidler,

Toksik sok sendrom toksini 1, Listeria monositogenez,
Corynebacterium  parvum, stafilokokkal  ekzotoksinler,
Mycoplasma orale, Pseudomonas aeuroginosa,

Kandida, Mycobacterium avium, Lipoteichoic asit

Viriisler

Human immundeficiency virus, Influenza A, Sendai viriis,
respiratory syncytial viriis, reovirus, New castle hastalig1 viriis,

Neutropic viriis

Paraziter iiriinler

Malarya, Entamoeba histolytica

Sitokinler

TNF, IFN-y, IL-1, IL-2, monosit-CSF (M-CSF)

Maclar

Protein kinaz C indiikleyicileri (forbol esterleri)
Fosfataz inhibitorleri (okadaik asit)

Lityum klorid, Benzodiazepinler
Siklooksijenaz inhibitorleri

Komplamanlar

Diger

Tiimor hiicreleri, Hipertermi, X-1s1n1, ultraviole 1s1n (UV)

siklik GMP, Substance P

TNEF’i siiprese edenler

Sitokinler IFN-a, IFN-B, TGF-B, IL-4, IL-6, IL-10, IL-11, IL-13, G-CSF
Viriisler Epstein Barr viriisii, adenoviral proteinler
Magclar Fosfodiesteraz inhibitorleri, siklik adenozin monofosfat

(cAMP) indiikleyicileri, metalloproteaz inhibitorleri,
lipooksijenaz  inhibitorleri, talidomid, siklosporin A,

norepinefrin, dekzametazon, klorpromazin,

8. Damar endotelinin prokoagiilan ve antikoagiilan aktiviteleri arasindaki dengeyi

degistirerek pihtilagma sistemini aktive eder. Trombomodiilin sentezini engelleyerek

endotel hiicresindeki antikoagiilan etkinligi inhibe eder. Pihtilagmanin ekstrinsik

yolunu uyarir. Plazminojen aktivatorlerini azaltarak antifibrinolitik etki gosterir ve

sonug olarak yaygin damar i¢i pihtilagsma olusur (16, 44).
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9. Kemik iligini baskilayarak eritropoez ve myelopoezi inhibe eder, lenfopeniye
neden olur (16, 44).

10. Kaseksi: Istahi azaltip lipoprotein lipaz aktivitesini arttirarak kaseksiye neden
olur (16, 44).

11. NO sentezi ile myokardin kasilabilirligini azaltir, damar diiz kaslarim1 gevsetir
(16,44).

12. Asidoz ve metabolik degisiklikler olusturur (16, 44).

13. Otoimmiin hastaliklarin patogenez ve tedavisinde yer almaktadir (crohn hastaligi,

romatoid artrit, graft-versus-host hastaligi) (45, 46).

3.3. INTERLOKIN- 10 (IL-10):

Sitokin sentezini inhibe eden en gii¢lii sitokindir. Bu 6zelliginden dolayi sitokin
sentezini inhibe edici faktor, mast hiicre biiyiime faktorii 3 ve B hiicreden derive T
hiicre biiyiime faktorii olarak da adlandirilmaktadir. Bu sitokinin geni birinci
kromozomda lokalizedir, 18 kD molekiil agirliginda ve yaklasik olarak 178 aa
icermektedir. Monosit ve notrofillerden proinflamatuar sitokinlerin salinimini inhibe
eder (45, 46).

Ik defa T helper 2 lenfositleri tarafindan sentezlendigi, daha sonra ise timosit,
monosit, Langerhans hiicreleri, makrofajlar ve B hiicreleri tarafindan da
sentezlendigi tespit edilmistir. Reseptorleri IL-10R1 ve IL-10R2 olmak iizere iki tane
olup interferon reseptorleri ile benzerlik gostermektedir (48, 49).

Inflamasyon sirasinda gerek inflamasyonun kendisi ve gerekse salinan
mediatorler konak organizmanin saglam dokularina da zarar verebilmektedir.
Inflamasyonda proinflamatuar sitokinlerin yaninda antiinflamatuar sitokinlerinde
salinmasi, inflamasyonun sinirlanmasina yoneliktir. IL-10, inflamasyon ve immun
yanitin potent inhibitoriidiir. Monositlerdeki interseliiller adezyon molekiillerinin
belirginlesmesini inhibe ederek lokositlerin endotel yiizeye yapismalarina engel
olmaktadir. Transforming growth factor-p (TGF-f) ile sinerjik etkilidir.
Immunoglobulinlerin sentezinde ve IgA doniisiimiinde rolleri verdir. En O6nemli
antiinflamatuvar sitokin olarak kabul edilen IL-10, TNF-a, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8 ve
IFN-y gibi proinflamatuar sitokinlerin sentezini inhibe etmektedir. IFN-a ve
lenfotoksin salimimin1 azaltarak antiviral aktivite gosterir. Ayni zamanda
monositlerin prokoagiilan aktivitesini ve intraseliller mikroorganizmalar1 6ldiirme

yeteneklerini baskilamakta, Human Lokosit Antijen (HLA) DR4, Major Histo
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Kompatibilite (MHC)-II ve Niikleer Faktor Kappa B (NF-«B) ekspresyonunu inhibe
etmektedir (16, 17, 18, 47, 50).

Endotoksemi ve sepsiste, IL-10 uygulamasinin TNF-a salinimini ve mortaliteyi
azaltarak prognoz acisindan pozitif etkilere sahip oldugu deneysel olarak
gosterilmistir. Anti-IL-10 uygulanan farelerde ise TNF-a saliniminin ve mortalitenin
artigl gozlenmistir. Hiicresel immiinitenin inhibisyonunu gerektiren durumlarda
tedavi amach kullanilabilir(44, 50).

Sistemik inflamasyon yaninda inflamatuar barsak hastaligi, romatoid artrit,

graft versus host hastaligi, maligniteler, otoimmiin ve enfeksiyoz hastaliklar ile de

iliskilidir (50).

3.4. INTERLOKIN- 18 (IL-18):

IL-1 ailesinin yeni bir iiyesi olan bu sitokin 1995’te Okamura ve ark tarafindan
tanimlanmigtir. Prekiirsor bir protein olarak sentezlenen IL-18, daha sonra kaspaz-1
tarafindan matiir forma doniistiiriiliir. Yap1 olarak 193 aa’ten olusmustur.
Dolagimdaki diizeyleri total, serbest ve solubl reseptorlere baglh IL-18 olmak iizere
tic farkli fraksiyonda bulunur. Solubl reseptorleri IL-18R-a ve IL-18 baglayici
protein (IL-18BP) olmak iizere iki tanedir. s IL-18R-o insanlarda dolasimda
Olclilemezken invitro olarak IL-18R-B varliginda ve IL-18ten seksen kat fazla
verildiginde IL-18’i notralize edebildigi gosterilmistir. IL-18BP ise invitro olarak
esit konsantrasyonlarda IL-18’i notralize etmektedir. IL-18 ile iliskili klinik
hastaliklarda total ve serbest kisminin her ikisinin yiikselmektedir. Fakat serbest
kismin yiizdesi daha fazladir (51, 52).

Dendritik hiicreler, Langerhans hiicreleri, Kupffer hiicreleri, keratinositler,
intestinal epitelyum ve makrofajlar tarafindan iiretilmektedir. Immiin organlardan
cok barsak, deri ve sekretuar bezler gibi dokularda iiretilmesinin nedeni
bilinmemektedir. Immiin sistem ile endokrin sistem, sinir sistemi ve diger sistemler
arasinda iliskiyi saglamaktadir (52).

Enfeksiyon ve tiimore karsi viicudun defansinda onemli rol oynadigi
diistiniilmektedir. IL-18, P. acnes ile farelerde endotoksemi olusturulan bir calisma
sirasinda kesfedilmis ve IFN-y’1 indiikledigi icin ‘IFN-y’1 indiikleyici faktor’ olarak
adlandirilmistir (sekil-3). Bu etkisi ile IL.-12 ile sinerjik etkili bir sitokindir. TNF-a,
IL-1 ve diger proinflamatuar sitokinlerin salinimini arttirdigt i¢in Th-1"in indiikledigi

sitokin ailesinin bir iiyesi olarak kabul edilmistir. NK hiicrelerin sitotoksisitesine
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neden olmaktadir. IL-10 sentezini azaltmasmnin yanminda zit olarak allerjik
reaksiyonlar gibi Th-2 tarafindan indiiklenen olaylarda da rol aldigi bilinmektedir.
ICAM-1 ve vaskiiler adezyon molekiilii (VCAM)-1 gibi adezyon molekiillerinin
ekspresyonunu arttirarak nétrofil ve lenfositlerin vaskiiler ylizeye yapisarak damar
disina gecmelerini saglar. Viral, bakteriyel, fungal ve intraseliiler parazitlere karsi
konak¢iyr korumaktadir. IL-18, Salmonella, Kriptokok, Toksoplazma, Kandida ve
Mikobakter gibi intraselliiler 6ldiirme i¢in NO’nun gerekli oldugu enfeksiyonlarin
kontroliinde rol oynamaktadir (17, 51, 52, 53, 54, 55).

Meme ve mesane tiimoril basta olmak iizere maligniteler iizerinde anti-timor
etkisi vardir. Ayrica insiilin bagimli DM, otoimmiin ensefalomyelit, kronik aktif

hepatit gibi immiin hastaliklarin patogenezinde rol oynamaktadir (52, 54).

I ve chg uyaranlar Stres. Balterivel
A
Eeratinositler Adrenal Maiqlofaj
Barsalklar bez Dendritil:
hiicre

v

IL-18 dretiu- sekresyonu

| %ﬂcre 51

B hilcres; T hiicresi

IEM -zamima tretirn-selresyom

Sekil 3: IL-18'in IFN-gamma iiretimi iizerindeki etkisi (www.sigmaaldrich.com

adresinden alinarak uyarlanmistir).
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3.5.NERVE GROWTH FAKTOR (NGF)

Norotropinler omurgali sinir sisteminin gelisimi ve idamesi i¢cin gerekli olan
polipeptid yapili bityiime faktor ailesidir. Bu ailenin ilk kesfedilen iiyesi olan Nerve
Growth Faktor (NGF), Italyan bilim adami Rita Levi-Montalcini ve ark. tarafindan
1952 yilinda kesfedilmis olup, bu kesif kendisine 1987 yilinda Oscar odiilii
kazandirmistir. NGF’nin kesfinden birkac¢ dekad sonra benzer yap1 ve fonksiyonlara
sahip olan Beyinden Derive Norotropik Faktor (Brain Derived Neurotrophin Factor,
BDNF) kesfedilmistir. NGF ve BDNF’i ise Norotropik faktor-3 (Neurotrophin
factor-3, NT-3), Norotropik faktor-4 (Neurotrophin factor-4, NT-4), Norotropik
faktor-5 (Neurotrophin factor-5, NT-5) ve ardindan Norotropik faktor-6
(Neurotrophin factor-6, NT-6) ve Norotropik faktér-7 (Neurotrophin factor-7, NT-
7)’nin kesfi izlemistir (56).

Sekil 4: NGF X-ray kromotografik goriiniimii (www.cryst.bbk.ac.uk. adresinden

alinmustir).

3.5.1. YAPISI:
Insanda NGF birinci kromozomun kisa kolunda yer almaktadir. NGF

proteininin 7S NGF olarak adlandirilan yiiksek molekiiler agirligma (ma) sahip ve

27



2,5S NGF olarak adlandirilan diisiik ma’na sahip iki formu izole edilmistir. Ozellikle
7S formu, 130-140 kD ma’da bir kompleks olup alfa, beta ve gamma olmak iizere 3
subiinitten meydana gelmistir (sekil-4). 118 aminoasitlik iki tane beta subiiniti
birbirine disiilfit bag ile baglh olup NGF’nin biyolojik aktivitesinden sorumludur.
Alfa ve gamma subiiniti, kallikrein protein ailesinin iiyesi olup alfa subiinitinin rolii
bilinmezken; gamma subiinitinin epidermal growth faktorii (EGF) baglayic1 protein
ve beta subiinitinin isleyisi ile ilgili rolii bilinmektedir. 2,5S formu ise 26 kD molekiil
agirhiginda 2 farkli subiinitin nonkovalent baglanmasindan olusmustur. En cok
sentezlendigi ve depolandigi yer erkek fare submandibuler bezi olup nedeni
arastirmalara ragmen bilinmemektedir (57).

3.5.2. RESEPTORLERI:

Son yillarda yapilan c¢alismalarda norotropinlerin adlarindan daha genis
rollerinin oldugu gosterilmistir. NGF etkisini p75™'~ ve Tirozin kinaz (Trk) A olmak
tizere iki reseptorii araciligiyla gostermekte olup, bu iki reseptoriin
sinyalizasyonunun sinerjik, antagonist veya birbirinden bagimsiz olabildigi
bilinmektedir. Norotropinler ve reseptorleri arasindaki iliski sekil-5’de goriilmektedir

(58).

