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I. GIRIS

Sepsis, bir cok sistemi etkileyen, 6zellikle hemodinamik degisikliklere
yol acan, sok, organ fonksiyon bozuklugu ve organ yetmezligine kadar giden
klinik bir tablodur. Etyopatogenezinde ve tedavisinde kaydedilen ¢ok énemli
gelismelere ragmen en iyi merkezlerde bile sepsis yidksek mortalite
oranlarina sahiptir. Erken sepsisin hemodinamik gérinima sistemik oksijen
tiketiminde artma ve bozulmus oksijen kullaniminin eslik ettigi hipovolemi,
vazoregulatuar disfonksiyon ve myokard depresyonunu i¢erir. Hemodinamik
degisiklikler global doku hipoksisini olusturmaya katkida bulunur (1,2).

Sepsisli hastalarin %10-15’'inde yastan bagimsiz olarak myokard
depresyonu gdézlenir (3). Yeterli sivi replasmani kardiyak indekste genellikle
% 25-40 oraninda iyilesme saglar ve septik hastalarin yaklasik % 50’sinde
sadece sivi tedavisi ile hipotansiyon dizelmekte ve hemodinamik stabilite
saglanmaktadir (4,5). Yeterli sivi replasmanina ragmen hemodinamik
bozuklugu devam eden veya doku hipoperflizyonu olan hastalarda inotropik
ajanlar verilmelidir. B adrenerjik inotrop destekle, myokard depresyonunu
dizeltebilir, ancak kontraktiliteyi ve periferik vaskller direnci arttirici etkisi
nedeniyle altta yatan hipovolemiyi maskeleyebilir. Ayrica olusturabilecekleri
tasikardi nedeniyle oksijen tlketimi Uzerine olumsuz etkileri de gbzden
kacirimamalhdir.

Levosimendan akut ve kronik kalp yetmezliginde kullanilan, myokardin
kalsiyum duyarlihdini artiran ve vazodilatér etkiye sahip bir inotropik ajandir.
Daha 6énce yapilan deneysel septik sok modelinde levosimendanin sistemik
ve intestinal oksijen dagihminda ve kardiyak output'da iyilesme sagladigi
bildirilmistir (6).

Sepsisin erken ddénemlerinde karaciger kan akiminin anlamli olarak

azaldigi yapilan caligmalarda gésterilmistir (7,8). Karaciger kan akimindaki



bu azalma hepatosit ve kuffer hiicre hasarina ve proinflamatuar mediatérlerin
lokal ve sistemik salinimina neden olmaktadir (8).

Levosimendanin  dekompanze kalp  yetmezlikli hastalarda
proinflamatuar sitokinlerin serum seviyelerini azalttigi ve apoptozise gidisi
baskiladigi gésterilmistir (9).

Bu calismada deneysel sepsis modelinde levosimendanin, karaciger
kan akimi, karaciger dokusunda inflamatuar sitokin dizeyi, mitokondriyal
disfonksiyona etkisi ve apoptozis ile apoptotik yolaklara etkilerinin

incelenmesi amaglanmistir.



I.GENEL BILGILER

I.1.Sepsis

Sepsis, enfeksiyona kargl konagin sistemik bir yaniti olarak gelisen
kompleks bir klinik tablodur (10). Son yillarda patofizyolojisi daha iyi
aydinlanmasina; uygun antibiyotik kullanimi, hemodinamik ve ventilatér
destedi iceren yogun bakim tedavilerine ragmen, sepsis 6zellikle sok ve
coklu organ yetersizligi ile komplike oldugunda yluksek mortaliteye sahip bir
tablodur (11-13).

I.1.1. Sepsisle ilgili tanimlar

Sepsis ile ilgili durumlarin klinikte ifadesinde; bakteriyemi, sepsis,
sepsis sendromu, septisemi, septik sok gibi farkli terimler kullanilmigtir.
Sepsisin  taniminda farkli terimlerin  kullaniimasi, arastirma ve tedavi
protokollerinin karsilagtiriimasi ve sonuglarin yorumlanmasinda karigikliklara
neden olmustur. Bu nedenle “American College of Chest Physicians / Society
of Critical Care Medicine” 1992 yilinda yaptiklari ortak toplantida, sepsis ile
ilgili tanmimlart gbzden gecirerek yeniden belirlemiglerdir. Bu uzlagsi

toplantisinda kabul edilen tanimlamalar agagidaki sekildedir (14);

1.1.2. Enfeksiyon
Mikroorganizmalarin, normalde steril olan konak dokularinda

bulunmasi veya invazyonu sonucu gelisen inflamatuar yanittir.

11.1.3. Bakteriyemi
Canli bakterinin kan dolasiminda bulunmasidir. Bakteriyemi tanisi kan

kaltara pozitifligi ile konur.



I.1.4. Sistemik inflamatuar Yanit Sendromu (Systemic
Inflammatory Response Syndrome, SIRS)

Degisik agir klinik durumlara inflamatuar yanit olarak tanimlanmistir.
Enfeksiydz veya enfeksiydz olmayan (yanik, travma, pankreatit, hemoraji,
iskemi, immunolojik doku zedelenmesi gibi) nedenlere bagh gelisebilir ve
asagidaki durumlarin iki veya daha fazlasinin bulunmasi ile tani konur;

1. Vlcut 1sis1 >38 °C yada <36 °C,

2. Kalp hizi >90 atim/dk,

3. Solunum sayisi1 >20/dk ya da PaC02<32 mmHg,

4. Beyaz kure sayisi >12.000/mms3, <4000/mm? ya da kanda >%10 immatdr

6kosit olmasi.

I.1.5. Sepsis
Enfeksiyona verilen sistemik inflamatuar yanit olarak tanimlanir.

Enfeksiyon sonucu SIRS bulgularinin iki veya daha fazlasinin bulunmasidir.

I.1.6. Agir Sepsis

Sepsis ile birlikte organ fonksiyon bozuklugu, hipoperflizyon veya
hipotansiyonun bulunmasi durumudur. Hipoperfizyon ve perflizyon
bozuklugunda, laktik asidoz, oliglri veya mental durumda akut degisiklik
bulunabilir.

11.1.7. Septik Sok

Sepsiste, yeterli sivi tedavisine ragmen, hipotansiyon ile birlikte
perflizyon bozuklugu belirtilerinin (laktik asidoz, oligri, akut mental degisiklik)
devam etmesi durumudur. inotropik veya vazopressér ilag alanlarda
hipotansiyon olmaksizin perfizyon bozuklugu olabilir. Bu hastalar da septik
sokta kabul edilmelidir.

11.1.8. Sepsise Bagl Hipotansiyon

Sistolik kan basincinin 90 mmHg’nin altina dismesi veya diger
nedenler olmaksizin, bilinen sistolik kan basincinin 40 mmHg’ den daha fazla

dismesi olarak tanimlanir.



I.1.9. Coklu Organ Yetmezligi Sendromu (Multiple organ
dysfunction syndrome-MODS)

Akut hastalik tablosu iginde olan hastada organ fonksiyon
bozukluklarinin  bulunmasidir. Bu klinik tabloda tedavisiz homeostaz

saglanamaz.

1.2 Epidemiyoloji

Sepsis, septik sok ve organ yetmezligi gibi sepsis ile ilgili klinik
tablolarin gergek insidansini vermek Ulkemiz i¢in oldugu gibi diger Ulkeler icin
de zordur. Sepsis, Amerika Birlesik Devletlerinde tim 6lim sebepleri
arasinda 10. ve koroner yogun bakim digindaki yogun bakimlarda yatan
hastalar arasinda 2. sirada 6lim sebebidir (15,16).

ABD’de 1979 yilindan 2000 yihina kadar yapilan epidemiyolojik bir
calismada, 10.319.418 sepsis vakasi izlendigi ve bunun da hastaneye yatan
hastalarin %1.3’0n0  olusturdugu bildirilmistir (17). Yine ayni c¢alismada
sepsis insidansinda 22 yilda yillik % 8,7 ‘lik artis oldugu gbésterilmistir. Bu
artmig insidansin nedenleri, invaziv ara¢g ve girisimlerin artmasi,
imminosipresif ilaclar, kemoterapi, transplantasyon, HiV (Human
Immunodeficiency Virus) infeksiyonunda epidemik artis ve mikrobiyal
direncte artistir (16).

Tarkiye’de yapilan calismalarda yogun bakim Unitelerinde sepsis

insidansinin %7.6-15.8 arasinda oldugu bildirilmigstir (18-20).

1.3 Etiyoloji

Sepsiste baslica kaynak solunum sistemi enfeksiyonlaridir. Bunu
intraabdominal ve cerrahi saha enfeksiyonlari, Uriner sistem enfeksiyonlari
takip eder (21,22). Sepsis etiolojisinden bakteriler, virlsler, mantarlar ve
parazitler olarak pek cok farkli mikroorganizma sorumlu olabilmektedir. En
sik etken bakterilerdir. Toplumdan kazanilmis sepsis olgularinda en sik
etkenler E. coli (%25), S. Pneumonia (%16) ve S. aureus’tur (%14) (23).
Nozokomiyal sepsiste ise antibiyotikler kullanim alanina girmeden énce en

sik etken streptokoklar ve stafilokoklar iken; antibiyotik kullanim déneminde



gram negatif bakteriler gittikce artan oranlarda sepsis etkeni olarak izole
edilmeye baglanmistir (23-25). Son yillarda yapilan caligmalarda ise Gram
(+) bakteri sepsislerinde artis dikkati cekmektedir (26).

Vincent ve ark.’nin (21) 2006 yilinda yayinladiklari 23 Avrupa ulkesini
kapsayan calismada; sepsisteki hastalarin % 60‘inda kadltir pozitifligi
saptanmistir. Hastalarin % 40‘inda gram (+) organizma, % 38‘inde gram (-)
organizma, % 17‘inde mantar ve % 18‘in de ise karisik Ureme tespit
edilmistir.

1.4 Patofizyoloji

Sepsis patogenezindeki yeni gelismeler, tani ve tedavideki yenilikleri
de beraberinde getirmektedir. Uzerinde en fazla yogunlasilan gram (-) bakteri
sepsisidir. Gram (-) bakterilerin hlcre duvarini icte peptidoglikan tabaka,
dista lipopolisakkaritler, proteinler ve fosfolipitler olusturur. Lipopolisakkarit
tabakada yer alan endotoksin molekill hiicre membraninda kaldigr sirece
inaktiftir. Hlcrenin hizla blydmesi veya hicre yikimi sirasinda aciga cikan
endotoksin ve bu molekllin en i¢c kisminda yer alan lipid A maddesi,
sepsisteki olaylar dizisini baglatan anahtar molekuillerdir (27,28). Bunun
yaninda toksik sok sendromu toksini-1 (TSST-1), pirojenik ekzotoksin A,
Gram (+) bakteri veya mantar hiicre duvari yapilari, viral ve mantar antijenleri
sepsis kaskatini baslatabilir (29-31).

Sepsis fizyopatolojisi oldukca karmasiktir. Mikroorganizmalarin
hicresel yapilari ve toksinleri, dolasimdaki mononUkleer fagositleri, endotel
hicrelerini ve diger farkh bir ¢ok hicreyi uyararak gugli mediatbrlerin
salinmasina neden olurlar. Bunlarin en énemlileri; timoér nekrozis faktér alfa
(TNF-a), interldkin-1 (IL-1), interl6kin-2 (IL-2), interldkin-6 (IL-6), interldkin-8
(IL-8) ve trombosit aktive edici faktoérdur (PAF) (29-38). Mediatorlerin
salinimini takiben koagulasyon sistemi, kompleman sistemi, fibrinolizis ve
kinin sistemi aktive olur (29,36-38).

Sepsiste arasidonik asit metabolitleri de 6nemli rol oynar.
Siklooksijenaz yoluyla prostoglandinler ve tromboksan A2, lipooksijenaz

yoluyla ise |6kotrienler aciga cikar. Endotoksin ve TNF-a, IL-1 gibi



mediatbrler arasidonik asit metabolitlerinin acgida c¢ikmasini ve sentezini
aktive eder. Tromboksan A2 kuvvetli vazokonstriktdr ve prostoglandinler ise
vazodilatér etkiye sahiptir. Aragidonik asit metabolitleri, ates, tasikardi,
takipne, ventilasyon-perflizyon bozuklugu ve laktik asidoz olusumunda rol
alirlar (39).

Enfeksiyona sistemik yanit bu salinan mediatérler tarafindan
olusturulur. Bu mediatérlerin bir kismi proinflamatuar (TNF-a, IL-1, IL-8) ve
bir kismi ise antiinflamatuar (IL-4, IL-10) &zellige sahiptir. Sepsis
patogenezinde rol oynadidi bilinen proinflamatuar, antiinflamatuar sitokinler
ve diger molekuller Tablo-1'de gérilmektedir. Normalde sitokin yaniti belli bir
dizen icerisinde duzenlenir. Bu dlUzenin bozulmasini proinflamatuar
reaksiyon (SIRS) veya kompansatuar antiinflamatuar reaksiyon takip eder.

Bu reaksiyonlarin sonucu olarak ta sepsis klinik tablosu ortaya c¢ikar (40).

1.4.1. Timor Nekroz Faktor-a (TNF-a)

TNF-a inflamasyonun primer mediatéridir ve ¢ok sayida enfeksiy6z
ve non-enfeksiy6z inflamatuar hastalikta salinir (41). TNF-a primer olarak
LPS’nin uyardigi mononikleer fagositlerden dretilir. TNF-a inflizyonu
hayvanlarda karakteristik septik semptomlara neden olur (42-45). Bakteriyel
endotoksin ile olusturulan insan ve hayvan sepsis modellerinde, TNF-a hizla
aktive olmakta ve plazmada tespit edilmektedir. Michie ve ark. tarafindan
yapilan bir calismada; saghkli goénullilerde Escherichia coli endotoksini
inflzyonu sonrasi TNF-a konsantrasyonunun anlamli olarak artigi ve 1 saat
sonra pik yaptigi g0Osterilmigtir (46). Daha sonra yapilan ¢alismalarda da
benzer sonuclar elde edilmis ve TNF-a’'nin endotoksin inflizyonundan 60-90
dakika sonra pik yaptig1 gozlenmistir (47-49).

