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I.GIRIS VE AMAC

Cerrahi girisimler sonrasi ortaya ¢ikan septik komplikasyonlar, yara yeri
problemleri ve timdral yayilim gibi sorunlara gerekge olarak pek ¢ok faktorin
varhgi ortaya atilmis ve konak immun yanitinin da bu faktérler icinde énemli
bir yere sahip oldugu ©6ne surllmistir. Bu konuda yapilan arastirmalar,
yalnizca cerrahi teknikteki ilerlemelerin yeterli olamayacagini, immun sistemi
dizenleyerek, en optimal dengeyi kuracak yeni stratejilerin gelistiriimesi
gerekliligini de ortaya koymustur.

Yirminci yazyilin ikinci yarisindan itibaren teknolojideki gelismeleri takiben
tibbin pek ¢ok alanindaki énemli atilimlara ek olarak insan bagisiklik sistemi
hakkinda daha ayrintili bilgiler elde edilmeye baslanmigtir. Cerrahi
travmanin, peritoneal ve sistemik immdn vyanit UGzerindeki etkilerinin
anlasilmasi ile postoperatif komplikasyonlarin azaltilmasi glncel arastirma
konulari haline gelmistir. Cerrahi sonrasi olugan immn disregllasyonun hem
hicresel ve humoral immunite, hem de sitokin dengesindeki degisikliklere
bagl oldugu gdsteriimesine karsin akut bir hiperinflamasyon mu yoksa bunu
baskilamak i¢in olusturulmus bir immUnstUpresyon mu oldugu halen
arastiriimaktadir.

Laparoskopik cerrahinin gelisimi ile birlikte yalnizca hizl iyilesme, daha
az hastanede kalis sUresi ve gunlik aktivitelere erken dénlis gibi dnemli
avantajlar saglanmakla kalinmamig, son yillarda molekiler anlamda yapilan
calismalarla  laparoskopinin, aglk  cerrahiye oranla daha az
immadndisregulasyona sebep oldugu gésterilmistir (1). Bu olumlu etkinin
klinikteki yansimalar septik komplikasyon oranlarinda azalma (2) ve tumor
yaylliminin dizginlenmesi (3) olarak kargimiza ¢ikabilmektedir.

imminolojik kaskadlarin i¢ ice gecmis karmasik yapisi, sitokinlerin gok
yonlu etkileri, regulatér T (Treg) hicreleri gibi 6nceden varligi bilinmeyen
hucresel yapilarin ortaya c¢ikmasi pek c¢ok immunolojik olayin daha

anlagsilabilir hale gelmesini saglamistir. Siregelen bu immin degisikliklerin



mekanizmalarini ortaya koymak ve bu degigiklikleri ortadan kaldirmayi
hedefleyen tedavi stratejileri gelistirmek son yillarda popuUler arastirma
konulari olmustur.

Bizim calismamizin amaci, deneysel olarak pnémoperitonyum
olusturuimus ratlarda 6nceden uygulanan beta-D glukan tedavisinin,
peritoneal immdn sistem ve sitokin yaniti Uzerine vyarattigi etkileri

incelemektir.



Il. GENEL BILGILER

1. Periton ve Peritoneal immiinite

Periton, batin i¢ duvarlarini ve batin i¢i organlarin dig ylzeylerini 6rten,
dizgln ydzeyli, saydam serd6z bir membrandir. Paryetal ve viseral olmak
lizere iki yapraktan olusur. Yaklasik olarak viicut yiizeyi (yetiskinde) 1.8 m?
kadardir. Periton zarinin buaydk bélimi su ve tuzlarin her iki yénde
diffizyonuna olanak saglayan yari gegirgen bir membran gibi davranir. Sivi
degdisimine zit olarak partikdllerin emilimi peritonun diyafragmatik ylzeyinden
gerceklesir (4).

Periton 2,5-3 pm kalinhginda, mikrovilli ile kapli tek sira mezotelyal
hicrelerden olusur (5). Mezotel hicreleri bir bazal membran yardimi ile
altindaki subser6z bag dokusundan ayrilir. Mezotel hicreleri arasinda
bulunan gbzenekler partikillerin bazal membran altinda bulunan ve lakuna
olarak adlandirilan 6zellesmis lenfatik damarlara dogru ilerlemesine olanak
tanirlar (6). Peritonun paryetal ve viseral yapraklari birbirlerinden ince bir
peritoneal sivi ile aynlir. Bu ser6z sivi i¢ organlarin birbirleri Gzerinde
surtinmesiz kaymalarini saglar ve normalde 100 ml seréz plazma ultrafiltrati
icerir (7,8). Peritoneal sivi barindirdigi hicresel mediatorlerin  aktiviteleri
aracihgi ile peritoneal hasar sonrasi iyilesmede aktif rol oynar. Yaklasik 300
hiicre/mm? igerir. Bu hiicrelerin cogunlugu makrofaj olmakla birlikte lenfosit,
mast hlcresi, PNL (polimorfontkleer lenfosit) ve deskuame olan mezotelyal
hucrelerden olusur (9).

Peritoneal makrofajlar ¢oépcl hlcrelerdir ve peritoneal kavitenin lokal
immadn yanitinda temel rol oynarlar. Tumoér nekroz faktér (TNF-a), interldkin
(IL)-1, IL-6, IL-8, interferon (IFN), kompleman komponentleri ve oksijen
radikalleri bu lokal immunitede makrofajlar tarafindan salinan baslica
mediatérlerdir. Makrofajlarin salgiladigi bu mediatérler periton bosluguna
PNL gogunu tetikler.



Mezotel hiicreleri bazal membrana zayif bir sekilde baglidir ve hafif bir
travmada dokualtrler (10). Peritondaki mezotelyal hicreler in vitro olarak
stimile edildiklerinde IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a ve transforming growth faktor
(TGF)-B sekrete ederler (11,12).