Dﬁg;i'll{ affiniteli Yiksek affuutel
reseptor reseptorler

J
"‘/ E
—— \\ NT ;,;\-:m

Sekil 5: Norotropin reseptorleri (Gilbert SF, Developmental Biology, seventh

edition ve www.devbio.com’dan alinarak uyarlanmstir).
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3.5.2.a.P75 reseptorii

p75 M diisiik affiniteli NGF reseptorii olup TNF reseptor ailesine aittir.
Glikoprotein yapisinda olup transmembran ve ekstraseliiler alanda yer almaktadir.
Pan-norotropin reseptorii olarak etkimekte, yani NGF disinda BDNF, NT-3 ve NT-
4/5 gibi diger norotropinleri de baglamaktadir. p75~ '~ reseptdrii 75 kDa agirliginda
olup 1.7x 10°M konsantrasyondadir. p75 N} reseptérii ilk izole edilen nérotropin
reseptorii olmasina ragmen rolii tam olarak aydinlatilamamistir. p75 mutasyonu
olusturulan calismalarda, NGF ve Trk A mutasyonu olusturulanlara gére daha az
ciddi durumlara neden oldugu gosterilmistir. NFkB ve c-Jun kinaz transdiiksiyon
yolaklarin1 indiikleyerek etkisini gostermekte olup uyardigi yolaga gore etkisi
degismektedir. P75 reseptoriiniin yiiksek affiniteli reseptorlerin varliginda onlarin ko-
reseptori gibi etki ettigi ve Trk A’nin olmadigi durumlarda ise onun antagonisti gibi
davrandigr gosterilmistir. NGF’nin indiikledigi proapoptotik siiregte mediator olarak
gorev yaptig1 diisiiniilmektedir. Sonug olarak seramid yapimini arttirdigy, hiicreyi gen
transkripsiyonuna veya programlanmis hiicre 6liimiine yonlendirdigi sodylenilebilir
(58, 59).

3.5.2.b.Trk A

Tirozin kinaz proteini reseptorleri olan tirozin kinaz A, B, C (Trk A, B, C)
spesifik etkili yiikksek affiniteli norotropin reseptorleridir. Trk reseptorleri
transmembran, ekstraselliler ve intraseliller alanda yer almaktadir. Trk
reseptorlerinin  sinyal transdiiksiyonu icin gerekli olan tirozin kinaz aktivitesi
sitozolik alanda yer almaktadir. p75 reseptorii tim norotropinleri baglarken tirozin
kinaz reseptor ailesi farkli norotropinleri farkli affinite ile baglamaktadir. Trk A,
tercihen NGF’i baglamakla beraber diisiik affinite ile NT-3, NT-4 ve NT-5’i de
baglamaktadir. Trk B, BDNF ve NT-4’ii yiiksek affinite ile baglarken NT-3’ti daha
diisiik affinite ile baglamaktadir. Trk C ise sadece NT-3’ii baglamaktadir (58, 60).

Trk A, NGF icin spesifik olup; NGF’nin biyolojik aktivitesinin ¢ogu Trk A
reseptorii  aracilifiyla gerceklesir. Trk A reseptorii birinci kromozomdaki
protoonkogenler tarafindan kodlanan 140 kD agirligindaki transmembran proteinidir.
NGF’nin Trk A reseptoriine baglanmasi, tirozin otofosforilasyonu ile sinyal
transdiiksiyon kaskadlarindan bir kismim aktiflestirir. Bu kaskadlar igerisinde baslica
Mitojen Active Protein Kinaz-Ras-Erk yolagi, fosfolipaz Cyl, inozitol trifosfat ve
SNT yer almaktadir. Trk A mutasyon ¢aligmalarinda, néronal popiilasyon kaybi ile

sonuclanan sinir sistemi gelisiminde dramatik etkilere neden oldugu gosterilmistir.
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Sonu¢ olarak Trk A reseptoriiniin hiicre gen transdiiksiyonunu indiikledigi
soylenilebilir (58, 60).

3.5.3. NGF ve SINIR SISTEMi

Norotropinler gelisen sinir sisteminde, iletimin kurulmasina yardim eden hedef
hiicreler tarafindan iretilen yapisal ve fonksiyonel olarak benzer proteinlerin bir
grubudur. Beyinde en yiiksek diizeylerde major kolinerjik yollarm bulundugu
hipokampus ve serebral korteks gibi bolgelerde bulunur. Neonatal ratlarda NGF’nin
intraserebroventrikiiler olarak uygulanmasi halinde korteks ve hipokampusta
kolinasetiltransferaz aktivitesini arttirdigi ve anti- NGF’nin intraserebroventrikiiler
olarak uygulanmasinin ise kolinasetiltransferaz aktivitesini azalttigi gosterilmistir.
NGEF sinir hiicrelerinde biiyiime, farklilasma, canliligim siirdiirme, rejenerasyonda,
norotransmitter fonksiyonunda, noronlarin norotoksin ve lezyonlara direncinde rol
alir (60, 61). Normal kosullarda néronlar NGF sentezinde major rol oynarken hasara
ugramis beyinde glial hiicrelerde NGF iiretebilir. Glutamat ve asetilkolinle
ekspresyonlar1 artarken, gamma amino biitirik asit ile ekspresyonlarinin azaldigi
gosterilmistir. Kan, sinir sistemi ve beyin omurilik sivisindaki NGF diizeyinin yas ile
ilgili olarak azaldig1 gosterilmistir (62). Fetal hayat ve erken postnatal donemlerde
noronlar NGF bagimli1 iken daha sonraki donemlerde NGF duyarli hale gelmektedir.
NGF diizeyleri, hipoksi, iskemi, hasar, yasliliga baglh serebral atrofi ve yiikselmis
intrakranial basing gibi patolojik durumlarda, kan, doku ve beyin omurilik sivisinda
yiiksek oranda saptanmistir (60). Serebral hasar sonrasi NGF diizeyinde yiikselme,
noronal iyilesme igin esastir. Yapilan bircok calisma ile norotropik faktorlerin
selliiler kalsiyuam hemostazisini kontrol ettigini, serebral kan akimimi diizenledigini
ve iskeminin etkilerini iyilestirdigini, antioksidan enzimleri arttirarak; serbest
radikallerin olusumunun baskiladigi gosterilmis olmasina ragmen noroprotektif roliin
altinda yatan mekanizma halen belirsizdir. Norotrofik faktorler norodejeneratif
hastaliklarin invivo ve invitro modellerinde kullanilmistir. Bircok norotropik faktor,
primat modellerde arastirma asamasinda kalmigken, bazilart da insanlarda
norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde denenmistir. Ancak bu zamana kadar elde
edilen sonuclar teknik problemler, yan etkiler ve yetersiz etkinlikten dolay1 tatminkar
olmamistir. NGF yukarida bahsedilen yararli etkilerinden dolayr noérodejeneratif
hastaliklarin 6zellikle de Alzheimer hastaliginin tedavisinde yeni potansiyel tedavi
araci olup olmayacag tartisilmaktadir (63). Yine NGF nin 6zellikle 6grenme olmak

tizere kognitif fonksiyonlar iizerinde etkili oldugu gosterilmistir (64).
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Periferik sinir sisteminde NGF’nin ana rolii hasarlanmis néronlarda akson
jenerasyonunu saglamak ve substance P ve Calsitonin Gene Releated Peptid (CGRP)
gibi noropeptidlerin sentez ve salinmmini arttirmaktir. NGF veya Trk A reseptor
geninde mutasyon olusturulan calismalarda dogumda primer duysal ndéronlarin
yaklagik %70’1 kayboldugu ve yine sempatik ganalionlarin néronlarimi kaybettigi
gosterilmistir. Dorsal kok ganglionlarinin termosensitif ve agri sensitif duysal
noronlarinin yaygin kaybi ile; mekanik ve termal hiperaljezi, duyusal defisitli
periferik noropati, periferik agri ve inflamatuar cevabi regiile etmede rolii oldugu
ileri siiriilmektedir (65, 66).

3.5.4. NGF ve IMMUN SISTEM:

Norotropinlerin selliiler lokalizasyonu ve doku dagilimi1 hakkinda son dekadda
detayli calismalar yapilmistir. Basta timus ve bursa fabrikus olmak iizere tiim lenfoid
organlarda norotropin ve reseptorlerinin varligi tespit edilmistir (56, 67, 68, 69, 70).

NGF ile iligkili oldugu gosterilen ilk immiin hiicre mast hiicresi olup sinir
hiicresine yakin lokalizasyonu sinir sistemi ile immiin sistem arasindaki fonksiyonel
iliskiyi ileri stirmektedir. Neonatal ratlarda NGF nin invivo verilmesi bazi periferik
dokularda mast hiicresinin say1 ve boyutunun yaygin olarak artmasina neden oldugu
caligmalarda gosterilmistir (71). Rat ayagma intradermal olarak enjekte edilen
NGF’nin mast hiicrelerini aktive etti§i ve mast hiicre degraniilasyonunu arttirdigi
calismalarda gosterilmistir (72). Mast hiicrelerinden sonra T ve B lenfositlerinin,
monosit, makrofaj ve graniilositlerinde NGF reseptorlerini eksprese ettigi
gosterilmistir. NGF, immiin hiicreler tarafindan iiretilmekle kalmayip karsilikli
etkilesim icerisindedir. NGF’nin etkiledigi immiin hiicreler ve bu hiicreler iizerindeki
etkileri tablo-8 ile 6zetlenebilir (67, 69, 71).

Astim ve diger allerjik hastaliklarda NGF diizeylerinin artmis oldugu
caligmalarda gosterilmigtir. NGF'nin sistemik olarak verilmesi ile histaminle
indiiklenen brongial hiperaktivitenin arttigi ve bu etkinin anti-NGF uygulamasi ile
onlendigi goriilmiistiir. NGF’nin bu etkisini tasikininler aracilifiyla gosterdigi
diisiiniiliir (73). Insan akciger epiteli A549 hiicresinden pro ve anti inflamatuar
durumlarda IL-1B’nin, NGF sentez ve sekresyonuna etkisi degerlendirilmistir.
Proinflamatuar ve astim ile iligkili sitokin olan IL-1f ile stimiilasyon sonrasi, NGF
protein sekresyonu belirgin olarak artmistir (74). Vernal keratokonjonktivitli
hastalarda serum NGF seviyelerinin arttigi ve bu artisa subtance P ve total IgE

diizeylerindeki artis1 eslik ettigi saptanmistir. Yine konjonktiva es zamanl
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incelendiginde mast hiicresi, eozinofil ve makrofajlardaki artis eslik etmistir (75).
Atopik dermatitli hastalarda plazma NGF diizeyinin arttigt ve NGF’nin de invitro
olarak mast hiicre triptaz ve histamin icerigini arttirdig1 saptanmistir (76).

Inflamatuar olaylara eslik ettigi saptanan NGF’nin inflamatuar 6zelligi yeni
arastirmalara konu olmustur. Bir ¢alismada, mikroglia hiicre kiiltiirii hazirlandiktan
sonra LPS ekilerek NGF ekspresyonu, NGF transkripsiyonu ve NGF protein sentezi
sirasiyla Riboniikleik asit (RNA) preperasyonu, reverse transkriptaz- polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-PCR), EMSA ve Enzim immunoassay ile yoOntemi ile
degerlendirilmistir. LPS’in doz ve zaman bagimli olarak NGF mRNA ekspresyonunu
ve NGF protein salimmini aktive ettigi tespit edilmistir. NF-kB inhibitorii olan
pirolidin ditiyokarbamat (PDTC) kullanildiginda, LPS’nin indiikledigi NGF sentezi
inhibe olmasindan yola c¢ikilarak NFkB’nin LPS ile indiiklenen NGF ekspresyonunu
modiile ettigi sonucuna varilmistir (77).

NGF’nin inflamasyonla iliskili duyusal bozuklugun bir mediatorii olabilecegini
aragtirmak icin sistitli rat modelinde g¢ahigilmis. Intravezikal olarak uygulanan
NGF’nin inflamasyonla olusan sistometrik bulgularin benzerini gosterdigi ve
inflamasyon olugmadan 6nce uygulanan anti- NGF antikorunun hiperrefleksinin bir
kismim geri gevirebildigi saptanmistir (78).

Insan fibroblast ve havayolu diiz kas hiicrelerinde invitro olarak yapilan bir
calismada, NGF sentezleyebilme yeteneginin IL-1f ve TNF-a ile indiiklenirken,
glukokortikoitlerle inhibe edildigi ortaya konulmustur (79, 80).

Artritlerde NGF seviyesinin hem serum hem de sinovyal sivida arttigi ve bu
artisin spondiloartritte romatoid artritten daha fazla oldugu saptanmistir. Carregean
ile olusturulan eklem inflamasyonlu rat modeli olusturulan bir ¢calismada eklem NGF
ve NGF mRNA ekspresyonu degerlendirilmistir. Artritik eklemde NGF ve NGF
mRNA ekspresyonlarinin arttigt  gosterilmistir. Artritik eklemde artmis NGF
diizeylerinin varligit hem proinflamatuar hem de antiinflamatuar olarak
tanimlanmistir. Bagka bir calismada ise fare artritik diz ekleminde IL-1B"nin NGF’i
arttirdign ve NGF’ninde TNF-o’y1 arttirdig1 soylenmektedir (81).

