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GIRIS

Intra-abdominal sepsis, mikroorganizma ve toksinlerine kars1 olusan inflamatuvar bir yamt
sonucunda, abdominal kavitede puriilan eksiida geligmesiyle karakterli polimikrobiyal bir
enfeksiyondur (1). Son birka¢ dekatda antibiyoterapi, sivi resiisitasyonu, yogun bakim
destegi ve cerrahi girisim konusunda yasanan gelismelerin, mortalite oranini etkilemedigi;
onceleri erken donemde enfeksiyon, giniimizde ise daha ge¢ dénemde ve g¢ogunlukla
enfekte olmayan uzak organlarda ortaya ¢ikan yetmezlik nedeniyle kaybedilen bu

olgularda sadece 6lim nedeninin degistirilebildigi belirlenmistir (2).

Mikroorganizmalarin ve endotoksin gibi tirtinlerinin, konak¢1 organizmamn selliiler defans
mekanizmalarin: tetikleyerek tiimor nekrozis faktor (TNF), Interlokin-1 (IL-1), Interlékin-
6 (IL-6) gibi “Erken Yamt Sitokinleri’yle birlikte, ¢ok sayida inflamatuvar mediyatori
aktive ettikleri saptanmugtir (3). TNF gibi sitokinlerin ve nétrofillerin sepsis ve multipl
organ disfonksiyon sendromu (MODS) fizyopatolojisindeki rollerinin belirlenmis olmast;
. sepsiste klasik safaltimin yam .sira. sistemik inflamatuvar yamtin .modiile edilmesine

yonelik yaklagimlarin popiilarite kazanmasina yol agmugtir (4).

Baslaﬁglgta kemoterapi ve kemik ilii transplantasyonuna bagli ndtropeninin énlenmesi ve
sagaltilmasi amaciyla kullanilan graniilosit koloni-stimiilan faktor (G-CSF), kemik iliginde
notrofil proliferasyonuna ve diferansiyasyonuna neden olan;, matiir nétrofillerin kemotaksi,
fagositoz ve bakterisidal aktivite gibi fonksiyonlarimi artiran hematopoetik bir biiyiime
faktoridiir (5). Notrofil fonksiyonlan tzerindeki etkilerinin yam sira inflamatuvar yanitta
yer alan sitokinleri modiile edici bir ozellige sahip oldugunun belirlenmesi (6-10), G-
CSF’uin sepsiste kullamlabilecegini diisiindiirmiis; oncelikle deneyset sepsis modellerinde

profilaktik ve terapétik etkinliginin sinanmasina yol agmigtir (11-17).



Sepsiste notrofillerin sayr ve fonksiyonlarimi modile etmek amaciyla uygulanan G-
CSF’iin, aktive olmus nétrofillerden serbestlesen reaktif oksijen metabolitleri ve veya
‘proteazlar yoluyla endotel-epitel hasarina neden olabilecegini;, akut respiratuvar distres
sendromu (ARDS) ile sonuglanabilen bir akciger hasarlanmasina yol agabilecegini telkin
eden veriler elde edilmistir (18-25). 5 gun sureyle 100 ug/kg dozda gergeklestirilen G-CSF
enjeksiyonlarinin ardindan intratrakeal endotoksin uygulanan kobaylarda, G-CSF ile
saglanan on tedavinin akcigerlerdeki notrofil sekestrasyonunu artirdigi; intratrakeal

endotoksinle olusan akciger hasarlanmasim agirlastirdigt saptanmustir (19).

Ratlarda g¢ekal ligasyon-perforasyon (CLP) yontemi ile olusturduklar intra-abdominal
sepsis modelinde profilaktik veya terapétik amaglt G-CSF uygulamalarinin, konaket
savunma mekanizmalar1 ve yagsam suresi iizerine etkilerini aragtiran bir grup caligmaci ise,
G-CSF’iin, sepsisin neden oldugu pulmoner notrofil akiimiilasyonunu artirmadigt; notrofil

kokenli bir akciger hasarlanmasina yol agmadig1 sonucuna varmiglardir (26-27).

Sepsiste notrofil davramglarinin manipiile edilmesinin ARDS fizyopatolojisini anlamli
boyutta etkileyebilecegi hipotezini destekleyen veya reddeden galigmalara ait g¢eligkili
sonuglar, klinikte sik kargilagilan intra-abdominal sepsiste ilk etkilenen organlardan biri

olan akcigerler tizerine odaklanmamiza neden olmustur.

Intra-abdominal sepsis modelinde profilaktik veya terapstik amagli G-CSF
.uygulamalannin akciger wzerindeki etkilerinin aragtinldig: .¢alismalarda akcigerlerin
kalitatif histopatolojik yontemle degerlendirildigi ve farkli sonuglar elde edildigi saptanmig
(26,27); bu nedenle, akcigerlerdeki nétrofil infiltrasyonunun kantitatif bir yontemle
arastlr.llma51 amaglanmigtir. Allan ve arkadasglari (28)’min kalp kasinda, Krawisz ve
arkadaglar1 (29)’nin bagirsakta, Fink ve arkadaglari (30)’nin ise akciger dokusundaki
notrofil infiltrasyonunun kantitatif olarak belirlenmesinde giivenilir bir yontem oldugunu

saptadiklari miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesinden yararlaniimasi kararlagtirilmagtir.

Ratlarda CLP yontemiyle olusturulan intra-abdominal sepsis modelinde sepsis
inditkksiyonundan 1 saat sonra uygulanan G-CSF’uin serum TNF dizeyi ve akcigerdeki

notrofil infiltrasyonu iizerindeki etkilerinin aragtirildifi galigmamizda, akcigerlerin hem



semi-kantitatif histopatolojik inceleme hem de akciger dokusu MPO aktivitesi 6lgtimii gibi

kantitatif bir yontemle degerlendirilmesi amaglanmuistir.



GENEL BILGILER

Sepsise eslik eden klinik tabloyu ilk kez MO 400 yilinda tammlayan Hippocrates, “akut bir
hastalikta ekstremitelerin sogumast koti bir belirtidir” ifadesini kullanmugtir (31). Bu
tanimlamadan yaklagik 24 asir sonra giinimizde, sepsis fizyopatolojisindeki gelismelere
kargin, terminolojideki karmasanin strdiigi gozlenmektedir. 1991 yilinda Society of
Critical Care Medicine ve American College of Chest Physicians’m konsensus

~toplantisinda -enfeksiyon, “bakteriyemi, sistemik ‘inflamatuvar -yanit “sendromu {(Systeiiic
Inflammatory Response Syndrome “SIRS?), sepsis, ciddi sepsis, septik sok ve MODS’na
iliskin evrensel tanimlamalar gelistirilmistir (Sekil 1) (Tablo 1) (32).

Seamese: _ N .
ﬁ; nn b3 5 g::)\\-&\\g\\;\‘m}%.é: .
frptdges PO N VN
Jassienet N \}\\\x DIGER
l’" * R & ,_f é’ ‘\‘%}\\\\\ ‘\\'3._\\_“ .
Bausne Lg ﬁ;‘ \\_s \1\3%
9 i L N \\ Q.‘x\ S
H ENFEKSIYON Sy
15 b o
‘l‘ p Y \a;»\\
{YANIK

SEKIL 1. Sistemik inflamatuvar yanit sendromu (SIRS), sepsis ve enfeksiyon arasindaki

iligki.



TABLO 1. Enfeksiyon, Bakteriyemi, Sistemik Inflamatuvar Yanrt Sendromu, Sepsis,
Ciddi Sepsis, Septik Sok ve Multipl Organ Disfonksiyon Sendromuna Iliskin Kriterler

Enfeksiyon Mikroorganizma varligina veya normalde steril olan konakg1
dokunun bu organizmalarla invazyonuna karsi gelisen
inflamatuvar yanitla karakterli mikrobiyal fenomen.

Bakteriyemi Kanda canli bakterilerin varhig:.

SIRS Sistemik inflamatuvar yanit, asagidakilerden iki veya daha
fazlasi ile karakterize olan klinik bir yanittir:

- Rektal viicut 15151 > 38°C veva < 36°C
Kalp atim hiz1 > 90 atim / dk
Solunum hiz1 > 20 sol / dk veya PaCO; < 32 mmHg
Lokosit sayist > 12000 hiicre / mm’, < 4000 hiicre / mm’
veya % 10’u immatiir (band) formda

Sepsis Dokiimante edilmig enfeksiyonla birlikte olan SIRS.

Ciddi Sepsis Organ disfonksiyonu, hipoperflizyon veya hipotansiyonun
eslik ettigi sepsis. Hipoperfizyon veya perfiizyon
bozukluklar: laktik asidoz, oligiiri veya mental durumda akut
bir degisikligi igerebilir, fakat bunlarla sinirhi degildir.

Septik Sok Bilinen bagka bir neden soz konusu olmaksizin sepsiste

- yeterli-stvi restisitasyonuna karsin hipotansiyon (SAB < 90
mmHg veya SAB’da baslangic degerine kiyasla 40
mmHg’lik bir disis) ile birlikte organ disfonksiyonu ve
perfiizyon bozukluklarinin (laktik asidoz, oligliri veya mental
durumda akut bir degisiklik) varlig1.

MODS Organ fonksiyonlarinin, homeostazisi  sirdiiremedigi

fizyolojik diizensizlik durumu.

SIRS, sistemik inflamatuvar yanit sendromu, PaCQ,, arteriyel karbondioksit parsiyel

basinct, SAB, sistolik arter basinci; MODS, multipl organ disfonksiyon sendromu.



Viicudun kendini savunabilmesi;
-Invazyon ve doku hasarina kars: eksternal bariyerleri,
-Yabanc1 patojenler ve doku artiklarina kargi nonspesifik sistemleri,
-Ajan patojenlere karst antijen-spesifik yanitlari igeren 3 temel mekanizma ile

saglanmaktadir (33).

Organizmanin yabanct patojenler veya doku artiklarina karsi nonspesifik bir defans
mekanizmasim olugturan inflamasyon: mekanik, kimyasal ve mikrobiyal stimuluslarla
olugan doku hasarlanmasina baglangicta verdigi, hizla artan, hiimoral ve selliiler bir yanittir
(34). Soz konusu uyaranlara kargi baslangigta ortaya ¢ikan ve koruyucu bir fizyolojik
yantt olan lokal inflamasyon, bu lokal kontroliin kayb1 veya agiri bir aktivite olusmasi
sonucunda, klinikte SIRS olarak tamimlanan abarmus bir sistemik yanita yol agmaktadir.
SIRS, enfeksiyon (viris, bakteri, protozoa, fungus) sonrasinda geligebildigi gibi, travmna,
otoimmiin reaksiyonlar, siroz ve pankreatit benzeri nonenfeksiy6z etmenlerden de
kaynaklanabilir ($ekil 1) (31,32). Bone (35), SIRS gelisiminde 3 evre tanimlamugtir (Sekil
2). LEvre’de hasar bolgesinde, stimulusa yanit olarak, baslica etkileri inflamatuvar yaniti
uyarmak, yara onanmint artirmak ve retikilloendoteliyal hiicre rekriiitmanini saglamak
olan sitokinler uretilir. I1. Evre’de lokal yamt: artirmak amaciyla, sitokinlerin kiigik bir
miktan dolagima girer. Makrofajlar ve trombositler rekriite olurken,  biyiime

faktorlerinin Uretimi stimille edilir ve bir akut faz yaniti baslayabilir.