TNF-a sitokin kaskadin aktivasyonunda ve inflamatuar yanitin
koordinasyonunda énemli rolii vardir. in vitro olarak TNF-a diger sitokinlerin
(IL-1B, IL-6, IL-8) gulclh indUkleyicisidir. Endotoksin enjekte edilen cesitli
deney hayvanlarinda, anti TNF-a antikorlari ile tedavi sonrasi IL-1 8, IL-6, IL-
8 dUretiminde azalma olmustur. Buna ilaveten morbitite ve mortalite de
azalmigtir (50-53).



Tablo-1: Sepsiste inflamatuar mediatérler

Konak hiicre

Proinflamatuar
Mediatorler

Dlizenleyici
Mediatorler

Anti-inflamatuar
Mediatorler

Monosit/makrofaj

TNF-a,lL-1,IL-8,
IFN-y, doku
faktord,
prostonoidler,
|6kotrienler, PAF,
NO

IL-6
IL-12

IL-1Ra
STNFr
TGF-B

Notrofiller

integrin
ekspresyonu,
stiperoksit, TNF-
a, IL-1

BPI, defensinler,

asikloksiasilhidrolaz

Lenfositler

IFN-y, TNF-a

IL-12

IL-4, IL-10, slL-2r

Endotel hiicresi

selektin,VCAM,
ICAM, NO, doku
faktord

Trombositler

serotonin,
prostonoidler

PDGF

Plazma
Komponentleri

koagulasyon
kaskadl,

CRP, LBP

kompleman
aktivasyonu,
bradikinin

BPI, bakteriyel/permebilite arttiran protein; CRP, C-reaktif protein; ICAM, hiicre i¢i adezyon
molekill; IFN-y, interferon y; IL-1Ra, interlokin-1 reseptér antagonisti; LBP, lipopolisakkarid
baglayan protein; NO, nitrik oksit; PAF, trombosit aktive eden faktér; PDGF, trombositten
aciga ¢ikan blyime faktdr(; sIL-2r, solubl IL-2 reseptdr; sTNFr, solubl TNF reseptér; TGF-3,
transforming blylme faktor(; TNF, timoér nekroz faktéri; VCAM, damar hiicre adezyon
molekdli.

11.4.2. interlokin-6 (IL-6)

IL-6 aktive T ve B hdicreleri, monositler, endotel hcreleri, epitel
hicreleri, fibroblastlar, keratinositler, hepatositler, néroglial hicreler gibi ¢cok
degdisik hicreler tarafindan Uretilen glikoprotein yapisinda bir sitokindir. IL-1,
IL-2, TNF-a, interferonlar, platelet-derived growth faktdr, IL-6 sentezini
artirirken; IL-4, IL-10, IL-13 inhibe eder (54). IL-6’nin c¢esgitli biyolojik etkileri
vardir. Bunlardan bazilari; B ve T lenfosit aktivasyonu, karacigerde akut faz
protein Uretiminin artirllmasi ve hematopoezin modulasyonudur (55). Ayrica
IL-6 koaguUlasyon sistemini ve hipotalamik ates merkezini uyararak endojen

olarak aktive eder (45,56).




Deneysel olarak bakteri veya endotoksin enjeksiyonundan sonra
plazmada IL-6 saptanmaktadir. IL-6’nin pik konsantrasyonu, TNF-a ve IL-1’in
pik konsantrasyonundan sonra olmaktadir. Saglikh génulltlerde yapilan bir
calismada TNF-a‘nin 1,5-2 saat, IL-6’'nin 4 saat sonra pik konsantrasyona
ulastigi gorulmastdr. IL-6 dlzeyleri ile sepsise bagdli mortalite ve morbidite
arasinda direkt bir korelasyon vardir. Sepsiste, IL-6 yuksekliginin kétl bir
prognoz kriteri oldugu kabul edilmektedir (57).

Sepsisli hastalarda IL-6 dlzeyleri yiksek olarak saptanmistir. IL-6’nin
intravendz verilmesi herhangi bir hemodinamik degisiklige, sistemik organ
yetmezligine ve sepsise neden olmamigtir. IL-6, sepsis ve endotoksemide
inflamatuar yanitin ayrilmaz bir parcasidir ve 6nceden Uretilmis IL-1 ve TNF-
a’ya kargl yanit olarak salgilanarak bunlarin Gretimini azalttig1 dagtlmektedir
(58).

IL-6, sepsiste diger sitokinlerden daha sik ve yaygin olarak rol
almaktadir. Plazma IL-6 dlzeyi sitokinlerin aktivasyonunda marker olarak
kullanilabilir. Konakgi inflamatuar yaniti ve hastaligin yayginligi ile korelasyon
gbsterir. Yapilan bir ¢ok klinik calisma bunu destekler niteliktedir (57,59).
Plazma IL-6 konsantrasyonu, sepsis ve sitokinlerin aktivasyonunda iyi bir
indikatérdar (57).

1.4.3. interl6kin-10 (IL-10)

IL-10, Tn2 lenfositler, monositler ve epitelyal hicreler tarafindan
Uretilen glclh antiinflamatuar bir sitokindir ve proinflamatuar sitokinlerin
Uretimini azaltmaktadir. IL-10 IL-1a, IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18,
granulosit-makrofaj koloni-stimulating faktér (GM-CSF), granulosit koloni-
stimulating faktér (G-CSF) tretimini baskilamaktadir. Endojen olarak Uretilen
IL-10, sepsiste konak savunmasinda 6énemli rol almaktadir. Antijen spesifik T
hicre aktivasyonunu O6nlemekie ve T hicre proliferasyonunu inhibe
etmektedir. Ayrica polimorfonukleer I6kositler ve aktive monositler tarafindan

IL-1 reseptdr antagonistinin saliveriimesini guclendirmektedir (60).



Marchant ve ark. (61) gram negatif ve gram pozitif sepsisli hastalarda
yaptiklari calismada IL-10'un salgilandigini fakat konsantrasyonunun 12-
2400 pg/ml arasinda degisebildigini ileri sirmaglerdir.

Endotoksemi ve sepsiste, IL-10 uygulamasinin, TNF-a salinimini ve
mortaliteyi azaltarak prognoz agisindan pozitif etkilere sahip oldugu deneysel
olarak gosterilmistir. Anti IL-10 uygulanan farelerde ise TNF-a saliniminin ve
mortalitenin  arttigr  gbézlenmistir. Hlcresel immdnitenin  inhibisyonunu

gerektiren durumlarda tedavi amagh kullanilabilir (60).

1.4 4. Apoptozis

Apoptozis (Programlanmig hicre o6luma) terimi, cok hicrel
organizmalarin genetik sifrelerinde bulunan “hlcre intihari” programlarinin
gelisimsel ve/veya cgevresel uyarimlarla etkinlesmesi sonucu ortaya ¢ikan,
gelisim ve farkllagsma sirasinda organ yapisi ve iglevlerinin aktif degisimini
saglayan fizyolojik hicre Olima olarak tanimlanmaktadir (62). Apoptozis,
yasli veya disfonksiyonel hcrelerin normal eliminasyonunda baslica
mekanizmadir. Ek olarak apoptozis yoluyla hicre 6lima, enfeksiyonun
kontrol altina alinmasi durumunda inflamatuar olaylarin sonlandiriimasini
saglayan énemli bir mekanizmadir. Bununla birlikte proinflamatuar sitokinler,
aktive makrofaj ve notrofillerdeki apoptozisi geciktirebilir. Bu etki sonucu
inflamatuar yanit uzar yada blylime gOstererek coklu organ yetmezligine
katkida bulunabilir.

Apoptotik hiicre 6lumindeki dizensizliklerin ayni zamanda sepsisteki
doku zedelenmesinde de kritik rol oynadidina inaniimaktadir. Apoptozis,
intestinal epitel hucreleri gibi hizli prolifere olan hicre populasyonlarini
selektif olarak sinirlayan normal bir fizyolojik mekanizmadir. Endotoksin,
sitokinler ve reaktif oksijen tarleri gibi ¢esitli inflamatuar mediatérler ile temas
eden parenkimal ve endotelyal hicreler stres gen ekspresyonu yaparak,
hizlandirilmis apoptozis ile yok edilirler.

Apoptozis, aktif enerji gerektiren bir strectir. Apoptozis sirasinda cesitli
genlerin kodladigi bazi proteinler hicre iginde aktif veya inaktif hale gelirler

(63,64). Buglne kadar saptanmis en az 30 protein ve bir o kadar da
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apoptoziste olasi roli dastnilen protein vardir. Bu proteinlerden en
bilinenleri Tablo-2’de gosterilmigtir. Apoptozis Bcl-2 grubu dimerize proteinler
tarafindan kontrol edilir. Bcl-2 geni, bir proto-onkogendir. Bazi antiapoptotik
(bcl-2, bcl-xl...) ve pro-apoptotik (bax, bad...) proteinler bu grupta yer
almaktadir.

Tablo-2: Apoptoziste rolli olan proteinler

Artiranlar Azaltanlar
= FAS (CD-95) = Bcl-2ile
= p53 iliskili
=  Nurr77 proteinler
» Glikokortikoid reseptor * (BHRF-1,
= C-myc bcl-xs)
= interlékin konverting = Soluble fas

enzim * Ras
= (iICE ve benzerleri) = Crm-A
= Bcl-2 ile iligkili proteinler = p53
= (Bad, Bax, Bak, Bcl-xs)

Apoptozun regulasyonu Bcl-2/Bax gen ailesi ile saglanir (65,66). Bu
ailenin 20 Uyesi tanimlanmistir; bunlardan bazilar Bcl-2, Bcel-xL, Bcl-w, Mcl-1
gibi apoptoz inhibitéridir (antiapoptotik), bazilari ise apoptozu uyarir ve
proapoptotik genler olarak tanimlanir (67). Proapoptotik genler: Bax (Bax,
Bak ve Bok) ve BH3 (Bik, Blk, Hrk, BNIP3, Bad, Bid gibi) olmak Uzere iki alt
aileye sahiptir (68). Bcl-2/Bax gen ailesinin Grtnleri, mitokondri ve ¢ekirdek
zarlarinin yani sira endoplazmik retikulum zarinin Gzerinde de yer alirlar ve
homodimer yada heterodimerler seklinde kompleks olusturarak caligirlar
(65,69). Ornegdin; Bcl-2'nin Bax ile olan etkilesiminde Bcl-2'nin oraninin daha
yuksek olmasi hicrenin yasamini strdirmesini saglarken, Bax'in daha fazla
olmasi durumunda hicre 6lime gitmektedir (70).

Son yillardaki, hiicrenin yagsami yada 6limU konusundaki arastirmalar
dikkatleri mitokondri Uzerinde toplamigtir (71). Mitokondriler c¢ift zarl
organellerdir. Bcl-2, 24-26 kDa'luk protein kodlayan bir protoonkogendir ve
Urettigi protein, mitokondrinin sitoplazmaya dénik dig zari Uzerinde ve
endoplazmik retikulumun bir bélimd olan cekirdek zarinda yerlesmistir. Bu

proteinler, iyon alig verisini diizenler ve zarin pargcalanmasina karsi koruyucu
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etki yaparlar. Ozellikle antiapoptotik genler iginde yer alan Bcl-xL'in
mitokondriyal hasari engelleyerek mitokondriyi korudugu ileri strtlmektedir.
Bu sayede apoptoz inhibisyonu gerceklesmektedir (68). Bcl-2 ailesinin bir
diger ilging 6zelligi de reaktif oksijen diizeylerinin apoptoz tzerindeki etkilerini
prooksidan gibi davranarak kontrol etmesidir (71). Bax proteinleri
sitoplazmada da bulunur. Apoptotik sinyalin alinmasindan sonra Bax
proteinleri, mitokondri zarinin "permeabilite gegis poru" na dogru ydnlenirler
ve buraya baglanirlar. Bu baglanma, segici iyon gegirgenligini
(permeabilitesini) azaltabilir. Zardaki bu degisiklikler nedeniyle sitokrom c ve
AIF (Apoptosis Inducing Factor) gibi mitokondri zari icinde yer alan faktorler
sitoplazmaya gecerler. AIF, dogrudan kromatin kondansasyonunun ve
nikleer fragmantasyonun meydana geldigi cekirdege dogru ydnelirken,
sitoplazmadaki sitokrom-C apoptozun en son basamaginda goérev alir.
Sitokrom-C, bir sitoplazma proteini olan Apaf-1'in aktivatdéridir. Sitokrom-
C'nin Apaf-1'e baglanmasi prokaspaz-9'u aktive eder ve olusan bu kompleks
"apoptosom" olarak isimlendirilir. Prokaspaz-9'un aktivasyonu, bir seri kaspaz
aktivasyonunu baslatir (65). Apaf-1 ayni zamanda ATP‘ye de baglanir. Bu

olay apoptozun neden enerji gereksinimi duydugunu agiklamaktadir (69).

I.5. Sepsis Tedavisinde Kullanilan Vazoaktif ilaclar

1.5.1. Dopamin

Dopamin, epinefrin ve norepinefrinin dogal prekirsoriadur, alfa, beta ve
dopa reseptoérlere doza bagli olarak cesitli farmakolojik etkileri vardir. Septik
sokta vazopressor olarak segilecek ilk ilag olarak 6nerilmektedir (72). 5
pg/kg/dk’nin altindaki dozlarda dopaminerjik reseptérler (DA1,DA2) araciligi
ile renal, mezenterik ve koroner damarlarda vazodilatasyona neden olur
(73,74). 5 -10 pg/kg/dk’hik dozlarda B adrenerjik etkisi 6n plana cikarak
kardiyak kontraktilite ve kalp hizinda artisa neden olur. 10 pg/kg/dk’nin
Uzerindeki dozlarda a; adrenerjik etki ile arteriyel vazokonstriksilyona ve kan

basincinda artisa neden olur.
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Dopaminin 5 pg/kg/dk’nin altindaki dozlarda dopaminerjik etki ile renal
kan akimini koruduguna inanilmaktaydi. Fakat Bellomo ve ark. tarafindan
Avustralya’da yapilan randomize, cift-kér calismada; septik gsoktaki
hastalarda dopaminin renal yetmezlikten korumadigi gosterilmigtir (75). Daha
sonra 2001 yilinda yayinlanan bir metaanalizde bu ¢alismayla benzer sekilde
renal dozda dopaminin mortalite, akut renal yetmezlik ve diyalizden
korumadigi bildirilmistir (76). 2008 yilinda yayinlanan kilavuzda renal koruma
icin disUk doz dopamin 6nerilmemektedir (77).