Kesin olmamakla beraber elde edilen verilere gore; NGF, inflamatuar olaylarda
nedensel role sahiptir ve bu etkinin TNF-a ve IL-1p gibi proinflamatuar sitokinlerle
olan iliskisine dayanarak proinflamatuar yonde oldugu sdylenebilir. Ayn1 zamanda
romatoid artrit ve sistemik sklerozise bagli gelisen kronik vaskiilitik iilserlerde

kullanilmas1 ile lezyonun kiigiilmesi veya ortadan kalkmasi yine NGF’nin
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antiinflamatuar etkili olduguna isaret etmektedir (82). Beyin ventrikiillerine enjekte
edildiginde glial hiicrede anti inflamatuar sitokin olan IL-10’u up-regiile ettigi ve
beyaz cevherde deneysel allerjik ensefalomyelitin enflamatuar lezyonlarinda T
hiicrelerini infiltre ettigi ve interferon gamma ekspresyonunu siiprese ettigi
gosterilmistir. NGF uygulamasinin lezyonlarin boyut ve sayisin1 dramatik olarak
azaltmis oldugu tespit edilmistir (83). NGF’nin yara iyilesmesi iizerine yapilan bir
calismada, NGF’nin epitelizasyon periyodunu kisalttigi, yara kontraksiyonunu
arttirdigi ve heksozamin, tironik asit ve kollajen miktarin1 arttirdigi gosterilmistir.
Yine aym ¢alismada yara iyilesmesinin histolojik incelemesinde, keratinositlerin ve
kollajen liflerinin NGF ile daha diizenli iyilestigi gosterilmistir (84). Korneal
ilserasyon, noropatik ve vaskiiler iilserlerde NGF’'nin tedavi edici olmasi,
inflamasyonun ge¢ fazinda artmis olmasi, fibrojenik etkileri ve doku tamirinde rol
almast NGF’nin proinflamatuar etkisinin yaninda antiinflamatuar etkisinin de

oldugunu diisiindiirmektedir.

Tablo 8: NGF'nin immun hiicreler iizerindeki etkileri

B lenfosit | Proliferasyon, antikor sentez stimulasyonu, IL-2 reseptor ekspresyonu,

CGRP artis1, Trk A aktivasyonu

T lenfosit | Proliferasyon, T hiicre bagiml antikor sentezi, IL-2 sentezi,

Trk B fosforilasyonu, c-fos aktivasyonu

Monosit/ | Diferansiyasyon, fagositoz, parazit Oldiiriicii, IL-1p iiretimi, TNF-a
Makrofaj | tiretimi, kemotaksi, nitrik oksit sentezinde artma, oksidatif travmada

artma, katepsin S ekspresyonunda artma

Notrofil | Diferansiyasyon, kemotaksi, fagositoz, siiper oksit iiretimi

Eozinofil | Diferansiyasyon, kemotaksi, inflamatuar mediat6rlerin  salinimu,

sitotoksik aktivite artigi, LTC4 tiretimi supresyonu

Bazofil Diferansiyasyon, aktivasyon, histamin salinimi, lipit mediatorlerin

artmis {iretimi, IL-13 sekresyon stimulasyonu, IgE aracili cevap

modiilasyonu
Mast Degraniilasyon, mediator salinimi, kemotaksi
hiicresi
Diger Hematopoietik hiicre proliferasyonu/ diferansiyasyonu, trombosit sekil

degisikligi, vaskiiler permeabilite artigi
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3.5.5.NGF ve APOPITOZ:

Rita Levi Montalcini tarafindan 1952 yilinda; sempatik ve duysal ndronlarin
gelisme esnasinda normalin yarisina inmesinin  NGF’nin apopitoz ile olan
iliskisinden kaynaklandig: ifade edilmistir. Bu hipotezi ekzojen NGF uygulamas ile
NGF duyarli néron sayisinda artis olmasi ve anti-NGF uygulamasi ile néronlarda
olim gelismesi desteklemektedir. Ilerleyen yillarda bu invivo, invitro, yapisal,
farmakolojik ve molekiiler metodolojik yontemler ile desteklenmistir. NGF’nin
tavuklarda bursa fabrikusdaki hiicreler ve insanlarda hafiza B lenfositleri iizerinde
hiicre oliimiinii regiile edici etkisi gosterilmistir (85). Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
NGF’nin hiicre siklusunu otokrin olarak regiile ettigi diisiiniilmektedir. Aort endotel
hiicresinde NGF’nin oldugu ve proinflamatuar sitokin olan IL-18 ile NGF miktarinin
artigi ve anti- NGF ile S ve G2/M fazindaki hiicre sayisim arttirdigi ve hipodiploid
hiicre oranmint arttirdig1 gozlenmistir (86). Anti NGF antikoru eklenmesi ile LPS ile
aktive edilmis monosit/makrofaj kiiltiirlinde apopitoz degerlendirilmis. Anti-NGF
uygulanan grupta hipodiploid DNA kontrol grubuna gére 5 kat artmis oldugu ve
apoptotik hiicrede morfolojik degisiklikler (yuvarlak sekilli yogun kromatin, DNA
fregmentasyon artis1)) oldugu gozlenmistir (87). PC12 feokromastoma ve
noroblastoma hiicrelerinde TrkA aktivitesi hiicre gelisimini inhibe eder. Trk A’nin
yiiksek ekspresyonun noroblastoma prognozu ile korele oldugu saptanmistir (70).

Bu c¢alisma, TNF-o, IL-10 ve IL-18’in yaninda NGF’nin inflamatuar
durumlardaki olasi roliinii belirlemek ve ayni zamanda NGF’nin sepsisin patogenez

ve tedavisinde yer alip alamayacagini arastirmak amaciyla planlanmistir.
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4. GEREC ve YONTEM

Calismamiz, Firat Universitesi T1p Fakiiltesi Etik Kurul onay1 alindiktan sonra,
Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirmalar Merkezi (FUTDAM)
Laboratuvarinda gergeklestirildi.

Aragtirmamiza FUTDAM’dan temin edilen agirliklar1 200-250 gram arasinda
degisen Wistar-Albino cinsi 33 adet rat alindi.

Calismada, “Deneysel ve Diger Bilimsel Amaclar icin Kullanilan Vertebral
Hayvanlarin Korunmasi icin Avrupa Antlasmas1” etik hiikiimlerine uyularak ve en az
sayida ratin kullanmilmasina 6zen gosterildi. Denekler 12 saat giin 15181 alan ve
havalandirma diizenegi bulunan odada (22-24 °C, % 70-75 nem) tutuldu. Standart

sican yemi ve ¢cesme suyu ile beslendi.

4.1. DENEY

Calismaya alinan denekler isaretlenerek, randomize olarak 4 gruba ayrildi. Tiim
deneklere anestezi Ketamin-HCl (Ketalar®, Eczacibasi, Istanbul) 90 mg/kg ve
Xylazine (Romphun® Bayer, istanbul) 10 mg/kg intramiiskiiler uygulanarak
saglandi.

Grup I (Kontrol Grubu, n=6): Bu gruptaki deneklerden bazal deger i¢in
alman kan 6rneginden hemen sonra 1 ml % 0.9 NaCl intraperitoneal olarak enjekte
edildi.

Grup II (Sepsis Grubu, n=9): Deneklere 1 ml % 0.9 sodyum kloriir (NaCl)
icerisinde E. Coli lipopolisakkariti 0111:B4 (LPS25, Chemicon, USA) 1 mg
intraperitoneal olarak enjekte edilerek sepsis modeli olusturuldu. Ghiselli ve
Giacometti’nin ¢aligsmalarinda sepsis olusturan E. coli LPS sus ve dozlar1 baz
aliarak uygulandi (88, 89).

Grup III (Sepsis Modeli Olusturulmadan Anti-NGF Verilen Grup, n=9):
Deneklerden bazal kan ornegi alindiktan hemen sonra anti-NGF (ab10515, Novus,
USA) 500 pg/kg intraperitoneal olarak uygulandi. Anti-NGF antikorunun
uygulanmasindan 1 saat sonra 1 ml izotonik icerisinde 1 mg LPS intraperitoneal
olarak uygulandi.

Grup IV (Sepsis Modeli Olusturularak Anti-NGF Verilen Grup, n=9):

Deneklerde E. coli lipopolisakkariti ile sepsis modeli olusturulduktan sonra 500
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pg/kg anti-NGF antikoru intraperitoneal olarak uygulandi. Deneklerde sepsis tablosu
yaklagik olarak LPS enjeksiyonunu izleyen 8-10 saat igerisinde gelistiginden anti-
NGEF enjeksiyonu LPS enjeksiyonunun 10. saatinde uygulandi.

Deneklere E. coli LPS’nin intraperitoneal olarak verilmesinden yaklagsik 8-10
saat sonra hastalik belirtileri gozlemlendi. Bostanoglu ve ark’nin c¢aligmalarinda
bahsedildigi gibi denekler viicut isilarim1 korumak icin bir arada toplandilar,
hareketleri azaldi1 ve yavasladi, piloereksiyon gozlerde ¢apaklanma ve kanama gelisti
(41). Bu belirtileri 12 saat igerisinde gostermeyen denekler calisma dis1 birakildi.
Sepsis gelismeyen ve calismay1 tamamlayamayan deneklerin yerine yeni denekler
aliarak denek sayis1 33’e tamamlandi.

Deneklerden girisim Oncesi ve girisim sonrasi 2., 12., 24. ve 72. saatlerde
kuyruk veninden kan 6rnekleri alindi. Tiim deneklere her kan 6rnegi alinmadan 6nce
ve alindiktan sonra 1 ml % 0.9 NaCl subkutan olarak uygulandi. Alinan kan 6rnekleri
3500 rpm’de 5 dakika sanrifiij edilerek serumlara ayrildi ve biyokimyasal analiz
yapilana kadar -20°C’de saklandi. Deneyin 3. giiniinde sakrifiye edilen ratlarin ince
barsak, karaciger ve akciger dokular1 ayrilarak formol igerisinde fikse edilerek

saklandi.

4.2. BIYOKIMYASAL OLCUMLER:

Serum TNF-a, IL-10 ve IL-18 diizeyleri immunoassay Kkitleri ile, kit
prosediiriine uygun olarak yapildi (KRC3012, KRC0102, KRC2342, Biosource,
USA). Sandvi¢ Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA prensibine dayali bu
sistemde, kuyucuklar IL-10, IL-18 ve TNF-a icin spesifik antikor ile kaplidir.
Numune, standard ve kontroller bu kuyucuklara pipetlendikten sonra biyotinlenmis
ikinci bir antikor eklenir. Ilk inkiibasyon sirasinda IL-10, IL-18 ve TNF-a antijenleri
baglanir. Sonugta olusan renk degisikligi ile orantili olarak bu sistem ile IL-10, IL-18
ve TNF-o miktan saptanabilir.

NGEF ise E.x Immunoassay yontemi ile calisildi (G7630, Promega, Madison,
USA). NGF immunoassay sistemi antikor sandwich formatinda NGF’nin sensitif ve
spesifik saptanmasi ic¢in tasarlanmistir. Doksan alti kuyucuklu plate’ler anti-NGF
poliklonal antikorlar ile kaplanmis olup solubl NGF’yi baglar. Baglanmis NGF’ler
ikinci bir spesifik monoklonal antikor ile baglanmir. Yikama isleminin ardindan
spesifik olarak bagli monoklonal antikor miktar1 horseradish peroxidase’a konjuge

spesifik antikor ile saptanir. Kromojenik substrat ile inkiibasyonu takiben renk
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degisikligi olciilir. NGF’ nin miktar1 olusan renk degisikligi ile orantili olarak
degismektedir.

4.6. APOPITOZUN DEGERLENDIRILMESI:

Deneklerin karaciger, akciger ve incebarsak dokular formol (%100) igerisinde
tespit edilerek rutin takip islemine alindi. Parafine gomiilme isleminden sonra 4 um
kalinliginda kesitler alinarak boyama islemine gegildi.

4.6.1. Hematoksilen Eozin ile Boyama:

Hematoksilen Eozin (H/E) ile boyamada hematoksilen boyasi kromatini
boyadigindan apoptotik hiicreler niikleus morfolojisine gore 151k mikroskopu
(Olympus BX50, Japan) ile degerlendirildi. Hiicre veya sitoplazmanin kiiciilmesi,
kromatinin kondanse olmas1 ve niikleus zarinin periferinde toplanmasi, niikleusun
kiiciilmesi ve parcalara boliinmesi gibi morfolojik goriiniimler apopitoz olarak
yorumlandi. H/E ile boyamada apopitoz, Hotchkiss ve ark’nin (33) kullanmig

olduklar1 skorlama sistemine gore degerlendirildi (tablo-9).

Tablo 9: H/E ile boyamada apopitozin skorlama sistemi.