Peritoneal savunma mekanizmalari igcerisinde omentumun 06zel bir yeri
vardir. Pasif hareket yetenegi, adezyon, hemostaz saglayici, yabanci cisim
enkapsulasyonu gibi 6zellikleri ile peritoneal savunmanin en &nemli
bilesenidir (13). Fischer, omentumu abdomenin immuUn fabrikasi olarak
tanimlamistir (14). Omental mezotel icinde caplan 1-10 mikron arasinda
degisen acikliklar vardir. Bunlar glomus benzeri kapiller vyapilarin
merkezlerine ulasir. “Milky spot’ adi verilen bu yapilarin icinde stroma
hicreleri, makrofajlar, lenfositler ve dentritik htcreler yer alir. Milky spotlarin
mononukleer fagositik sistem hicrelerinin proliferasyonu igin uygun bir
mikrogevre oldugu bildirilmistir (15). Milky spotlar, periferik bir lenfoid organ
gibi calisarak fagositoz, antikor Uretimi, abdominal kavitenin temizligi, timaor
hucrelerinin tutulmasi, bakteri gibi yabanci cisimlerin selektif depolanmasi
gorevlerini Ustlenmistir (16). Omentektomi yapilan siganlarda peritoneal
kemotaktik aktivitenin ve peritoneal makrofaj sayisinda belirgin azalmanin
olmasi, omentumun peritoneal savunma mekanizmalari igindeki 6nemini

gbstermektedir (17).

2- immiin Sistemin Temel Bilesenleri:

Immiin yanit, antijene veya herhangi bir uyarana verilen innate (dogal
immadn yanit ve uyari devam eder yahut da tekrar ederse kazaniimis immun
yanit seklinde forme olur. Dogal immdn yanitin temel elemanlar makrofaj,
noétrofil gibi fagositer hicreler, NK hucreleri ve bunun yaninda bazi sivisal
faktorlerdir. Bu cevap aslhinda kazaniimig immidn sistemin elemani olan
lenfosit hiiceleri ile ¢ok siki iliskidedir. ilk yanit esnasinda bu hiicelerden
aciga cikan pro-inflamatuvar sitokinlerin (6rnegin IL-2, IFN-y gibi) lenfositleri
uyardigl, ¢cogalmaya ve farklilasmaya yoénlendirdigi bilinmektedir. Lenfositik
hicrelerin temel komponenti T hadcreleridir. Dolagimdaki total lenfosit

havuzunun % 60 — 80 kadarini T hcreleri olusturur. T hlicrelerinde baslica



CD4 ve CD8 olmak Uzere pek cok yizey farklilasma molekili vardir.
Periferik kandaki T htcrelerinin Ugte ikisi CD4, Ugte biri CD8 yiizey moleklli
tasiyan lenfositlerdir. CD4 ylizey molekull tasiyan subpopiilasyon, sitotoksik
ve supresOr T hulcrelerinin olgunlagmasina yardimci T hicrelerini kapsar.
CD8 ylzey molekull tasiyan popullasyon ise antikor yapimini inhibe eden
supresor T hucrelerini ve sitotoksik fonksiyon yapan efektér T hicrelerini
kapsar (18).

2.A. CD4* T Hiicreleri

Kandaki lenfositlerin %35-60 kadarini olustururlar. Diger T hucrelerinin
olgunlasmasina yardimci olmalarindan dolay! T helper (Th) hlcreler olarak
da adlandirilirlar. Bagslangicta Th hicreler fonksiyonel ve belki de anotomik
olarak 3 alt gruba ayrilmigtir. Bunlar da Thg, Th{ ve Tho subgruplar olarak

isimlendirilmistir. Mosmann ve ark 1986 yilinda fareler Uzerinde, Urettikleri
sitokinlere gbre Th hicreleri 2 subgruba ayirmis ve daha sonra bu
subgruplarin insanda da varoldugu goérilmustir. Bu fonksiyonel farklilasma
bu altgruplarin salgiladiklar farkli sitokinlerle saptanabilmektedir. Thg grubu,

IL-2 sentezleyebilen naif CD4" T hiicreleri ihtiva eden bir havuzdur. Gelen
immUn cevaplara gére Th1 ve Th2 fenotipine farklilagirlar (19). Thq hicreler,

IL-2, IL-12, IFN-y ve TNF-B, buna karsin Tho subgrup htcreler ise IL-4, IL-5,

IL-6, IL-10 ve IL-13 sentez etmektedirler (20). Th1 ve Th2 fonksiyon farklihgi
6nceden belirlenemez ve farklilagsma gelecek olan sinyallere baghdir ve
sitokinlerin siki kontroli altindadir (21). Th1 hucrelerin asil fonksiyonu,
sitokinler araciligi ile makrofajlarin fagositoz ve mikrop &éldirme yeteneklerini
arttirarak enfeksiyonlara kargi savunmayi olusturmaktir. Th1 hicreler
makrofaj aktivasyonunu IFN-y salgilayarak yapar. Aktive olarak fagositoza
baglayan makrofajlardan sentezlenen IL-12, naif CD4" T hiicrelerin Thi’e
farklilasmasini ve IFN-y sentezini arttirir. Ayrica Th1 hilicreler CD8" T
hucrelerin aktif sitotoksik T hlcrelere farklilagsmasina ve B-lenfositlerin antijen
sunan hlcrelere ddnismesinede yardimci olur. Th2 hicreler ise, B
hucrelerini IgM, IgG ve IgE sentezine ydneltir, Th1 Gzerinde olusturdugu



baskilayici etki ilede akut ve kronik inflamasyonu ve geg tip asirn duyarhligi
inhibe ederler. Sonuc itibariyle Th1 hlcreler, hiicresel immin cevabin; Th2
hicreler ise himoral immUn cevabin olusmasinda etkin rol oynar (sekil1).

Th hocrelerindeki bu ayrim bir ¢ok hastalikta ortaya ¢ikan
immudnopatogenezi anlamaya yardimci olsa da tam anlami ile yeterli
olamamistir. Bu nedenle arastirmalar devam etmis, antijenik uyari sonrasi
ortaya ¢ikan baskaca bir hicre tipi tanimlanmigtir. Bu hdcrelerin IL-10 ve
TGF-B salgiladiklari ve genel olarak immuinstpressor/immunregulatér olarak
gbrev yaptiklari goésterilmistir. Baslangigta Th3 olarak adlandirilan bu
hicrelerin CD4 molekdli yaninda CD25 molekdlini de eksprese ettigi
belirlenmistir. imminoregulatuvar etkilerinden dolayi bu Th subpopulasyonu
daha sonra Treg adini almistir (22).

IL-10

IL-5

IL-6
—IL-10—— _eosinofil diferansiyasyonu

IL-4 e

P! ,’/ »IgM ve IgG Uretimi

mast hiic. aktivasyonu

TNF-b sitokin aracili sitotok-
. . . sisite
DIFERANSIYASYON KROSREGULASYON Efektor Fonksiyonlar

Sekil-1: Th (yardimci) hlcreleri, salgiladiklari sitokinler ve krossregiilasyon
(DUz cizgi ile gizilen oklar stimilatér etkiyi, aralikli gizgi ile gizilen oklar ise inhibitér etkiyi
temsil etmektedir. APC= Antijen sunan hiicre).