Bu evrede, sitokin yanitimn patolojik veya anormal oldugu digitinilmeyebilir. Aksine,
viicudun ana savunma hattinin bir bolimi olarak kabul edilmelidir. Akut faz reaksiyonu
proinflamatuvar mediyatorlerde azalma ve interlokin-1 reseptor antagonistleri (IL-1ra) gibi
endojen antagonistlerde eszamanl bir artma ile kontrol edilir. Bu sitokin yaniti, normal
kosullarda diger sitokinleri, reseptor antagonistlerini ve antikorlar: igeren karmagik bir
mediyator ag ile regiile edilmektedir. Bu mediyatorler sitokin uretimini azaltarak ve daha
once serbestlesen sitokinlere karsit bir etki olusturarak, baglamig olan inflamatuvar yaniti
kontrol altinda tutarlar. Bu yolla yara iyilesmesi, enfeksiyonun kontrol altina alinmas: ve

homeostazisin restore edilmesi saglanabilir. Homeostazisin yeniden saglanmasinin



bagarilamadigt durumlarda, masif bir sistemik reaksiyon olugmasiyla III.Evre (SIRS)
gelisir. Bu evrede sitokinlerin hakim olan etkileri koruyucu olmaktan ¢ok yikici olmaya
baslar. Inflamatuvar mediyator seli, g¢ok sayida himoral kaskadi tetikleyerek
mikrosirkiilatuvar butiinligiin kaybt ile retiktloendoteliyal sistemde inat¢i bir aktivasyona

yol agar ve uzak son organ hasarlari ile sonuglanir.
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Bir hiicreden sekrete edilip bir bagka hiicreyi, dokuyu ve orgam otokrin, parakrin veya
endokrin yolla etkileyen protein yapisinda soliibl mediyatorler olan sitokinler, immiin
yamtin diizenlenmesinde onemli bir rol oynarlar ve gesitli yollarla T hiicrelerine, B
hiicrelerine, monosit-makrofaj dizgisindeki hiicrelere, nétrofillere, fibroblastlara, diz kas
hiicrelerine ve endotel hiicrelerine etki ederler. Bu polipeptidlerden etkilenen immiinolojik
fonksiyonlar: akut ve kronik bakteriyel, viral, fungal ve paraziter enfeksiyonlara kars:
konake¢r yanitini;, sepsis, MODS, allogreft rejeksiyonu ve otoimmiin hastalik gelismesini
igerir. Sitokinlerin ayrica tiimor biyolojisinde tumoére yanitta, timoér biiyimesinde ve
metastaz olusumunda da énemli bir rol ustlendikleri belirlenmistir. Ozetlenerek sunuimaya
galistlan ozellikleri disinda anjiyogenez, selliler buyume ve hiicre diferansiyasyonu gibi
birgok etki ve aktiviteye sahip olan sitokinlerin, konumuzla iligkili olan doku hasari,
inflamasyon ve yara iyilesmesindeki rollerine odaklaniimasinin uygun olacag

diigtnilmistir (3,36-39).

Cesitli doku alanlarindaki sitokin prodiksiyonu, s6z konusu alanlarin, hasar olusturan
stimulusa yakinligina baglidir. Sitokin konsantrasyonlarinin, hasarin biiytklugi ile paralel
bir artis sergiledigi 6ne sariilmektedir. Ancak, klinik uygulamada doku hasarinin genisligi
ile plazma sitokin konsantrasyonlan arasinda bir korrelasyon kurulmast her zaman
mumkiin olmayabilir. Klinik bulgularla laboratuvar verileri arasindaki bu uyumsuzlugun,
sitokinlerin tipik olarak otokrin ve parakrin sekilde fonksiyon gostermesinden ve sistemik
olmaktan ¢ok lokal inflamasyon varliginin bir gostergesi olmasindan kaynaklandig: ileri

siriilmektedir-(39,40).

Akut inflamasyonu presipite eden olaylar kaskadin1 baglatmada aktif rol oynayan “Erken
Yanit Sitokinleri” TNF, IL-1 ve IL-6’dir (3,35,39-41). Bu g sitokinin inflamatuvar yanitin
baglamasinda: glukoneogenez igin amino asit saglamak iizere iskelet kasinda degradasyonu
artirma; notrofil, monosit, makrofaj ve eozinofil aktivasyonu ile birlikte notrofil
marjinasyonunda ve lokosit antimikrobiyal aktivitesinde artig olugturma; akut faz yanitim
tetikleme gibi ¢ok yonli islevleri oldugu kamtlanmigtir. S6z konusu erken yanit
sitokinlerinin ayrica ates ve uykuya yol ‘ acan serebral etkiler olusturduklari;

adrenokortikotropik hormon (ACTH) prodiksiyonunu stimile eden kortikotropin-



serbestlestirici faktori artirdiklan belirlenmigtir (Sekil 3) (39). Aym molekiillerin, yara
onarimi sirasinda vaskiiler proliferasyonun, fibroblast ve osteoklast aktivitesinin ve
kollajen sentezinin regulasyonunda onemli bir rol astlendikleri gosterilmistir. Colletti ve
arkadaslan (39), sitokinlerin diigiik lokal konsantrasyonlarimin normal bir fizyolojik etki
olusturduklarini, hasara veya enfeksiyona karsi gelisen normal inisiyal yanitta rol
oynadiklarini; artan konsantrasyonlarinin ise MODS ve konak¢inm olimi ile

sonuglanabilen ciddi fizyolojik degisikliklere yol agtigini ifade etmislerdir (Sekil 4).

Ghakoneogenez

SEKIL 3. "Erken Yamt Sitokinleri" ve inflamasyonun baglamasi (KSF, kortikotropin
serbestlestirici faktor, ACTH, adrenokortikotropik hormon; TNF, timoér nekrozis faktor;
IL-1, interlokin-1; TL-6, interlokin-6).



SEKIL 4. Artan konsantrasyonlarna dayali olarak sitokinlerin etki spektrumunda

gozlenen degisim.

Akut inflamasyonu presipite eden olaylar kaskadim baslatmada aktif bir rol oynayan TNF
ve IL-1 gibi polipeptid mediyatorlerin, dzetlenerek sunulan etki ve aktiviteleri yani sira
inflamatuvar hiicrelerin endotele adhezyonunu artirmak gibi bir rol oynadiklar
kantlanmistir (3,36-39,41). Endotel ve 16kosit arasindaki etkilesimi baslatan TNF ve IL-
l'in, imminolojik olarak aktif hiicrelerin hasar veya enfeksiyon bolgesine gidislerini
artirdiklart ve bu hiicrelerin hasar bolgesinde lokalize edilmelerinden sorumlu olduklan

belirlenmigtir (Sekil 5) (39).

SEKIL 5. Lokosit ve endotel arasindaki inisiyal etkilegme .
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Hem 10kosit hem de endotel hiicresinde adhezyon molekillerini artirarak hasar bolgesine
hiicre goguni baglatan TNF ve IL-1, notrofiller igin kemotaktik ve aktive edici ajanlar olan
“daha distal inflamatuvar sitokinler”in tetiklenmesinden de sorumludurlar (3,36-39,41).
Aktive edilmis nétrofillerin hasar veya enfeksiyon bolgesine rekriitmani ile: reaktif
oksijen metabolitleri, diger sitokinler, proteolitik enzimler ve aragidonik asit metabolitleri
agiga cikar, mikrovaskiiler permeabilite artar, hemoraji ve hizlanmig lokosit gogii olusur.
Etyolojide rol oynayan faktoére bakilmaksizin, MODS’daki doku hasarinda en 6nemli
efektor hiicrelerden birinin, aktive edilmis notrofiller oldugunun belirlenmesi, nétrofil
rekrilitmani ve aktivasyonunu bu kaskadin kilit olayr durumuna getirmektedir (Sekil 6)
(20-25,39) .
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SEKIL 6. Multipl organ disfonksiyon sendromu (MODS)'na yol agan kaskat.
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TNF’tn ana selluler kaynagi monosit-makrofaj dizgisinde yer alan hiicrelerdir. Ancak, s6z
konusu sitokin ayrica beyindeki gliyal hiicrelerde, karacigerdeki Kuppfer hiicrelerinde,
ciltteki keratinositlerde, mast hiicrelerinde, T ve B hiicrelerinde de agiga ¢ikabilir
(37,39,40). TNF’un, aym selliiler reseptorlere baglanan ve benzer fizyolojik yamitlar
olusturan iki komponentinden lenfositokin olarak da adlandirilan TNF-B, lenfosit; TNF-a
ise, makrofa) kokenlidir. TNF-o’nin popularitesi, klonlanmis olan bu komponentle daha
tazla aragtuma yapilmis olmasindan kaynaklanmaktadir (39). TNFun birgok selliler
fonksiyon uzerinde pleiotropik etkiye sahip olmasi ilging bir dzellik olusturmaktadir. Bu
ozelligi, lokal inflamasyon alanlarinda doku hasarinin baglamasini, sirmesini ve
diizelmesini regile eden bu sitokinin, abarmis sistemik diizeylere ulagmasi halinde
MODS’a yol agarak konak¢inin mortalite ve morbiditesini artiriyor olmasina agtklik
getirmektedir. Bakteriler, viriisler, parazitler ve timorlerden olusan birgok endojen ve
ekzojen faktorle artan TNF iretiminde ve serbestlesmesinde rol oynayan en potent
stimulus endotoksindir. Gram (-) bakterilerin dolagima girmesiyle, bakteriyel htcre
duvarinda yer alan lipopolisakkaridin (LPS), inflamatuvar kaskad: baglatacak sekilde
lokositler ve parenkim hiicreleri ile dogrudan etkilestii bilinmektedir. Eksperimental
endotoksemi modellerinde endotoksin uygulanmasinmin ardindan 1 saat gibi erken bir
donem iginde TNF dizeylerinin yikseldigi ve 3 saat iginde kontrol degerine dondiigi
gosterilmistir. Elde edilen veriler, endotoksin uygulamasinin ardindan kisa stirede zirveye
ulagan ve hizla kontrol degerine donen TNF diizeylerine kargin, bu molekiiliin guglii bir
inflamatuvar kaskad: presipite edebildigi ve daha sonra saptanabilir TNF diizeyleri soz

konusu olmadiginda bile yanitin stirdigi seklinde yorumlanmugtir (37-40).

IL-1, ;YNF’le birgok biyolojik ozelligi paylagan multifonksiyonel bir molekildiir. Septik
sokun baglamasinda TNF’den daha zayif bir etki sergileyen IL-1’in, birlikte uygulanmalarn
halinde TNF’iin letal etkilerini potansiyalize ettigi gosterilmistir. Hepatik akut faz protein
sentezinin giiglii bir uyaricist olan IL-1’in agir1 miktarda serbestlesmesinin, aktive olmug
notrofillerin - damar duvarina marjinasyonuna neden oldugu; endotel hiicresinin
prokoagiilan aktivitesini stimille ettigi, endotel-lokosit adhezyonunu artirdig belirlenmigtir
(37-40).
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Inflamasyona karst olusan akut hepatik yanitin regiilasyonunda tstlendigi gérev nedeniyle
baslangigta hepatik stimiilan faktor olarak da adlandirilan IL-6’nin, monosit ve
makrofajlardaki prodiiksiyonu i¢in en potent stimulusu LPS’lerin olugturdugu; fibroblast

kokenli IL-6 uretiminden ise IL-1 ve TNF in sorumlu oldugu saptanmigtir (37-40).