Dopamin pulmoner santi, akcigerin az havalanan bdlgelerindeki kan
damarlarini, kardiyak outputtaki artisa bagl olarak agarak artirmaktadir.
Ancak PaO, relatif olarak sabit kalmaktadir. Bunun nedeni miks vendz
oksijen saturasyonunda artis ve/veya hemodinamik iyilesme olabilir.

Dopaminin oksijen aliminda artisa yol actigi gosterilmistir, ancak
dopaminin hesaplanan veya Olctlen oksijen tlketimi Gzerindeki etkileri
karnisiktir. Oksijen atilim orani, doku oksijenasyonunda iyilesme olmadigini
disundirecek sekilde tipik olarak azalir (78-80). Bu durum vital organlardaki
mikrosirkUlatuar akimin iyilesmesindeki bozulmaya veya bazi hastalarda
anlamli doku oksijen ihtiyacinin eksikligine bagl olabilir (80).

Dopamin, sepsiste yeterli sivi tedavisine ragmen hipotansif kalan
hastalarda, ortalama arteriyel basincini % 24 artirmaktadir. Dopamin
ortalama arteriyel basinci ve kardiyak output'u 6ncelikle stroke volimde
artisa ve daha az olarak kalp hizinda artisa bagl olarak artirir (78). Santral
vendz basinci, pulmoner kapiller ttkanma basinci, sistemik vaskuler rezistans
indeksi ve pulmoner arter rezistans indeksinde degisiklik yapmaz. 20
pg/kg/dk’nin Ustindeki inflzyonlarda dopamin sag kalp basincini artirir (81).

Ozet olarak dopamin yeterli sivi tedavisi sonrasi hipotansif kalan
hastalarda da ortalama arteriyel basinci etkin olarak artirir. Diger vazopresor
ilaclara goére tasikardi ve aritmojenik etki dopaminin istenmeyen etkileridir.
Diger yan etkileri; pulmoner santta artma, prolaktin salgilanmasinda azalma

ve immunosupresyondur.
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1.5.2. Norepinefrin

Norepinefrin hem a hem de B adrenerjik etkiye sahiptir. DusUk
dozlarda beta adrenerjik etki ile kan basinci ve atim hacmini artirir. Daha
yuksek dozlarda primer olarak alfa adrenerjik etki ile sistemik vaskuler direnci
artirarak kan basincini artirir. Norepinefrin kardiyak outputta %10-20 ve atim
hacminde %10-15 artig saglar (82). Norepinefrin pulmoner arter tikanma
basincini ¢ok az artirir (1-3 mm Hg) veya hi¢ degisiklik yapmaz.

Norepinefrin septik soka bagh hipotansiyonun tedavisinde dopaminden
daha efektiftir. Bazi ¢aligmalarda sivi tedavisi ve dopamin inflizyonu sonrasi
hipotansiyonu devam eden hastalarda norepinefrinin ortalama arteriyel
basinci artirdi§i gdsterilmistir (83). inflizyon dozlari 0.05 ug/kg/dk‘dan baslar
ve 3,3 ug/kg/dk’ya kadar cikilabilir.

Norepinefrin, efferent renal arterde afferent renal artere gbére daha
fazla vazokonstriksiyon yaparak filtrasyon fraksiyonunda artisa neden olur.
Septik soktaki hastalarda norepinefrinin tek basina veya dobutamine ek

olarak verildiginde kreatinin klirensini ve idrar ¢ikisini artirir.

11.5.3. Dobutamin

Dobutamin, B1 ve p2 adrenerjik etkilere sahip sentetik bir
katekolamindir. Dopamine gOre daha az yan etkileri vardir. 5-15 pg/kg/dk
dozunda inflzyon ile verilebilir. Etkisi 1-2 dakika i¢cinde baslar ve en yUksek
etkiye 10 dk sonra ulagilir. Uzun sire uygulandiktan sonra, muhtemelen
reseptér down-regulasyonuna bagli olarak hemodinamik etkilerini
kaybetmeye yatkindir. Bununla birlikte, dobutamin, uzun sdreli inflzyon igin
myokardiyal norepinefrin depolarini tiketen dopaminden daha iyi bir
secgenektir. Kalp debisini artirmasi nedeniyle, dobutamin uygulamasi ile idrar
¢ikis artisi saglanabilir (84).

Dobutaminin septik sok tedavisinde vazopressorler ile koadjuvan rolt
vardir ve bu tedavi ile miks vendz oksijen saturasyonu ve kardiyak indekste
iyilesme saglanabilir. Dobutaminin inotropik etkilerinin yaninda goéreceli
olarak daha az kronotropik etkileri vardir ve bu sayede septik kalbin sistolik

performansinda iyilesme saglayabilir. Ancak orantisiz olarak kalp hizi artigi
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sistemik vazodilatasyona neden olarak hipotansiyonda agirlasmaya neden
olabilir. Dobutamin sepsiste pulmoner vaskiler rezistansi azaltir ve kardiyak
indekste iyilesme saglar. Bu etkiler sonucu sag kalp kontraktilitesini ve
splanknik kan akimini artirir (84,85).

1.5.4. Epinefrin

Epinefrin, sivi tedavisine ve diger vazopressor inflzyonuna yanit
vermeyen hastalarda ortalama arteriyel kan basincini artirabilir bunu da
oncelikle kalp hizi ve sistemik vaskuler direncte ihmli artis ile atim hacmi ve
kardiyak indeksi artirirarak saglar. Sag ventrikil yetmezlikli hastalarda
epinefrin  kontraktiliteyi iyilestirerek sag ventriklil fonksiyonunu artirir.
Epinefrin, oksijen alinimini artirir fakat oksijen ttiketimini de artirabilir (86).

Epinefrin  arteriyel,  splanknik ve hepatik vendéz Ilaktat
konsantrasyonunda gegici artma, PCO: ag¢iginda artma ve pH'da azalma ile
birlikte splanknik kan akimini azaltir. Bu etkiler sonugta splanknik oksijen
aliniminda azalmaya neden olabilir (87).

1.5.5. Vazopressin

Vazopressin, komplike kardiyovaskiler etkileri olan ve V1
reseptoérlerine etki eden kuvvetli vazokonstriktér bir hormondur. Vazopressin
invitro belirgin vazopressoér etki gbsterir, bu etki invivo olarak minimaldir ve
yuksek konsantrasyon gerektirir. Bu etki dolagimdaki endojen vazopressinin
barorefleksleri potansiyasyonu ve sempatik efferentlerin inhibisyonuyla
meydana gelebilir (88).

Normalde endojen vazopressin dizeyleri ¢ok dastktir, normal bir
bireyde esas olarak vazokonstrikidr etkisi yoktur. Ancak septik sokun
baslangicinda vazopressin dizeyleri ¢cok artar. Uzamis septik sokta géreceli
olarak vazopressin eksikligi gelisir (89). Ekzojen olarak vazopressin verilmesi
dramatik olarak hemodinamik tabloyu degistirir, hizla kan basinci ylkselir.
Vazopressin, dider vazoaktif ajanlarin etkilerini potansiyalize eder.
Vazopressin uygulanmasi, septik sokta yiksek doz vazoaktif ajan kullanildigi

halde yanit alinamayan hastalarda onerilmektedir. Uygulanacak doz fizyolojik
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sinirda (0.01-0.04 U/dk) dozda olmalidir; yiksek dozlari ciddi ve zararli
vazokonstriksiyona neden olur. Vazopressin, bilinen koroner arter hastalgi
varliginda gavenli degildir (88).

11.5.6. Levosimendan

Levosimendan, pyridazinone-dinitrile derivesi, myokardin kalsiyum
duyarlihgini artiran ve vazodilatér etkiye sahip yeni bir inotropik ajandir. ilag
doza bagimli olarak kardiyak indeks ve atim hacminde artisa ve yine doza
bagimli olarak pulmoner kapiller ttkanma basinci ve pulmoner arteriyel
basincta azalmaya neden olur (90,91). Levosimendan, kardiyak troponin
Cnin N terminal bélgesine selektif olarak baglanir, bdylece kontrakiil
proteinlerin  kalsiyuma olan duyarliigini artinr. Bu etki kalsiyum
konsantrasyonuna bagimlidir. Sitozolik kalsiyum sistolde daha fazla oldugu
icin, miyofilamanlarin Uzerine olan etkisi sistolde daha belirgindir; bdylece,
dusik enerji taketimi ile kontraktilite iyilesir. Buna kargin, kalsiyum
konsantrasyonu ve sensitizasyonu diyastolde azaldigi icin diyastolik
relaksasyonun etkilenmedigi yada iyilestigi ileri strGlmasttr (92,93).

Levosimendanin pozitif inotropik etkilerine ek olarak myosit ve
vaskiler diz kas hucrelerinde ATP bagimli potasyum kanallarini agarak
sistemik vaskuller yatakia vazodilatasyona yol acgtigi gésterilmigtir (94).
Sonucta levosimendanin miyokardiyal preload ve afterloadda azalmaya
neden oldugu, koroner arterlerde de vazodilatasyona neden olarak myokard
kan akimini artirdigi, buna kargin myokardin oksijen tuketimini artirmadigi
bildirilmigtir (95). Ayrica Pataricza ve ark. (96) tarafindan yapilan bir
calismada, levosimendanin izole insan portal veninde ATP bagimli potasyum
kanallarini agarak vazodilatasyon yaptigi da gosterilmigtir.

Proinflamatuar sitokinlerin (TNF-a, [L-6) salinmasi, kronik kalp
yetmezIikli hastalarda apoptozda artisa ve olumsuz inotrop etkilere neden
olur (97). Bu sitokinlerin saliniminin azalmasi kalp yetmezlikli hastalarda
ventriktl fonksiyonunda ve hastanin klinik durumunda iyilesme sagladigi
gOsterilmistir  (98,99). Bazi c¢alismalarda levosimendanin inotropik ve

vazodilatator etkilerinin yaninda anti-inflamatuar ve anti-apoptotik etkilerinin
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oldugu ve bu etkilerini de dolasimda bulunan proinflamatuar sitokinler (TNF-
a, IL-6) ve apoptoz mediatérlerinin (Fas-fas ligand) salinimini azaltarak
gerceklestirdigi gosterilmistir (100-102).

Septik sokta levosimendanin olumlu etkilerinin olabilecegi ilk olarak
Oldner ve ark. (6) tarafindan ileri sGrldlmustir. Yaptiklari calismada
levosimendanin, sistemik ve intestinal oksijen sunumunda iyilesme, kardiyak
indekste ve atim hacminde artis sagladigini, ayrica OAB (ortalama arteriyel
basing) ve sistemik vaskiler direngte azalma, portal kan akiminda deney
grubunda artis oldugunu gdéstermiglerdir.

Levosimendanin septik sokta klinik ilk kullanimi Matejovic ve ark. (103)
tarafindan 2005 yilinda yayinlanan olgu sunumunda bildirilmigtir. Daha sonra
cok az olgu sunumu ve kiglk vaka serilerinde, septik soktaki hastalarda
oksijen transportunda ve hemodinamik parametrelerde iyilesme sagladigi
rapor edilmigtir (104,105).

Septik soklu hastalarda levosimendanin etkilerini arastiran ilk
randomize kontrolli klinik c¢alisma Morelli ve ark.’nin (106) yaptiklari
¢alismadir. Bu ¢alismaya standart tedavinin (sivi replasmani, norepinefrin ve
dobutamin) 48 saat uygulanmasindan sonra sol ventrikil ejeksiyon
fraksiyonunun % 45’in altinda kalan septik soklu 28 hasta dahil edilmigstir.
Hastalar 48 saat standart tedavi sonrasi randomize olarak 2 gruba
ayrilmiglar; 1. gruba 0,2 pg/kg/dk’dan levosimendan, 2. gruba ise 5
ug/kg/dk’dan dobutamin inflzyonu 24 saat veriimis. OAB 70-80 mmHg
olacak sekilde gerektiginde norepinefrin uygulanmistir. Sivi tedavisinde
kolloid kullanilmig ve pulmoner arter tikanma basinci 12 mmHg’'nin tstlnde
olacak sekilde verilmis. Sonug¢ olarak levosimendanin baslangi¢ degerlerine
gbre sistemik vaskuler indeks, kardiyak indeks, oksijen sunum indeksi ve
oksijen tlketim indeksinde artis sagladigi saptanmistir. Ortalama pulmoner
arter basincta, sag atriyal basingta ve pulmoner arter tikanma basincinda
azalma saptanmigtir. Diyastol sonu hacim indeksi ve sistol sonu hacim
indeksinde levosimendan disuse sebep olurken sol ventrikll ejeksiyon
fraksiyonunu da artirmigtir, fakat bu sonuglar dobutamin grubu ile anlamli

fark olusturmamistir.
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Levosimendan IV yolla uygulanmaktadir. Aktif metaboliti olan OR-
1896’nin  eliminasyon yari Omrdnin 75-80 saat olmasi nedeniyle,
hemodinamik etkisi ila¢ kesildikten sonra 7-9 giin devam etmektedir (107).

Levosimendanin ventrikil dolusu yada ¢ikim yolunu etkileyen belirgin
mekanik obstriksiyon, ciddi boébrek ve Kkaraciger yetersizligi, ciddi
hipotansiyon ve tasikardi, torsade de pointes 6ykisU yada levosimendana
karsi bilinen asin duyarhhid olan hastalarda kullanilmamasi gerektigi
bildirilmistir (93).

Genel olarak levosimendan iyi tolere edilebilen bir ilagtir.
Levosimendan ile en sik rastlanan yan etkiler bas agrisi, bulanti, bas
dénmesi ve arteriyel hipotansiyondur. Daha az goérilen diger yan etkiler
ekstrasistol, atriyal fibrilasyon, tasikardi, ventrikller tasikardi, carpinti ve
miyokard iskemisidir.