2.B. CD8" T Hiicreler

Bu grupta supresdr T huacreleri ve sitotoksik T hdcreleri yer almaktadir.
immiin aktivasyon sonrasi 6zellikle endojen antijen yahut da virisler gibi yine
endojen benzeri davranan antijenlere Th1 yardimi ile CD8" T hicrelerce
yanit verilir. Eger ortamda inflamatuvar prosesin devamini gerektiren bir
durum yoksa Treg hicreleri ve belki de Th2 hlcrelerince salgilanan IL-10 ve
TGF-B gibi regulatuvar sitokinlerle Th1 aktivasyonu Kkisitlanir. Bunun
sonucunda CD8" T hiicre cevabi asagiya gekilir ve homeostaz saglanir.

2.C. Reqiilator T Hiicreler (Treq)

Bu hiicreler CD4" CD25" T hiicreleri olarak bilinirler. Treg hiicrelerin kesfi
ile hicre aracili stpresyon, self tolerans ve adaptif immuan yanitin regilasyon
ile ilgili 6énemli ilerlemeler kaydedilmistir (23,24). Periferal kanda CD4" T
hiicrelerin yaklasik % 5-10'unu olustururlar. in vitro calismalarda Treg

hicrelerin su 6nemli 6zellikleri gdzlenmistir (25,26):

1- Treg hucreler doz bagiml olarak naif T hucrelerin IL-2 Uretimini ve

proliferasyonunu stprese eder

2- Hem CD4" hem de CD8" T hiicreler sliprese olur

3- Treg hlcrelerin stpresér kapasitesini eksojen IL-2 ilavesi ile 6nlemek

mUmkandur

4- Treg hicreler stpresor etkinlik icin antijen spesifik olarak aktive

edilirler ancak kendi inhibitor etkilerini antijen non-spesifik yol ile
gobsterirler.

Regulatér T hicreler TGF-B ve IL-10 sentezleyerek efektdr Th1 Gzerinde
inhibisyon etkisine sahiptir. Ayrica dogrudan naif T hdcre Uzerinden de
inhibisyona neden olabilir. Yakin zamanda yapilan bir ¢galismada TGF-B’nin
periferal CD4"CD25" Treg hicrelerin sipresér fonsiyonlarinda ve Foxp3
ekspresyonunda dnemli bir roll oldugunu gdstermistir (27). Boylece Treg ve
diger kaynakh olabilen TGF-B’ nin Treg’ leri fonkisyonel olarak uyardigi

gOsterilmigtir.
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2.D. Sitokinler

Sitokinler hiicreler arasi mesaj ileten peptid ya da glikoportein yapisinda
solubl biyolojik mediyatérler olup immin ve inflamatuvar olaylara katilan
hicrelerin etkinligini arttirirlar (28). Aktive olmus lenfositler, monositler,
makrofajlar ve dider bazi hicreler tarafindan Uretiimekte ve sekrete
edilmektedirler. Antijen icin spesifik olmamakla birlikte olugsmalari ve hedef
hicreleri etkilemeleri igin antijenik stimilasyona ihtiya¢ duyarlar.

Sitokinler genellikle sekrete edildikleri bdlgede etkili olmakla beraber
endokrin etkileri de mevcuttur. Otokrin ve parakrin etkileri muhtemelen cesitli
inhibitér ve antagonistik faktérlerle modile edilebilir. Sitokinler hucre
ylzeyindeki spesifik reseptérlere ylksek affinite ile baglanirlar ve hicre icine
fonksionel sinyal gbnderirler (29).

Sitokinler, genel olarak birbiri ile iligkili, baslica 5 dogrultuda etkinlik
gOsterebilirler:

1- Lenfoid hicrelerin gogalma ve farklilagmasini saglamak,

2- immiin cevabi siddetlendirmek veya baskilamak siireti ile regiile
etmek,

3- Enflamasyon olaylarina katilan htcreleri aktive etmek, reaksiyon
yerine toplayarak orada tutmak, cesitli biyolojik etkinlikler géstermek,

4- Kemik iligine etki ile hemopoetik regulasyona katiimak,

5- Bazi hipofiz hormonlarinin ve diger biyolojik maddelerin sentez ve
salinmalarina neden olmak (30).

Sitokinler, bir kompleks ag olusturup inflamatuvar cevabin regllasyonu

ve organ fonksiyonlarinin homeostazisinde gérev yaparlar.

IL-4 :

Th2 tarafindan sentez edilen 20 kD agirhiginda bir sitokin olup allerjik
reaksiyonlarin regulasyonlarindan sorumludur. Aktive mast hUcreleri,
bazofiller ve bazi CD8" T hicreleri de IL-4 sentez edebilirler. Makrofaj

aktivasyonunu inhibe eder ve IFN-yY nin makrofajlar Gzerine olan etkilerin
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cogunu inhibe eder. T hulcrelerinin 6zellikle Th2 hlcrelerinin buyime ve

farklilasmasini saglar (31,32).

IL-10 :

18 kD agirhginda Th2 ve Treg drGnl olan bir sitokindir. Bazi Thi
hicreler, aktive makrofajlar ve bazi non-lenfositik hiicre tipleri (keratinositler)
tarafindan Gretilir. iki major aktivitesi olup makrofajlar tarafindan TNF, IL-1,
IL-12 sentezini inhibe eder ve T hiicre aktivasyonunda makrofajlarin yardimci
rollerini siprese eder. Th1 proliferasyonunu baskilar. IL-2 ve IFN-y sentezini
inhibe eder (31,32).

IL-12

35 - 40 kD agirhginda, heterodimer yapida ve temel olarak aktive makrofaj
ve notrofillerden sentezlenen bir sitokindir. Enfensiyonda en erken sentez
edilen pro-inflamatuar sitokinlerden biridir. Th2 hu(creleri inhibisyona
ugratirken Th1 hicreleri stimile eder. IL-8 ve IFN-y sentezini indUkler.
Sitotoksik T hucre cevabini, Naturel Killer (NK) hdcrelerinin proliferasyon ve

aktivasyonunu stimule eder (31,32).

IFN-y
20-25 kD agirhigindadir ve CD8" T hiicreleri, Th1 hiicreleri, NK hicreleri

ile aktive makrofajlardan salinir. Baslica fonksiyonlari arasinda, Th1 ve NK
hiicre stimllasyonu, Th2 inhibisyonu, makrofaj aktivasyonu, CD8" T hicre
aktivasyonu yer alir. B hicrelerinin farklilagsmasini ve yizey reseptoérlerinin

ekspresyonunu saglar. Ayrica; superoksit ve NO sentezini arttirir (31,32).