Skor | Apopitotik hiicre sayis1 / 100 hiicre
0 <% 1
1 % 1-5
2 % 6-25
3 % 26-50
4 > % 50

4.6.2. immunohistokimyasal Boyama:

Immunohistokimyasal boyama icin 4 pm kalnhiginda hazirlanan kesitlere
strept avidin peroksidaz yontemi ile monoklonal bcl-2 (3195-100, Biovision, USA)
ve monoklonal bax (SC-7480, Santa Cruz Biotechnology, USA) antikorlar
uygulandi. Kesitler deparafinize ve rehidrate edildikten sonra sitrat buffer igerisinde
mikrodalga firnda 5 dakika bekletildi. Daha sonra %10’luk pepsin enzimi ile 20
dakika inkiibe edilip bcl-2 ve bax antikorlar1 uygulandi. Ardindan fosfat buffer

solisyon ile yikanarak avidin-biotin peroksidaz ile inkiibe edildi ve amino-etil
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karbazol kromojen ile boyandi. Biitiin kesitler Mayer hematoksilen ile zit boyanip
dehidrate edilerek Ultra Mould medyum ile kapatildi. Bcl-2 ve bax boyamasi i¢in
degerlendirme ise Cinel ve ark’nin (90) calismalarinda kullanmis olduklar1 skorlama
sistemine gore 100 hiicre iceren fokal bir alanda pozitif boyanan hiicre sayisi ile

degerlendirildi (tablo-10).

Tablo 10: Bcl-2 ve bax boyanma skorlama sistemi.

Skor Boyanan hiicre sayis1 /100
0 Boyama yok

1 % 1-5

2 % 6-15

2 % 16-100

Istatistiki degerlendirme icin Statistical Package for Social Sciences (SPSS) 12.0
programi kullanildi. Elde edilen veriler ortalama + standart deviasyon olarak alindi.
Gruplar arasi karsilastirmada One-Way ANOVA, Tukey HSD, Kruskal Wallis ve
Mann Whitney U testi kullanildi. Grup i¢i karsilastirmada Paired-Samples T testi ve

Wilcoxon analizleri uygulandi. p<0.05 anlamli olarak degerlendirildi.
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S. BULGULAR

Calismaya alinan deneklerin agirliklari arasinda anlamli farklilik saptanmadi.

5.1. TNF-a:

Serum TNF-a diizeyleri kontrol grubunda 6l¢iim yapilan tiim dénemlerde grup
ici karsilastirmalarda anlamli farklilik gostermedi.

Sepsis modeli olusturulan Grup II, III ve IV’de serum TNF-a diizeylerinin 2.
saatten baslamak iizere tiim donemlerde bazal degerlerine gdre artmis oldugu
gozlendi. Serum TNF-a diizeyleri sepsis olusturulan gruplarda bazal degere gore
artmasinin yaninda 2. saatte pik yaptigi, 24. saatte belirgin olarak azaldigi ve 72.
saatte tekrar arttig1 gozlendi. Grup III'te 2. saatteki artig ve 24. saatteki diisme diger
gruplara gore belirgindi. Grup II’de bazal deger ile karsilastirildiginda 2. ve 72.
saatte daha belirgin olmak iizere tiim donemlerde artis gozlendi (p degerleri 2., 12,
24. ve 72. saate gore sirasiyla p< 0.001, p= 0.006, p= 0.002 ve p< 0.001). Aym
zamanda Grup II’de serum TNF-a diizeylerinde 24. saat gdzlenen artis ile 2. saatte
gozlenen artis karsilastirlldiginda 24. saatte anlamli olarak daha diisiik oldugu
saptandi (p= 0.04) (sekil-6).

Serum TNF-a diizeyleri grup III’de bazal deger ile karsilastirildiginda 2. saatte
daha belirgin olmak iizere 2., 12. ve 24. saatte artis gosterdi (p degerleri sirasiyla 2.,
12. ve 24. saatte p< 0.001, p= 0.048, p=0.05). Serum TNF-a diizeylerinde 12. ve 24.
saat gozlenen artig, 2. saatte gozlenen artis ile karsilastirildiginda belirgin olarak
diisiik bulundu (p< 0.001). Serum TNF-o’'nin 2. ile 72. saatteki diizeyleri
karsilastirildiginda 72. saatte anlamli azalma oldugu tespit edildi (p= 0.004).

Serum TNF-a diizeyleri grup IV’de bazal deger ile karsilastirildiginda 2. ve 12.
saatte daha belirgin olmak iizere tiim donemlerde artis gosterdi (p degerleri 2., 12,
24. ve 72. saate gore sirasiyla p< 0.001, p< 0.001, p= 0.021, p= 0.021). Aym
zamanda 24. saat gozlenen artis, 2. saatte gozlenen artig ile karsilastirildiginda 24.
saatte anlaml1 olarak azalma oldugu saptandi (p= 0.01).

Serum TNF-a diizeylerinin sepsis olusturulan Grup II, IIT ve IV’de kontrol
grubu ile karsilastirildiginda 2. saatte belirgin olarak arttig1 goriildii (grup II’de p=
0.004, grup III’de p<0.001, grup IV’de p= 0.003). Serum TNF-a diizeylerinin 12.
saatte, Grup II ve IV’de kontrol grubuna gore artis gosterdigi ve Grup III'te anlaml

bir artis olmadig tespit edildi (p degerleri sirastyla Grup II’de p= 0.014, Grup III'te
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p= 0.096 ve Grup IV’te p= 0.006). 12. saatte dl¢iilen serum TNF-a diizeylerinin
Grup lII’te Grup 1V ile karsilagtinldiginda anlamli azalma oldugu goriildii (p=0.041)
(sekil-7).

E
2300 == Grup1
1 # 8= Grup2
L Grup3
= Grup4
200
100
0
1 2 3 4 5
Doénemler

Sekil 6: Serum TNF-a diizeyleri (grup ici karsilastirmada)

*: p<0.05 Grup 11, III, IV’de 2, 3, 4 ve 5. donem 1. donemle karsilastirildiginda
&: p<0.05 Grup II ve IV’de 2 ile 4. donem karsilastirildiginda
#: p<0.05 Grup III’de 2.d6nem ile 3, 4 ve 5. donem karsilastirildiginda
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E
3300 . == Grup1
o == Grup2
% Grup3
= Grup4
£
200 + 0
100
0
1 2 3 4 5
Dénemler

Sekil 7: Serum TNF-q diizeyleri (gruplar arasi karsilastirmada)

£: p<0.05 Grup II ve IV, grup Lile 2. donemde karsilastirildiginda
*: p<0.001 Grup III, Grup I ile 2. donemde karsilastirildiginda
+: p<0.05 Grup II ve IV, Grup L ile 3. donemde karsilastirildiginda
0: p<0.05 Grup III, Grup IV ile 3. donemde karsilastirildiginda

5.2. IL-10:

Serum IL-10 diizeyleri kontrol grubunda 6lciim yapilan tiim donemlerde grup
ici karsilagtirmalarda anlamli farklilik gostermedi.

Serum IL-10 diizeyleri sepsis modeli olusturulan gruplardan Grup II ile IV’de
2. saatten baslamak iizere 2., 12. ve 24. saatlerde ve Grup III'te ise gecikmis olarak
12. ve 24. saatlerde bazal degerlere gore artis gosterdi. Sepsis olusturulan 3 grupta da
serum IL-10 diizeylerindeki artisin 72. saatte azalarak bazal degerlere yaklastigi
gozlendi. Grup II’de 2. ve 12. saatte daha fazla olmak iizere 2., 12. ve 24. saatte bazal
degere gore anlamh olarak arttigl gozlendi (p degerleri sirasiyla p= 0.001, p=0.001
ve p=0.002). Serum IL-10’un 72. saatte Olgiilen diizeyleri, 2., 12. ve 24. saatte
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Olciilen diizeyleri ile karsilastirildiginda anlamli olarak azaldigi tespit edildi (p
degerleri sirasiyla p= 0.005, p= 0.001 ve p=0.015) (sekil-8).

Grup III’de 12. saatte bazal deger ve 2. saate gore ve 24. saatte bazal degere
gore anlaml olarak arttif1 gozlendi (p degerleri sirasiyla p= 0.001, p= 0.048 ve p=
0.025). Serum IL-10 diizeyleri 72. saatte, 12. ve 24. saate gore anlaml1 olarak azalma
gosterdi (p degerleri sirasiyla p=0.001 ve p= 0.027).

Grup IV’de 2., 12. ve 24. saatte bazal degere gore anlamli olarak arttigi
gozlendi (p degerleri sirasiyla p= 0.01, p=0.013 ve p=0.044). Serum IL-10’un 72.
saatte Olciilen diizeyleri, 2., 12. ve 24. saatte Olciilen diizeyleri ile karsilastinldiginda
anlamli olarak azaldig tespit edildi (p degerleri sirasiyla p= 0.004, p= 0.006 ve p=
0.036).

Serum IL-10 diizeyleri a¢isindan Grup II ile kontrol grubu karsilastirildiginda
Grup II’de 12. saatte daha belirgin olmak iizere 2. ve 12. saatte anlamli bir artig
oldugu saptand1 (p degerleri sirasiyla p= 0.033 ve p= 0.005). Serum IL-10 diizeyleri
acisindan Grup IV ile kontrol grubu karsilastirildiginda Grup IV’de 2. ve 12. saatte
anlamli bir artis oldugu saptandi (p degerleri sirasiyla p= 0.047 ve p= 0.03).

== Grup1

:E~ 120 =~ Grup2

> & £ * e Grup3

bg_ ;\-\ & Grup4
; 80

&
40
0
1 2 3 4 5
Doénemler

Sekil 8: Serum IL-10 diizeyleri

*: p<0.05 Grup I, III, IV°de 2, 3, 4. dénem 1. donemle karsilastirildiginda

&: p<0.05 Grup II, IV°de 2, 3, 4. dénem 5. donemle karsilastirildiginda
p<0.05 Grup III’de 3 ve 4. donem 5. donem ile karsilastirldiginda

£: p<0.05 Grup II ve II’tin Grup I ile 2 ve 3. donemde karsilastirildiginda
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5.3.1L-18:

Serum IL-18 diizeyleri kontrol grubunda 6lciim yapilan tiim donemlerde grup
ici karsilastirmalarda anlamli farklilik gostermedi.

Sepsis modeli olusturulan gruplardan Grup III’de daha fazla olmak iizere Grup
I, IIT ve IV’de 2. saatte bazal degerlere gore benzer olarak artis gozlendi ( p
degerleri sirasiyla p=0.015, p= 0.006 ve p= 0.024). Farkli olarak serum IL-18
diizeyleri Grup II’de 2. saate gore 72. saatte anlamli olarak azalma gosterdi (p=
0.029) (sekil-9).

Grup III’de 2. saatte artig gosterdikten sonra 12., 24. ve 72. saatte anlaml
olarak azaldig: tespit edildi (p degerleri sirasiyla p= 0.044, p= 0.05 ve p= 0.005).

Grup IV’de 2. ve 12. saatte, bazal degere gore anlamli artis gosterdigi saptandi

(p degerleri sirasiyla p= 0.024 ve p=0.036).

Gruplar arasinda ise istatistiksel olarak anlaml1 farklilik gozlenmedi.

E —— Grup1
& 160
e —— Grup2
o‘? . Grup3
= Grup4
120 & P
/Z\ =
y >~
80 w’ \-—"——l
v + ﬂ F
40
0
1 2 3 4 5
Donemler

Sekil 9: Serum IL-18 diizeyleri

*: p<0.05 Grup III’de 2. dénem ile 1, 3 ve 5. donem karsilastirildiginda
&: p<0.05 Grup IV’de 2 ve 3. donem 1. donem ile karsilastirildiginda
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5.4. NGF:

Serum NGF diizeyleri kontrol grubunda ol¢iim yapilan tim dénemlerde grup
ici karsilastirmalarda anlamli farklilik gostermedi.

Grup II’de 24. saatte bazal degere gore artis gOsterdikten sonra 72. saatte
azalarak bazal degere yaklastigi gozlendi (p degerleri sirasiyla p= 0.006 ve p=
0.042). Ayn1 zamanda 12. saatte anlaml1 bir artis saptanmamasina ragmen 72. saatte
12. saate gore anlaml1 bir azalma saptandi (p= 0.031).

Grup III’de 2. saatte bazal degere gore anlamli olarak azaldiktan sonra 12., 24.
ve 72. saatte tekrar artig gosterdi (p degerleri sirasiyla p= 0.006, p= 0.029, p=0.01 ve
p=0.003).

Grup IV’de 6l¢iim yapilan tiim donemlerin karsilagtirilmasinda anlamli farklilik
gozlenmedi.

Serum NGF diizeyleri agisindan grup II, kontrol grubu ile karsilastirnldiginda
24. saatte anlamli artis oldugu saptandi (p= 0.049). Grup III, diger gruplar ile
karsilastirildiginda 2. saatte anlamli azalma oldugu saptandi (p degerleri sirasiyla

Grup I’de p=0.017, Grup II’de p= 0.002, Grup IV’de p= 0.003).