Bu calismada; deneysel sepsis modelinde levosimendanin, karaciger
kan akimi, karaciger dokusunda inflamatuar sitokin dizeyi, mitokondriyal
disfonksiyona etkisi ve apoptozis ile apoptotik yolaklara etkilerinin

incelenmesi amaglanmistir.
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ll. GEREC VE YONTEM

Bu deneysel tez calismasi, Celal Bayar Universitesi Hayvan Etik
Kurul'unun 2007/007 protokol numaral onayi alindiktan sonra, agirlklari
200-250 gr arasinda degisen, Wistar albino cinsi, 38 erigkin erkek sican
lizerinde gerceklestirildi. Calisma, Celal Bayar Universitesi Arastirma Fonu
tarafindan desteklendi. Deneysel sepsis modeli olarak Cekal Ligasyon
Perforasyon (CLP) ybéntemi secildi. Calismaya kadar sicanlar 1si ve nem
orani standardize edilmis alanda, su ve yiyecek alimlarina izin verilerek
tutuldu.

lll.1. Anestezi

Calisma 6ncesinde su icmelerine izin verilmek kosulu ile 10 saat ag
birakilan sicanlarin timadnde, cerrahi girisim, inflzyonlar ve doku 6rneklerinin
alinmasi iglemleri intraperitoneal ketamin (90 mg/kg) + Ksilazin (10 mg/kQ)

anestezisi altinda yapildi.

lll.2. Deney Gruplari

Grup | (n=6): 3 cm’lik orta hat insizyonu ile batin agildiktan sonra
cekum eksplore edildi ve iglem yapilmadan batin 3/0 ipekle kapatildi.
islemden 24 saat sonra intravendz % 5 dextroz inflizyonu uygulandi.

Grup Il (n=6): 3 cm’lik orta hat insizyonu ile batin acildiktan sonra
cekum eksplore edildi ve iglem yapilmadan batin 3/0 ipekle kapatildi.
islemden 24 saat sonra intravendz 100 pg/kg dozunda levosimendan 10 dk
yukleme dozu verildikten sonra 100 pg/kg/sa 4 saat inflzyon yapildi.

Grup Il (n=8): 3 cm’lik orta hat insizyonu ile batin acildiktan sonra
cekum eksplore edildi. Cikan kolon sivazlanarak c¢ekum gaita ile
doldurulduktan sonra ¢gekuma giden damarlar bulunarak 3/0 ipekle baglandi.

Gekum 6n yuzi 20 G igne ile iki defa delindi. Gaita ¢ikisi gézlendikten sonra
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batin 3/0 ipekle kapatildi (CLP ydntemi). islemden 24 saat sonra intravendz
% 5 dextroz inflzyonu uygulandi.

Grup IV (n=9): CLP teknigi ile sepsis olusturulduktan 24 saat sonra,
100 pg/kg dozunda levosimendan 10 dk yukleme dozu verildikten sonra 100
pg/kg/sa 4 saat inflzyon yapildi.

Grup V (n=7): CLP teknidi ile sepsis olusturulduktan 24 saat sonra,
200 pg/kg dozunda levosimendan 10 dk yikleme dozu verildikten sonra 200
pg/kg/sa 4 saat inflzyon yapildi.

Grup VI (n=2): Bu gruba hicbir islem uygulanmadi. Saf kontrol olarak
kullanildi.

lIl.3. Deneysel islemler

Operasyondan sonra si¢anlar 1si ve nem orani standardize edilmis
alanda su ve yiyecek alimlarina izin verilerek izlendi. Operasyondan 24 saat
sonra intravendz inflzyon yapmak igin femoral ven diseke edilip askiya
alindi, sonra 24 G bran(l ile vendz kanilasyon yapildi. Sicanlarin deney
suresince kan basinglarini 6lgcmek icin femoral arter diseke edilip asildiktan

sonra 24 G branul yerlestirildi.

ll.4. Kalp Hizi ve Kan Basinci Olciimii

Kan basinci o6lgcima igin, femoral arterin kan basing sinyalleri
yUkseltildi (TBM4-WPI, USA) ve sayisal olarak kayit edildi (PowerLab/8P, AD
Instruments, Castle Hill, NSW, Australia). Kalp atim hizi bu basing sinyalleri
kullanilarak saptandi. istatistiksel caligmada bazal ve 30, 60, 90, 120, 150,
180, 210, 240. dakikalardaki Olctlen kan basinglari ve kalp atim hizlari
kullanildi.

ll.5. Karaciger Kan Akimi Ol¢iimii

infiizyonlar tamamlandiktan sonra Doppler USG ile portal kan akimi
6lcildd. Renkli Doppler 6lcimi General Elektric marka Logiq 3 Expert model
cihaz ve 7.5 MHz lineer transdlser kullanilarak gerceklestirildi. Karin bélgesi

tiraglanan anestezi altindaki sicanlarda portal hilus dizeyinde portal ven
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goruntilendi. B-mode goérintilerde elektronik kaliperler kullanilarak portal
ven capl 6lctldi. D-mod goérintilerde portal ven limeni icine yerlegstirilen
uygun boyuttaki 6érnekleme hacmi ile birka¢ kardiak siklus boyunca Doppler
spektrumu yazdirildi. Cihaz Uzerindeki otomatik program aracihgi ile portal
ven cap! ve portal ven igerisinden yazdirilan akim bilgilerini iceren Doppler

spektrum 6lgumleri kullanilarak, portal ven akim hacmi (debi) hesaplandi.

lll.6. Histolojik Degerlendirme

Denekler, deney sonunda servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi. Her
bir gruptan alinan karaciger dokulari direkt %10’luk formalin sollsyonu
icerisinde 24-48 saat slre ile tespit edildikten sonra rutin parafin takip
islemine tabi tutuldu. Alinan kesitler dokunun morfolojisini incelemek
amaclyla hematoksilen-eozin ile boyanir iken, diger kesitler apoptotik
hicrelerin belirlenmesi igin TUNEL ybntemi, doku enflamasyonunun ve
apoptotik mekanizmalarin aciklanabilmesi igin IL-6, IL-10, TNF-a, sitokrom-C,
Bcl-2, Bax ve kaspaz-3 dagilimlari indirekt immunoperoksidaz teknikleri ile

incelendi.

lll.6.1. Parafin Doku Takibi

Tespit edilen karaciger dokulari, fiksatiflerin uzaklastirilmalari amaciyla
1 gece akar su altinda yikandiktan sonra, dehidratasyon amaciyla 15’er
dakika %60'dan %95’e artan etil alkol serilerinden gecirildi. Ardindan 15
dakika 1:1 oraninda ksilen-alkol karisimina ve seffaflastirma amaciyla 15’er
dakika iki degisim ksilene tabi tutuldu. 60°C’lik etliv icersinde 15 dakika 1:1
oraninda ksilen-parafin uygulanip 30’ar dakika parafin ile immersiyonu

saglandiktan sonra dokular parafin bloklar icerisine gémuldi (Tablo-3).

1ll.6.2.Hematoksilen-Eozin Boyamasi

Rotary mikrotom (RM 2135, Leica) araciligi ile alinan 5 p’luk parafin
kesitler deparafinizasyon islemi icin 1 gece 60 °C’lik etlivde birakildiktan
sonra, 30’ar dakikalik iki degisim ksilene tabi tutuldu. Ardindan rehidrasyon

islemi icin %95'den %60’a azalan oranlarda alkol serilerinden gecirilen
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kesitler 5 dk akar su altinda yikandi. 2 dk hemotoksilen (01562E, Surgipath,
Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire, UK) ile boyamanin ardindan, fazla
boyanin dokudan uzaklastiriimasi i¢cin 5 dk akar suda yikanma yapildiktan
sonra sirasilyla %80 ve %95’lik alkol serilerinde gegirilip havada kurutulan
kesitler seffaflastirma amaciyla 30’ar dk iki degisim ksilende tutulduktan

sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi (Tablo-4).

Tablo-3: Parafin doku takibi

islem Madde Siire
Tespit %10 formalin, 24 saat-48 saat
Fiksatifin uzaklastiriimasi Akar su 1 gece
Dehidratasyon % 60 etil alkol 15 dk
% 70 etil alkol 15 dk
% 80 etil alkol 15 dk
% 95 etil alkol 15 dk
% 95 etil alkol 15 dk
Seffaflastirma Ksilen — Alkol 15 dk
Ksilen 15 dk
Ksilen 15 dk
Emdirme %60 C etlv Ksilen parafin 15 dk
Parafin 30 dk
Parafin 30 dk
Gbémme Parafin

Tablo-4: Hematoksilen-Eozin Boyamasi

islem Madde Slre
Deparafinizasyon 60°C etlivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 30 dakika
Ksilen 30 dakika
Rehidratasyon % 95 alkol 2 dakika
% 80 alkol 2 dakika
% 70 alkol 2 dakika
% 60 alkol 2 dakika
Yikama Akar su 5 dakika
Boyama Hematoksilen 2 dakika
Yikama Akar su 5 dakika
Diferansiyasyon Asit alkol 2-3 saniye
Boyama Eosin 1 dakika
Yikama Akar su 5 dakika
% 80 alkol 1 dakika
% 95 alkol 1 dakika
Seffaflastirma Ksilen 1 saat
Kapama Entellan
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l11.6.3.TUNEL Boyamasi

Bu teknik icin Dead-End Colorimetric TUNEL system kiti (Apoptag,
Peroksidase Insitu Detection Kit, 90419, Chemicion, Temecula, CA)
kullanildi. Kesitler boyama igin bir gece 60°C’lik etlivde tutulduktan sonra,
30’ar dk iki degisim ksilen ile seffaflagtirma islemi gerceklestirildi. Ardindan
azalan derecede alkol serileri ile rehidratasyon saglanarak fosfat tampon
solusyonunda (PBS: Posphate buffer solution) 5 dk yikandi. Daha sonra oda
sicakhginda 15 dk 20 pyg/ml proteinase K ile inklbe edilen kesitler 3 defa 5’er
dk PBS ile yikandi. Endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dakika
%3’luk H2O, (TA-015-HP, Lab vision, Fremont, CA) uygulanan kesitler PBS
ile oda sicakliginda 10 dakika yikandi. Equlibration tampon solusyonu ile oda
sicakliginda 5 dakika inkiibe edilen kesitler, TdT enzimi ile 37 °C de 1 saat
bekletildi. Kontrol boyama kesitleri TdT enzimi konmayip, sadece reaksiyon
solusyonunda bekletildi. Daha sonra kesitler oda sicakhginda 10 dakika
tampon sollsyonu ile, 3 defa 5’er dakika PBS sollsyonu ile yikandi. Anti-
digoxigenin konjugat solisyonu ile 30 dakika oda sicakliginda inkibe edilen
kesitler 4 defa 5er dakida PBS ile yikandi. TUNEL reaksinonun
gbrun0rliguni saptamak amaci ile kesitler 5 dakika diaminobenzidine (DAB)
ile boyandi. Distile su ile yikandiktan sonra Mayer's hematoksilen ile artalan
boyamasi saglanan kesitler %80 ve %95’lik alkollerde dehidratasyon ve 30
dk ksilen ile seffaflastirma igleminden sonra entellan ile kapatildi. TUNEL
pozitif hiicre sayimi iki histolog tarafindan ayri zamanlarda Image-Pro Plus
5.1.2 hicre sayim programinda her gruptan her bir denekten alinan
kesitlerde en az 5 farkli alanda boyali ve boyanmayan hucreler belirlenerek
sayim yapildi (Tablo-5)

I1.6.4.indirekt immunohistokimya Boyamasi

Alinan karaciger kesitleri immunohistokimyasal boyama icin bir gece
60° C’lik etlvde tutulduktan sonra, 30’ar dakika iki saat degisim ksilen ile
seffaflagtirma islemi gerceklestirildi. Ardindan 9%95’ten %60’a azalan
derecede alkol serileri ile rehidratasyon saglanarak distile suda 5 dakika
bekletildi. Dakopen (IM3580, Immunotech, France) ile sinirlandirilan % 0,5’lik

tripsin solUsyonu iginde oda sicakliginda 15 dakika tutulan kesitlere, doku
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endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dk %3’lik H.O» uygulandi. 3

defa 5’er dakika PBS; ile yikanan kesitler 1 saat bloklama solusyonu (TA-

125-UB, Lab Vision, Fremont, CA) ile muamele edildi. Bloklama solusyonu
Tablo-5: TUNEL boyamasi

islem Madde Sire
Deparafinizasyon 60°C etlivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 30 dakika
Ksilen 30 dakika
Rehidratasyon % 95 alkol 2 dakika
% 80 alkol 2 dakika
% 70 alkol 2 dakika
% 60 alkol 2 dakika
Yikama Distile su 10 dakika
Dokularin etrafini gizme Dakopen
Yikama PBS 3x5 dakika
Proteinaz K solusyonu 10 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
% 3’lUk hidrojen peroksit 5 dk
Yikama PBS 3x5 dakika
Tamponlama Equilibration tampon sol. 5 dk
Primer antikor Enzim solusyonu 37°De 1 saat
Yikama PBS 3x5 dakika
Anti-digoxigenin konjugat 30 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Boyama DAB boyasi 10 dakika
Yikama Distile su 10 dakika
Zit boyama Mayer hematoksilen 4 dakika
Islem Madde Sire
Dehidratasyon %80- %90’lik alkol serileri 2 dakika
Seffaflastirma Ksilen 30 dakika
Kapama Entellan

dokudan uzaklastirildiktan sonra primer antikorlar anti-IL-6 (ab6672, Abcam,
Cambridge, UK) anti-IL-10 (af519, R&D Systems, Minneapolis, MN USA),
anti-TNF-a (HP8001, Hycult Biotechnology, Uden The Netherlands), anti-
sitokrom-C (sc-13156, Santa Cruz, California, USA), anti-Bcl-2 (sc-7382,
Santa Cruz, California, USA), anti-Bax (sc-7840, Santa Cruz, California,
USA) ve anti-kaspaz-3 (NB 600-1235, Novus Biologicals, Littleton, USA) ile
bir gece inkibe edildi. Ertesi gin tampon solisyonu ile 3 defa yikanan
kesitler, biotinylated anti-mouse ve anti-rabbit, conjugated streptavidin-
horsedish peroxidase soltsyonlari ile (KP-500, Universal Phosphatase Kit,
Diagnostic BioSystems, Pleasanton, CA, USA) 30’ar dakika boyandi. Her bir
ikincil antikor 3 defa 5’er dakika tampon solisyonu ile yikandi.

immunohistokimyasal reaksiyonun gérindrligini  saptamak amaciyla
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kesitler DAB ile 5 dk boyandi. Mayer's hematoksilen (72804E, Microm,
Walldorf, Germany) ile artalan boyamasi saglandiktan sonra distile su ile 10
dk vyikanan kesitler kapatma medyumu (H701, CC/Mount, Universal
Phosphatase Kit, Diagnostic BioSystems, Pleasanton, CA, USA) ile kapatildi
(Tablo-6).