Lokosit ekstravazasyonu, inflamatuvar ve immunolojik yamtlarin  ¢énemli bir
belirleyicisidir. Akut inflamasyon sirasinda dokulara notrofil goginde rol oynayan 6zel
mekanizmalarin birgogunun bilinmiyor olmasina karsin notrofil rekriiitmanimin baslamasi
ve artmasinin:

-Endotel hiicrest aktivasyonu ile endotel kokenli “nétrofil  adhezyon
. molekiilleri”nin agiga ¢ikmasint,

-Notrofil aktivasyonu ile notrofil kokenli adhezyon molekiillerinin olugmasini,

-Nétrofil-endotel hiicresi adhezyonunu ve

-Notrofil kemotaktik gradiyenti ile saglanan transendoteliyal nétrofil go¢ini
icerdigi belirlenmigtir (21,22,42,43).

S6z konusu nétrofil rekriiitmaninin herhangi bir organa 6zgii olmadig; ancak, akciger gibi
belirli dokularin 16kosit birikimine ve bunu izleyen inflamatuvar hasara karsi ozel bir
duyarliik sergiledikleri bilinmektedir. Sepsisin neden oldugu akciger hasarinin
karakteristik 6zelligi, aktive olmus notrofillerin pulmoner mikrovaskulatiir iginde
sekestrasyonu ve endotel hasaridir (44). Gram (-) bakteriler, inflamatuvar yamt1 baglatan
- faktorler arasinde, iizerinde en fazla galigilmig grubu olustururlar. Klinikte, $zellikle Gram
(-) organizmalarin proliferasyonu ile sonuglanan bakteriyel enfeksiyonlara yiksek bir
insidansta akut akciger hasarinin eglik ettigi bildirilmistir (45). Gram (-) bakteriyel
enfeksiyonlarin neden oldugu gugli sistemik inflamasyonda ve sonugta ortaya ¢ikan
vaskiiler hasarda rol oynadig: kabul edilen olaylar zinciri Sessler ve arkadaslari (44)
tarafindan sematize edilmigtir (Sekil 7). Bakteriyemiyi izleyen biyolojik olaylar zincirinin
sunuldugu bu semada, kimyasal mediyatorleri ve bir seri kompleks “hiicre yuzeyi
‘adhezyon reseptorleri”ni igeren ardigik basamaklann sonunda, aktive olmus nétrofillerin

endotel ile siki adhezyonunun pulmoner mikrovaskiler hasara yol agtig1 ifade edilmistir.
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Gram - negatif

Monosit/makrofaj
aktivasyonu

bakteriyemi ——P | Lipopolisakkarid —

t Yuvarlanma Proinflamatuvar
| tarzinda notrofil Endotel hiicresinde sitokinler (TNF,
hareketi ¢ selektin agiga IL-1, 1IL-6, IL.-8)

¢tkmast ve lipid firtinleri

Notrofil Aktivasyonu
(Reaktif O,

metabolitleri, NO) 4

Endotel Hiicresi |
Aktivasyonu

Siki notrofil-endotel Akut

hiicresi —> Akciger
adezyonu/migrasyon Hasan

Aktive olmug notrofillerin
pulmoner vaskiilatiirde
sekestrasyonu

SEKIL 7. Bakteriyemiyi izleyen ve akut akciger hasan ile sonuglanan biyolojik olaylar

Zinciri.

Normal kosullar altinda notrofiller, selliler defansin ilk adimu olarak, istilactya ve
¢evresine uyarlanmig mekanizmalan kullanarak mikroorganizmalari uzaklastirir ve tahrip
ederler. Notrofilin savunma sistemleri, hiicre igindeki lokalizasyonlarina dayamlarak iki
baghk altinda toplanabilir: Bunlarn ilki reaktif oksijen metabolitlerini olugturan membran
kokenli sistem; digeri ise, proteinaz ve diger enzimleri igeren intraselliiler graniillerin
olusturdugu sitozolik sistemdir. Intraselliler nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
(NADPH)’dan ekstraselliiler molekiiler oksijene elektron transferini saglayan membran
kokenli NADPH oksidaz enzimi, siiperoksit metabolitlerinin sentezinde rol oynamaktadir.
Ag1ga cikan siiperoksit metabolitlerinden, siiperoksit dismutaz enzimi aracilig: ile hidrojen

peroksit; hidrojen peroksitten de MPO enzimi aracilig ile uzun 6miirlii bir oksidan olan
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hipoklorik asit sentez edilmektedir ($ekil 8). Bu reaksiyonlar sonucunda olusan agirt
reaktif anstabil oksijen metabolitlerinin, peroksidasyon yoluyla komgsu hiicrelerin lipid
membranlarini pargalayabildikleri gosterilmistir. Selliler adenozin 5’-trifosfat (ATP) ve
kalsiyum dutizeylerini degistirerek hiicre sitoplazmasinda normal aktin metabolizmasini
onleyen oksijen metabolitlerinin, endotel hicresinin formunda degisiklige yol agarak
ARDS icin karakteristik olan kapiller kagaklara neden olduklari. belirlenmistir
(20,24,25,44,46).

INTRASELLULER ERSTRASELLULER
NADPH . g
. : 2
NADPH -
Oksidaz 1
NADP +H* <€ ~ -»20;  2H'
e i b B S e L -
© Siperoksit dismutaz
HZOZ + 02
- H,0, G,
Cl..
mt. >
-5 Miyeloperoksidaz
v
HOCI+H,O

SEKIL 8. Aktive olmus notrofillerde reaktif oksijen metabolitlerinin aciga ¢ikmasina
neden olan reaksiyonlar (NADPH, nikotin amid adenin dinikleotid fosfat, O , superoksit

radikaii; H;O;, hidrojen peroksit; HOCI, hipoklorik asit).

Notrofilik graniillerden olusan sitozolik sistemin ise proteolitik enzimler, bakterisidal
proteinler, lizozim ve laktoferrinden olusan genis bir enzim ailesini kapsadig
gosterilmigtir. Bagsta elastaz, jelatinaz ve kollajenaz olmak lizere birgok proteolitik enzimin
kollajen, elastin ve bazal membrandan olusan konak¢1 dokusunda harabiyet olusturdugu;

bu bag dokusu elemanlarinin bir kisminin veya timiiniin destritksiyonu yoluyla ARDS'deki
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ilerlemis akciger hasart igin karakteristik olan histopatolojik bulgulara yol agtig:

kanitlanmigtir (20,23-25,44).

Sepsisin  neden oldugu akciger hasarindan sorumlu oldugu belirlenen notrofil
sekestrasyonu: histopatolojik degerlendirme, radyoniiklid hiicre isaretleme yontemi veya
MPO aktivitesinin belirlenmesi yoluyla saptanabilir (28,47). Cok g¢esitli substratlarin
peroksidasyonunu katalize eden MPO’in nétrofillerin aziirofil graniillerinde bulundugu;
diger inflamatuvar hiicrelerin MPO uretmedikleri veya ¢ok az igerdikleri belirlenmistir
(20,30,46). Bu nedenle, notrofil sekestrasyonunun kantitatif olarak olgiilmesinde kullanilan
- ve -duyarh - bir - gosterge -olusturan MPO aktivitest, - -giderek artan --bir popilarite

kazanmaktadir.

Insanlardaki sepsis caligmalarinda ve eksperimental modellerde, hasarlanan dokularda
hakim hiicrenin nétrofiller oldugu; organ disfonksiyonunun derecesi ile notrofil sayisi ve
nétrofil Griinlerinin konsantrasyonu arasinda bir korrelasyon bulundugu saptanmigtir (25).
Ayrica, bazi eksperimental sepsis modellerinde notrofil azalmasinin yararli olabilecegi
belirlenmigtir (48,49). Oysa, sepsis sirasinda ajan patojenin ve mikrobiyal toksinlerin
fagositozu ve klirensindeki rolleri nedeniyle notrofillerin konakginin yanitinda 6nemli
olduklar kesinlik kazanmustir. Ayrica, notrofil sayisindaki diisiislere ve fonksiyonundaki
anormalliklere artmug bir enfeksiyon riskinin eslik ettigi gosterilmigtir. Bu nedenle sepsisli
“hastalarda ‘konak¢imn savunma mekanizmalarinin gugiendiriimesi amaciyla fagositik
hiicrelerin tretimi ve fonksiyonlarimin modiile edilmesinin yararli olabilecegi savi ileri

surtilmustir (12,47).

Notrofil ve makrofajlarin proliferasyon ve diferansiyasyonu, koloni stimilan faktor (CSF)
olarak adlandirilan bir glikoprotein grubu tarafindan kontrol edilmektedir. Hematopoetik
bilyime faktorleri olarak da adlandirilan bu grubun, ozellikleri en iyi bilinen temsilcisi,

anti-inflamatuvar etkili bir sitokin olan G-CSF’diir (5,12,50).

Stroma hiicrelerinden ve ekstraselliiler matriksten izole edilen nonglikozile bir protein olan

G-CSF, bir yandan fagositozu, oksidan serbestlesmesini, antikora bagimh selliiler
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toksisiteyi, matiir graniilosit ve makrofajlarin migrasyon ve kemotaksisini artirirken, diger
yandan primitif kok hicrelerin mitozunu ve diferansiyasyonunu giglendirip omiirlerini

uzatmaktadir (51-56).

Endojen G-CSF, insanda 17. kromozomun kisa kolunda lokalize glikoprotein yapisinda bir
polipeptiddir (5,12). Rekombinan G-CSF’iin meveut iki formundan biri insanlardan elde
edilmekte (recombinant human G-CSF = rhG-CSF); digeri ise gen teknolojisi kullanilarak
Escherichia coli bakterilerinden saglanmaktadir (rG-CSF). Endojen G-CSF, rhG-CSF ve
rG-CSFin benzer biyolojik aktiviteye sahip olduklar belirlenmigtir. thG-CSF’in klinik
kullanimina iligkin ilk verilerin 1990 yilinda yayinlanmasinin ardindan, bu biyiime faktorii
1992 yilindan itibaren tim dinyada kanser hastalarinda kullamlmaya baglamgtir.
Kemoterapotik ajan uygulanan malignite olgularinda ciddi nétropeninin siiresini kisalttigi,
febril notropenik epizod sayisimi azalttifn ig¢in, kemoterapinin optimal kogullarda
uygulanmasina olanak saglayan rhG-CSF’iin ayrica; kemik iligi transplantasyonunun
ardindan primer ve edinsel notropeni formlarmi diizelttigi, nétrofil derlenmesini

hizlandirdig1 ve kok hiicrelerini periferik kana dogru mobilize ettigi belirlenmistir (50).