TGF-g:

25 kD agirhiginda bir homodimerik polipeptiddir. Cok genis biyolojik etkileri
olup, hiicre biyumesi ve farklilagsmasindaki rolleri son yillarda gdsterilmistir
ve bu etki hicre tipine bagh olarak olugsmaktadir (33,34). TGF-B1 ilk olarak

normal fibroblast blyUmesini indikleyen bir protein olarak tarif edilmis,
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ancak; buglin birgok epitelyal ve immun hdcre igin inhibitdr etkisi oldugu
saptanmistir (35). TGF-B1 etkisini membran reseptorleri araciligi ile
gerceklestirir. Uc adet hiicre reseptdr proteini tesbit edilmis olup, bunlar
yUksek affinitelerine gére sirayla:

e Tip-1 (55 kD)

e Tip-2 (80 kD)

e Tip-3 (280 kD)

Tip-2' nin muhtemelen tip-1 ile beraber bliylmenin inhibisyonunda sinyal
iletiminden sorumlu oldugu distntlmektedir.

TGF-B1, tdm immUn hicreler tarafindan eksprese edilir ve stres ve
hastaliga yanitta akut regiilasyona ugrayan izoformudur (36). inflamatuar
yanitin akut fazinda peritoneal makrofajlar ve/veya mezotelyal hicreler TGF-
B1 Uretirler (12). T lenfositlerin proliferasyonu ve efektér fonksiyonlarini,
makrofaj fonksiyolarini ve B-lenfosit proliferasyonunu inhibe eder. TGF-B’nin
6nemli bir kaynagi da regualatér T hicreleridir (37).

TGF-B1' in ¢ok ylUksek konsantrasyonlara ciktiginda cesitli fibrojenik
bozukluklarin gelisiminde anahtar bir faktér oldugu bilinmektedir (38). TGF-B1
hem in-vitro hem in-vivo ekstrasellliler matriks protein sentezini arttirmaktadir
(38,39). Ayni zamanda TGF-B1 matriks yikimini bloke eder ve hicre
ylzeyindeki integrinlerin relatif oranlarini degistirerek matrikse htcre
adezyonunu arttinr (40). Sireklilik arz eden doku zedelenmesi veya TGF-31

regllasyonunda dizensizlik fibrozise sebep olabilir.

3. Cerrahi Travmaya Peritonun immiin Yaniti

inflamasyon, hasara karsi koruyucu erken bir homeostatik immiin yanuttir.
Proinflamatuar mediatér kaskadi hlcresel ve himoral immun
mekanizmalarin aktivasyonu ile karakterizedir (18,19). Cerrahi yalnizca
intestinal inflamatuar yanit olusturmakla kalmaz ayni zamanda olusan
travma, intraperitoneal ve sistemik immidn yanitt da tetikler. Periton,
peritoneal kavitedeki |6kosit ortamini, lokal sitokin ve kemokin Uretimi ile

dizenler (20,21). Cerrahi sonrasi peritoneal konak yanitinin ilk basamaginda
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anahtar huUcreler, makrofajlar, nétrofillerdir ve lenfositlerdir. Abdominal
cerrahi, yaygin inflamasyonun yoklugunda hizli ve gegici bir polimorfonikleer
hicre artisina neden olur ve bunu makrofaj artigi izler. Makrofajlar lokal
immuniteyi IL-6, TNF-a ve oksijen radikalleri gibi mediatdrler yardimi ile
regile ederler. Peritoneal inflamasyona yanit olarak olusan hicresel
infiltrasyonun kinetikleri genel hatlari ile su sekildedir:

e Hasara ugrayan peritonda en erken gorilen hicreler, travmayi
takibpen 1-2 saat iginde gbgce baslayan polimorfontkleer
nétrofillerdir ve 1-2 giin boyunca aktif konumda kalirlar.

e Monositlerin ortama gog¢u ve makrofajlara diferansiyasyonu (22).

e 3. ginde mezotelyal hicreler hasar olan boélgedeki makrofajlarin
etrafini gevrelemeye baglar (23).

e 4-7. glnler arasinda peritoneal ylzeydeki dominant hcreler
mezotel hlicreleridir.

e Postoperatif 5. glinin sonunda peritoneal sivi igerisindeki ana
hicreler makrofajlar olur.

Artan inflamatuar yanit negatif feedback mekanizmalari Uzerinden
paradoksal olarak immunstpresyona neden olabilmektedir (24). Yapilan pek
¢ok in vitro calismada postoperatif dénemde makrofajlarin fagositoz
potansiyelinin azaldigi (25), peritoneal nétrofiller tarafindan yapilan
fagositozun azaldigi (26), makrofajlardaki HLA (insan |6kosit antijeni)
ekspresyonundaki azalmaya bagli olarak CD4" T hicrelerin antijen spesifik
yanitinin azaldigi (27) gosterilmistir.

Cerrahi sonrasi peritoneal sividaki sitokin dlzeylerinde degisiklik olur.
Genellikle pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar sitokinlerin dlzeylerinde artis
s6z konusudur. Buna kargin plazmadaki sitokin dizeylerinin cerrahiyi takip
eden birka¢ gin boyunca disik dizeylerde olmasi, bu mediatérlerin lokal
olarak periton tarafindan Uretildigi ve buradan sistemik dolasima gectigi
distnulmektedir (28). Ayrica IL-1, IL-6, IL-8, gibi pek ¢ok sitokinin laparotomi
sonrasl! ilk birka¢ saat igindeki temel kaynagdinin periton oldugu gen ve
protein dlUzeyindeki ¢alismalarda gdsterilmistir (28,29). Ayrica IL10, IL-12,
IFN-y dizeylerindeki degisiklikler hlcresel immin yanit Gzerinde etkilidir.
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Erken postoperatif dbnemde pro-inflamatuvar sitokin dizeylerinin kontrolsitz
yUkselmesine hicresel immunitenin asirn reaktiviteyi engellemek amaciyla
suprese olmasi eglik eder (30).

Cerrahi sonrasinda periferal CD4/CD8 oraninin belirgin oranda degistigi
gosterilmistir. Burada CD4" hicreler azalirken CD8" hicrelerde artma
olmaktadir (31).