Tablo-6: indirekt immunohistokimyasal boyama

islem Madde Sire
Deparafinizasyon 60°C etlivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 30 dakika
Ksilen 30 dakika
Rehidratasyon % 95 alkol 2 dakika
% 80 alkol 2 dakika
% 70 alkol 2 dakika
% 60 alkol 2 dakika
Yikama Distile su 10 dakika
Dokularin etrafini gizme Dakopen
Yikama PBS 3x5 dakika
%3’lUk hidrojen peroksit 5 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Bloklama Blok solusyonu 1 saat
Antikor ile inklibasyon Bcl-2, p53, Bax 2 saat, 4°de
Yikama PBS 3x5 dakika
ikincil antikor 30 dakika
Avidin-biotin kompleksi 30 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Boyama AEC 5 dk
Yikama Distile su 10 dakika
Zit Boyama Mayer’s hematoksilen 5 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Kapama Kapatma maddesi

ll.7. istatistiksel Degerlendirme

Renk ayrimi kullanilarak sayim yapilan histolojik kesitlerde TUNEL
sayimi iki histolog tarafindan ayri zamanlarda her bir alanda goérulen
hicrelerden 100 hicre sayilarak, bunlardan kaginin pozitif olduklari sayildi.
Bu sayim islemi, her bir 6rnekte farkli 5 alanda sayilarak degerlendirildi. Elde
edilen deger % olarak verildi. Veriler nonparametrik ANOVA testi kullanilarak
karsilastinldi. Ortalama + Standart sapma olarak verilen degerlerin

karsilastirilmasinda p< 0.05 ise istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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immunohistokimyasal degerlendirme yine iki farkli histolog tarafindan
ayri zamanlarda incelenerek cok zayif (-/+), zayif (+), orta (++) ve siddetli
(+++) olarak deg@erlendirildi.

Gruplarin OAB, KAH ve portal kan akimi deg@erlerinin analizinde One
Way ANOVA testi, Mann-Whitney U testi ve Wilcoxon testi kulanildi. P<0.05

anlamli olarak kabul edildi.
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IV. BULGULAR

IV.1. Hemodinamik Degisiklikler

Ortalama arteriyel kan basinglari arasinda bazal degerlerde alti grup
arasinda fark bulunamadi. Levosimendan infizyonu yapilan 2.,4. ve 5.
gruplarda yikleme dozundan sonra ortalama arteriyel kan basinglarinin

anlamli olarak distigu goéraldd. (Tablo-7, Sekil-1)

Tablo-7: Gruplarin ortalama arteriyel basinglari

Gruplar Bazal 30 dk 60 dk 90 dk 120dk 150dk 180dk 210dk 240 dk

I 115£10 125+11* 12016 127+11* 129+11 127+9* 121+11 12348 12216
I 11746  8716" 84+9*  84+10* 88+10* 82+8* 83+4* 84+7*  85+6”
1 11214 10621 108+20 106+27 102+25 104126 104£26 109+25 104+21
v 111+12  76+£3* 76x7* 7619* 75t6*  75+5*  75+7*  74+7*  79+10*
\ 11249  70+5* 74+4* 77+8* 82+4*  79t5*  77+4*  76+3* 7815*
VI 1127  107x2 9748  103+16 9716 1062 1014 1113 103x0

* <p0,05 Grup igi zamana bagl degisiklikler bazal élgiim ile karsilastirldiginda
Degerler ortalamazstandart sapma olarak verilmistir.

o 140

% 130 |

=120 —o—Grup |
[&]

% 110 7 —8—Grup Il
< 100 4 Grup Il
£ 901 Grup IV
[}

= 80 —%— Grup V
2

E 70 —e— Grup VI
S 60

©

T 50 -

@] 0 30 60 90 120 150 180 210 240

Sekil-1: Gruplarin zamana gore ortalama arteriyel basinclari
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Kalp hizlari degerlendiriimesinde bazal degerler incelendiginde alti
grup arasinda anlaml fark bulunamadi. Levosimendan verilen gruplarda
(2.,4. ve 5.) yukleme dozundan kalp atim hizinda anlamli artig saptandi.
(Tablo-8, Sekil-2)

Tablo-8: Gruplarin kalp atim hizlar

Gruplar| Bazal | 30 dk 60 dk 90dk | 120dk | 150dk | 180dk | 210 dk | 240 dk

I 262132 | 280+25* | 272427 | 270422 | 265124 | 29246 | 303112 | 294126 | 275+22

I 241113 | 297+13* | 323127 | 306+29" | 305+25* | 279+14* | 270+16* | 288+17* | 268+10*

i 236144 | 236155 | 234+44 | 252134 | 257+£33 | 245453 | 246143 | 246157 | 24024

v 252134 | 345+27* | 347+13" | 338+23" | 336+23* | 314+35" | 316+44 | 311£37 | 299+19

\ 247+30 | 326+£30* | 305156 | 315+39* | 313+43* | 305+43* | 300+£36* | 285+32* | 285+29*

VI 258+8 | 282+8 | 273121 | 264£17 | 264+34 | 24618 | 26114 | 238120 | 24618

* <p0,05 Grup igi zamana bagl degisiklikler bazal él¢iim ile karsilastinidiginda
Degerler ortalamazstandart sapma olarak verilmistir.

340 -
= 320 1
) —&—Grup |
€ 300 -
8 ——Grup Il
N 280 Grup 1l
<
£ 260 Grup IV
] —*—Grup V
é— 240 —0—Grup VI
220
200 T T T T T T T

0 30 60 90 120 150 180 210 240

Sekil-2: Gruplarin zamana goére kalp atim hizlar

Karaciger portal kan akimi olgimleri incelendiginde; dasik doz
levosimendan verilen 4. grupta diger gruplarla karsilastirildiginda anlaml
olarak daha yuksek bulundu. Yiksek doz levosimendan verilen 5. grupta
portal kan akimi 1.,2.ve 6. gruplardan daha yiksek ve 3. gruptan daha dusik

bulundu. Ancak bu farkhliklar istatistiksel olarak anlamli degildi. (Tablo-9)
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Tablo-9: Gruplarin portal kan akimlari

Grup | Grup Il Grup 1l Grup IV Grup V Grup VI

Portal
kan | 4,15+1,83 | 3,35+0,77 | 5,43+2,56 | 9,32+2,18* | 4,35+1,43 | 3,57+1,04
akimi

* <p0,05 1,2,3,5,6. gruplarla karsilastirildiginda

IV.2. Histokimyasal inceleme

Karaciger dokulari hematoksilen-eozin ile yapilan kesitlerde histolojik
acidan degerlendirildiginde, tim gruplara ait kesitlerde, karaciger dokusunda
merkezde santral ven ve kdselerde portal triadi olusturan yap! ve isinsal
tarzda duzenlenmis hepatosit hicre kordonlari net olarak segilmekte idi
(Resim 1). Sican karaciger dokusunda lobllasyon sinirlari net olarak belli
olmadigindan dolay! kesitlerde altigen lobulasyonlarin sinirlari net degildir.
Tam grup karaciger d6rneklerinde hepatositler kibik sekilli, hicre sinirlari
kolaylikla ayirt edilebilen, bazilari gift cekirdekli olarak gézlendi. Hepatositler
arasinda sinuzoidler ve kuffer hicreleri de izlendi. Hicbir grupta PNL

hicrelerine rastlanmadi.

IV.3. TUNEL Teknigi ile inceleme

TUNEL (Tdt-mediated dUTP-biotin nick end-labeling) boyamasi ile
yapilan apoptotik hdcrelerin  belirlenmesi caligsmasinda, TUNEL pozitif
hucreler ¢ekirdekleri kahverengi boyali olarak gézlenen hicrelerdir. Grup | ve
Grup Il de yer yer TUNEL pozitif hiicrelere rastlanir iken, Grup 1ll de TUNEL
pozitif hiicre sayisi en fazla idi. Bununla beraber Grup IV ve V’de TUNEL
pozitif hiicre gbézlenmesine ragmen pozitif hicre sayisi, Grup lll'e oranla
daha az, fakat Grup | ve II'ye oranla ise daha fazla idi. Saf kontrol olan ve
herhangi bir islem yapilmayan Grup VIda ise TUNEL pozitif hicreye
rastlanmadi (Resim 2). Her bir alandaki hicreler sayilip, istatiksel analiz
yapildiginda, TUNEL pozitif hticre sayisinin Grup I'de % 1.9+0.23, Grup Il'de
% 1.5+0.22, Grup lll'de % 11.3£0.73, Grup IV'de % 6.4£0.34, Grup V'de %
2.51£0.22 ve Grup VI'da da 0 oldugu hesaplandi. Tim sonuclar Tablo-10’da
verilmigtir. Elde edilen dederler istatistiksel olarak karsilastirildiginda ise,

Grup | degerlerinin Grup Il ve V degerleri ile arasinda istatistiksel olarak
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Resim 1: Tum gruplara ait karaciger orneklerinin histokimyasal olarak
degerlendirilmesi. Hematoksilen-Eozin. X100.
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Resim 2: Tuim gruplara ait karaciger érneklerinin TUNEL teknigi ile
degerlendirilmesi. X400.

Grup | Grup Il

. a®
*
IR (] =
. Y s
: ’ ’
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anlamh degildir. Bununla beraber levosimendanin yiksek doz uygulandigi
grupta TUNEL pozitif hiicre sayisi Grup | ve Grup Il ile benzer iken, Grup Il
ve Grup V ile istatistiksel olarak anlamlilik gézlenmistir. Bu sonuglar
gOstermektedir ki, sepsis sonucunda apoptotik hiicre sayisi en fazla Grup Il
de gbzlenmistir. Levosimendan tedavisi ile apoptotik hiicre sayisinda azalma
gbrilmesi yani sira esas olarak ylksek doz levosimendanin daha etkili
oldugu ve bu grupta apoptotik hiicre sayisinin kontrol gruplarina benzer
sayida oldugu izlendi.

Tablo-10: Karaciger 6rneklerinde TUNEL boyamasi sonucunda pozitif
hiicre oranlari

Grup | Grup Il Grup Il Grup IV | GrupV | Grup VI

TUNEL % | 1.9£0.23 | 1.5+0.22 11.3+0.73 | 6.4+0.34 | 2.5+0.22 0

Grup | degerinin Grup Il ve Grup V karsilagtiriimasi ile, Grup Il degerinin Grup V ve VI ile
karsilastirimasi sonucunda istatistiksel anlam gézlenmez iken (P>0.05), diger tim verilerin
karsilastiriimalar istatistiksel olarak anlamli (P<0.001) bulunmustur.

IV.4. immunohistokimyasal Sonuclarinin Degerlendirilmesi

immunohistokimyasal olarak TUNEL sonucunda gézlenen TUNEL
pozitif hlcrelerin, apoptotik hicreler olarak degerlendiriimesi sonucunda,
olusturulan sepsis modelinde gelisen apoptotik mekanizmada hangi yolagin
(ekstrensek ve/veya intrensek) aktive oldugunu incelemek ve ayrica sepsis
sonucu aktive olan sitokinlerin varhgini ve dagilimini gérmek amaci ile
indirekt immunohistokimyasal analiz yapildi. Apoptotik mekanizmalarda rol
oynayan intrensek yolakta etkili ve mitokondrinin aktivasyonu sonucu salinimi
gbézlenen sitokrom-C ile birlikte anti-apoptotik protein Bcl-2 ve apoptotik
protein Bax dagilhmi ile birlikte hem intrensek hem de ekstrensek yolagin son
arind olan kaspaz-3 dagilimlari incelenmistir. Sitokin salinimi agisindan ise
TNF-a, IL-6 ve IL-10 dagihmlarina bakildi.

TNF-a Dagilimi: Grup | de TNF-a immunoreaktivitesinin isinsal tarzda
yerlesmis olan hepatosit hicrelerinde yer yer zayif (+) yer yer ise orta
siddette (++) pozitif oldugu gb6zlendi. Bununla beraber Grup Il deki
boyanmanin Grup I'e benzer oldugu fakat immunoreativite siddetinin daha

zaylf siddette (+) oldugu saptandi. Grup ll'de hepatositlerdeki
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immunoreaktivitenin kuvvetli pozitif oldugu (+++) ve klasik lobuldeki tim
hicrelerde (zon ayrimi  olmaksizin) mevcut idi. Grup [V’'de vyani
levosimendanin  disik doz uygulandigi tedavi grubunda TNF-a
immunoreaktivitesinin 1ginsal tarda tim zonlarda bulunan hlcrelerde yer yer
pozitif ve orta siddette (++) oldugu izlendi. Levosimendanin yiksek doz
uygulandigi Grup V’de ise immunoreaktivitenin esas olarak vena santralis
etrafindaki hlcrelerde yani zon 3’e uyan bdlgedeki hlicrelerde orta siddette
oldugu (++), zon 3’de uzaklastikca immunoreaktivitenin azaldig1 ve 6zellikle
zon 1’i olusturan hicrelerde immunoreaktivitenin negatif oldugu saptandi. Saf
kontrol grupta ise TNF-a immunoreaktivitesinin yer yer negatif fakat yer yer
ise zayif siddette oldugu gézlendi. Fakat immunoreaktivite Grup | ve Il den
bile daha az oldugu gbézlendi (Resim 3).

IL-6 Dagilimi: Grup | ve I'de IL-6 immunoreaktivitesi negatif iken,
Grup lll'de immunoreaktivitenin zayif siddette (+) oldugu, Grup IV'de ise
kuvvetli pozitf oldugu (+++) gb6zlendi. Grup V de ise TNF-a
immunoreaktivitesine benzer sekilde 6zellikle zon 3 de bulunan hicrelerde
kuvvetli pozitif, zon 2 ve yer yer de zon 1 deki hlcrelerde zayif siddette
oldugu gb6zlendi. Grup VI'da ise immunoreaktivite negatif idi (Resim 4).

IL-10 Dagilimi: IL-10 immunoreaktivitesi tUm gruplarda pozitif olarak
g6zlendi. Grup |, Il ve lllde (+), Grup IV'de (+++), Grup V’de yer yer (+++)
yer yer (++), Grup VI'da da bazi hlcrelerde (+) olarak géraldia. Grup IV'de
g6zlenen imunoreaktivitenin tOm zonlardaki hlcrelerde oldugu ve ayni
siddette oldugu saptandi. Grup V’deki immunoreaktivitenin ise zon 3 deki
hicrelerde (+++) iken diger zonlardaki hlcrelerde yer yer immunoreaktivite
negatif iken, yer yer (++) siddetinde oldugu saptandi. Kontrol grubunda ise
tek tek bazi hicrelerde pozitif boyanma g6zlendi (Resim 5).