£500
=

& ‘_&./.\
1L 400

200 —— Grup1
£ —8— Grup2
100 Grup3
Grup4
0
1 2 3 4 5
Donemler

Sekil 10: Serum NGF diizeyleri

*: p<0.05 Grup II’de 4. donem ile 1 ve 5. donem karsilastirildiginda
p<0.05 Grup II’nin 4. donemi Grup I ile karsilastirildiginda

&: p<0.05 Grup II’de 3 ile 5. donem karsilastirildiginda

£: p<0.05 Grup III’de 2. donem ile 1, 3, 4 ve 5. donem karsilastirildiginda
p<0.05 Grup III"iin 2. doénemi Grup I, I ve IV ile karsilastirildiginda
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Tablo 11: TNF, IL-10, IL-18 ve NGF'nin ortalama degerleri ve standart

deviasyonlar1.
Donem | Grup I Grup II Grup III Grup IV
TNF-a 1 47.46 £18.25 46.58 +£13.97 | 49.44+£12.30 | 5523 +£11.59
pg/ml 2 56.84 + 27.75 | 191.23 £94.49 | 270.46 £ 66.38 | 204. 99+53.36
3 42.80+12.42 | 161.82+104.92 | 82.04 £39.49 | 183.06 +63.46
4 68.01 £28.69 | 118.74 £58.41 | 79.67 £41.63 | 135.32+£76.92
5 4471 £13.20 | 129.99 £44.04 | 128.25 £90.03 | 137.78 +76.96
IL-10 1 24.32 +8.96 20.44 £7.14 23.61 +£13.84 26.66 £ 7.02
pg/ml 2 3193 +£18.08 | 106.38 £61.86 | 52.42 +33.22 | 106.71 £ 60.90
3 1927 +£11.94 | 102.93 £54.96 | 84.51 £32.00 | 91.16 +54.38
4 21.54 +7.85 86.24 £57.39 | 7476 £49.73 | 96.98 + 84.50
5 20.30 £ 8.85 31.60 £ 18.02 23.46 £9.65 20.55 £8.27
IL-18 1 72.17 +£40.79 77.84 £19.64 | 7443 £24.89 | 73.59 £23.35
pg/ml 2 70.05+17.42 | 117.29 £43.23 | 129.99 +42.75 | 122.67 £57.07
3 65.99 +£21.73 | 106.06 £45.66 | 94.19 £30.20 | 102.78 £27.23
4 66.76 +19.68 78.67 £36.60 | 89.74£45.12 | 112.61 £47.06
5 63.67 +15.30 81.25£35.87 | 7654 £27.24 | 97.73 £43.94
NGF 1 302.14 £ 103.49 | 322.15£109.97 | 306.50 £ 81.61 | 323.64 +56.31
pg/ml 2 363.01 £91.55 | 375.75+101.62 | 205.01 +£33.40 | 383.10£114.22
3 312.54 £93.81 | 386.74 £ 71.09 | 340.50+£138.66 | 364.60+£106.45
4 306.84 +69.74 | 446.73 + 88.63 | 366.30+126.88 | 320.57+107.03
5 345.24 £ 138.80 | 327.31£115.01 | 384.70+£114.99 | 348.06+114.21
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5.5. APOPITOZIiS

5.5.1. Hematoksilen Eozin ile Boyama

5.5.1.a. Karaciger: H/E boyasi ile boyanan karaciger dokusunun apopitotik
hiicre oranina gore yapilan skorlama sistemine gore sepsis olusturulan gruplarda
kontrol grubuna gore apopitozisin arttigi gozlendi (Grup II’de p<0.001, Grup III’de
p<0.001, Grup IV’de p= 0.005). Aymi zamanda Grup III, Grup II ve IV ile

karsilastirildiginda apopitotik hiicre oranimin Grup III’de anlamhi olarak arttig1

saptand1 (p degerleri sirasiyla p=0.009 ve p= 0.003) (sekil-10).

Sekil 11: Gruplarin karaciger dokusunun H/E boyasi ile boyanmasi (x100)

Grup IL III, ve IV, Grup I ile karsilastirlldi§inda apopitozisin artti1 goriilmektedir.
Grup III, Grup II ve IV ile karsilastirildiginda apopitozisin arttig1 goriilmektedir.

5.5.1.b. Akciger: H/E boyasi ile boyanan akciger dokusunun apopitotik hiicre
oranina gore yapilan skorlama sistemine gore sepsis olusturulan gruplarda kontrol
grubuna gore apopitozisin arttifi gdzlendi (p<0.001). Apopitozis acisindan Grup III,
grup IV ile karsilagtirildiginda apopitotik hiicre oraninin Grup III’de anlamhi olarak
arttig1 saptandi (p= 0.004) (sekil-11).
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Sekil 12: Gruplarin akciger dokusunun H/E boyasi ile boyanmasi (Grup I, TV’de x
100, Grup II, I’ de x200)

Grup IL III, ve IV, Grup I ile karsilastirnlldiginda apopitozisin arttif1 goriilmektedir.
Grup III, Grup II ve IV ile karsilastirildiginda apopitozisin arttif1 goriilmektedir.

5.5.1.c. Barsak: H/E boyasi ile boyanan barsak dokusunun apopitotik hiicre
oranina gore yapilan skorlama sistemine gore sepsis olusturulan gruplarda kontrol
grubuna gore apopitozisin arttigi goézlendi (Grup II’de p<0.001, Grup II’de p<0.001,
Grup IV’de p=0.009). Apopitozis acisindan Grup III, Grup II ve IV ile
karsilastirildiginda apopitotik hiicre oranimin Grup III’de anlamhi olarak arttig1

saptandi (p degeri sirasiyla p= 0.004 ve p< 0.001) (sekil-12).
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Sekil 13: Gruplarin barsak dokusunun H/E boyasi ile boyanmasi (Grup I, I’de

x100, Grup III, IV’de x200)
Grup IL III, ve IV, Grup I ile karsilastirlldi§inda apopitozisin artti1 goriilmektedir.
Grup III, Grup II ve IV ile karsilastirildiginda apopitozisin artti1 goriilmektedir.

Tablo 12: H/E boyama ile skorlama ortalamalari

Karaciger Akciger Barsak
Grup I 0.33 £0.51 0.16 £0.40 0.33 £0.51
Grup II 1.54 £0.52 2.18 £0.60 1.90 +0.70
Grup III 2.37+0.51 2.62+0.51 2.87 £0.35
Grup IV 1.37 £0.51 1.62 +0.51 1.37 £0.33
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5.5.2. immunohistokimyasal Boyama

5.5.2.a. Karaciger: Immunohistokimyasal olarak Bcl-2 ve bax boyasi ile
boyanan hiicrelerin oranina dayanan skorlama sistemine gore sepsis olusturulan
gruplarda kontrol grubuna gore bcl-2 ile boyanma oraninin anlamli olarak azaldigi
saptand1 (p<0.001). Ayn1 zamanda bax boyanma oraninin sepsis olusturulan Grup II,
III ve I'V’te kontrol grubuna gore anlamli olarak arttig: tespit edildi (p degeri sirasiyla
p<0.001, p<0.001, p= 0.006). Grup III, bax boyanma oram agisindan grup IV ile
karsilastirildiginda anlamli olarak arttig1 gozlendi (p=0.011) (sekil-13, 14).

Sekil 14: Gruplarin karaciger dokusunun bax boyasi ile boyanmasi (x200)

Grup II, III, ve IV, Grup I ile karsilagtirildiginda bax boyasi ile boyanma oranimin arttig
goriilmektedir.
Grup III, Grup 1V ile karsilastirildiginda bax boyasi ile boyanma oraninin artti1 goriilmektedir.
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Sekil 15: Gruplarin karaciger dokusunun bcl-2 boyasi ile boyanmasi (x200)

Grup II, I, ve IV, Grup I ile karsilastirlldiginda bcl-2 boyasi ile boyanma oraninin azaldigt
goriilmektedir.

5.5.2.b. Akciger: Immunohistokimyasal olarak Bcl-2 ve bax boyasi ile
boyanan hiicrelerin oranina dayanan skorlama sistemine gore sepsis olusturulan
gruplarda kontrol grubuna gore bcl-2 ile boyanma oraninin anlamli olarak azaldigi
saptand1 (p degeri sirastyla p= 0.001, p= 0.002 ve p= 0.004). Ayn1 zamanda bax
boyanma oraninin sepsis olusturulan Grup II, III ve IV’te kontrol grubuna goére
anlamli olarak arttig1 tespit edildi (p<0.001). Grup III, bax boyanma oranmi agisindan
grup 1V ile karsilastirildiginda anlamli olarak arttigr gozlendi (p= 0.034) (sekil-15,
16).

5.5.2.c. Barsak: Bcl-2 boyanma oraninin grup II, III ve IV’de kontrol grubuna
gore anlaml olarak azaldigi saptandi (p degeri sirasiyla p= 0.001, p<0.001 ve p=
0.002). Bax boyanma oram grup II, III ve IV’te kontrol grubuna gore anlamli olarak
arttig tespit edildi (p<0.001). Grup III, grup IV ile karsilastirildiginda bax boyanma
oraninin anlamli olarak arttig1 goriildii (p= 0.006) (sekil-17, 18).
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Sekil 16: Gruplarin akciger dokusunun bcl-2 boyasi ile boyanmasi (Grup I, 11, TII'de
x100, Grup IV’de x200)

Grup II, I, ve IV, Grup I ile karsilastirildifinda bcl-2 boyasi ile boyanma oramnin azaldifi
goriilmektedir.

Sekil 17: Gruplarin akciger dokusunun bax boyasi ile boyanmasi (Grup I, TIT, IV’de
x100 ve Grup II’de x200)

Grup II, III, ve IV, Grup I ile karsilagtirildiginda bax boyasi ile boyanma oranimin arttig
goriilmektedir.
Grup III, Grup IV ile karsilastirildiginda bax boyasi ile boyanma oraninin arttig1 goriilmektedir.
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Sekil 18: Gruplarin barsak dokusunun bax boyasi ile boyanmasi (x100)

Grup II, III, ve IV, Grup I ile karsilagtirildiginda bax boyasi ile boyanma oranimin arttig
goriilmektedir. Grup III, Grup IV ile karsilastinldiginda bax boyasi ile boyanma orammnin arttif
goriilmektedir.

Sekil 19: Gruplarin barsak dokusunun bcl-2 boyasi ile boyanmasi (x100)

Grup II, I, ve IV, Grup I ile karsilastirldiginda bcl-2 boyasi ile boyanma oraninin azaldigt
goriilmektedir.
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Tablo 13: immunohistokimyasal boyama ile skorlama ortalamalar

Grup | Grup 11 Grup I1I Grup IV
Karaciger | Bcl-2 216+£0.75 ]0.27+£0.46 |0.25+0.46 |0.25+0.46
Bax 0.33+£0.51 | 1.90+£0.70 |2.50+£0.53 | 1.50+0.53
Akciger | Bcl-2 1.66 £0.81 |0.36+0.50 |0.37+0.51 |0.50+0.53
Bax 0.33+£0.51 [2.09+£0.70 |2.75+0.46 | 1.87+0.64
Barsak Bcl-2 1.83+£0.75 [0.54+£0.52 |0.37+0.51 |0.62+0.51
Bax 0.33+£0.51 |2.54+0.52 |3.0+0.00 2.12 £0.64
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6. TARTISMA

Sepsis, septik sok ve hasar bolgesinden uzaktaki organlarda islev bozuklugu ile
organ yetmezliklerinin gelismesine neden olabilen agir ve 6nemli bir tablodur. Tam
ve tedavi alanindaki gelismelere ragmen sepsis ve iligkili klinik tablolar, yogun
bakim iinitelerinde izlenen en sik 6liim sebebidir (1). Patogenezinde sitokinlerden
apopitoza kadar bir¢ok faktoriin rol aldigi 6ne siiriilmiistiir. Prognoz agisindan ise en
onemli nokta sepsis tablosunun erken taninip, etkin tedavinin hemen baglatilmasidir
(25).

Noronal hiicrelerin yasamas1 icin gerekli olan NGF, allerji, astim, immun
hastaliklar disinda akut koroner sendrom, aterosklerozis, shistosoma mansoni,
kardiyopulmoner bypass gibi inflamasyonun patogenezde yer aldig1 veya eslik ettigi
durumlarda arttig1 tespit edilen bir polipeptiddir (91, 92).

Sepsis patogenezinin sitokinlerden apopitoza kadar bir¢ok faktorii icermesi ve
NGF’nin sitokinler ve inflamasyon ile iliskili olmasindan yola ¢ikarak; caligmamizda
sepsis olusturulan deneklerde serum NGF diizeylerindeki degisiklikleri saptamak ve
bu degisikliklerin TNF-a, IL-10 ve IL-18 ile birlikteligini saptamaya calistik. Ayn1
zamanda hem sepsis hemde NGF’nin apopitoz tizerindeki etkilerinden yola ¢ikilarak
sepsis olusturulan deneklerde anti-NGF uygulanarak iliskileri saptanmaya calisildi.

Zervos ve ark’1 sistemik endotoksin uyguladiklar1 deneklerin IL-1 ve TNF-a
diizeylerinin serum ve dokuda ELISA ve RT-PCR yontemine gore artmis oldugunu
saptamiglardir (93).

Ratlar iizerinde ¢ekal baglama delme (CBD) yontemi ile sepsis olusturulan bir
calismada, kan ve karaciger dokusunda TNF-a diizeyinin 0.5 ve 1.5. saatlerde arttig1
ve tetrasiklin uygulanmasi ile TNF-o diizeyindeki artmanin inhibe oldugu
gosterilmistir (94).