4. Pnémoperitonyum ve immiin Yanit

1901’de Kelling ile baglayan laparoskopi sertveni 1980’lerde
videolaparoskopinin gelistirimesi ile yeni bir doneme girmis ve 1987'de
Mouret'in ilk basarili laparoskopik kolesistektomiyi rapor etmesi ile farkli bir
boyut kazanmigtir. 1990’larda laparoskopiye artan ilgi ve teknigin cerrahlar
tarafindan gelistiriimesi ile pek ¢cok operasyon rutine girmistir. Ginimuzde
artik onkolojik cerrahinin de iginde bulundugu bircok alanda laparoskopik
girisimler populer hale gelmistir.

Laparoskopik cerrahinin hastanede kisa yatis suresi, azalmig postoperatif
agri, normal gunlik aktivitelere erken dénlis ve kozmetik sonuglar agisindan
acik cerrahiye Ustinligu oldugu bilinmektedir (32). Daha az invaziv olmasi
nedeniyle organ ve dokulara daha az travmaya sebep oldugu kabul edilmistir
(32).

Laparoskopinin uygulanabilmesi icin gerekli olan ¢alisma alani karin icine
uygulanan pndémoperitonyum ile saglanir. Veres ignesi ile periton bosluguna
girildikten sonra 12-14 mmHg basin¢ olusturacak sekilde gaz insufle edilir.
Teknigin gelisim sdreci iginde pnémoperitonyum olusturmak igin hava,
nitrojen, helyum, argon ve karbondioksit gibi pek ¢ok gaz denenmis ve yanici
olmamasi, ¢6zUnarligunin ydksek olmasi ve ucuz olmasi nedeniyle
karbondioksit kabul géren tercih olmustur (33).

Laparoskopinin ve dolayisiyla pnémoperitonyumun neden oldugdu cerrahi
travmanin konvansiyonel cerrahiye oranla daha az olmasi, olusacak immin
degisikliklerin de daha az olacagi dusincesini dogurmustur. Yapilan in vitro

ve iv vivo caligsmalar géstermistir ki; laparoskopik cerrahi peritoneal ve
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sistemik immUn sistemi konvansiyonel cerrahiye oranla daha az
baskilamaktadir (1,34, 35).

Pnémoperitonyumun; monositlerden TNF ve siperoksit iyon salinimi (36),
T lenfosit ve natural killer (NK) fonksiyonlarn (37,38), makrofaj ekspresyonu
ve fonksiyonlarini (39) agik cerrahiye oranla daha iyi korudugu bildirilmistir.
TOm bunlarin yaninda pnémoperitonyumun olusturuldugu gazlarin fiziksel ve
metabolik etkileri, gazlarin nem ve sicakliklarina bagh etkiler ayri ayri ¢galisma

konusu olmustur.
5. Beta-Glukan

Beta-glukan, ekmek mayasinda, tahilda ve mantarlarda bulunan, hiicre
duvarinin yapisinda yer alan fiber formda bir polisakkarittir (63). Dogal
mayada ve mantarlarda temel olarak B-1,3 glukan veya 3-1,6 glukan olarak
bulunur. Glukan, 6,5 kD molekdler agirliga sahip, zimosandan elde edilen bir
B-1,3 linked glukopironaz polisakkarittir ve makrofaj/monosit hicre serilerinin
potent aktivatéri ve retiklloendotelyal sistemde pek c¢ok stimilator etkiden
sorumlu oldugu gosterilmistir (64). Ticari olarak kullanilan beta-glukan
ekstresi genellikle ekmek mayasindan yani “Saccharomyces cerevisiae” ‘den
elde edilir (65). Pillemer and Ecker zimosan adi verilen ve “Saccharomyces
cerevisiae” duvarindan elde edilen beta-glukanin deneysel olarak hayvanlara
uygulandiginda retikiloendotelyal sistemde hiperplazi ve hiperfonksiyona
neden oldugunu gdéstermislerdir (66). Bunun disinda Phellinus linteus veya
Sparassis crispa gibi mantarlardan elde edilen pek ¢ok beta-glukan preperati
mevcuttur. Degisik molekuler agirliklara ve kimyasal varyasyonlara bagh
olarak etkilerinin degdisik dizeylerde oldugu bildiriimekle birlikte, beta-
glukanin temel etkileri su sekilde siralanabilir:

1- Immunmodiilasyon
2- Antikarsinojenik etkiler
3- Lipid dasuracu etkiler
4- Kan sekeri disurici etkiler
Beta-glukanin in vivo uygulanmasi ile gesitli infeksiyonlara ve tumor

gelisimine karsi konak yanitinda bir artis bildirilmigtir (67,68). Bunun Uzerine
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yapilan pek cok klinik calismada timoér immuUnoterapisi ve cerrahi sonrasi
infeksiyonlarin énlenmesinde beta-glukan olumlu sonuglar vermistir.

Farkh beta—glukanlarin farkh etkilere sahip olmasinda molekdl
agirliklarinin ve dallanma yapilarinin etkin oldugu 6ne surilmesine ragmen
henliz tam olarak agiklanamamistir. in vitro calismalarda blylk molekiiler
agirhkh veya partikilli beta-glukanlarin I6kositlerin  fagositik, sitotoksik
aktivitelerini arttirarak reaktif oksijen ve nitrojen aracili antimikrobiyal
aktivitelerini arttirdigi ve direk olarak I6kositleri aktif hale getirdigi ve ayrica
IL-8, IL-1B, IL-6 ve TNF-a gibi sitokinleri stimule ettikleri gdsterilmistir (69).

Hlcresel beta-glukan reseptdrleri makrofajlar, nétrofiller, eozinofiller ve
NK hicrelerinde saptanmistir. Bu hicrelerdeki beta-glukan reseptérleri
coguldur ve CR3, Dectin-1 ve laktosilseramid bunlarin baslicalaridir (70).

Bu reseptorler icinde en énemlisi Dectin-1'dir. Dectin-1’in solubl ve pargali
beta-glukanlar icin makrofajlar Gzerindeki majér reseptor oldugu gosterilmistir
(71). Aynica yakin zamanda Dectin-1’in beta-glukan ile olusan proinflamatuar

sitokin Uretimi ve hiicresel immuUn yanita aracilik ettigi saptanmistir (72).
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ll. GEREC ve YONTEM

1. Gruplarin Tanimlanmasi

Calismamizda Ege Universitesi Deneysel Arastirma Laboratuvarinda
yetistirilen, National Institutes of Health Publication Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals (NIHPGC)'a uygun olarak 12 saatlik aydinlk-
karanlik siklusunda, standart rat yemi ve su ile beslenen 28 adet erigkin, disi
rat (200-250 g, Wistar-Albino) kullanildi.