Bcl-2 Dagilimi: Bcl-2 immunoreaktivitesi canli kalma sinyali alan
hicrelerde pozitif olarak salgilanir ve anti-apoptotik bir proteindir. Bcl-2
immunoreaktivitesine bakildiginda Grup | ve Grup VI'deki hiicrelerde pozitif
olarak goralur iken (+), diger gruplarda ise negatif olarak gézlendi (Resim 6).
Ozellikle 1ll., IV. ve V. gruplarda gdzlenmemis olmasi anti-apoptotik

mekanizmalardan Bcl-2 saliniminin olmadigini (belki diger anti-apoptotik
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mekanzimalar c¢alisiyor olabilir), bu gruplardaki karaciger hicrelerinde
TUNEL pozitif hicrelerin varligindan dolay! anti-apoptotik mekanizmalardan
ziyade apoptotik mekanizmalarin aktive oldugunu distindirmektedir.

Resim 3: Tum gruplara ait karaciger érneklerinde TNF-a dagilimi. X400

Grup | Grup |l

")

-
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Resim 4: Tum gruplara ait karaciger érneklerinde IL-6 dagilimi. X400

Grup | Grup I
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Resim 5: Tum gruplara ait karaciger érneklerinde IL-10 dagilimi. X400
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Resim 6: Tum gruplara ait karaciger érneklerinde Bcl-2 dagilimi. X400

Grup VI
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Bax Dagilimi: Grup | Bax immunoreaktivitesinin negatif oldugunu,
Grup VIda ise cok zayif siddette oldugu goéruldi. Grup II'de yer yer zayif
siddette (+) immunoreaktivite gbzlenir iken, Grup Ill, Grup IV ve Grup V'de
immunoreaktivitelerin orta siddette (++) oldugu izlendi (Resim 7). Bcl-2
immunoreaktivitesine zit olarak, Bcl-2 pozitifligi olan dokularda Bax’in negatif
oldugu, Bcl-2’nin negatif oldugunda Bax’in pozitif olarak saptandi. Dokudaki
apoptotik mekanizmalardan biri olan Bcl-2/Bax oraninin Bcl-2 yéninde
fazlahgi hdcrenin canli kalmasini saglar iken, Bax oraninin fazla olmasi
hiicrenin 6limldne neden olmaktadir. Calismamizda da sepsis olusturulmus
tim gruplarda Bax orani Bcl-2’ye oranla daha fazla gértlmesi Gzerine bu
dokularda apoptotik mekanizmalarin aktive oldugunu desteklemektedir.
Bununla beraber bu oranin Grup llI'de Bax yéninden daha fazla olmasi,
sepsis olusturulmus fakat levosimendan ile tedavi edilmis gruplarda ise
oranin bir miktar azaldiginin gbézlenmesi ile, sepsis sonucunda aktive olan
apoptotik mekanizmalarin tedavi ile bir miktar 6nlenebildigi hem TUNEL
sonuglari, hem de Bcl-2/Bax orani sonuglari ile desteklenmektedir.

Sitokrom-C Dagilimi: Sitokrom-C immunoreaktivitesi sadece Grup
lI’'de zayif siddette (+), diger gruplarda ise negatif olarak g6zlendi (Resim 8).
Sitokrom-C’nin sadece Grup lI'de saliniminin gézlenmesi, sepsis sonucu
mitokondriyal hasarin oldugunu desteklemektedir. Fakat levosimendan ile
tedavi uygulanan gruplarda bu hasarin énlendigi distnulda.

Kaspaz-3 Dagilimi: Apoptotik yolagin son Grini olan kaspaz-3
immunoreaktivitesinin Grup |, Il ve VIda negatif olarak gézlenmistir. O
nedenle bu U0¢ grupta apoptotik mekanizmalar aktive olmadigi
desteklenmektedir (diger immunohistokimyasal sonuglar ile). Grup llI'de
kaspaz 3 immunoreaktivitesinin kuvvetli pozitif oldugu goéruldi (Resim 9).
Diger apoptotik belirteclerin  immunohistokimyasal degerlendiriimesi
sonucunda apoptozisin sepsis uygulamasi sonucunda tetiklendigini
desteklemektedir. Grup IV ve Grup V’de kaspaz 3 immunoreaktivitesinin orta
siddette (++) oldugu gbzlendi. Buda g&stermektedir ki, sepsis ile aktive olmusg

apoptozis levosimendan tedavisi ile bir miktar énlenebilmistir.
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Resim 7: Tum gruplara ait karaciger érneklerinde Bax dagilimi. X400

G
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Resim 8: Tim gruplara ait karaciger orneklerinde sitokrom-c dagilimi.
X400

Grup | Grup Il

Grup I
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Resim 9: Tum gruplara ait karaciger o6rneklerinde kaspaz-3 dagilimi.
X400

Grup | _ _ Grup Il
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Tam gruplara ait immunohistokimyasal dagilimlar Tablo-11'de

6zetlenmigtir.

Tablo-11: Tim gruplara ait karaciger érneklerinde TNF-a, IL-6, IL-10,
Sitokrom-C, Bcl-2, Bax ve kaspaz-3 dagilimlarinin immunohistokimyasal
olarak karsilastiriimali sonuglari

Grup !l | Grup Il | Grup lll | Grup IV Grup V Grup VI
TNF-a +/ yer + +++ ++ Zon 3'de ++ -+
yer ++ Zon 2'de +
Zon 1'de -
IL-6 - - + +++ Zon 3'de ++ -
Zon 2'de +
Zon 1'de -
IL-10 + + + +++ Zon 3 de +++, Yer yer +
Diger zonlarda ++
Bcl-2 + - - - - +
Bax - + ++ ++ ++ -/+
Sitokrom-C - - + - - -
Kaspaz-3 - - +++ ++ ++ -
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V. TARTISMA

Sepsis agir bir enfeksiyon tablosu ve buna eslik eden sistemik
inflamatuar yanit ile birlikte yaygin doku hasarinin ortaya c¢iktigi klinik bir
tablodur. Normalde enfeksiyona organizmanin yaniti, bakteri istilasini
sinirlamaya, kontrol etmeye ve tamir etmeye ydnelik kompleks bir olaylar
zinciridir. Bu inflamatuar olaylar zinciri, fagositik hicrelerin uyarilmasi,
inflamatuar ve anti inflamatuar sitokinlerin, interferon-gama, pihtilagsma
faktOrleri, kompleman sistemi, proteaz, eikosanoidler, trombosit aktive eden
faktOr, nitrik oksit gibi ara drUnlerin (sitokinler) salgilanmasi ile baslar.
Enfeksiyona bu erken yanit yayginlasir ve bulundugu yerden uzaktaki
organlari da etkileyecek kadar blyur ise sepsis adini verdigimiz tablo geligir.
inflamatuar yanit siradan bir konak yanitidir; ancak normal yanitin
olusmasinda bozukluk ile asiri ve kontrolstiiz inflamatuar ara Urlnlerin
salinmasi ve buna bagli yaygin doku hasari ortaya ¢cikmasi beklenmedik bir
tepkidir ve sonucta, bu son derece ciddi tablonun ortaya ¢ikmasina neden
olur (29).

intravaskuler sivi agig, periferal vazodilatasyona bagl hipotansiyon ve
anormal kan akimi dagilimi sepsisli hastalarda karakteristiktir. Septik sok
tedavisinde ana hedef kan voluminin duzeltimesi, yeterli doku
perflzyonunun ve dokularin oksijen ihtiyacinin saglanmasidir (77). Bu
amagla ilk yapilmasi gereken yeterli sivi tedavisidir. Yeterli sivi replasmanina
ragmen hemodinamik bozuklugu devam eden veya doku hipoperfliizyonu
olan hastalarda inotropik ajanlar verilmelidir. Beta adrenerjik inotroplar ile
destek myokardiyal depresyonu dlzeltebilir, ancak kontraktiliteyi ve periferik
vaskiler direnci arttirici  etkisi nedeniyle altta yatan hipovolemiyi
maskeleyebilir. Ayrica olusturabilecegi tasikardi nedeniyle oksijen tiketimi
Uzerine olumsuz etkileri gézden kacirilmamalidir.

Levosimendan, myokardin kalsiyum duyarliligini artiran ve vazodilatér

etkiye sahip bir inotropik ajandir. Levosimendan, inotropik etkisini diger pozitif
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inotropik ajanlardan farkli olarak hicre i¢i kalsiyum miktarini artirmadan
gerceklestirir. Boylece myokardin oksijen tiketimini artirmadan myokardiyal
kontraktiliteyi artirmis olur. Ayrica hicre igi kalsiyum artisina bagh olan aritmi,
iskemi ve myosit disfonksiyonu gibi yan etkiler dnlenmig olur (90).

Sepsisli hastalarin %10-15’ine yastan bagimsiz olarak myokardiyal
depresyon eslik eder. Sepsise baglli depresyon, her iki ventrikilde sistolik ve
diyastolik disfonksiyon ile sonuglanan bir takim kompleks olaylar sonucu
olusur. Bu olaylar, B adrenerjik sitimilasyonda azalma, intrasellller kalsiyum
trafiginde dedgisiklik ve myofibriller seviyesinde elekiromekanik baglanmada
bozulmadir. Bunlar iginde intrasellUler kalsiyum trafigindeki degisiklik énemli
bir yer tutmaktadir. Septik sican izole kalp kasi hiicresinde, endotoksin ve
sitokinlerin L tipi voltaja duyarli kalsiyum kanallarinda kalsiyum akimini
baskilayarak intrasellller kalsiyum konsantrasyonunu azalttigi gésterilmistir
(108-110). Ayrica sepsiste Ryanodin reseptdr dansitesinin azalmasi ile sistol
sirasinda sarkoplazmik retikulumdan kalsiyuma bagli kalsiyum saliniminin
bozuldugu gdsterilmistir (111,112). Sonug¢ olarak, sistol sirasinda intrasellliler
kalsiyum konsantrasyonunun azalmasi myokardiyal kontraksiyonun
azalmasina neden olur.

Sepsiste bu hiicre ici kalsiyum trafigindeki degisikliklere bagh olarak
gelisen myokardiyal slpresyonda, levosimendanin kardiyak troponin C’ye
kalsiyuma bagimli bir mekanizmayla baglanarak hicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonunu artirmadan, troponin C’nin hicre igi kalsiyuma duyarlihgini
artirarak, myokardiyal kontraktiliteyi artirarak hemodinamik parametreleri en
uygun hale getirecegi ve ayrica splanknik perflzyonu iyilestirebilecegi
disuntlmektedir. Barraud ve ark. (113) yaptiklari galigmada, levosimendanin
sistolik ve diyastolik kardiyak fonksiyonlari iyilestirdigini, milrinon ve
dobutaminin sadece sistolik fonksiyonda iyilesme sagladigini géstermiglerdir.

Levosimendanin pozitif inotropik etkilerine ek olarak myosit ve
vaskiler diz kas hucrelerinde ATP bagimli potasyum kanallarini agarak
sistemik vaskller yatakta vazodilatasyona yol acti§i daha &nceki
calismalarda gosterilmigtir (94). Bu vazodilatasyonun sistemik vaskuller

direnci duslrecegi ve bunun da hipotansiyona neden olacagi agiktir. Yapilan
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bir calismada, endotoksinden 6nce baslanan levosimendan inflzyonunun
sistemik vaskuler diren¢ indeksinde yaklasik % 37’lik ve ortalama arteriyel
basingta da yaklasik % 22’lik azalmaya neden oldugu gosterilmigtir (6). Dubin
ve ark.’larinin (114) yaptiklari bir bagska calismada da, levosimendan
inflzyonu sonrasi sistemik hipotansiyon gelismistir. Bizim ¢calismamizda bu
calismalarla benzer olarak, levosimendan verilen gruplarda, yukleme
dozundan sonra OAB’da istatistiksel olarak anlaml bir azalma gelistigi
g6raldi. Ancak OAB degerleri yine de normal sinirlari iginde kaldi.

Karaciger insan vicudunda kanlanmasi en fazla olan organdir. Vicut
agirhginin sadece %2.5’ini olugsturmakla beraber kalp debisinin %25’ini alir.
Bunun yaninda iki ayri damardan kanlanmasi nedeniyle de karaciger
benzersiz bir organdir. Normal karaciger kan akimi, erigkinde 1550 ml kadar
olup gelen kanin yaklasik %80’i portal venden ve %20’si hepatik arterdendir.

Karaciger dokusunun histolojik yapisi incelendiginde, kan akimina,
safra akimina ve anatomik yapiya gore lobulasyonlar igerir. Kan akimina
gbre yapilan sinifamada merkezde santral ven ve kdselere portal triad
bulunan klasik veya hepatik lobulden olusmustur. Bununla beraber kan
akimina gére yapilan bu siniflama yani sira klasik lobdl zonlara ayrilmigtir.
Zon 1 en fazla kan akiminin oldugu zondur, o nedenle besin ve toksik
maddeler bu zonda daha fazla depolanir. Safra kanali tikanikhginda ilk
morfolojik degdisiklik burada gozlenir. Zon 2 esas olarak glikojenin depolandigi
yerdir. Zon 3 ise en az kan sirktlasyonu oldugu zondur ve en az besin de bu
zondadir. iskemik nekroz ve yad depolanmasi ilk olarak bu zonda gézlenir.
Toksik igerikten ve safra tikanikliginda en son etkilenen kisimdir (Sekil-3,
Sekil-4).