Notrofilinin eslik ettigi ¢ok sayida enfeksiyonda G-CSF diizeyinin yiikseldiginin;
nétropenik olgularda ise diistiiguniin belirlenmig olmasi, s6z konusu hematopoetik biiyiime
faktoriiniin konak¢1 savunmasinda homeostatik bir rol tstlendigini telkin etmektedir. G-
. CSF konsantrasyonlarinin pnomoni, kolesistit, lriner enfeksiyon ve sepsis gibi aktif
enfeksiyon tablolarimin ardindan hizla arttif1, enfeksiyonun kontrol altina alinmasindan
sonra, normal diizeylere dondigi belirlenmistir (57-60). Bakteriyel endotoksinin
makrofajlar1 stimiile ederek TNF-a ve IL-1 gibi sitokinlerin olugmasina yol agtigi, bu
sitokinlerin de endotel hiicrelerini, fibroblast ve lenfositleri uyararak G-CSF sentezini
tetikledigi gosterilmigtir (Sekil 9) (12,61). Erken yanit sitokinlerinden TNF-o’nin digiik
konsantrasyonda, G-CSF sentezini artirdigt; ancak, konsantrasyon artigtyla miyelopoezise
aracilik eden G-CSF reseptorlerinde olusturdugu downregiilasyon yoluyla miyelopoezisi
siiprese ettigi saptanmustir (57,62). Yiksek plazma G-CSF diizeylerine karsin 16kosit sayist
artmayan baz1 olgulardaki kotii prognoza dikkati geken Dale ve arkadaslan (58), “Yitksek
G-CSF-Siiprese Miyelopoezis” paradoksunu; miyeloid hiicrelerdeki G-CSF reseptorlerinin
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down regilasyonu ile aciklamaya g¢ahigmiglar; yeterli hicre proliferasyonu saglamak
amaciyla farmakolojik G-CSF dozlari uygulanmasimi  Onermiglerdir.  Stprese
miyelopoezisin bir diger deyigle notropeninin s6z konusu oldugu durumlarda rhG-CSF
uygulamasini 6neren bu ¢aligmacilarin yanm sira Weiss ve arkadaglan (6) da s6z konusu
ajamin endotoksin eliminasyonunu stimile ettigini; adhezyon molekiillerinin modilasyonu
yoluyla IL-1ra’ ni artirarak hiperinflamatuvar durumu hafiflettigini ve bu mekanizmayla
sepsisin MODS’a progresyonunu engelledigini ifade etmigler ve notropenik — sepsiste,
gicli bir anti-inflamatuvar etki profiline sahip olan G-CSF kullanimmin yarar

saglayabilecegi goriigiinii savunmuslardir.

{nflamasyon

TNF
iL-1

¥

Endoteiyal hucreler
Fibroblastlar
Lenfosttier

TNF
-1
GM-CSF

G-CSF
M-CSF GM-CSF
] GLGF
M-CSF

|

Granilositier
Monositler/Makrofagiar

SEKIL 9. inflamasyon, sitokinler ve koloni stimiilan faktorler arasindaki iligki.



Notropeninin eslik ettigi sepsis olgularinda thG-CSF kullaniminin yarar saglayabilecegine
iligkin gorus birligine (11-16) kargin, ¢ok sayidaki aragtirmaci, aktive edilmis noétrofillerin

doku hasarlanmasina iligkin bilinen etkilerine dikkati cekmiglerdir (20-25).
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GEREC VE YONTEM

Dokuz Eyliil Universitesi Trp Fakiiltesi Deneysel Tibbi Arastirmalar Etik Kurulu’ndan
onay alinarak baglatilan bu arastirma Fakultemiz Multidisipliner Deney Hayvanlar

Laboratuvart’nda gergeklestirildi.

Denekler

Calismada vicut agirligi 200-220 gr olan 32 adet disi Wistar rati kullanildi. Fakiiltemiz
Multidisipliner Deney Hayvanlann Laboratuvari’ndan saglanan denekler, arastirma
oncesinde rat kafeslerinde standart diyetle beslendiler ve 12°ser saatlik giindiiz/gece

siklusu uygulanarak ortama adapte edildiler.

Anestezi
Caligma Oncesinde su i¢melerine izin verilmek kosulu ile 8-10 saat a¢ birakilan deneklerin
timinde cerrahi girisim, enjeksiyonlar, kan ve doku 6rneklerinin alinmasi iglemleri eter

. anestezisi altinda gerceklestirildi.

Intra-Abdominal Sepsis

Septik' peritonit olugturmak amaciyla Wichterman ve arkadaslari (63) tarafindan
tanimlanan CLP yontemi uygulandi. Bu amagla, eter anestezisi altinda 2 cm’lik bir orta hat
insizyonunun ardindan, tiim vaskiler dokular korunarak ¢ekuma ulasildi. Cikan kolonun
manipiilasyonuyla fegesle dolmasi saglanan ¢ekum, antimezenterik yiizden, iliyogekal
valvin hemen distalinden, intestinal obstriikksiyondan kagimiarak 2-0 ipek ile ligatiire
edildi. Ligatiire edilen bu boliim 18 Gauge kateter ile 2 kez perfore edildi (Resim 1 ve 2).
Kanama kontroliiniin ardindan gekum abdominal kaviteye yerlestirildi ve insizyon iki kat

halinde kapatildi. Subkutan uygulanan % 0.9 sodyum kloriir (5 ml/100gr) enjeksiyonu ile
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resiisite  edilen denekler ¢alisma protokoliinde bulunan diger uygulamalara kadar,

beslenmelerine izin verilerek kafeslerinde izlendiler.

rhG-CSF

G-CSF uygulanan gruplarda bir rekombinan-metiyonin insan graniilosit koloni stimiilan
faktori  (r-metHuG-CSF) olan filgrastim (Neupogen®-ROCHE)in 300 pg/ml’lik
flakonlart kullanildi. % 5 Dekstroz-Sudaki Soliisyonu ile 30 pg/ml olacak sekilde diliie
edilen preparat, 25nug/kg dozda SC yolla uyguland:.

Kontrol Degerlerinin Belirlenmesi

Ratlarda kan notrofil sayisi, serum TNF-a diizeyi, akciger dokusu MPQO aktivitesi ve
| histopatolojisinin kontrol olarak kabul edilecek deger ve goruntiierinin “belirienmesi
amaciyla 6 denekte c¢ahisildi Bu amagla kullamlan 6 ratta eter anestezisi altinda
gergeklestirilen sternotomi aracilift ile kan ve doku 6rnekleri alinip, elde edilen veriler

kontrol degeri (to) olarak kabul edildi.
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RESIM 2. Ligatiire edilmis gekumun 18 Gauge kateter ile 2 kez perfore edilmesi.
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Deney Gruplan

SHAM (TAKLIT) GRUBU: Cerrahi girisimin arastirilan parametreler iizerindeki
etkilerinin belirlenmesi amaciyla, intra-abdominal sepsis modelinden farkli olarak CLP’un
uygulanmadigr 6 denegi igeren bu grupta laparotomiyi izleyen 12. saatte kan ve doku

ornekleri alinda.

G-CSF GRUBU: Normal ratlarda cerrahi girisim ve sepsis soz konusu olmaksizin
uygulanan rhG-CSF’in arastinlan parametreler (zerindeki etkilerinin belirlenmesi
amactyla olusturulan ve 6 denegi igeren bu grupta enjeksiyonu izleyen 11. saatte (t;2) kan

ve doku ornekleri alindi.

SEPSIS GRUBU: CLP yontemi ile olusturulan intra-abdominal sepsisin etkilerinin
aragtirildigi 6 denegi igeren bu grupta, CLP’u izleyen 12. saatte (t;2) kan ve doku érnekleri

alindi.

SEPSIS + G-CSF GRUBU: Intra-abdominal sepsis modelinde rhG-CSF’iin etkilerinin
belirlenmesi amaciyla tim deneklere CLP’dan 1 saat sonra thG-CSF enjekte edildi. 6
denegi igeren bu grupta rhG-CSF enjeksiyonundan 11 saat (CLP’dan 12 saat) (t;2) sonra

kan ve doku orneklert alind1.

Uzerinde c¢aligtlan 32 rattan 30’una ait veriler aragtirma kapsamina alindi. Sepsis

modelinde G-CSF uygulamasini izleyen ilk 12 saat iginde kaybedilen 2 rat ise galigma digr

birakildi.

Kan \}e Doku Orneklerinin Alinmast

Tim deneklerde eter anestezisi altinda gergeklestirilen sternotomi ile sag ventrikiilden
TNF-o olgiimii igin diiz tiipe 1 ml, ndtrofil sayisim belirlemek igin etilendiamintetraasetik
asit (EDTA)’It tiipe 1.5 ml kan 6megi alindi. Hazirlanan kalp-akciger preparatindaki
(Resim 3) sol akciger histopatolojik inceleme igin formol iginde tespit edildi. Sag akciger
ise % 0,9 sodyum kloriir ile yiizeyel yikama ve kurutma iglemlerinin ardindan, MPO
aktivitesi 6l¢iimii i¢in kullanildi.
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RESIM 3. Kalp-akciger preparati.

OLCUMLER
Kan Notrofil Sayisi:
Coulter GENS Analyzer (COULTER CORPORATION, Miami, USA) kan hicresi

_. analizori ile belirlendi.

Serum TNF-a Diizeyi:

Tumour necrosis factor-alpha [(r ) TNF «], rat, ELISA system (code RPN 2734,
BIOTRAK™, Amersham Life Science, ENGLAND) kiti kullamlarak enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) yontemi ile gergeklestirilen serum TNF-o dilzeyi olgiimleri
icin, kan ornekleri 5000 devir/dk’da 10 dakika santrifiije edilip, 6l¢im anina dek -70°C’°de
sakland.
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Bir ELISA spektrofotometresi (Sorine Biomedica, Biotek™, ITALY) ile 450 nm dalga
boyunda degerlendirilen mikrotitrasyon plagindan elde edilen veriler, standart egri aractligt

ile sayisal degerlere gevrildi.

Akciger Dokusu MPO Aktivitesi:

Krawisz ve arkadaslar1 (29) tarafindan tammlanan yonteme gore gerceklestirilen bu olgiim
i¢in tartilarak belirlenen 300mg’lik doku 6rnegi kullanildi. Sonuglar internasyonal {inite
(IU)/yas doku (gr) olarak ifade edildi. 1 JU MPO aktivitesi 25°C’de 1 umol hidrojen

peroksiti 1 dk’da pargalayan enzim aktivitesi olarak tammland.

AKCIGERLERIN HISTOPATOLOJIK OLARAK DEGERLENDIRILMESI
Kalp-akciger preparatindan saglanan ve formol iginde tespit edilen sol akciger doku
igleminin ardindan parafine gomiildii. Parafin bloklardan akcigerin orta zonuna uyacak
sekilde elde edilen 4 pm kahinlifindaki kesitler Hematoksilen-Eozin (H-E) ile boyanip,
x10 objektif kullanilarak mikroskop altinda, doku omneklerinin ait olduklari grubu
bilmeyen bir patolog tarafindan incelend:. Kapiller ve alveollerdeki nétrofil sayisi, alveoler
ve interstisiyel 6dem ile alveoler hemorajinin derecelendirilmesinde, 0 = patolojik bulgu
yok; 1 = hafif; 2 = orta derecede; 3 = ciddi derecede bulgu seklindeki skorlama sistemi
kullanildi (18).

ISTATISTIKSEL YONTEM

" Aragtirmadan elde ‘editen veriler ortalama =+ standart sapma (ort £ .ss) olarak verildi. to-ti»
degerlerinin kargilagtiniimasinda Mann-Whitney-U, gruplararas: kargilastumalarda ise
Kruskal-Wallis testinin ardindan Mann-Whitney-U testi kullanmildi. p<0.05 anlamlt olarak
kabul edildi.
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BULGULAR

“Sham”, “G-CSF”, “Sepsis” ve “Sepsis + G-CSF” Gruplaninda elde edilen ve 6 ratta
saptanan kontrol degerleri ile kiyaslanan kan nétrofil sayisi, serum TNF-o dizeyleri ve
akciger dokusu MPO aktivitesine ait sayisal veriler ile istatistiksel anlamliliklar: Tablo 2'de

sunulmugtur.