Deneyler Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Bakimi ve Kullanimi
Komitesi'nin kilavuzlarina uygun olarak gerceklestirildi.

Calisma Celal Bayar Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Baskanligi’'nin
destegi ile ve Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Etik
Kurulu onay! alinarak yapildi.

Deneye baglamadan 6nce toplam 28 rat, 3 gruba rastgele érnekleme yéntemi

ile dagitildi.
e Sham grubu: 9 rattan olusturuldu. 1cc/oral/giin serum fizyolojik verildi.
Herhangi bir cerrahi girisim yapilmaksizin yalnizca peritoneal lavaj ile

ornek alindi.

e Kontrol grubu: 9 rattan olusturuldu. Pnédmoperitoyum olusturularak

1cc/oral/gun serum fizyolojik verildi.

e Beta-glukan grubu: 10 rattan olusturuldu. Pndmoperitonyum

yapiimadan Onceki 7 gun sdresince 100mg/kg/gin beta-glukan

beslenme tlpu araciligi ile gavaj seklinde verildi.
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2. Yontem

Beta-glukan grubundaki ratlara pnémoperitonyum 6éncesi 7 gin sireyle
100 mg/kg beta-glukan (immuneks®, Mustafa Nevzat ilagc San., Turkiye)
gavaj yontemi ile uygulandi.

Kontrol ve beta-glukan grubundaki ratlara ketamin 30 mg/kg i.m ve xylazin
5 mg/kg i.m ile anestezi uygulandi. Doért ekstremitesinden kesim tahtasina
tesbit edilen ratlarin karin én duvarlari tras edildikten sonra % 70’lik etil alkol
ile temizlendi. Iki adet 20G intraket ile karinda orta hattin alt béliminden
periton bosluguna girildi. intraketlere baglanan manometre yardimi ile karin

10 mmHg basinca ulagsana dek sigirildi (resim1).

Resim.1

19



Basing sabit olacak sekilde 30 dk. sUreyle pndémoperitonyum
olusturulduktan sonra manometre ayrildi ve karindaki hava bosaltildi.
Pnémoperitonyum olusturulduktan 24 saat sonra tim ratlara ketamin 30
mg/kg i.m ve xylazin 5 mg/kg i.m ile anestezi uygulandi. Karin én duvari %
70’lik alkol ile silindi. 20 G brandl ile karin én duvarindan periton bosluguna
girilerek, Celal Bayar Universitesi Biyokimya A.D laboratuvarinda hazirlanan,
pH 7.4 olan 10 ml phospate buffered salin (PBS) karin i¢ine verildi. 5 dakika
sureyle yumusak bir sekilde karin masaji uygulandiktan sonra enjektdr
yardimi ile peritoneal sivi aspire edildi. Alinan peritoneal lavaj sivisi normal
cam tuplere konularak 1600 devir/dk olacak sekilde 10 dakika santrif(j edildi.
Santriflj sonrasi olusan sUpernatan eppendorf tlplerine ayrilarak sitokin
analizi icin -20°C'de muhafaza edildi. Tiipte kalan hiicreden zengin ¢okelti
flowsitometrik degerlendirme igin 1 saat icerisinde immunoloji laboratuvarina

génderildi.

Flowsitometrik (akim sitometrisi) Olgiim

Akim sitometrisi ¢ok sayidaki hicrenin hizli ve biyokimyasal ve fiziksel
Ozelliklerin  kantitatif olarak degerlendiriimesine olanak saglayan bir
ybntemdir. Akim sitometrisinde sdspansiyon halindeki isaretli hlcreler ve
partikller basing altinda akis kabinine getirilirler ve buradan tek sira halinde
gecerlerken laser 1s1dinin altinda gérundr hale gelirler. Akim sitometrisinde 4
fotodedektor vardir:

1- Forward Angle Light Scatter (FALS)

2- Right Angle Light Scatter (RALS)

3- Yesil Floresan

4- Kirmizi Floresan

FALS 6nden sacilimi saglar ve hlicre boyutunu gésterir. RALS ise yandan
sacilimi saglar ve i¢ yaply! yani granilariteyi gosterir. isaretlemede kullanilan
cesitli emisyonlardaki problarla multiparametrik analizler yapilabilir. Yesil
floresan veren Fluorescein Isothiocyanate (FITC) ve kirmizi floresan veren
Phicoerytrine (PE) ile isaretli antikorlar kullaniimasi iki farkli parametrenin

ayni anda tayinine olanak saglar (73).
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Bizim calismamizdaki flowsitometrik degerlendirme, Ege Universitesi
imminoloji ve Allerji Laboratuvar tarafindan gerceklestirildi. Sonuclar Celal
Bayar Universitesi immiinoloji BD’dan bir &gretim (yesi tarafindan

yorumlandi.

e 1.tOpe 50 pl peritoneal sivi ¢okeltisi konulduktan sonra 5 yl CD4 FITC
(Ordin kodu: MR5204, Caltag Laboratories, USA) ve 10 yl CD25 PE
(Ordin kodu:MR6104, Caltag Laboratories,USA) eklendi.

e 2. tlpe 50 pl 6rnek konulduktan sonra 5 pl CD8 PE (0rin
kodu:MR5101, Caltag Laboratories,USA) eklendi.

Ornekler BD FACS Calibur (USA) flowsitometri cihazi ile galisildi ve sonuclar
elde edilen histogramlar Uzerinden hicrelerin oranlan hesaplanarak
degerlendirildi. Gruplardaki her rat igin ayri ayr olusturulan histogramlar
kullanildi.

TGF-B Tayini

Peritoneal yikama sivisinda TGF-B dizeyleri ELISA yéntemi ile ticari kit
kullanilarak tayin edildi (BioSource Europe SA. Nivelles, Belgium, Katalog
No: KAC1688/KAC1689). Kitin analitik sensitivitesi 15.6 pg/mL; &lcim igi
degiskenlik katsayisi (intraassay coefficient of variation) (%CV) degeri 183.9
pg/mL icin %5.5; 1537 pg/mL icin %6.2 olarak bildirilmistir.