E.coli enjeksiyonu ile ratlar iizerinde olusturulan sepsis modelinde ketaminin
sitokin diizeyleri tizerindeki etkileri ELISA yontemi ile cahsilmistir. E. coli
verildikten 6 saat sonra alinan kan orneklerinde IL-6 ve TNF-a diizeylerinin arttigi
ve ketamin uygulanmasi ile sitokin diizeylerindeki artisin azaldigi gosterilmistir.
Calismada sitokin diizeylerinin yaninda 7 giinliik mortalitede degerlendirilmis ve
ketamin uygulanan deneklerde yasam oranimin %357 ile belirgin olarak arttig

goriilmiistiir (95).
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CBD yontemi ile deneysel sepsis modeli olusturulan ratlarda farkli dozlarda
uygulanan kapsaisinin, TNF-a, IL-6 ve IL-10 gibi sitokinler iizerine olan etkisi
arastirilmistir. CBD isleminden 9 veya 18 saat sonra sakrifiye edilen deneklerin
ELISA yontemi ile dlgiilen TNF-a, IL-6 ve IL-10 serum diizeylerinin artti1 tespit
edilmistir. Sepsis grubunda TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin arttigi ve bu
artisin diisilk doz kapsaisin uygulanmasi ile anlamli olarak azaldigi saptanmistir.
Aynmi zamanda diisik doz kapsaisinin IL-10 diizeyini belirgin olarak arttirdigi
saptanmistir (96).

Sistemik olarak LPS’nin verilmesi ile olusturulan deneysel (rat) endotoksik sok
tablosunda kolesistokinin-8’in etkilerini arastiran ¢alismada, TNF-a, IL-6 ve IL-1f
diizeylerinin serum ve dokuda 2. saatte arttig1, kolesistokinin-8 uygulanmasi ile bu
artisin 6nlenebildigi ELISA yontemi ile gosterilmistir (97).

Calismamizda serum TNF-a diizeylerinin sepsis olusturulan gruplarda bazal
deger ile karsilastirildiginda tiim donemlerde ve kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
ise 2. donemde (2. saatte) arttig1 saptandi. Serum TNF-a diizeylerinde 2. saatte
saptanan artis erken donemde anti-NGF uygulanan grupta 2, 12 ve 24. saatlere gore,
sepsis ve ge¢ donemde anti-NGF uygulanan grupta ise 24. saate gore anlamh
bulundu. Serum TNF-a diizeyinde 2. saatte gelisen artma ve 2. saatten sonra gelisen
azalma erken donemde anti-NGF uygulanan grupta anlaml olarak daha belirgindi.
Bunun anti-NGF’nin etkisinin proinflamatuar yonde olmasi ve etki siiresinin kisa
olmasindan kaynaklandigi kanisindayiz. Ge¢ donemde anti-NGF uygulanan
deneklerde ise 2. saatteki serum TNF-a diizeyleri heniiz anti-NGF uygulanmamisg
oldugundan sepsis grubunda olciilen diizeylerde idi. Erken ve ge¢ donemde anti-
NGF uygulanan deneklerin serum TNF-a diizeyleri 12. saatte karsilastirildiginda ise
gec donem anti-NGF uygulanan grupta yakin zamanda uygulanan antikor nedeniyle
yiikksek olarak ol¢iildigii kanisindayiz. Anti-NGF’nin ge¢ dénemde uygulanmasi
yaklagik olarak 10. saate karsilik gelmekteydi ve normal sepsis seyrine gore serum
TNF-a diizeyleri 2. saatte pik yapti ve geg¢ verildigi icin 12. saatte l¢iilen diizeyleri
erken uygulanan gruptan daha yiiksek bulundu.

Septik sok tanis1 alan 38 hasta iizerinde yapilan klinik bir ¢alismada, hastalar
28 giin boyunca takip edilerek yasayan ve yasamayanlardan alinan kan 6rneklerinde
sitokin diizeyleri ELISA yontemi ile degerlendirilmistir. Hastalardan 1-2, 3-4, 5-7, 8-
15. giinlerde alinan kan orneklerinde TNF-a ve TGF-f degerlerinin prognostik bilgi

saglamadigi, tiim hastalarda serum IL-10 konsantrasyonunun arttigi, ¢ok yiiksek IL-
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10 diizeylerinin yagamayanlar grubunda goriildiigii sonucuna varilmistir. Yine serum
IL-10 diizeyinin artis1 ile monosit HLA-DR ekspresyonunun azalmasimin iligkili
oldugu ve IL-10’nun monosit HLA-DR’si ile korele olan tek sitokin oldugunu
bildirmislerdir (98).

CBD yontemi ile deneysel sepsis modeli olusturulan bir calismada, bcl-2
overekspresyonu saglanmis transgenik, endotoksine direncgli, endotoksine duyarli ve
bax defisitli fareler, CBD isleminden 18-22 saat sonra sakrifiye edilerek sitokin
diizeyleri degerlendirilmistir. TNF-o, IL-1B, IL-10’nun timus ve dalak doku
konsantrasyonlar1 ELISA yontemi ile degerlendirilmistir. Sepsis gelisen farelerde
timik TNF-a, IL-1P ve IL-10 diizeylerinde artis tespit edilirken endotoksine duyarli
grupta, bcl-2 grubu ile kiyaslandiginda TNF-a ve IL-10 konsantrasyonunda daha
fazla artig oldugu goriilmiistiir (99).

Sistemik olarak LPS’in uygulanmas ile olusturulan sepsis modelinde, denekler
(rat) LPS uygulanmasindan 4-14 saat sonra sakrifiye edilerek kan sitokin diizeyleri
ELISA yontemi ile ¢alisiimistir. Serum TNF-a, IL-18 ve IL-10 diizeylerinin her iki
donemde de artmis oldugu saptanmistir (100).

CBD yontemi ile deneysel olarak sepsis olusturulan fareler, CBD isleminden 4
ve 24 saat sonra dekapite edilerek lamina propria mononiikleer hiicrelerinin sitokin
icerikleri incelenmistir. IL-2, IL-10, IL-15’in mRNA ekspresyonlarindaki artis
Multiprobe RNAase protection assay yontemi ile sadece 24. saatte gosterilebilmigtir
(101).

Kiint travmali 48 eriskin hasta iizerinde yapilan bir ¢aligmada; 16. ve 24. saat,
3., 5. ve 7. giinlerde kan 6rnekleri alinarak serum IL-10 diizeyleri ELISA yontemi ile
degerlendirilmistir. Travma ile birlikte sepsis gelisen hastalarda IL-10 diizeylerinin
daha yiiksek oldugu ve komplikasyon gelismeyen hastalarla karsilastirildiginda ise
calisma boyunca artisin devam ettigi goriilmiistiir. IL-10 diizeyinin yiikselmesi ile
HLA-DR’nin azalmasi arasinda negatif bir iliski de bulunmustur (102).

Yogun bakimda yatmakta olan sepsisli hastalar iizerinde yapilan bir caligmada,
periferik kan mononiikleer hiicreler ile olusturulan hiicre kiiltiirine LPS
uygulanmugtir. Kiiltiir siipernatantinda IL-10 diizeylerinin yasamayanlarda arttig
tespit edilmistir. Sepsisin baslangicinda IL-10 diizeyinin azalmasi ile birlikte
mononiikleer hiicre yasamimin ve IL-12 diizeyinin artmasinin prognostik faktor
olabilecegi sonucuna varilmigtir (103).

CBD yontemi ile deneysel olarak sepsis olusturulan bir caligmada ratlarda kalp
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hizinin artis1 ile sitokin diizeylerindeki degisiklikler degerlendirilmistir. Ug giin
boyunca gozlemlenen ratlardan yasamayanlar ile yasayanlarin sitokin diizeyleri
kiyaslanmistir. Yasamayan grupta IL-6 ve IL-10 diizeyleri kalp hiz1 artis1 ile paralel
olarak artis gostermistir. Fakat yasayan grupta sitokin artis1 kalp hizi arttirllmasina
ragmen durmustur. Serum IL-10 diizeyi ile kalp hizi arasindaki iligkinin ileride
sepsisin gidisatin1 belirlemede kullanilabilecegi seklinde yorumlanmistir (104).

Calismamizda serum IL-10 diizeyleri sepsis modeli olusturulan gruplardan
Grup Il ile IV’de 2. saatten baslamak iizere 2., 12. ve 24. saatlerde ve Grup III’te ise
gecikmis olarak 12. ve 24. saatlerde bazal degerlere gore artis gosterdi. Sepsis
olusturulan 3 grupta da serum IL-10 diizeylerindeki artisin 72. saatte azalarak bazal
degerlere yaklastig1 gozlendi. Erken donemde anti-NGF uygulanan grupta serum IL-
10 diizeylerinin sepsis olusturulan diger gruplara gore daha gec ve daha az miktarda
artmast anti-NGF’nin proinflamatuar etkisinin baskin olmasindan
kaynaklanmaktadir. Gruplar, kontrol grubuna gore degerlendirildiginde Grup II ve
IV’te anlamli artis bulunurken Grup III’te anti-NGF’nin etkisi ile anlamli artig
bulunamadi. Grup IV’te IL-10 diizeylerinde artma olmasimin anti-NGF uygulama
zamaninin en giiclii antiinflamatuar olan IL-10’un serumda pik yaptigi donemlere
rastlamas1 ve NGF’nin etkisinin inflamasyonun evresine gore degisiklik gostermesi
yani antiinflamatuar etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Ciddi sepsisli hasta tizerinde yapilan ¢ok merkezli bir arastirmada alinan kan
orneklerinde pro ve anti inflamatuar etkili sitokin konsantrasyonlart ELISA yontemi
ile arastirlmistir. TNF-o ile IL-10’un plazma diizeyleri ile APACHE ve MOD
fizyolojik skorlarinin ileri derecede korelasyon gosterdigi ve plazma IL-6 ve
sTNFR1 konsantrasyonunun yasami gosteren prediktif degerler oldugu sonucuna
varilmigtir. Proinflamatuar sitokinlerin bazal degerleri ile APACHE II skorununda
korele oldugu gosterilmistir (105).

Sistemik olarak LPS uygulanmasi ile olusturulan deneysel endotoksik sok
tablosunda, LPS enjeksiyonundan 60 dakika sonra serum IL-10 ve TNF-a diizeyleri
ve 120 dakika sonra serum IL-1B ve IL-12P40 diizeylerinin arttifi saptanmistir.
TNF-o ve IL-1f’nin mRNA seviyelerinin ise kan mononiikleer hiicrelerinde 60.
dakikada ve karacigerde ise 120. dakikada arttig1 tespit edilmistir. IL-18’in mRNA’s1
ise karaciger ve kan mononiikleer hiicrelerinin her ikisinde de 120. dakikada arttig1
saptanmistir. Dalakta ise sitokinlerden sadece TNF-o’nin mRNA seviyelerinde

anlaml artis saptanmistir (106).
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Oberholzer ve ark’t multipl travmali ve septik insanlardan aldiklar1 kan
orneklerinde bazal IL-18 diizeyini saptadiktan sonra LPS veya S. aureus Cowen stain
(SAC) ile isleme tabi tutmuslar. SAC inkiibasyonundan sonra, ozellikle travmali
hastalarda IL-18 diizeylerindeki artisin daha belirgin oldugu goriilmiistiir. SAC’1n
aksine LPS uygulanmasinin IL-18 salimminda etkisiz oldugu goriilmiistiir. Kaspaz
inhibitorleri olan Z-VAD ve Z-DEVD, SAC ile indiiklenen IL-18 sekresyonunu
saglikli ve travmali hastalarda azaltirken sepsisli hastalarda etkisiz bulunmustur.
Calismada IL-18’in sepsiste kaspaz diginda bir yolak kullandig1 sonucuna varilmigtir
(107).

Ono ve ark’1, CBD yontemi ile peritonit olusturduklar1 farelerden 12. saat, 1.,
3., 5. ve 7. giinlerde aliman kan orneklerinde TNF-a, IL-12, IL-18 ve IL-10
diizeylerini ELISA yontemi ile degerlendirmislerdir. IL-12, IL-18 ve IL-10
diizeylerinde CBD isleminden sonraki 12. saatte pik yaparken 1. ve 3. giinde de
yiikkselme oldugu saptanmistir. Sitokinlerin CBD’nin 7. giiniinde ise bazal degerlere
dondiikleri goriilmistir. TNF-o’da ise anlamli degisiklik saptanmamistir. CBD
isleminden 7 giin sonra subletal dozlarda LPS uygulanan farelerin serum IL-12, IL-
18, AST ve ALT diizeyleri ve karaciger mononiikleer hiicrelerinde 1L-12 ve IL-18
liretiminin arttigr goriilmiistiir. LPS uygulanmasindan once anti-IL-12, anti-IL-18
veya ikisinin birlikte uygulanmasinin sag kalim oranlarm arttirdigl saptanmigtir
(108).

Calismamizda serum IL-18 diizeylerinin sepsis grubunda 2. saatte bazal ve 72.
saatteki degerlere gore ve erken donemde anti-NGF uygulanan grupta 2. saatte,
bazal, 24. ve 72. saatteki degerlere gore anlamli olarak arttig1 saptandi. Ge¢ donemde
anti-NGF uygulanan grupta ise 2 ve 12. saatte bazal degere gore anlamli olarak
artigit  saptandi. Serum IL-18 diizeyleri gruplar arasinda karsilastinldiginda
istatistiksel olarak anlamli farklilik goézlenmedi. Bu c¢alismalarla uyumlu olarak
serum TNF-a ve IL-10 diizeylerinde artis saptarken serum IL-18 diizeyleri sepsis
olusturulan gruplarda bazal degere gore artmis olsa da kontrol grubuna gore anlaml
degisiklik saptanmadi. Bunun nedeni farkli denek gruplarinda farkli yontemlerle
sepsis olusturulmasi ve farkli yontemlerle degerlendirilmesinden kaynaklanabilir.