Kan Nétrofil Sayisi

Normal ratlarda cerrahi girisim veya sepsis s6z konusu olmaksizin rhG-CSF*in
uygulanmast ile olusturulan G-CSF Grubu’nda, kan notrofil sayisinin t;; 6lgiim aninda hem
kontrol degerlerine (ty), hem de Sham, Sepsis ve Sepsis + G-CSF Gruplari’na kiyasla
anlamli diizeyde artmug olmasi, G-CSF’in nétrofili seklinde beliren fizyolojik etkisinin bir

sonucu olarak yorumland: ($ekil 10).

Serum TNF-a Diizeyi

Serum TNF-o Diizeyi yoninden Sham, Sepsis ve Sepsis + G-CSF gruplarina kiyasla
anlamh bir farklilik (p < 0.01) sergileyen G-CSF grubunda t;; 6lgiim aminda saptanan
digiisiin G-CSF’iin TNF-a tzerinde olusturdugu direkt stpresyondan kaynaklandig
kamsina varildi (Sekil 11).

Akciger Dokusu MPO Aktivitesi

Sham, G-CSF, Sepsis ve Sepsis + G-CSF Gruplari’nin timiinde akciger dokusu MPO
aktivitesinin, kontrol degerine (to) kiyasla anlaml olarak arttif1 (p < 0.01) belirlendi (Sekil
12). Sepsis ve Sepsis + G-CSF Gruplari’nda, Sham Grubu’na kiyasla anlamh bir farkhlik
(p < 0.05) sergileyen bu arti§, akciger hasarlanmasinda rol oynadify belirtilen notrofil

sekestrasyonu ve aktivasyonunun bir yansimasi olarak yorumland.

26



e]seAIY SULIR[I9FAp [01IU0Y SO0 > d 4

80°¢ F 0501 ‘1souAnYe
OQIN NSYop J0FNe ‘01 '8y F S€'0S “1A9Znp D~ INL WIS ‘¢h'0 F 09°0 ‘ISiAes [yonou uey (SS F 1O) (%) wepegep [onuoy ‘s§ F HO

xLY09F L1991 L6'SLFT9V9 OLTF0S1 (9 = u) ISD-O + sisdog

*SLT8 F €E€°LTI oo.vv F90LL L6OFE0'L _G = u) s1sdog

£9b'69 F 00021 «LT6F 6L'€ «19EF 609 (9 = U) SO

LYV 9 F L90S mﬁ.m”& +98°7CS 8STFt9'1 (9 = u) ureys
[(48) ryop 2/ 1] (1w / 84) (/00

ISOUAINY OdIA 1£9zng 0-AN.L WnIdg 1STARS [JONQN UBY

ISONAINY OJIN nstjo( 10810y 2A LRJAZN( P-IN.L WIS “s1kes [yonoN uey ueueideg eputrejdun Asusq "z O TAVL

27



Kan Nétrofil Sayist
(10°/uh)

E Sham

® G-CSF

L1 Sepsis

Olciim Zamam O Sepsis+G-CSF

SEKIL 10. Kan nétrofil sayilarina ait ortalama degerler. * ty’a kiyasla anlamli fark

(p< 0.05). * Sham, Sepsis ve Sepsis + G-CSF Gruplari’na kiyasla gruplararasi anlamlt
fark (p < 0.05).

15
5_
L2
g = Sham
g M G-CSF
w2 [ISepsis
3 Sepsis+G-CSF
to ti2
Olgiim Zaman

SEKIL 11. Serum TNF-c diizeylerine ait ortalama degerler. * to’a kiyasla anlamli

fark (p< 0.05). * Sham, Sepsis ve Sepsis + G-CSF Gruplari’na kiyasla gruplararasi
anlaml fark (p < 0.01).

28



|
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1 Sepsis + G-CSF fl

SEKIL 12. Akciger dokusu MPO aktivitesine ait ortalama degerler. * to’a kiyasla
anlamli fark (p< 0.01). * Sham Grubu'na kiyasla gruplararas: anlamli fark (p <0.05).

Akcigerlerin Histopatolojik Olarak Degerlendirilmesi
Histopatolojik parametrelerin en belirgin oldugu alanlardaki bulgular Gere¢ ve

Yontem bolimiinde agiklandigy sekilde skorlandi (Resim 4-9).

“Sham”, G-CSF”, “Sepsis” ve “Sepsis + G-CSF” Gruplarinda elde edilen ve 6 ratta
saptanan “kotitroi “degerleri “(to) ile kiyaslanan kapiller ve -alveollerdeki notrofil
sayisina, alveoler interstisiyel odeme ve alveoler hemorajiye iliskin skorlar ile

istatistiksel anlamhliklar1 Tablo 3'de sunulmugtur.

Nétrofil sayis1 skoru yoninden Sham ve Sepsis Gruplarn arasinda ortaya ¢ikan ve
istatistiksel olarak anlamli bulunan farkin (p<0.05) Sepsis Grubu’nda nétrofillerin
enfekte odakta akiimiile olmasindan kaynaklanabilecegi dugiinildi (Sekil 13).

Deney Gruplar’mn higbirinde alveoler-interstisiyel odem ve alveoler hemoraji

yoniinden kontrol degerlerine (to) kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

saptanmadi.
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RESIM 4. Akcigerdeki nétrofil infiltrasyonunun skorlama sistemine gore "1" olarak

degerlendirildigi preparat 6rnegi (H-E; x 100; Denek No: 2).

RESIM 5. Akcigerdeki notrofil infiltrasyonunun skorlama sistemine gore "3" olarak
degerlendirildigi preparat ormegi (H-E; x 100; Denek No: 10).



RESIM 6. Akcigerdeki alveoler-interstisiyel 6demin skorlama sistemine gore "1"

olarak degerlendirildigi preparat 6rnegi (H-E; x 100; Denek No: 1).
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RESIM 7. Akcigerdeki alveoler-interstisiyel odemin skorlama sistemine gore "3"

olarak degerlendirildigi preparat omegi (H-E; x 100; Denek No: 14).
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RESIM 8. Akcigerdeki alveoler hemorajinin skorlama sistemine gore "1" olarak

degerlendirildigi preparat ornegi (H-E; x 100; Denek No: 8).

RESIM 9. Akcigerdeki alveoler hemorajinin skorlama sistemine gore "3" olarak

degerlendirildigi preparat 6rnegi (H-E; x 100; Denek No: 9).

KURULU
e e
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SEKIL 13. Akciger notrofil histopatolojik skorlamasina ait ortalama degerler. * to’a
kiyasla anlamh fark (p< 0.01). * Sepsis Grubu'na kiyasla gruplararasi anlamh fark
(p<0.05).
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TARTISMA

Sepsis, yogun bakim unitelerindeki spesifik antibiyoterapiye, dikkatli monitorizasyona,
uygun destek tedavilerine ve agresif cerrahi girisimlere karsin yiikksek bir mortalite ile
seyretmektedir (64). Septik hastalarda klinik tablonun, etyolojik faktérlerin ve yandas
sorunlarin yarattif1 farkliliklar, kontrollii ¢aligmalarin yapilmasini gii¢lestirmekte ve klinik

tablolarin taklit edildigi hayvan ¢alismalarinin popilarite kazanmasina yol agmaktadir (63).

Laboratuvar hayvanlarinda sepsis olusturmak amaciyla kullanilabilecek yontemleri
derleyen Wichtermann ve arkadaslari (63) kullanilan modelleri:

- Canl mikroorganizmalarin intravendz inflizyonu,

- Peritoneal kaviteye fekal materyal veya canl mikroorganizma uygulanmasi,

- Ekstremitelere, yumusak dokulara enfekte materyal implantasyonu ile apse
olusturulmasi, ve

- Cerrahi girisim ile gastrointestinal traktiisteki normal bariyerlerin hasarlanmasi

seklinde gruplandirmiglardir.

Konsantre canli Escherichia coli’nin 1V infiizyonu yoluyla olusturulan sepsisin, boylesine
masif bakteri yiikiiyle karsilagmayan, daha ¢ok septik bir odaktan aralikli fakat inatgi
bakteri serbestlesmesi yasayan septik hastalardaki durumu tam olarak yansitmadig:
gosterilmigtir (65). Peritoneal kaviteye fekal materyal veya ekstremite ve yumugak
dokulara enfekte materyal implantasyonunun da rat Veyé kopeklerde minimal boyutta lokal
ya da sistemik bir yamita yol agma; her denekte tam olarak olugturulamama gibi

dezavantajlar igerdigi belirlenmigtir (66,67).

Cerrahi girisim ile gastrointestinal traktiisteki normal bariyerlerin hasarlanmasi yoluyla

sepsis olugturulmasinda yaygin bir uygulama alani bulan CLP modeli sepsiste goriilen
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doku ve organ degisikliklerinin fizyopatolojisi ile, yeni tedavi modellerinin arastiriimasina
olanak saglama; ayrica, standardize rat popiilasyonunda kullamlmaya elverisli, ucuz ve
tekrarlanabilir bir yontem olma avantajlarina sahiptir (63). Bagursak perforasyonu veya
anastomoz kagagia bagh polimikrobiyal peritoniti en iyi sekilde taklit ettigi saptanan CLP
modelinin, klinikte gozlenen birgok inflamatuvar ve patolojik sekelin incelenmesine olanak

sagladig1 konusunda goris birligine varilmigtir (63,68).

MODS’a neden olan etmenler arasinda ilk sirada yer alan ve % 40-50 oraminda fatal
seyreden sekonder bakteriyel peritonitin (69-71) incelendigi arastirmamizda Wichtermann
ve arkadaglan (63) nin Onerileri dogrultusunda pahali olmamalari, kolay saglanabilmeleri,
yas, cinsiyet ve genetik kokenlerinin kontrol edilebilmesi, aym diyetle beslenmeleri ve
spesifik bir patojen igermemeleri nedeniyle ratlarda galigiimasi yeglenmigtir. Siganlarda
CLP yontemiyle olusturduklan intra-abdominal sepsiste cinsiyetin anlamlt bir rol
oynamadigin belirleyen Baker ve arkadaslan (72)’nin sonuglarina dayanarak hormonal bir

etmenin arastiriimadig caligmamizda, laboratuvarimizda bulunan disi ratlar kullanilmistir.

G-CSF’uin nétrofil kinetigine etkisini arastirmak amaciyla Lewis tipi ratlarda ¢aligan Ulich
ve arkadaglart (73), ratlarda rhG-CSF’un aktif oldugunu kanitlamiglardir. Wistar tipi
ratlarda Toda ve arkadaslar (27)’mn da benzer veriler elde etmelerine dayanilarak, sepsiste

G-CSF’iin etkilerinin aragtirildig: bu ¢alismada rhG-CSF kullamlmasi uygun goralmiistiir.

thG-CSF’un ratlarda aktif olduguna iliskin bu fikir birliine kargin, s6z konusu ajanin
uygulanma zamam konusunda biylik farkhiliklar bulundugu dikkati ¢ekmigtir
(14,15,26,27). Ratlarda olusturulan intra-abdominal sepsis modelinde thG-CSF uygulayan
arast1rﬁ1ac1lar1n, bu uygulamay: sepsis indiksiyonundan 7 giin dnce (26), 1 giin dnce (26),
sepsis indiiksiyonu sirasinda (15), sepsis inditksiyonundan 1 saat (14), 3 saat (27) veya 4
saat sonra (15) gergeklestirdikleri belirlenmistir. Ratlarda CLP yontemiyle olugturduklar
intra-abdominal sepsis modelinde thG-CSF’i sepsis indiksiyonundan 7 giin once, 1 giin
once veya 4 saat sonra uygulayan Lundblad ve arkadaslar1 (26), uygulama zamam ile
mortalite orami arasinda anlamli bir iligki saptamamiglardir. Lundblad ve arkadaslan
{26)’nin verilerine dayanilarak ve klini§e uyarlanabilirligi dikkate alinarak bu galigmada

thG-CSF’iin sepsis indiksiyonundan sonra uygulanmasi yeglenmis, CLP yonteminde
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sepsisin perforasyonu izleyen dakikalar i¢inde gelistigini bildiren Wichterman ve
arkadaglart  (63)’min  verileri g6z Oninde bulundurularak, rhG-CSFin sepsis

indiiksiyonundan 1 saat sonra uygulanmasina karar verilmistir.

rthG-CSF’un uygulama zamani konusunda gozlenen biyik farkliliklarin enjeksiyon yolu
icin de gegerli oldugu; ajanin SC (14), IV (15) veya intraperitoneal (IP) (27) yolla
uygulanabildigi belirlenmigstir. Bu ¢aligmada, soz konusu ajamn IV veya SC yolla
uygulanmasinin notrofil kinetigi tizerinde benzer etkiler olusturdugunu saptayan Ulich ve

arkadaglar1 (73) nin verilerine dayamlarak SC yaklagim yeglenmistir.