IFN-y Tayini

IFN-y dizeyleri ELISA yoéntemi ile ticari kit kullanilarak tayin edildi
(BioSource Europe SA. Nivelles, Belgium, Katalog No: KRC4021). Kitin
analitik sensitivitesi <13 pg/mL; 6él¢cim ici degiskenlik katsayisi (%CV) degeri
140 pg/mL igin %4.3; 1255 pg/mL igin %4.0 olarak bildirilmistir.
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IL- 4, IL-10, IL-12 Tayini

IL-4, IL-10, IL-12 dizeyleri ELISA ydntemi ile ticari kit kullanilarak tayin
edildi (BioSource Europe SA. Nivelles, Belgium, Sirasi ile Katalog No:
KRC0041, KHC0101, KRC0122). Kitlerin analitik sensitiviteleri sirasi ile <2
pg/mL; <1.0 pg/mL ve <3 pg/mL, kitlerin 6lgim i¢i degiskenlik katsayilari ise
sirasl ile %6,5; %4,8 ve %4,5 olarak bildirilmigtir.

istatistiksel Analiz
istatistiksel analiz icin Statistical Package for the Social Sciences (SSPS)
for Windows 10.0 strim kullanildi. Gruplar arasi de@erlerin karsilastiriimasi

icin Student-T testi kullanildi. p<0.05 degerler istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.
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IV. BULGULAR

1. Hiicresel Yanit

Flowsitometrik olarak sayilan peritoneal hicrelerin lenfosit kapilamasi
sonucu elde dilen sonuglara gore:

Sham grubundaki, ortalama CD4" T lenfosit, CD8" T lenfosit, CD4*CD25*
T lenfosit (Treg) oranlari ve CD4/CD8 T lenfosit oranlari sirasiyla %
50.55+2.61; % 46.03+3.11; % 2.75+0.59 ve 1.19+0.18 idi (6rnek histogram
bkz resim 2 ve 3).

Kontrol grubundaki ortalama CD4" T lenfosit, CD8" T lenfosit,
CD4"CD25" T lenfosit (Treg) oranlari ve CD4/CD8 T lenfosit oranlari sirasiyla
% 46.92+2.82, % 44.37+2.38, % 5.06+0.66 ve 1.10+0.13 idi (6rnek histogram
bkz. Resim 4 ve 5).

Beta-glukan grubundaki ortalama CD4" T lenfosit, CD8" T lenfosit,
CD4*CD25" T lenfosit (Treg) oranlari ve CD4/CD8 T lenfosit oranlari sirasiyla
% 36.76+4.70, % 53.42+4.53, % 9.01x1.59 ve 0.79+0.14 idi (6rnek
histogram bkz. Resim 6 ve7).

TOm gruplardaki hlicre oranlari tablo1’de 6zetlenmistir.

Tablo1. Ortalama T lenfosit ylizdeleri ve CD4* / CD8" T lenfosit

oranlarinin gruplara dagilimi

Sham (n=9) Kontrol (n=9) Beta-Glukan (n=10)
Mean £ S.E.M* | Mean £ S.E.M* Mean £ S.E.M*
CD4" T lenfosit (%) 50.55+2.61 46.92+2.82 36.76+4.70
CD8* T lenfosit (%) 46.03+3.11 44.37+2.38 53.42+4.53
CD4* CD25* T lenf (Treg) (%) 2.75+0.59 5.06+0.66 9.01+1.59
CD4*/CD8" T lenfosit orani 1.19+0.18 1.10+0.13 0.79+0.14

*S.E.M: standart error of mean (ortalamanin standart hatasi)
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B Tube: CD 4 FITC/CD25PE
N Acquisition Date: 19-Jan-07
w i Gated Events: 3167
=% X Parameter: CD4 FITC (Log)
§ iR 2 Quad Location: 26, 21
2 g :g’ Quad Events % Gated %
) 7| B uL 1 0.03
2 235,
- oo Bk TN A UR 6 0.19
0 1 2 3 4
10 10 10 10 10

LR 140 4.42

Resim 2. Sham grubuna ait CD4 ve CD25 igin drnek histogram

< SHAM 6.002 File: SHAM 6.002
2 Sample ID:
Tube: CD8 PE

Acquisition Date: 19-Jan-07
Gated Events: 3638

X Parameter: FL1-Height (Log)
Quad Location: 26, 21

Quad Events % Gated % Total

o uL 197 542 1.97
= LUl S ARl ) |
FL1-Height LL 3441 9458 34.41

LR 0 0.00 0.00

Resim 3. Sham grubuna ait CD 8 igin érnek histogram
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KONTROL 7.001

File: KONTROL 7.001
Sample ID:

Tube: CD4 FITC/CD25 PE
Acquisition Date: 19-Jan-07
Gated Events: 3902

X Parameter: CD4 FITC (Log)
Quad Location: 26, 21

Quad Events % Gated %

UL 2 0.05
UR 9 0.23
LL 3810 97.64
LR 81 2.08

Resim 4. Kontrol grubuna ait CD4 ve CD 25 i¢in 6rnek histogram

KONTROL 7.002

rl'l'lm'_f'l'l'l'l'lllr_l-l'l'l'llq
102 108 104
FL1-Height

File: KONTROL 7.002

Sample ID:

Tube: CD8 PE

Acquisition Date: 19-Jan-07
Gated Events: 4124

X Parameter: FL1-Height (Log)
Quad Location: 26, 21

Quad Events % Gated % Total

UL 104 252 1.04

UR 0 0.00 0.00
LL 4020 9748 40.20
LR 0 0.00 0.00

Resim 5. Kontrol grubuna ait CD8 igin érnek histogram
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< ILAC 9.001

Sample ID:

Tube: CD4FITC/CD25 PE

Acquisition Date: 19-Jan-07
Gated Events: 875
X Parameter: CD4 FITC (Log)
Quad Location: 26, 21

Quad Events

% Gated %

LN uL 2 . iG23
ml]'—l-l'ﬂ'iﬂ'll—l-l'l'ﬂll‘
2 3 4 UR 11 1.26
10 10 10 LL 831
CD4 FITC
LR 31 3.54
Resim 6. Beta-glukan grubuna ait CD4 ve CD 25 igin 6rnek histogram
< ILAC 9.002 File: ILAC 9.002
= Sample ID:
Tube: CD8 PE

l'mq_l-"rll'l'_l—m
102 10° 104
FL1-Height

Acquisition Date: 19-Jan-07

Gated Events: 660

X Parameter: FL1-Height (Log)

Quad Location: 26, 21

94.97

Quad Events % Gated % Tofal
UL 45 6.82 0.45
UR 0 0.00 0.00
LL 615 93.18 6.15
LR 0 0.00 0.00