Postoperatif donemde sepsis gelisen 66 hasta iizerinde yapilan bir calismada
sepsisin erken ve ge¢ donemlerinde serum IL-12 ve IL-18 diizeylerinin iliskisi
degerlendirilmistir. Calismada sepsisli hastalarin IL-12 diizeylerinin kontrol grubuna

gore azalmis oldugu ve yasayan ile yasamayan hastalar arasinda anlamh bir farklilik
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olmadig1 saptanmustir. IL.-12’nin aksine IL-18 diizeyleri septik hastalarda kontrol
grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur. IL-18 diizeyleri acisindan, letal
sepsisli hastalar yasayan sepsisli hastalarla karsilastirildiginda sepsis tanisindan bir
giin sonra dahil olmak iizere ¢alisma siiresi boyunca artis géstermistir. Yasayan ve
yasamayan sepsisli hastalarda kiyaslanabilecek kadar IL-18 seviyelerinde artig
oldugu saptanmistir. Yiiksek IL-18 diizeyleri postoperatif sepsisin erken ve gec
fazlar1 boyunca mortalite ile ileri derecede korele oldugu ve erken prediktif gosterge

olabilecegi sonucuna varilmistir (109).

Kabir ve ark’1 sepsis tanisi alan 10 hasta iizerinde yaptiklar1 ¢aligmalarinda ilk
3 giin 12 saat arayla, 3-10. giinlerde ise 24 saat arayla aliman kan ve idrar
orneklerinde TNF-a, IL-10 ve IL-18 diizeylerini degerlendirmislerdir. Diger
sitokinlerin diizeyinde degisiklik saptanmazken IL-18 diizeyinin septik hastalarda
arttigl ve sepsis kriterlerine aday kriter olabilecegi belirtilmistir. Bu calisma ile
uyumsuz olarak TNF-a ve IL-10 diizeylerinde anlamh artis ve IL-18 diizeyinde ise
anlamli olmayan degisiklikler saptadik. Farkli sonu¢ elde edilmesinin nedeni farkl
denekler iizerinde calisilmasi ve parametrelere bakilma zamanlamasinin farkl

olmasindan kaynaklanabilir (110).

Sepsis tanist alan 9 hasta iizerinde yapilan bir calismada serum IL-18
diizeylerinin kontrol grubu ile karsilastinldiginda artmis oldugu ve bu artisin diger
sitokinlerin serum diizeyleri ile iligkisiz oldugu gosterilmistir. Bes saglikli goniillii
izerinde yapilan bir ¢calismada E. coli LPS’i intraven6z uygulandiktan 3, 12 ve 24
saat sonra alinan kan 6rneklerinde serum IL-18 diizeylerindeki artigin yetersiz oldugu
goriilmiistiir (55). Bizim calismamizda da serum IL-18 diizeylerinde bazal degere
gore artis olmasina ragmen kontrol grubuna gore anlamh degisiklik saptanmadi.

Peritonit nedeniyle laparotomi uygulanan 28 hasta iizerinde yapilan bir
calismada aliman peritoneal sivida IL-18 ve IL-10 calisilmistir. Peritoneal sividaki
IL-18 konsantrasyonunun SIRS gelisenlerde, kiiltiir sonucu pozitif olanlarda ve
organ yetmezligi gelisenlerde digerlerine gore belirgin olarak arttigi goriilmiistiir.
Peritoneal sividaki IL-10 konsantrasyonunun kiiltiir sonucu pozitif olanlarda arttig
ve IL-18 ile korelasyon gosterdigi saptanmigtir. IFN-y/IL-18 oraninin APACHE 11
skoru 10 ve {iizeri olan ve kiiltiirii sonucu pozitif gelen hastalarda diger hastalarla
kiyaslandiginda belirgin olarak diisiik oldugu bulunmustur (111).

Hattori ve ark’1 ilk calismalarinda Swiss albino farelerden elde edilen fibroblast
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kiiltiriinde TNF’iin NGF {retimini TNFRI1 iizerinden stimiile ettigini
kanmitlamislardir. Ardindan TNF-qa, IL-1 ve IFN-y’nin Swiss albino fare fibroblast
kiiltiiriinde NGF {iretimi {izerindeki etkilerini two-site enzim immunoassay yontemi
ile arastirdiklar1 ¢aligmalarinda TNF-o’nin NGF iiretimini arttirdigimi ve bu etkisinin
IL-1a, IL-1B ve IFN-y ile sinerjik iken TGF-B ile antagonize oldugunu tespit
etmislerdir (112, 113).

Blasing ve ark’1 fareler iizerinde yaptiklar1 calismalarinda intradermal olarak
TNF-a, IL-1B ve IFN-y’'nmin tek basina ve kombine kullandiktan sonra derideki
norotropin  ve  reseptorlerinin  aktivitesini immunohistokimyasal  olarak
degerlendirmislerdir. Norotropinlerden NGF, NT-3 ve NT-4’iin, reseptorlerden ise
p75NTR’nin ekspresyonlarinin arttigini saptamislardir (114).

Miller ve ark’1 kronik prostatit veya kronik pelvik agri sendromu olan hastalar
izerinde yapmis olduklar1 ¢alismalarinda seminal sivida IL-6, IL-8, IFN-y, IL-12,
IL-10 ve NGF diizeylerini ELISA yontemi ile calismislardir. NGF diizeyindeki
artisin IL-10 diizeyi ile korele oldugunu gostermislerdir (115).

Brodie, fare astrosit kiiltiirii tizerinde yapmis oldugu invitro ¢alismasinda Th-
1’den derive olan sitokin IL-2 ve IFN-y ve Th-2’den derive olan sitokin IL-10’nun
NGEF sekresyonu iizerine olan etkilerini incelemistir. IL-10’nun NGF sekresyonunu
doz bagimli olarak arttirdigi ve anti-IL-10 uygulandiginda ise NGF sekresyonunun
bloke oldugu goriilmiistiir. IL-10"nun aksine IL-2 ve IFN-y’nin NGF sekresyonunu
uyarmadigi saptanmistir. Ayn1 zamanda IFN-y’nin IL-10 tarafindan indiiklenen NGF
sekresyonunu tamamen inhibe ettigi saptanmigstir. Fakat IFN-y’nin TNF-a tarafindan
indiiklenen NGF sekresyonu iizerinde etkisiz oldugu bulunmustur (116).

Intestinal epitel hiicreleri iizerinde in vitro olarak yapilan bir ¢alismada,
NGF’nin IL-10 tiretimini, IL-10’un ise NGF iiretimini arttirdig1 ve diger sitokinlerin
etkisiz oldugu goriilmiistiir (117).

Saglikli erkek donorlerden hazirlanan monosit kiiltiirlerine LPS ekilerek
inflamasyon olusturulan bir calismada, NGF ve reseptorii olan TrkA’nin
ekspresyonunun arttigi immunohistokimyasal olarak gosterilmistir. Bu calismada
LPS uygulamas1 ile NGF ve reseptor ekspresyonunun doz bagimli olarak arttigi ve
NGF’e kars1 antikor kullanilmasi ile TrkA reseptor ekspresyonunda azalma oldugu
saptanmustir (87).

Turpentin ile sistit olusturulan bir ¢calismada ise NGF, BDNF ve NT-3 mRNA

ekspresyonlarinin ilk 2 saatte arttigi ve en fazla ve en belirgin artisin BDNF
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mRNA’sinda oldugu gozlenmistir. Turpentinle olusturulan bu inflamasyonun Trk A
IgG antikoru ile antagonize edilebildigi gosterilmistir (118).

Deneysel olarak kornea epitelinde defekt olusturulan kdpeklerde kornea epiteli
ve lakrimal bezde NGF igeriginin arttigi immunohistokimyasal olarak gosterilmistir
(119).

Deneysel astim modeli olusturulan bir ¢alismada ise NGF’nin rolii, anti-NGF
uygulanarak arastirilmistir. Ova-albuminin intratrakeal verilmesi ile olusturulan
astim modelinde anti-NGF uygulamasinin erken allerjik yaniti1 azaltirken ge¢ allerjik
yanit iizerinde etkisiz oldugu gosterilmistir (120).

Yavru ve yetigkin ratlarda Respiratuar Sinsityal virus (RSV) enfeksiyonu ile
NGF’nin iligkisinin ¢alisildig1 in vivo bir ¢alismada; NGF’nin etkisinin yasla azaldigi
ve NGF ve reseptorleri Trk A ve p75 diizeylerinin RSV ile infekte ratlarda daha
yikksek oldugu goriilmiistiir. Aym1 ¢alismada NGF’nin ekzojen olarak
uygulanmasiyla nérojenik inflamasyonun gostergesi olan norokinin-1 (NK-1)
reseptor ekspresyonunun akcigerlerde arttigi saptanmistir. Anti-NGF antikoru ile
pretedavinin ise NK-1 reseptdr ekspresyonunu azalttigi ve bodylece norojenik
inflamasyonu hafifletebilecegi diisiiniilmiistiir (121).

Calismamizda olusturdugumuz deneysel sepsis modelinde, inflamasyon
olusturulan diger calismalarla uyumlu olarak serum NGF diizeyinde artis saptadik.
Bu NGF’nin inflamatuar olaylarda rol aldigi hipotezimizi desteklemektedir. Fakat
tartistigimiz bu makalelerde NGF’nin inflamasyonda arttigi, ayn1 zamanda anti-NGF
uygulanmasi ile inflamasyonun azaldigindan bahsedilmektedir. Caligmamizda erken
donemde uygulanan anti-NGF’nin inflamasyonu arttigin1 ve proinflamatuar etkili
oldugunu saptadik. Deneysel olarak ratlar iizerinde sepsis olusturulan bir calisma
olmamasi, inflamasyon olusturulan diger caligmalarda da uygulanan anti-NGF’nin
formu, dozu ve uygulama seklinin farkli olmasi, ¢alismamizin diger calismalarla
uyumsuz olmasini agiklayabilir.

Trisinella spiralis inokiile edilerek olusturulan inflamasyon modelinde NGF’e
karsi antikor uygulanmasinin ratlarda olusan kontraksiyonlarn oOnledigi, fakat
inflamasyonu engellemedigi gosterilmistir (122).

Trinitrobenzen siilfonik asit ile kolit olusturulup 4 hafta sonra hasarin
degerlendirildigi bir calismada ise anti-NGF ve anti-NT-3 ile pretedavinin deneysel
inflamasyon ciddiyetini 2-3 kat arttirmasi NGF’nin inflamatuar rolden cok

antiinflamatuar etkili oldugunu diisiindiirmektedir. Akut ve kronik deneysel kolit
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modellerinde Substance P ve CGRP gibi noropeptidlerin koruyucu olup NGF
tarafindan regiile edildigi ve norotropinlerin deneysel olarak ve selektif bloke
edildiginde inflamasyonun belirgin olarak artt1g1 farkl bir ¢calismada da gosterilmistir
(123).

Latent Herpes simpleks viriisiit (HSV-1) enfeksiyonu olan tavsanlarda anti-NGF
antikoru uygulamasinin, okiiler HSV-1’i reaktive ettigi gosterilmistir. Baska bir
calisgmada ise neonatal farelere reovirus tip 3 klon 9’un peroral uygulanarak
olusturulan inflamasyonda anti IL-3 ve anti-NGF uygulamasinin neonatal fare
yasamini arttirdigi gosterilmistir (124).

Calismamizda anti-NGF uygulanmasiin proinflamatuar sitokin diizeyinde
sepsis grubundan daha fazla artis yapmasi ve yine sepsis grubuna gore
antiinflamatuar sitokinleri daha az arttirmasindan yola ¢ikarak inflamasyonu
arttirdigi  sonucuna varabiliriz. Serum NGF diizeyinin artis1 sitokinlerin artig
donemleri ile kiyaslandiginda pro ve antiinflamatuar etkili sitokinlerden sonra
artmasi ve iyilesme donemine karsilik gelmekte olmasi yine antiinflamatuar etkili
oldugunu diisiindiirmektedir.

NGF ve iligkili molekiillerle ilgili olarak 2002 yilinda yapilan toplantida,
NGF’nin immun cevab1 zayiflattigi yani immunosupresan olarak etki etme
kapasitesine sahip oldugu belirtilmistir. NGF ve Trk A’nin primer olarak baskilama
yoluyla immun sistem iizerinde derin etkilerinin olabilecegi sonucuna varilmis ve
norotropinlerin immunotropin rolleri iizerine olan ilgiyi arttirmistir. Arastirmacilar
NGF’nin inflamatuar mediatorleri salan ve onlar tarafindan salinan potent ve
derleyici noéroimmunomodiilator oldugunu ve NGF’nin proinflamatuar veya
antiinflamatuar roliiniin inflamasyonun tipi ve evresine gore degistigi goriisiinii
savunmaktadir (125).