Cerrahi girisimin aragtinlan parametreler tizerindeki etkilerinin belirlenmesi amaciyla
olusturdugumuz Sham Grubu’nda uygulanan laparotomiden 12 saat sonra kan nétrofil
sayisinda kontrol degerine kiyasla anlamli bir degisiklik olugmadig: belirlenmigtir. Bu
sonucun, normal ratlarda laparotomiyi izleyen 4, 8, 12, 16, 20 ve 24. saatlerde kan notrofil
sayisinda anlamh bir degisiklik saptamadigini bildiren Lundblad ve arkadaglart (15)’nin

verileri ile uyumlu oldugu gozlenmistir.

G-CSF Grubu’nda t); 6lgim amnda hem t; kontrol degerine hem de Sham, Sepsis ve
Sepsis + G-CSF Gruplart’na kiyasla anlamli diizeyde artmig bulunan kan nétrofil sayisinin
Ulich ve arkadaglar (73)’nin yorumu ile agiklanabilecegi digiiniilmiigtir. Normal ratlarda
thG-CSF’iin neden oldugu notrofilinin kinetik ve mekanizmasini aragtiran Ulich ve
.arkadaslan1 (73) IV yolla uygulanan 20-200 pg/kg rhG-CSF’in dolasimdaki nétrofil
sayisint yaklagik 4-6 kat artirdigini; enjeksiyondan 30 dakika sonra baglayan ve 12. saatte
zirvey_e ulasan bu artigin kademeli bir distisle 24-36. saatlerde normale dondigini; daha
yikksek dozlarin daha inatg1 bir notrofiliye neden oldugunu gostermislerdir. G-CSF un
neden oldugu nétrofilinin, jeneralize bir miyeloid hiperplazinin sonucu oldugunu savunan
Ulich ve arkadaglar1 (73) miyeloid diferansiyasyonda en az dort mekanizmanin etkili
olabilecegini ileri siirmiiglerdir. G-CSF*iin uygulanmasim izleyen ilk 4-12. saatlarde bir
bilyiime faktorii gibi etki ettigini savunan galigmacilar miyeloblast ve promiyelositlerde
mitoz sayisini, hiicre biyiklaguni, bazofiliyi ve sitoplazmik grantilasyonu artirdigimi
belirtmiglerdir. G-CSF’un “kemik iligi serbestlestirici faktor” olarak rol oynadig: ikinci

mekanizmada kemik iligindekt matiir nétrofillerin sistemik dolagima gegigini artirdigini
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ifade etmislerdir. Ugtincii mekanizmay1 G-CSF’iin bir mediyator gibi davranarak nétrofil
adhezyon molekiillerini, endotel-nétrofil iligkisini etkiledigi ve bu yolla erken dénemde
hizli ve gegici bir periferik notropeniye yol agtig1 seklinde ozetleyen Ulich ve arkadaglart
(73) sonuncu mekanmzmada G-CSF’iin neden oldugu niikleer hipersegmentasyonun rol

oynadigini belirtmislerdir.

CLP yontemiyle sepsis olusturdugumuz 6 ratta kan notrofil sayisinda sepsis
indiiksiyonundan 12 saat sonra hem to kontrol degerine, hem de diger deney gruplarina
kiyasla anlamh bir degisiklik olugmadig: saptanmigtir. Bu sonucun, ratlarda ayni yontemie
intra-abdominal sepsis olugturan ve kan notrofil sayisinda sepsis indiikksiyonunu izleyen 6.,
12., 18. ve 24. saatlerde anlamh bir degisiklik gozlenmedigini bildiren Toda ve arkadaglan
(27ymin sonuglan ile uyumlu oldugu belirlenmistir. Insanda endotel hiicrelerini ve
fibroblastlart G-CSF sentezi igin stimiile eden IL-1’in, CLP’un letalitesini azalttigina
dikkati ¢eken bu galigmacilar, intra-abdominal sepsisin 16kositlerde IL-1 reseptorlerinin
agiga cikmasim azalttigim ve lokosit aktivitesini bozdugunu vurgulamiglardir. Toda ve
arkadaglar1 (27) G-CSF™in kemik iligi hiicrelerinde IL-1 reseptorlerinin agiga ¢ikmasini
stimiile edebildigine; G-CSF ile IL-1 reseptorleri arasindaki bu pozitif feed-back
mekanizmasinin enfeksiyona karst defans gelisimiyle yakindan iligkili olduguna dayanarak
peritonit gibi enfeksiyonlarda diger proinflamatuvar sitokinlerle birlikte G-CSF
uretildigine dikkati gekmiglerdir. Sepsis grubunda anlamli bir degigiklik saptamadiklan
kan noétrofil sayisim ciddi enfeksiyonlarda endojen G-CSF’in nétrofil fonksiyonlarim
etkileme konusunda yetersiz kalmas: ile agiklamaya calisan aragtirmacilar, bu noktay:
agikliga kavugturmak igin sepsiste G-CSF™i de igerecek sekilde dolagimdaki sitokinlere
iliskin degisiklikleri konu alan ileri caligmalara gereksinim duyuldugunu belirtmiglerdir.

Ratlarda CLP yontemi ile olugturduklan intra-abdominal sepsisi izleyen ilk 36 saatlik
donemde kan notrofil sayisinda anlamli bir degigiklik gozlenmedigini belirten Zhang ve
arkadaglar1 (14) sepsis inditksiyonundan 48 saat sonra dolagimdaki nétrofillerde olusan
yaklasik %40 oranindaki dugiigin sepsis sirasinda konakgimin  kan  nétrofil
konsantrasyonunu sirdiirme ve immiin efektor hiicrelerin artmig gereksinimi karsilama

konusunda yetersiz kalmalarindan kaynaklandigini ifade etmiglerdir.
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Ratlarda fulminan intra-abdominal sepsiste miyelopoezisi ve konake¢1 savunmastni artirmak
amactyla rhG-CSF uygulayan Lundblad ve arkadaslar: (15), kan notrofil sayisinda sepsisi
izleyen 4. saatten itibaren anlaml: bir diigiis gozlendigini saptamislardir. Sonuglarini, sepsis
sirasinda nétrofillerin enfeksiyon odaginda tiiketilmesi; akciger, dalak, karaciger gibi uzak
ve enfekte olmayan organlarda sekestre olmastyla agtklayan Lundblad ve arkadaslart (15),
sepsiste  artmig notrofil  dongusini  karsilayacak diizeyde bir miyelopoezisin

gergeklesmemesi halinde notropeni gortilebilecegini ifade etmiglerdir.

Enfeksiyon odagina nétrofil gogliniin konu alindig bir baska galiymada Mercer-Jones ve
arkadaslar1 (74) farelerde CLP sonrasinda peritoneal makrofajlarin savunmamn birinci,
notropeni ile sonuglanacak sekilde peritoneal kaviteye go¢ eden notrofillerin ise ikinci
_basamagim olugturduklarini; bir seri nétrofilin ise karaciger ve akcigerde sekestre

oldugunu saptamglardir.

Sepsis Grubu’na benzer sekilde Sepsis+G-CSF Grubu’nda da kan nétrofil sayisinin hem to
kontrol degerine, hem de diger ¢alisma gruplanina kiyasla anlamlh bir degisiklik
sergilemedigi belirlenmistir. G-CSF Grubu’ndaki normal ratlarda kan notrofil sayisinda
anlamli bir artisga neden oldugunu saptadigimiz thG-CSF’iin sepsis olusturulmug
deneklerimizde noétrofiliye yol agmamasi rhG-CSF’iin sepsiste enfekte odaga olusan
notrofil gégiinii daha da artiriyor olmasiyla agiklanabilir (27). Sepsis+G-CSF Grubu’nda
elde ettifimiz bu sonucun ratlarda CLP yontemiyle olusturduklar: intra-abdominal sepsis
modelinde sepsis indiiksiyonundan ii¢ saat sonra 15pg/kg dozda uyguladikiari thG-CSF’tin
““terapotik -etkinligini-aragtiran ‘Toda -ve arkadaglan (27)’'mn. verileriyle -uyumlu -oldugn
saptanmustir. Sepsis tablosunda rhG-CSF enjeksiyonunun ardindan mortalite orammin
belirgi'n sekilde azaldigini, kan notrofil sayisinda ise anlamh bir degisiklik gozlenmedigini
ifade eden bu ¢alismacilar peritoneal kavite nétrofil sayisinda anlamli bir artig oldugunu
belirlemislerdir. Toda ve arkadaglant (27) thG-CSF uyguladiklan sepsis grubunda yagam
siiresinde gozledikleri olumlu degisikligi rhG-CSF’un etkisi ile aktive olmug notrofillerin
enfeksiyon bolgesinde birikmesi ile agiklamuslar; G-CSF’iin nétrofillerin kemotaktik
aktivitesini ve endotel hiicrelerine adhezyon yetenegini artirdigim dikkate alarak, periferik

nétrofil sayist artmasa da mevcut hiicre goguinin efektif olabilecegi sonucuna varmiglardir.
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CLP yontemini kullanan ve sepsis indiiksiyonundan 1 saat sonra, peritoneal l6kosit
fonksiyonlarim giiglendirmek amaciyla SC yolla 50 pg/kg dozda rhG-CSF uygulayan
Zhang ve arkadaslan (14), kan notrofil sayisinda 4. saatte baslayan ve 12. saatte zirveye
ulasan bir artig saptadiklarim bildirmiglerdir. Caligmacilar, erken dénemde ortaya ¢ikan
notrofilinin kemik iliginden sistemik dolagima matiir ve immatir notrofil giriginin
tetiklenmesi ile agiklanabilecegini; kan notrofil sayisinda geg donemde de siiren artigin ise
kok hiicrelerdeki proliferasyondan kaynaklanabilecegini ifade etmiglerdir. Sepsis modeli,
rhG-CSF uygulama yolu ve zamam yoniinden aymi yontemleri kullanmis olmamiza karsin,
Zhang ve arkadaglan1 (14)’ninkinden farkli sonuglar elde etmiy olmamiz, s6z konusu
kosullarda kan nétrofil sayisinda, kullanilan rthG-CSF dozunun etkili olabilecegini telkin

etmektedir.