Karaciger, sepsis sirasinda sistemik inflamatuar  yanitin
dizenlenmesinde ve metabolizmada merkezi rol oynar. Sepsis sirasinda
arteriyel kan basincinda azalmayla birlikte karaciger kan akiminin bozulmasi

hepatik disfonksiyona neden olabilir.
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Kan akimina goére: Klasik veya Hepatik L

Merkezde santral ven

Késelerde portal kanallar

Safra akimina gore: Portal lobiil
Merkezde portal kanal

Kdselerde santral ven

Anatomik yapisina gére: Portal Asinus
iki kbsede ven

iki kdsede portal alan

long axis

short axis

Sekil-4: A- Hepatik asinus histolojik goériintliisii, B- Hepatik asinus
sematik goruntisu

Sicanlarda hepatik ve sinlizoidal kan akimina, endotoksinin etkilerini
inceledikleri calismada Secchi ve ark. (8) sicanlara saatte 2 mg/kg/sa'dan
endotoksin inflzyonu vermisler, endotoksin inflizyonu basladiktan sonra 1.
ve 2. saatte portal kan akimini ve sintzoidal kan akimini élgmugler, portal
kan akimini portal venin etrafina yerlestirdikleri ultrasonik akim probu,
sinGizoidal kan akimini da sol karaciger lobunda in vivo videomikroskopla
Olgmuslerdir. Sonugta hem portal kan akiminin hem de sinlzoidal kan

akiminin endotoksemi sirasinda azaldigini géstermislerdir.
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Baska bir galismada Croner ve ark. (115) CLP ile sepsis olusturduklari
sicanlarda portal kan akimini incelemisler ve sicanlara ¢alisma stresince (20
saat) ketamin ve pentobarbital inflzyonu ile anestezi vermislerdir. Portal kan
akiminin GLP sonrasi 1. saatte azaldigini ve bunun 20. saate kadar devam
ettigini géstermiglerdir.

Krejci ve ark. (116), anestezi altinda mekanik ventilasyon uyguladiklari
endotoksin inflzyonu ile septik sok olusturduklar domuzlarda vazopressinin
portal kan akimina etkilerini incelemisler ve sonug olarak septik grupta portal
kan akiminin azaldigini, septik vazopressin grubunda ise portal kan akiminin
daha c¢ok azaldigini gostermiglerdir. Vazopressine bagh portal kan
akimindaki bu azalmanin vazopressin inflzyonuna dobutamin inflzyonu
eklenmesiyle 6nlenebilecegini gdsteren yayinlar da mevcuttur (117).

Martikainen ve ark. nin (118), endotoksik sokta portal kan akimina
vazopressin ve norepinefrinin  etkilerini  kargilastirdiklari  calismada,
endotoksin ile septik sok olusturulduktan sonra vazopressin ve norepinefrin
inflizyonlar baglanmis ve Inflizyona 4 saat devam edilmistir. Sonucta
vazopressinin portal kan akimini azalttigi fakat norepinefrinin anlamli
degdisiklik yapmadigini gostermislerdir. Ayni grup 2005 yilinda yaptiklari
calismada, epinefrin ve norepinefrinin  portal kan akimina etkisini
incelemigler. Calismada énceki ¢alismada oldugu gibi endotoksin ile septik
sok olusturmuslar ve sonrasinda bir gruba epinefrin diger gruba norepinefrin
vermiglerdir. Epinefrin verilen grupta alti hayvandan besinde portal kan akimi
azalmig, norepinefrin grubunda ise portal kan akiminin anlamli olarak
arttigini géstermislerdir (119).

Levosimendanin portal kan akimina etkisini g&steren, literatirde bir
¢alisma mevcuttur (6). Bu galismada levosimendan 200 pg/kg yukleme
dozundan sonra 200 pg/kg/sa dozunda verilmis ve 30 dk. sonra endotoksin
inflzyonu ile septik sok olusturulmustur. Sonucta 6n tedavi olarak verilen
levosimendanin portal kan akimini iyilestirdigini géstermiglerdir.

Bizim calismamizda da distk doz levosimendan verdigimiz grupla
diger gruplar (LILIILV ve VI) karsilastinidiginda portal kan akiminin daha

yuksek oldugu gérulmektedir. Bu ylkseklik istatistiksel olarak da anlamhdir.
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Yiksek doz levosimendan verilen grupta ise kan akimi L.,Il. ve VI. gruptan
yuksek, lll. gruptan ise dusiuk bulundu; fakat bu farklar istatistiksel olarak
anlamli degildi. Oldner ve ark ile ayni dozu kullandigimiz bu grupta (Grup V)
portal kan akiminin disik doz kullanilan gruptaki gibi yiksek olmamasi bizim
¢alismamizdaki ilag uygulama zamaninin daha ge¢ olmasi ve ylksek doz ile
var olan periferik direngteki azalmanin daha da artmig olmasi ile agiklanabilir.

Siklikla programli hicre 6limine esdeger olarak kabul edilen
apoptozis, ¢ok hdcreli organizmalarin genetik sifrelerinde bulunan “hlcre
intihar1” programlarinin gelisimsel ve/veya gevresel uyarimlarla etkinlesmesi
sonucu ortaya cikan, gelisim ve farkllagsma sirasinda organ yapisi ve
islevlerinin aktif deg@isimini saglayan fizyolojik hicre o6luma olarak
tanimlanmaktadir (62). Yunancada “agaclarin yapraklarini dékmesi”
anlamina gelen apoptozis, ilk kez biyomedikal literatirde 1972 yilinda Kerr
tarafindan “mitozun karsit anlami” olarak kullanilmistir (120). Apoptozis,
intraselller bir olay olup, inflamatuar bir yanit olusturmaksizin ntkleer
degradasyonla hucre 6lumu gergeklesir. Birgok yolak apoptozise yol agabilir.
Bununla birlikte, hiicre iginde apoptozise yol agan, iyi bilinen 2 yolak vardir: a.
intrinsik (mitokondriyal) yol, b. ekstrinsik yol.

intrinsik yol; irradyasyon, toksine maruziyet veya DNA hasarina bagli
mitokondriyal stres gibi hlicrede stres yaratan faktorlerle baslatilir. Bu stres
kaynaklari Bcl-2 ailesinin mitokondri membranini stabilize veya destabilize
eden pro-apoptotik (Bax, Bad, Bid) ve antiapoptotik (Bcl-2, Bcl-XL) Gyelerini
etkiler. Mitokondri membraninin bitinliginin bozulmasi sitokrom C’nin
sitoplazmaya ¢ikmasina yol acar (Sitokrom C mitokondri icinde antioksidan
gibi gbrev yapar. Sitokrom C’nin mitokondriden sitoplazmaya salinmasi ile
elektron transport zinciri kesintiye ugrar ve mitokondriden asiri stperoksit
Uretilmesine neden olur). Sitokrom C Apaf-1(apoptotic protease activating
factor-1)’e baglanir ve onu aktive eder, ardindan ATP’nin de katilimiyla
apoptozom adi verilen bir kompleks olusur. Bu kompleks inaktif olan
prokaspaz-9’un aktif kaspaz-9 haline dénismesini saglar. Aktif kaspaz-9 ise

efekidr kaspazlardan prokaspaz 3’0 aktive eder. Aktive kaspaz'lar ise
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DNAase enzimini aktive ederek DNA'nin pargalanmasina yol acar (121)
(Sekil-5).

Ekstrinsik yol ise; ekstrasellller ligandlarin (Fas-ligand [FasL], timor
nekrozis faktér [TNF]-a, ) hlcre ylzeyindeki spesifik reseptdrlere (Fas, TNF
reseptorleri) baglanmasi ile aktive olur. Bu aktive olan kompleks reseptérin
sitoplazmik ytzeyinde bulunan FADD (Fas-associated death domain) ile
interaksiyona girerek prokaspaz-8 aktiflestirerek kaspaz 3’0 aktive eder.
Aktive kaspazZlar ise DNAase enzimini aktive ederek DNA’nin
parcalanmasina yol acar. Ayrica aktive kaspaz 8 Bid’in kirllmasina neden
olarak mitokondri membraninda sitokrom C’nin sitoplazmaya salinmasini
saglar (Sekil-5) (122).

Sekil-5. Apoptoz mekanizmasi
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Deneysel sepsis modelinde, Buchman ve ark. (123) tarafindan ilk kez
domuz endotel hicre kiltirinde endotoksin ile olusturulan sepsiste,
apoptozisin karakteritik 6zelligi olan DNA pargalanmasi ile hicre 6lUmu
tanimlanmistir. Lipopolisakkarid ile indiklenen sepsiste 1si sok yanitinin Bcl-2
gibi apoptozu inhibe eden genlerin ekspresyonunu Onleyerek endotel

hlcresinde apoptoza yol acabilecegini ileri sirmuslerdir.
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Koskinas ve ark. (124), sepsisten 6len yogun bakim hastalarinda
karacigerde gelisen histopatolojik degisiklikleri incelemisler ve calismaya
dahil 15 hastadan 10’nunda hepatosellliler apoptozis olustugunu
gbstermislerdir.

Hotchkiss ve ark. (125), tarafindan MODS tanisi alan 20 hasta
Uzerinde yapilan postmortem calismada, lenfosit ve gastrointestinal epitel
hlcresinde apoptozisin arttigi; ayrica bu dokularda Bcl-2 ekspresyonunun
azaldigi ve aktive kaspaz-3’GUn arttigr gosterilmistir. Buna karsin septik
olmayan nedenlerden 6len hastalarda hem apoptozis, hemde kaspaz-3
aktivitesinde artis gosterilememigtir.

Deneysel sepsis modelinde, parankimal dokulardan akciger, karaciger,
bdbrek ve intestinal yapilarda apoptosis artigi ve bu artigsin serum TNF-a
dlzeyleri ile dogru orantis1 saptanmigtir (126). Ayala ve ark. (127) yaptiklari
galismada, CLP ile sepsis olusturduktan 24 saat sonra fare hepatosit
hicrelerinde apoptozisin arttigini goéstermislerdir.

Parissis ve ark. (100) yaptiklari randomize plasebo kontrolli
calismada, levosimendanin dekompanse kalp yetmezlikli hastalarda soluble
apoptoz mediatdéri olan Fas-Fas ligand’da anlamli olarak azalttigini
gOstermiglerdir. Yapilan baska bir calismada, agir kalp yetmezlikli hastalarda
levosimendanin sFAS ekspresyonunu azalttigini gdstermislerdir (128).

Hipertansif sicanlarda, TUNEL teknigi ile kardiyomyosit hlcrelerinde
apoptozisin incelendigi bir calismada, levosimendani oral olarak 7 gun
vermigler ve sonugta levosimendanin doz bagimli olarak apoptozisi 6nledigini
gOstermiglerdir (129).

Kobayashi ve ark. (130) sicanlarda endotoksin ile olusturduklari
sepsiste hepatoselliler apoptozisde Bcl-2 ve Bax dagilimini incelemigler.
Septik sicanlarda hepatik parankimal hlicrelerde apoptozisin arttigini, Bcl-
2'nin azaldigini ve Bax’in da goreceli olarak arttigini ortaya koymuslardir.

Jao ve ark. (131) GCLP ile olusturduklari polimikrobiyal sepsiste,
karacigerde gec sepsis doneminde Bcl-2 ve Bcl-xL ekspresyonunun
azaldigini, Bax ekspresyonunun arttigini, agirr DNA fragmantasyonu

oldugunu ve erken ve gec¢ sepsis de hepatik apoptotik hiicre sayisinin
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arttigini, erken ve geg sepsiste PKC alfa ekspresyonunun azaldigini tespit
etmisler. Sonucgta sepsis sirasinda hepatik apoptozisin diizenlenmesinde
PKC alfanin énemli roli oldugu ve Bcl-2 protein ailesindeki degisikliklerin
apoptozis ile yakindan iligkili oldugunu éne stirmuslerdir.

Maitra ve ark. (132) septik siganlarda karacigerde CLP’den sonra
kaspaz 3 aktivitesinin arttigini gdstermislerdir. Bir baska calismada da
siganlarda LPS enjeksiyonundan sonra karaciger dokusunda apoptotik hticre
sayis! ve kaspaz 3 aktivitesi incelenmis, sonucta kaspaz 3 aktivitesinin ve
apoptotik hiicre sayisinin arttigi gésterilmistir (133).

Bizim calismamizda da TUNEL ydntemi ile apoptozis incelemesinde
sepsiste (Grup lll) apoptotik hiicre sayisinin arttigr gérilmektedir. Dislk doz
levosimendan verilen grupta (Grup IV) apoptotik hlicre sayisinin azaldigi
ancak esas olarak yuksek doz levosimendanin daha etkili oldugu ve bu
grupta (Grup V) apoptotik hiicre sayisinin kontrol gruplarina benzer sayida
oldugu izlendi. Portal kan akimindaki degisikliklerle paralel olmayan bu
bulgular, levosimendanin apoptozis Uzerine etkilerinin hemodinamik iyilesme
digindaki baska bir yol aracilidi ile oldugunu dastndtrmektedir.

immunohistokimyasal olarak TUNEL sonucunda gézlenen TUNEL
pozitif hucrelerin apoptotik hicreler olarak degerlendiriimesi sonucunda,
olusturulan sepsis modelinde gelisen apoptotik mekanizmada hangi yolagin
(ekstrensek ve/veya intrensek) aktive oldugunu incelemek icin indirekt
immunohistokimyasal analiz yapildi. Apoptotik mekanizmalarda rol oynayan
intrensek yolakta etkili ve mitokondrinin aktivasyonu sonucu salinimi
gbézlenen sitokrom-C, ile birlikte anti-apoptotik protein Bcl-2 ve apoptotik
protein Bax dagihmi ile birlikte hem intrensek hem de ekstrensek yolagin son
ariind olan kaspaz-3 dagihmlari incelenmistir.

Sepsis sirasinda meydana gelen apoptozisde ekstrensek yolak
mediatéri olan Fas/Fasl ve TNF-a/TNFRI kullanilarak olugtugunu gosteren
bircok yayin mevcuttur. Calismamizda sitokrom C’nin sepsiste zayif olarak
salinimi gézlenmistir. Bu da gdstermektedir ki sepsiste mitokondriyel hasar
olusmakia ve meydana gelen apoptozisde az da olsa intrensek yolak

kullaniimaktadir. Kaspaz 3 saliniminin sitokrom C’ye gére daha fazla olmasi
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sepsiste karacigerde apoptozisde ekstrensek yolagin daha etkin oldugunu
disindirmektedir.

CGalismamizda sepsis olusturulmus tim gruplarda Bax orani Bcl-2 ye
oranla daha fazla gorilmesi bu dokularda apoptotik mekanizmalarin aktive
oldugunu desteklemektedir. Bununla beraber bu oranin Grup llII'de Bax
yéninden daha fazla olmasi, sepsis olusturulmus fakat levosimendan ile
tedavi edilmig gruplarda ise oranin bir miktar azaldiginin gézlenmesi ile,
sepsis sonucunda aktive olan apoptotik mekanizmalarin tedavi ile bir miktar
Onlenebildigi hem TUNEL sonuglari, hem immunohistokimya sonuglari ve
hem de Bcl-2/Bax orani sonuglar ile desteklenmektedir. Bu sonuglar
levosimendanin  sepsiste olumlu hemodinamik etkilerinin  yaninda
antiapoptotik etkisinin de olabilecedini dislndirmektedir.