Hotchkiss ve ark’t sepsis veya MODS tanisi alan 20 hasta iizerinde yapmis
olduklar1 postmortem calismada, organlar apopitoz acisindan degerlendirmislerdir.
H/E ile boyama, TUNEL, DNA agaroz jel elektroforez ve Bcl ile
immunohistokimyasal boyama ile apopitoz degerlendirilmistir. Septik hastalarda
lenfosit ve intestinal epitel hiicresinde en belirgin olmak {izere tiim organlarda
apopitoz tespit edilmistir. H/E ile boyanmada septik hastalarda en fazla dalakta
olmak iizere kolon ve ileumda da fokal apopitoz saptanmistir. Dalak beyaz
pulpasindaki lenfosit azalmasi ve belirgin lenfositopenide lenfosit apopitozu olarak

yorumlanmigtir. TUNEL yonteminde ise doku fiksasyonunun uzamasiyla birlikte
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pozitif hiicrelerin arttigi fakat septik ve nonseptik hastalarin her ikisinde de
apopitozun arttig1 goriilmiistiir. Aktive kaspaz-3 ile immunohistokimyasal boyamada
ise sadece septik hastalarda apopitozda belirgin artis gozlenmistir. Bcl-2 ile
immunohistokimyasal boyamada ise iki grup arasinda anlamli farklilhik
saptanmamistir. Bu calismanin sonucunda sepsisteki asir1 lenfosit apopitozundan

kaspas-3 aracili apopitozun sorumlu oldugu kanaatine varilmistir (33).

Ayala ve ark’t CBD yontemi ile deneysel olarak bakteremi, sepsis ve sok
olusturduklar1 ¢alismalarinda apopitozun timusta 4. saatte tespit edilmeye baslanip
24. saatte ise belirgin arttifini gozlemlemislerdir. Polimikrobial sepsiste Payer
plaklar gibi barsak iligkili lenfoid dokularda da apopitozda artis oldugu saptanmustir.
Non-immun hiicrelerde ise apopitozun intestinal epitel hiicreleri disinda kontrol

grubu ile farklilik gdstermedigi saptanmistir (126).

Efron ve ark’t maymunlar iizerinde E. coli enjekte ederek bakteremik sok
olusturduklar1 caligmalarinda lenfoid dokular apopitoz agisindan incelemislerdir.
Dalak, bilateral popliteal, inguinal, mezenterik, torasik lenf nodlar disseke edilerek
H/E ve immunohistokimyasal olarak kaspaz 3, 9, Fas L ve AIF ile boyanarak
apopitoz degerlendirilmistir. H/E ile boyamada septik deneklerde dalak ve lenf
nodlarinda lenfosit apoptozisi tespit edilirken kontrol grubunda degisiklik
saptanmamistir. Apopitoz dalagin hem beyaz hem de kirmizi pulpasinda mevcut olup
genel durumunun kotiilesmesi tizerine 6tenazi uygulanan denekte daha fazla oldugu
tespit edilmistir. Immunohistokimyasal olarak ise aktive kaspaz-3 ile septik
deneklerin lenfosit immunoreaktivitesinin arttigi saptanmistir. Apopitozla iligkili
olarak aktive kaspaz-3 ile boyanma septik hastalarda 6zellikle de Gtenazi uygulanan
denekte artmistir. Dalak beyaz pulpasinda apopitoz kirmizi pulpadan daha fazla
gbzlenmistir. Kontrol grubunda da azda olsa goriilen apopitoz bazal hiicre oliimii
olarak degerlendirilmistir. Kaspaz 9, AIF, Fas L ile boyamada ise septik deneklerde

lenfositten zengin bolgelerde apopitozun arttigi gozlenmistir (127).

Coopersmith ve ark’nin fareler iizerinde Pseudomonas aeruginosa pnomonisine
bagl sepsis modeli olusturduklar1 ¢alismalarinda intestinal proliferasyon ve barsak
epitel hiicrelerinin siklus fazlar degerlendirilmistir. Sepsis grubunda S fazi kontrol
grubuna gore diisiik olarak bulunurken M fazi kontrol grubuna gore daha yiiksek
bulunmustur. S/M oranimin ise 24. saatte belirgin olmak iizere 12 ve 24. saatte

azaldig tespit edilmistir. Aktive kaspaz-3 aktivitesi ise 4. saatte artmaya baslayip 12.
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saatte pik yaptig1r ve 24. saatte ise azaldig tespit edilmistir. H/E ile boyamada ise
apopitozun 24. saatte arttigl tespit edilmistir. Bcl-2 transgenik farelerde ise S fazi
sepsise gore daha fazla, M fazi daha diisiik ve S/M orani ise diisiik bulunmustur. Bcl-
2 transgenik farelerde intestinal apopitozun sepsise gore azaldigi tespit edilmistir.
Farelerde P53 geninin apopitoz acisindan anlamh farklilifa neden olmadigi
goriilmiigtiir (128).

Normal ve bcl-2 overekspresyonu saglanan transgenik fareler iizerinde E. coli
LPS’i uygulanarak akut akciger hasar1 olusturulan bir c¢alismada, farelerin
incebarsaklart H/E ve aktive kaspaz-3 ile degerlendirilmistir. Akut akciger hasari
olusturulan normal fare grubunda apopitozun kontrol grubuna gore arttigi ve Bcl-2
overekspresyonu saglanan transgenik farelerde ise normal fare grubuna gore azaldig
tespit edilmistir. Bu calisma ile bcl-2’nin apopitozu inhibe ettigi sonucuna varilmistir
(129).

CBD yontemi ile sepsis olusturulan normal ve bcl-2 overekspresyonu saglanan
transgenik fareler iizerinde yapilan bir caligmada barsak dokularinda apopitoz H/E,
TUNEL ve aktive kaspaz-3 yontemleri ile degerlendirilmistir. Bu 3 yontemde de
sepsis olusturulan normal farelerde apopitoz artarken sepsis olusturulan bcl-2
transgenik farelerde ise apopitoz olusumunun 6nlendigi gosterilmistir (130).

CBD yontemi ile sepsis olusturulan bcl-2 overekspresyonu saglanmig
transgenik, endotoksine direngli, endotoksine duyarli ve bax defisitli fareler iizerinde
yapilan calismada apopitoz TUNEL, H/E, DNA agaroz jel elektroforez ve flow
sitometri ile degerlendirilmistir. TUNEL yoOntemine gore timik apopitozun sepsis
olusturulan diger gruplarda bcl-2 grubuna gore anlamli olarak arttig1 tespit edilmistir.
Dalakta ise boyanma timustan daha az olmak iizere yine septik bcl-2 grubunda diger
septik gruplara gore daha az oldugu saptanmistir. H/E ile boyamada sepsis
olusturulan ve olusturulmayan bcl-2 grubunda timus ve dalakta apopitotik hiicre
sayist %1’in altinda bulunurken, sepsis olusturulan diger gruplardaki deneklerin
timusunda %25 ile asir1 apopitoz meydana geldigi bulunmustur. Sadece apopitozun
goriildiigii alanlarda farklilik oldugu goriillmiistir. DNA agaroz jel elektroforezde
bcl-2 grubu disindaki gruplarda ladder formasyonunun arttigi ve flow sitometrik
incelemede bcl-2 grubu disindaki gruplarda apopitozun arttigl saptanmistir (97).

CBD yontemi ile ratlar iizerinde sepsis olusturulan bir ¢caligmada, heat shock
protein (HSP) uygulanmasinin apopitoz iizerindeki etkileri lenfositler, dalak, payer

plaklari, akciger, bobrek ve karaciger dokusunda calisilmigtir. Ladder

64



formasyonunun geg¢ sepsiste ve timusta en belirgin olmakla birlikte bobrek, akciger,
dalak ve payer plaklarinda arttig1 tespit edilmistir. HSP ile tedavi edilen grupta ladder
formasyonu daha az saptanmustir. Bcl-2 ekspresyonu ise gruplar arasina farklilik
gostermezken bax ekspresyonunun HSP uygulanan grupta azaldig: tespit edilmistir.
Bcl-2/bax oran1 HSP uygulanan grupta anlamli olarak artmistir. TUNEL yonteminde
apopitozun sepsis grubunda kortekste daha belirgin olmak iizere arttifi ve HSP
uygulanmasi ile apopitozun 6nlendigi gosterilmistir (131).

Baska bir calismada ise CBD yontemi ile sepsis olusturulan farelere bcl-2 ve
kaspaz inhibitorleri Z-VAD ve Z-FA-FMK uygulanarak timus ve dalak dokularinda
apopitoz, flow sitometrik olarak degerlendirilmistir. Sepsis grubunda timik T ve
splenik T ve B hiicrelerinde apopitozun arttigt gozlenmistir. Bcl-2 grubunda ise
timositlerde kontrol grubuna gore apopitozun arttigi fakat splenositlerde ise fark
olmadig1 saptanmistir. Bcl-2’nin lenfosit apopitozuna karsi koruyucu oldugu
goriilmiigtiir. Z-VAD’1n ise timus ve dalakta, sepsisin indiikledigi apopitozu doz
bagimli olarak 6nledigi gosterilmistir (132).

LPS ile deneysel olarak sepsis olusturulan ratlarda, intestinal apopitoz {izerinde
poly ADP ribose sentetaz inhibitorii 3 AB’nin roliinii arastiran bir ¢aligmada, H/E ve
M-30 ile immunohistokimyasal boyamada sepsis grubunda apopitozun arttig1 ve 3-
AB’nin uygulanmasi ile de azaldig1 tespit edilmistir. Tiim endotoksemik ratlarda bcl-
2 boyanmasinin kontrol grubuna gére daha az oldugu saptanmistir (89).

LPS ile deneysel olarak sepsis modeli olusturulan ratlarin kalp dokularinda
TUNEL, DNA fragmentasyon assay ve sitokrom ¢ salinimi yontemleri ile apopitozun
degerlendirildigi bir ¢calismada, sepsiste apopitozun arttigi ve bu artisin Z-VAD ile
onlenebildigi gosterilmistir (100).

CBD yontemi ile deneysel olarak sepsis modeli olusturulan farelerin lamina
propria mononiikleer hiicrelerinin apopitoz acisindan TUNEL ve flow sitometri
yontemleri ile incelendigi aragtirmada, apopitozun arttig1 saptanmistir (101).

Calismamizda sepsis olusturdugumuz gruplarda H/E boyamasi ile yaptigimiz
degerlendirmede en belirgin barsak dokusunda olmak iizere karaciger ve akciger
dokusunda apopitozun arttif1 ve bu artisin en belirgin olarak erken dénemde anti-
NGF uygulanan grupta oldugunu saptadik. Sepsis gelisen deneklerde anti-apopitotik
bcl-2 boyanmasinin kontrole gore daha az oldugunu ve apopitotik bax boyanmasinin
ise daha fazla oldugu saptandi. Sepsis olusturulan gruplardan ise erken anti-NGF

uygulanan grupta bax boyanmasinin yani apopitozun daha fazla oldugu saptandi.
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Orta serebral arter okllizyonu yapilan normal ve NGF transgenik farelerde
okliizyonun neden oldugu infarkt hacmi ve dokunun antioksidan enzim aktivitesinin
degerlendirildigi bir caligmada, transgenik farelerde daha fazla olmak iizere iskemik
hasar sonras1 kortikal alanlarda NGF proteinin arttigi gozlenmistir. Transgenik
farelerde infark voliimii ve apopitotik hiicre yogunlugu daha az bulunmustur. Bu
calisma sonucunda NGF’nin antioksidan ve antiapoptotik ozellige sahip oldugu
kanisina varilmistir (133).

Dokuz goniillii iizerinde UV radyasyon ile deride eritem olusturulduktan sonra
alman biyopsileri anti-NGF ve anti-bcl-2 boyasi ile immunohistokimyasal olarak
boyanan caligmada, anti-bcl-2 boyanmasinin UV radyasyon uygulanan ve
uygulanmayan deneklerde farkliik gostermedigi saptanmistir.  Anti-NGF
boyanmasinda ise NGF pozitif melanosit ve keratinositlerin UV radyasyon
uygulanan deneklerde azaldigr saptanmistir (134).

NGF’nin rat peritoneal mast hiicre kiiltiirlinde yaslanma ile olusan apopitoz
tizerindeki etkisinin degerlendirildigi bir ¢alismada, NGF’nin olusan apopitozu doz
bagimli olarak 6nledigi ve NGF e kars1 antikor uygulanmasi ile de apopitoz dnleyici
etkisinin tamamen bloke oldugu saptanmistir (135).

Calismamizda deneysel olarak olusturduumuz sepsis modelinde erken
donemde anti-NGF uygulamasinin serum TNF-o ve IL-18 diizeyinde daha fazla
artma ve serum IL-10 diizeyinde daha az artma olmasi nedeniyle anti-NGF’nin
inflamasyonu arttiric1 etkili oldugu kanaatine varildi. Sonu¢ olarak, NGF’nin
inflamasyonu sinirlayan yani antiinflamatuar etkili bir polipeptid oldugu
disiiniilmektedir. Aym zamanda erken donemde anti-NGF uygulanmasinin
apopitozu daha belirgin olarak arttirdigi saptanmistir. Calismamizda NGF vererek
inflamatuvar yanit ve apopitozu degerlendiremedigimizden; bu sonuglarin 1s181nda
NGF’nin inflamasyonu sinirlamasinin yaninda apopitozu da azaltabilecegi kanaatine

varilabilir.
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