Akut inflamasyonu presipite eden olaylar kaskadim baglatmada aktif bir rol oynayan
“Erken Yanit Sitokinleri’nden olan TNF-a’min serum diizeylerine iliskin 6l¢timler, Sham
Grubu’nda gerek t, kontrol degerine, gerekse diger ¢aliyma gruplarina kiyasla anlamh bir
degisiklik olugsmadigim gostermisti. Bu sonucun, eksperimental endotoksemi
modellerinde endotoksin uygulanmastnin ardindan 1 saat gibi erken bir donem ig¢inde TNF
diizeylerinin yiikseldigi ve 3 saat iginde kontrol degerine dondiigiinii gsteren galigmacilara

ait verilerle uyumlu oldugu gozlenmistir (37-40 ).

Serum TNF-a diizeylerine iliskin en garpici sonuglarin elde edildigi G-CSF Grubu’nda
~ hem t, kontrol, hem de Sham, Sepsis, Sepsis+G-CSF Gruplari’na kiyasla anlamli bulunan
diusiisin G-CSF’iin TNF-o tizerinde olugturdugu direkt stipresyondan kaynaklandig:
sonucuna vartmgtir (10). Normal deneklerde G-CSF uygulamasinin TNF-a diizeyi
iizerine etkisinin aragtiwildigi herhangi bir eksperimental ¢aliymaya rastlanamamugtir.
Ancak géniilliillerde G-CSF’iin kan sitokin yanitina etkisinin ex vivo olarak aragtirildig: bir
¢aligmada noétrofillerden ve monositlerden IL-1 reseptor antagonisti (IL-1ra)’nin

serbestlestigi ve bunun da IL-1 ve TNF salinmasim baskiladig gosterilmistir (7).
Caliymamizin Sepsis Grubu’nda serum TNF-o diizeyinde istatistiksel olarak anlamli

bulunmayan bir artig saptanmistir. Ratlarda olusturduklari fulminan intra-abdominal

sepsiste serum TNF konsantrasyonunda gegici bir artiy gozlendigini bildiren Lundblad ve
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arkadaglar1 (26), 4.saatteki artigin 8.saatte saptanamadigini ifade etmislerdir. Eichacker ve
arkadaslart (16) da kopeklerdeki bir bakteriyel sepsis modelinde serum TNF diizeyinin
sepsis induksiyonundan 2 saat sonra zirveye ulagtifini, 4.saatten itibaren diigme
gosterdigini ve 8 saat sonra ise kontrol degerine dondigiint belirlemiglerdir. Sepsis
modellerinde serum TNF-o dizeylerine iliskin bu celigkili veriler; klinik sepsiste
dalgalanan ve tekrarlanan TNF serbestlesmesinin giinlerce siirebildigi seklindeki

sonuglarla agiklanabilir (75-77).

Sepsiste uygulanan G-CSF’in TNF-a dizeyine etkilerinin aragtirildii eksperimental
¢alismalarin tiimiinde G-CSF enjeksiyonunun sepsis indiiksiyonu 6ncesinde ya da sirasinda
..gerceklestirildigi; en erken 90.dakikaya, en geg 8.saate ait TNF-a diizeylerinin belirlendigi
dikkati ¢gekmektedir. S6z konusu ¢aligmalarin timiinde sepsiste G-CSF uygulamasinin
TNF-a diizeyinde anlamli bir disiige neden oldugunu belirleyen ¢aligmacilar bu sonucu,
G-CSF’un;

-direkt bir etki ile makrofajlérda TNF sentez ve serbestlesmesini siiprese etmesine;

-indirekt bir etki ile, notrofillerin fagositik aktivitelerini artirmasina ve bu yolla TNF

sentezini stimiile eden faktori ortadan kaldirmasina baglamiglardir (10,16,26).

Literatiirden elde edilen verilerden farkh olarak bu ¢aligmadaki Sepsis+G-CSF Grubu’nda
TNF-a diizeyinde bir diigiis belirlenmemis olmasinin;
-G-CSF uygulamasinin sepsis inditksiyonundan 1 saat sonra gergeklestirilmesinden,
-TNF-o diizeyinin sepsis indiiksiyonundan-12 saat sonra belirlenmesinden vefveyas,
-klinik sepsiste saptanan ve giinlerce siirebilen “dalgalanan, tekrarlanan TNF

serbestlegmesi”nden kaynaklanabilecegi kamsina vanimgtir,

Notrofillerin azurofil graniillerinde bulunan, nétrofil sekestrasyonunun kantitatif olarak
Olgiilmesinde duyarlt bir gosterge olusturan ve ¢aligma gruplarnnin timiinde t, kontrol
degerine kiyasla anlamh bir degisiklik gosterdigi belirlenen MPO aktivitesinin Sepsis ve
Sepsis+G-CSF Gruplarinda Sham Grubu’na kiyasla anlamli boyutta bir artig sergiledigi

gozlenmigtir.
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Alt1 ratta laparotomi uygulayarak olusturdugumuz Sham Grubu’na ait akciger dokusu
MPO aktivitesi sonuglarini kiyaslayabilecegimiz eksperimental veya klinik bir aragtirmaya
rastlanamamg; bu ¢aligma grubunda t, kontrol dlgilerine kiyasla anlamli bulunan MPO
aktivitesi artiglari;

-laparotominin olusturdugu cerrahi stimulusun lokal ve/veya sistemik bir inflamatuvar
yanit1 tetiklemis olmasina;

-Erken Yamit Sitokinleri’ne bagh olarak kan notrofil sayisinda anlamli bulunmasa da
bir artig gézlenmesine,

-sayilart ve biyiik olasilikla fonksiyonlari degisime ugramig olan nétrofillerin, agilan
intra-abdominal kavitede enfekte bir odak bulunmadig: igin akciger, karaciger, dalak gibi

uzak organlarda sekestre olmasina baglanmigtir (78,79).

Calismamizin G-CSF Grubu’nda akciger dokusu MPO aktivitesinde t; kontrol degerine
kiyasla anlamli bulunan artigin Allen ve arkadaslan (52)’nin klinik bir ¢caligmalarindan elde
ettikleri sonuglarla agiklanabilecegi dustinilmigtir. “Saghklh Goniilliillerde thG-CSF’iin
Notrofilin Oksidatif Fonksiyonlar: Uzerine In Vivo Etkileri” baglikli bu galismada 30-300
pg/gin dozda uygulanan G-CSF’iin matiir notrofillerin daha fazla miktarda azurofilik
granill ve MPO igermesine yol agtif1 belirlenmigtir. Daha yiiksek dozda G-CSFiin notrofil
gelismesinde sola kaymaya neden olarak daha az segmentasyonu olan daha biyik
nétrofillere, azurofilik graniilasyonda ve MPO igeriginde artisa neden olacag
gosterilmigtir. thG-CSF preparati olarak kullanilan Filgrastim’in konu alindigt bir
derlemede de ajamin saglikl: goniillilerde notrofiliyi tetikledigi; dozla-orantili bir gekilde
immatiir hiicrelere dogru bir sola kaymaya neden oldugu ifade edilmigtir. Filgrastim’in 1
p.g/kg' dozda uygulandigt gonillillerde periferik kanda saptanamayan band seklinde
nétrofiller ve immatir nétrofillerin ajanin 10 pg/kg dozda uygulandig: olgularda total
lokositlerin %20’sini olusturdugu ve bu oranin 60 pg/kg’lik enjeksiyonlarin ardindan
%35¢ ulagti1 belirlenmigtir. Filgrastim ile tedavi edilen hastalarda ise nétrofillerde Dohle
cisimleri, aziirofilik granill artisi, hiper veya hiposegmentasyon gozlenebilecegi ifade

edilmigtir (50).

. YKSEROSR ST KORTTL
T aRARTASY T RIS
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Literatir taramasi ile sepsis modelinde akciger dokusu MPO aktivitesi degisikliklerinin
arastirildig: iki eksperimental ¢aligmaya ulasilmistir. Domuzlarda endotoksine karsi olugan
sistemik ve pulmoner yanitlar iizerine G-CSF’iin etkisini arastiran Fink ve arkadaglan (30),
sepsis olusturduklar 4 gruptaki denekleri, 1. Grupta serum fizyolojik ile, 2. Grupta Ringer
Laktat soliisyonu ile resisite etmigler, 3. Grupta herhangi bir sivi tedavisi uygulamayan
calismacilar 4. Grupta sepsisten 5 giin énce 1V yolla uyguladiklari 5 pg/kg G-CSF ile
gergeklestirdikleri bir tedavinin etkisini aragtirmiglardir. Normal domuzlarda akciger
dokusu MPO aktivitesine ait kontrol degerlerinin saptanmadigi bu ¢aligmada G-CSF
uygulanan sepsis grubunda belirlenen MPO aktivitesinin, serum fizyolojik ile resiisite
edilen sepsis grubuna kiyasla anlamli derecede daha fazla oldugu saptanmigtir. Bu sonucu
sirpriz olarak kargilamadiklarim belirten Fink ve arkadasglani (30), G-CSF tedavisinin
“rieden oldugu ‘nétrofilinin akcigerde daha fazla lokosit sekestrasyonu -ile-sonuglandiz:

goriistinii savunmuglardir.

Sepsis modelinde akciger dokusu MPO aktivitesi degisikliklerinin aragtirildig: ikinci
caligma domuzlarda polimikrobiyal sepsis ve hemorajik ok modelinde G-CSF’{in konakg1
savunma mekanizmalarina etkilerini g¢alisan Patton ve arkadaglari (13)’na aittir. Sepsis
olusturduklari deneklerden elde ettikleri akciger dokusu MPO aktivitesi degerlerini
sepsisthemorajik sok olugturarak 5 pg/kg dozda G-CSF enjekte ettikleri deneklerden ve
“sepsis + hemorajik sok + plasebo” uyguladiklari gruptan elde ettikleri sonuglaria
kargilagtiran Patton ve arkadaglart (13), gruplar arasinda anlamli bir fark olugmadigim
saptamuglardir. Akciger dokusu MPO aktivitesi degerlerini hemodinamik veriler,
 bronkoalveoler lavaj sivisina ait protein-16kosit igerigi ve abdominal otopsi bulgulan ile
birlikte degerlendiren galigmacilar, sonuglarim resiisitasyon agamasinda uygulanan G-
CSFiin nétrofil proliferasyonunda ve fonksiyonundaki artig nedeniyle travma sonrasinda
gelisen sekeli azalttidi, notrofil kaynakli akciger reperfizyon hasarina yol agmadig:

seklinde yorumlamuglardir.

Caligmamizin Sepsis ve SepsistG-CSF Gruplarinda akciger dokusu MPO aktivitesinde
gozlenen, hem tg kontrol degerine, hem de Sham Grubu’na kiyasla anlamli bulunan artigin,
Fink ve arkadaglari (30) ile Patton ve arkadaglari (13)’min yorumlanyla agiklanabilecegi

kamsina varlmagtir.,
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Ratlarda intra-abdominal sepsis modelinde uygulanan G-CSF’in akciger iizerine etkisinin
aragtinldig ¢alismamizda tiim gruplara ait akciger dokusu MPO aktivitesi degisikliklerinin
hem literatiir ile direkt veya indirekt bir uyum sergiledikleri hem de klasik bilgilerle
aciklanip yorumlanabildikleri gozlenmistir. Notrofil akiimiilasyonunun kantitatize
edilmesinde giivenilir bir gosterge olusturdugu belirlenen MPO aktivitesi ile dokudaki
hiicre sayis1 arasinda lineer bir iliski bulundugunu kanitlayan galigmacilarin verilerine
dayanarak MPO aktivitesine paralel veriler saglayacagimizi oOngordigumiz akciger
notrofil histopatolojik skorlamasimin farkli bir dagilim sergiledigi gozlenmistir. Akciger
dokusu MPO aktivitesi yoninden sadece t; kontrol degerine kiyasla anlamli bir
degisikligin saptandigi Sham Grubu’nda histopatolojik degerlendirme sonuglarinin Sepsis
- -@Grubu’na kiyasla-anlamli ‘derecede fazla nétrofil ‘akiimiilasyonunu isaret ediyor olmasi, bu

uyumsuzlugun en ¢arpici 6rnegini olusturmaktadir.