Xie ve ark. (134), endotoksin ile sepsis olusturduklari farelerde, TNF-a
ve IL-6'nin plazma konsantrasyonlarini arastirdiklari calismada; TNF-a‘nin
endotoksin inflzyonunun baslamasindan 1 saat sonra pik yaptigini ve daha
sonra giderek azaldigini ve 5. saatte kontrol ile ayni dizeye geldigini, IL-6'nin
ise 3. saatte pik yaptigini ve 8. saate kadar ylUksekligin devam ettigini
gbstermislerdir.

Zager ve ark. (135), lipoplisakkarit vererek olusturduklar deneysel
sepsiste lipoplisakkarit verildikten 2 saat sonra TNF-a’nin plazma
konsantrasyonunun arttigini, levosimendan ile tedavi sonrasi TNF-a plazma
konsantrasyonunda anlamli degisiklik yapmadigini ileri sirmislerdir.

Dekompanse kalp yetmezlikli hastalarda levosimendanin ve
dobutaminin inflamatuar ve apoptozis Uzerine etkilerinin arastirildigr bir
calismada; levosimendanin TNF-a’'nin plazma konsantrasyonunu tedaviden
48 saat sonra kontrol ve dobutamin grubu ile karsilastirdiklarinda anlamli
olarak azalttigi, IL-6'nin plazma konsantrasyonunuda azalttig1 fakat bu
azalmanin anlamh olmadidi, apoptotik mediatérlerden sFas ve sFasL’nin
plazma konsantrasyonlarinda anlamli azalmanin oldugu gésterilmigtir. (9).

Avgeropoulou ve ark. (101), agir dekompanse kalp yetmezlikli
hastalarda levosimendanin IL-6 ve TNF-o’'nin plazma konsantrasyonunu

azalttigini, fakat TNF-a’daki bu azalmanin anlamli olmadigini géstermislerdir.
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Kyrzopoulos ve ark. (102), kronik kalp yetmezlikli hastalarda
levosimendan inflzyonunun baslamasindan 72 saat sonra IL-6'nin plazma
konsantrasyonunun anlamli azaldigini géstermislerdir.

TNF-a sepsis patogenezinde merkezi rol oynar. Endotoksin verilmesi
ile TNF-a dluzeylerinde belirgin artigla beraber sepsis kliniginin gelistigi ve
ekzojen TNF-a uygulanmasi ile gram (-) sepsis ve sokun klinik, laboratuar ve
histopatolojik bulgularini taklit eden bir tablonun olustugu gdésterilmigtir. TNF-
ao'ya karsi gelistirilen antikorlarin ise endotoksin uygulanmadan &nce
verilmesinin mortaliteyi azalttig1 gosterilmigtir (57).

Saglikh génullilerde yapilan bir calismada, endotoksin inflizyonundan
sonra verilen epinefrinin TNF-a’'nin salinimini baskiladigi, IL-10 salinimini ise
artirdigi gOsterilmigtir (45).

Calismamizda ise sepsiste karaciger dokusunda TNF-a saliniminin
arttig1 ve levosimendan ile tedavi sonucu azaldigi gozlenmistir. Benzer olarak
IL-6 ve IL-10 salinimlarinin sepsis grubunda disuk oldugu, levosimendan ile

tedavi sonrasi salinimlarinin artmig oldugu goéralda.
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VI. SONUC

Etyopatogenezinde artan bilinenlere ve yogun bakim tedavilerinde
batin gelismelere ragmen sepsis halen mortalitesi ylksek bir tablodur.
Bunun  o6ncelikli  nedenlerinden  bir tanesi inflamatuar  yanitin
koordinasyonunda konak immdn yanitin ve hastanin tanisinin konuldugu ve
tedavinin  baslandigi  zamandaki inflamatuar yanitin  durumunun
bilinememesidir. inflamatuar sireci kontrol edebilir tedavi ydntemleri
denenmektedir. Levosimendanin sepsise bagli myokardiyal depresyonda ve
sistemik ve intestinal oksijen sunumunda olumlu etkilerinin oldugu
bilinmektedir. Sepsiste levosimendanin inflamatuar mediatérler ve apoptozis
Uzerine etkilerinin arastirildigi bir galisma hentiz yoktur.

Deneysel sepsis modelinde levosimendanin, karaciger kan akimi,
karaciger dokusunda inflamatuar sitokin dizeyi, mitokondriyal disfonksiyona
etkisi ve apoptozis ile apoptotik yolaklara etkilerini inceledigimiz bu ¢calismada
sonug olarak:

1. Hemodinamik olarak bilinen ve beklenen etkileri olusturmustur.

2. Duslk doz levosimendan ile portal kan akimi artar iken; ylksek doz
levosimendan  kullanildiginda portal kan akimini arttirict  etkisi
gbzlenmemistir.

3. Karaciger dokusunda, sepsis kaskadinda rol alan proinflamatuar
sitokin TNF-a’y1 azaltir iken; antiinflamatuar sitokinleri, IL-6 ve IL-10
arttirmigtir.

4. Karaciger dokusunda sepsise bagli apoptozisi azaltmistir. Ancak
yiksek doz ile bu azalma daha belirgin olmustur. Bu da apoptozis Uzerine
etkisinin portal kan akimindaki artistan bagimsiz olarak gergeklestigini
disundirmektedir. Ayrica sepsise bagl apoptozisin agirlikh olarak
ekstrensek yolak Gzerinden gerceklestigi gérinmekte; bu da levosimendanin
apoptozisi mitokondriyal disfonksiyonu &nleyerek degdil de; sitokinler

Uzerindeki olumlu etkileri ile azalttigini distindirmektedir.
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VIl. OZET

Bu caligsmada, deneysel sepsis modelinde, levosimendanin karaciger
kan akimi, karaciger dokusunda inflamatuar sitokin dtzeyi, mitokondriyal
disfonksiyona etkisi ve apoptozis ile apoptotik yolaklara etkilerinin
incelenmesi amaglanmistir.

Deney, agirliklari 200-250 gr arasinda degisen Wistar albino cinsi, 38
eriskin erkek sigan Uzerinde gergeklestirildi. Siganlar randomize olarak 6
gruba ayrildi. I. ve ll. gruba sham operasyonu uygulandi. IIl., IV. ve V. Grupta
cekal ligasyon ve perforasyon teknigi ile sepsis olusturuldu. VI. gruptaki
hayvanlara hicbir islem uygulanmadi ve saf kontrol olarak ayrildi. islemlerden
24 saat sonra Grup | ve Grup llle % 5 dextroz inflzyonu verildi.
Levosimendan, Grup Il ve Grup IV’e 100 ug/kg 10 dk yikleme dozundan
sonra 100 pg/kg/sa idame dozu, Grup V’e 200 pg/kg 10 dk yikleme
dozundan sonra 200 ug/kg/sa idame dozu 4 saat verildi. Sigcanlarin kan
basinglari ve kalp atim hizlari deney siiresince kayit edildi. inflizyon sonrasi
sicanlarin portal kan akimi Doppler USG ile élculdi, sonra siganlar servikal
dislokasyon ile sakrifiye edildi. Karaciger dokulari histolojik inceleme igin
alindi. Doku morfolojisi hematoksilen-eozin boyamasi, apoptotik hlcre
dagihmi TUNEL yéntemi ve TNF-a, IL-6, IL-10, Bcl-2, Bax, sitokrom C ve
kaspaz-3 dagilimi indirek immunohistokimya teknigi ile incelendi.

Levosimendan verilen gruplarda (l,IV ve V) yikleme dozundan sonra
OAB’In distiglu ve kalp atim hizinin arttigi géruldi. Karaciger portal kan
akimi disik doz levosimendan grubunda (Grup V) diger gruplardan daha
yUksek bulundu. TUNEL incelemesinde; TUNEL pozitif hiicre sayisinin Grup
l'de % 1.9+0.23, Grup II'de % 1.5£0.22, Grup llII'de % 11.3+0.73, Grup IV'de
% 6.4+0.34, Grup V'de % 2.5+0.22 ve Grup VI'da da 0 oldugu saptandi. Grup
| deg@erinin, Grup Il ve Grup V karsilastiriimasi ile, Grup Il degerinin Grup V
ve VI ile karsilastirlmasi sonucunda istatistiksel anlam gbzlenmez iken
(P>0.05), diger tum verilerin karsilastirilmalari istatistiksel olarak anlamli
(P<0.001) bulunmustur. Grup I'de TNF-a immunoreaktivitesinin zayif ve yer

yer orta siddette, IL-10 ve Bcl-2 immunoreaktivitesinin zayif siddette ve IL-6,
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Bax, sitokrom-C ve kaspaz-3 imminoreaktivitesinin negatif oldugu gézlendi.
Grup I'de TNF-a, IL-10 ve Bax immUnoreaktivitesinin zayif siddette ve IL-6,
Bcl-2, sitokrom-C ve kaspaz-3 immUlnoreaktivitesinin negatif oldugu gézlendi.
Grup lII'de TNF-a ve kaspaz-3 immiinoreaktivitesinin kuvvetli pozitif, IL-6, IL-
10 ve sitokrom-C immunoreaktivitesinin ~ zayif  siddette, Bax
immunoreaktivitesinin orta siddette ve Bcl-2 immunoreaktivitesinin negatif
oldugu gbzlendi. Grup IV'de TNF-a, Bax ve kaspaz-3 immulnoreaktivitesinin
orta siddette, IL-6 ve IL-10 immunoreaktivitesinin kuvvetli siddette ve Bcl-2 ve
sitokrom-C immunoreaktivitesinin negatif oldugu gézlendi. Grup V’de TNF-a
ve IL-6 imminoreaktivitesinin zon 3’de orta siddette, zon 2’de zayif siddette
ve zon 1’de negatif oldugu goézlendi. IL-10 immunoreaktivitesinin zon 3'de
kuvvetli pozitif, diger zonlarda orta siddette oldugu, Bax ve kaspaz 3
immunoreaktivitesinin  orta siddette oldugu ve Bcl-2 ve sitokrom-C
immunoreaktivitesinin negatif oldugu gézlendi. Grup VIda TNF-a ve Bax
immunoreaktivitesinin ¢ok zayif siddette, Bcl-2 immunoreaktivitesinin zayif
siddette, IL-10 immUnoreaktivitesinin yer yer zayif siddette ve IL-6, sitokrom-
C ve kaspaz-3 immUnoreaktivitesinin negatif oldugu gézlendi.

Sonug olarak; deneysel sepsis modelinde levosimendanin karaciger
dokusunda, sepsis kaskadinda rol alan proinflamatuar sitokin TNF-a'yi
azalttidi; antiinflamatuar sitokinler IL-6 ve IL-10'u arttirdigi ve sepsise bagli
apoptozisi 6nledigi gosterildi.
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Viil. SUMMARY

The aim of this study was to investigate the effects of levosimendan
treatment on liver blood flow, inflammatory cytokine levels in liver tissue,
mitochondrial dysfunction and apoptosis in an experimental sepsis model.

Thirty-eight adult male Wistar albino rats weighing 220-250 g were
included in the study. Rats were randomly divided into 6 groups. Group | and
Il had the sham procedure. Group lll, IV and V contracted intraabdominal
sepsis via cecal ligation and puncture. After 24 hours of the procedures %5
dextrose infusion was administered intravenously in Group | and Ill.
Levosimendan was given to Groups Il and IV as a loading dose of 100 ugr/kg
in 10 min, followed by continous infusion of 100 pgr/kg/h and to Group V as
a loading dose of 200 ugr/kg in 10 min, followed by continous infusion of 200
pgr/kg/h for 4 hours. Blood pressure and heart rate values of each rat were
recorded continously throughout the experiment. The rats were sacrificed by
cervical dislocation after portal blood flow measurement by Doppler USG was
monitored at the end of Levosimendan infusion. Hepatic tissues were then
dissected to establish histological changes associated with the infusion.
Tissue samples were stained with hematoxylin-eosin for examination of
morphological alterations and sections were stained via TUNEL method in
order to detect apoptotic cells. Hepatic tissue samples were also observed
for TNF-a, IL-6, IL-10, Bcl-2, Bax, cytochrom C and caspase-3 by using
indirect immunohistochemical technique.

Decrease in mean arterial pressure (MAP) and increase in heart rate
(HR) after the bolus dose was demonstrated in levosimendan treated groups
(I, 1V, V). Portal blood flow was higher in Group IV when compared with the
other groups. TUNEL positive cells were % 1.9£0.23, % 1.5+0.22, %
11.320.73, % 6.4+0.34, % 2.5+£0.22 and % 0 in Groups I-VI respectively.
There was no significant difference neither in comparison of Group | between
Group Il and V nor Group Il compared with Group V and Group VI. (p>0.05)
All other data comparisons between groups were observed to be statistically
different. (p<0.001) In Group I, immunoreactivity of TNF-a was low, IL-6 and

Bcl-2 was moderate and IL-6, Bax, cytochrom C and caspase-3 was
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negative. In Group Il, immunoreactivity of TNF-a, IL-10 and Bax was low, IL-
6, Bcl-2, cytochrom C and caspase-3 was negative. In Group I,
immunoreactivity of TNF-a and caspase-3 was highly positive, IL-6, IL-10 and
cytochrom C was low, Bax was moderate and Bcl-2 was negative. In Group
IV, immunoreactivity of TNF-a, Bax and caspase-3 was moderate, IL-6 and
IL-10 was highly positive, Bcl-2 and cytochrom C was negative. In Group V,
immunoreactivity of TNF-a and IL-6 was moderate in zone 3, low in zone 2
and negative in zone 3, IL-10 immunoreactivity was moderate except zone 3
that was highly positive, Bax and caspase-3 immunoreactivity was moderate,
Bcl-2 and cytochrom C immunoreactivity was negative. In Group VI,
immunoreactivity of TNF-a and Bax was extremely low, Bcl-2 was low, IL-10
was low in some of the zones and IL-6, cytochrom C and caspase-3 was
negative.

In conclusion, this study demonstrated that in experimental sepsis
model levosimendan decreases proinflammatory cytokine TNF-a; increases
anti-inflammatory cytokines IL-6, IL-10 and reduces sepsis-induced

apoptosis.
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