Sham Grubu’nda akciger dokusu MPO aktivitesi ile histopatolojik skorlamamin ¢eligkili
veriler sergiliyor olmalari yant sira “ akciger nétrofil histopatolojik skoru” na ait to kontrol
degerinin de “1” in ilizerinde bulunmas: histopatolojik verilerimizin yorumlanmasim

glclestirmistir.

Akciger notrofil histopatolojik skorlamasina ait verilerimizin yorumlanmasi ve
kiyaslanmasi amaciyla yapilan literatir taramasinda, ratlarda CLP yontemiyle olugturulan
intra-abdominal sepsis modelinde hG-CSF’un terapotik etkinliginin aragtinildign iki
" 'kaynaga ulagiimigtir. Sepsis grubunda sepsis indiiksiyonundan 12 saat sonra akcigerlerde
anlamli boyutta nétrofil infiltrasyonu saptadigim bildiren Toda ve arkadaglari (27), sepsis
indﬁké.iyonundan 3 saat sonra IP yolla 15ug/kg dozda rhG-CSF uyguladiklan sepsis+G-
CSF grubunda nétrofil infiltrasyonunda belirgin diigiis gozlediklerini belirtmiglerdir.
Deneklerinde akciger histopatolojisi disinda yasam siiresi; peritoneal notrofil sayisi;
karaciger, dalak, ¢ekum ve bobrek histopatolojisini de aragtiran ¢aligmacilar sonuglarini
thG-CSF’in notrofil fonksiyonunu konakg¢1 savunmasi lehine regile edebildigi; tedaviye
enfeksiyon indiiksiyonundan sonra baglansa bile ciddi bakteriyemi ve sepsisten Oliimii

engelleyebildigi seklinde yorumlamiglardir.
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“rhG-CSF” ve “Sepsis” olarak adlandirdiklar1 2 grup denekten elde ettikleri sonuglar,
sepsis indiiksiyonu strasinda IV yolla 10 pg/kg dozda thG-CSF uyguladiklar “Sepsis+G-
CSF” grubundan sagladiklan verilerle kiyaslayan Lundblad ve arkadaglani (26) ise,
sepsisin akcigerde anlaml: bir histopatolojik degisiklige neden olmadigini; thG-CSF’iin de
hem sagliklh hem de septik ratlarda akciger histopatolojisini etkilemedigini ifade
etmiglerdir. Calismalarinda akciger histopatolojisi disinda kan bakteri sayisini; kan
endotoksin, TNF-a, endotelin-1 ve laktat diizeyini; hematokrit degerini; mortalite oranini;
karaciger, dalak ve bobrek histopatolojisini aragtiran Lundblad ve arkadaglan (26),
sonuglarim1 thG-CSF’iin bakteri ve endotoksin klirensini olumlu yonde etkiledigi, TNF ve
endotelin-1 konsantrasyonlarini siiprese ettigi, konak¢1 savunma mekanizmasi ve yasam
. suresini iyilestirdigi seklinde yorumlamislar ve notrofil kaynakli doku hasarlanmasina vol
agmadift goriigind savunmuglardir. “Sepsis + G-CSF” gruplarinda sepsis gruplarina
kiyasla akcigerdeki notrofil infiltrasyonunda belirgin bir digis saptayan Toda ve
arkadaslar: (27)’na kargin, Lundblad ve arkadaglar1 (26)’nin “Sepsis + G-CSF” gruplarinda
akciger histopatolojisinin etkilenmedigini belirlemis olmalarinin, thG-CSF*iin uygulama

yolu, dozu ve zamanina iligkin farklilikla agiklanabilecegi kanisina variimigtir.

S6z konusu c¢aligmalarda aym: yontem ile olusturulan sepsis gruplarinda sepsis
indiiksiyonunun 12. saatinde belirlenen histopatolojik veriler yoniinden ortaya gikan farkin,

kullanilan degerlendirme yonteminin kalitatif olmasi ile agiklanabilecegi diisiiniilmiistiir.

- Benzer yekilde, bu-galigmaya ait akeiger notrofil histopatolojik-skorlamasma -ait-degerterin
kendi iglerindeki tutarsizhiklart ve aym dokularda belirlenen MPO aktivitesi ile
uyumsuzluklarinin da kullanilan histopatolojik degerlendirmenin semi-kantitatif bir
yontem olmasindan kaynaklanabilecegi; bu nedenle, akcigerlerde olugan degisikliklere
ilisgkin yorumlanimzin histopatolojik degerlendirmeden ¢ok akciger dokusu MPO
aktivitesine dayandirtimasinin uygun olacagi kamsina varilmigtir. Sepsis ve Sepsis + G-
CSF Gruplann arasinda akciger dokusu MPO aktivitesi yoniinden anlamli bir fark
saptanmamig olmasi, thG-CSF’iin sepsisin neden oldugu pulmoner nétrofil infiltrasyonunu
anlamli boyutta etkilemedigi seklinde yorumlanmustir. Akcigerin histopatolojik olarak

degerlendirilmesinde anlamli derecede 6dem ve hemoraji saptanmamig, nekrotik doku
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alanlarinin gozlenmemis olmasinin da bu yorumu giiglendirip dogruladigi sonucuna

vartmigtir.
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SONUC

Ratlarda CLP yontemi ile olusturulan intra-abdominal sepsis modelinde, sepsis
indikksiyonundan 1 saat sonra SC yolla uygulanan 25 pg/kg dozdaki rhG-CSF’in
olusturdugu etkiler sepsis indiiksiyonundan 12 saat sonra degerlendirilmis; uygulanan rhG-
~C8F*in

- kan notrofil sayisi, serum TNF-a diizeyi ve akciger dokusu MPO aktivitesinde
sepsise bagl olarak gozlenen degisiklikleri anlamh boyutta etkilemedigi,

- notrofillerin akciger iizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi yoniinden, kantitatif
bir yontem olan akciger dokusu MPO aktivitesinin, histopatolojik degerlendirmeye kiyasla
usttinlik tasidigy;

- SC yolla uygulanan 25 pg/kg dozdaki rhG-CSF’in sepsise bagh akciger
degigikliklerini olumsuz yonde etkilemedigini telkin eden bu sonuglarin klinige
uyarlanmadan once, sepsis inditksiyonunda, sirasinda veya sonrasinda uygulanan degisik
dozlarin kullamildig: ve daha ge¢ donemlere ait verilerin toplandig1 ¢ok sayida deneysel

calismaya gereksinim duyuldugu sonucuna varildi.
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OZET

Ratlarda g¢ekal-ligasyon perforasyon (CLP) yontemiyle olusturulan intra-abdominal sepsis
modelinde uygulanan recombinant human graniilosit koloni-stimiilan faktor (rhG-CSF)’iin
serum timoér nekrozis faktér (TNF) duzeyi ve akcigerlerdeki nétrofil infiltrasyonu
tzerindeki etkilerinin arastinldign galismamiz, Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi
~ Deneysel Tibbi Aragtirmalar Efik Kurulu’ndan onay ainarak Fakiiltemiz Muttidisipiiner

Deney Hayvanlan Laboratuvari’nda gergeklestirildi.

Caliymamizda agirliklan 200-220 gr arasinda degisen 32 adet digi Wistar rat1 kullanulds;, 2

rat kan ve doku ornekleri alinamadan kaybedildigi i¢in 30 rata ait veriler degerlendirildi.

Ratlarda kan nétrofil sayisi, serum TNF-o diizeyi, akciger dokusu miyeloperoksidaz
(MPO) aktivitesi ve histopatolojisinin kontrol olarak kabul edilebilecek deger ve
goriintiilerinin belirlenmesi amaciyla 6 denekte ¢aligildi. Kan ve doku &rnekleri eter

anestezisi altinda gergeklestirilen sternotomi aracihig ile elde edildi.

Cerrahi girisimin arastirilan parametreler lizerine etkisinin degerlendirilmesi amaciyla
olusturulan ve 6 denek igeren Sham (Taklit) Grubunda, sadece laparotomi uygulands;

laparotomiyi izleyen 12. saatte kan ve doku émekleri alind1.

Subkiitan (SC) yolla ve 25 pg/kg dozda uygulanan rhG-CSF’un saghkh ratlarda
aragtirtlan parametreler tzerindeki etkilerinin belirlenmesi amaciyla olugturulan ve 6
denegi igeren G-CSF Grubu’nda kan ve doku ornekleri enjeksiyondan 11 saat sonra elde
edildi.
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CLP yontemi ile olusturulan intra-abdominal sepsisin etkilerinin aragtirildigi, 6 denegi
iceren Sepsis Grubu’nda kan ve doku ornekleri sepsis indilksiyonundan 12 saat sonra

alindi.

Sepsis + G-CSF Grubu olarak adlandinlan ve 6 denek igeren grupta, sepsis
inditksiyonundan 1 saat sonra SC yolla 25 pg/kg dozda rthG-CSF uygulandi; 12 saat sonra

kan ve doku ornekleri elde edildi.

Aragtirmadan elde edilen veriler ortalama * standart sapma (ort + ss) olarak sunuldu;

p<0.05 anlamli olarak kabul edildi.

G-CSF Grubu’nda saptanan kan notrofil sayisi artisi ve serum TNF-a diizeyi diisiisiiniin

hem kontrol degerlerine hem de diger gruplara kiyasla anlaml: oldugu belirlendi.

Tim gruplarda kontrol degerine kiyasla anlamh bir artig gosterdigi belirlenen akciger
dokusu MPQ aktivitesinin Sepsis ve Sepsis+G-CSF Gruplart’nda Sham Grubu’na kiyasla
anlamli derecede yiiksek oldugu saptandi.

Histopatolojik degerlendirme ile Sham ve Sepsis Gruplari’nda kontrol degerine kiyasla
anlaml bir nétrofil infiltrasyonu olustugu; Sham Grubu’ndaki nétrofil akiimilasyonunun

Sepsis Grubu’na kiyasla anlaml1 derecede fazla oldugu belirlendi.

Akciger histopatolojik skorlamasina ait degerlerin tutarsiz ve aym dokularda belirlenen
MPO aktiviteleri ile uyumsuz olmalari nedeniyle akcigerlerde olusan degisikliklere iligkin

yorumlarimiz histopatolojik degerlendirmeden ¢ok MPO aktivitesine dayandirild1.

Akciger dokusu MPO aktivitesi yoniinden Sepsis ve Sepsis + G-CSF Gruplan arasinda
anlaml bir fark saptanmamig olmasi thG-CSF’un akcigerlerde sepsisin neden oldugu
nétrofil infiltrasyonunu anlamhi boyutta etkilemedigi seklinde yorumlandi. Akcigerlerin
histopatolojik olarak degerlendirilmesi ile anlamli dercede 6dem, hemoraji saptanmamus,
nekrotik doku alanlani gozlenmemis olmasinin da bu yorumu giglendirip dogruladig:

sonucuna varildi.
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