Resim 7. Beta-glukan grubuna ait CD8 igin drnek histogram
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CD4" T lenfosit oranlari agisindan sham grubu ile beta-glukan grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptandi (p<0.05). Kontrol
grubunda sham grubuna gbére CD4" T lenfositlerin orani azalirken sonug
anlamli degildi. Beta-glukan grubunda, kontrol grubuna gére CD4" T lenfosit
oranii azaldi ancak istatistiksel olarak anlaml farklihk saptanmadi (grafik 7).
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Sham Kontrol Glucan

Grafik 1. CD4" T lenfosit oraninin gruplara gore dagilimi.
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CD8" T lenfosit oranlari beta-glukan grubunda, sham ve kontrol gruplarina
gore ylUksekti ancak bu ylkseklik istatistiksel olarak anlamli degildi. Sham ve
kontrol gruplar karsilastiriidiginda, kontrol grubunda CD8* T lenfosit

oraninda anlamh olmayan bir dusts saptandi (grafik 2).
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Sham Kontrol Glucan

Grafik 2. CD8" T lenfosit oraninin gruplara gére dagihimi.
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CD4'CD25" T lenfosit (Treg) oranlarina bakildiginda, beta-glukan
grubunda bu oranin diger iki grupla karsilastirildigina anlamh olarak yiksek
oldugu saptandi (p<0.05). Kontrol grubunda da bu oran sham grubuna goére

anlamli olarak yiksek bulundu(p<0.05) (grafik 3).
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Sham Kontrol Glucan

Grafik 3. CD4* CD25'T lenfosit (Treg) oraninin gruplara gére dagilimi.
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CD4" / CD8" T lenfosit orani, kontrol ve beta-glukan gruplarinda sham
grubuna gore duserken anlamli farklilik saptanmamigtir. Beta-glukan grubu
ile sham grubu kargilastirildiginda oranin tersine dondigu goéraldi ancak bu

fark istatistiksel olarak anlamli degildi (grafik 4).
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Grafik 4. CD4 / CD8 oraninin gruplara gére dagilimi.

30



2. Sitokin Yaniti

Caligilan tim sitokinlerin ortalama degerlerinin gruplara gére dagilimi Tablo

2'de gosterilmistir.

Tablo2. Ortalama sitokin dlizeylerinin gruplara dagilimi

Sham (n=9)
Mean + S.E.M

Kontrol (n=9)
Mean £ S.E.M

Beta-Glukan (n=10)
Mean £ S.E.M

TGF-B (pg/ml)

187.26125.04

190.56+16.00

247.10+54.35

IFN-y (pg/ml) 24.53+4.51 29.05+4.22 17.9642.23
IL-10 (pg/ml) 17.50+2.23 59.04+12.77 77.27+14.90
IL-4 (pg/ml) 11.18+0.89 12.74+1.18 14.65+2.18
IL-12 (pg/ml) 894.44+89.20 | 889.93+139.50 734.03+49.30

IL-10 duUzeyleri kontrol ve beta-glukan gruplarinda, sham grubu ile

karsilastinldiginda anlamli olarak ylksekti (p<0.05). Beta-glukan grubunda

kontrol grubuna gére daha ylUksek saptandi ancak bu iki grup arasindaki fark

istatistiksel olarak anlamli degildi (grafik 5).

IFN-y dizeyleri kontrol edildiginde kontrol grubunda sham grubuna goére

anlamh olmayan bir yUkseklik géze carpmaktaydi. Beta-glukan grubunda

IFN-y dlzeyleri her iki gruba gbre disukti ve kontrol grubu ile arasinda

istatistiksel fark oldugu goérildi(p<0.05) (grafik 6).
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Grafik 5 . IL-10 dlzeylerinin gruplara gére dagilimi

55+
50+
454
40+
E 354
2 30
> 254
& 20-
15+
104

> >

Yvv

vY

[
Sham

[
Kontrol

[
Glucan

Grafik 6 . IFN - y dizeylerinin gruplara gére dagihmi

32




IL-4 dlzeyleri kontrol grubunda sham grubundan daha ylUksekti. Beta-
glukan grubunda ise her iki gruptan daha yuksek bulundu ancak istatistiksel

olarak anlamli farklilik saptanmadi (grafik 7).
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Grafik 7 . IL- 4 dizeylerinin gruplara gére dagilimi
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IL -12 dizeyleri kontrol grubunda ve beta-glukan grubunda sham grubuna
gbre daha dusUktl ancak fark istatistiksel olarak anlamli degildi. Beta-glukan
grubunda kontrol grubu ile karsilastirildiinda dists daha fazlaydi ancak

istatistiksel olarak anlamli degildi (grafik 8).
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Grafik 8 . IL- 12 dlzeylerinin gruplara gére dagilimi
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TGF-B dizeyleri beta-glukan grubunda her iki gruba oranla daha ylksekti
ancak fark istatistiksel olarak anlamli degildi. Kontrol grubunda sham
grubuna go6re hafif bir yUkseklik gbzlendi ancak fark istatistiksel olarak

anlamli degildi (grafik 9).
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Grafik 9 . TGF-B duzeylerinin gruplara goére dagilimi
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V. TARTISMA

Cerrahi girisimlerin immdn sistem Uzerinde degisik etkileri oldugunu
gbsteren birgok calisma vardir (74). Ozellikle acik cerrahinin laparoskopik
cerrahiye gére immuin sistem Gzerindeki etkilerinin daha potent oldugu bugln
icin kabul edilen bir gercektir. Agik cerrahi sonucu enfeksiyona ve metastaz
olusumuna egilimde artis oldugu bilinmektedir. Bu sonug¢ aslinda cerrahi
travmanin immunstpressoér etkilerine baglansa da bu konuda net bir sey
sOylemek halen miumkin degildir. Laparoskopik cerrahi travmanin immadn
sistem Gzerindeki etkileri gercekten acik cerrahi travmaya gére daha az olsa
da bazi caligmalarda bunun aynen acik cerrahideki gibi bir immunostpressif
etkiye sahip oldugu gdsterilmistir (75). Ancak bu etkileri immuUnosupressif
etkiden ziyade immuUnoregullatuvar ya da immun aktiviteyi sinirlayici etkiler
olarak tanimlamak c¢ok daha akilcidir. GUnkl immun sistemin temel
Ozelliklerinden biri kendinden olani yabancidan ayird etmek, yabanciya yanit
verirken kendinden olana cevapsizliktir. Bunun yaninda eger antijenik uyari
devam etmiyorsa baglangicta verilen aktif immin yanit degdisik
mekanizmalarla baskilanmali yani durdurulmalidir. Bu mekanizmalarin hepsi
homeostazisin saglanmasi ve surdartlmesi igin gereklidir.

Bizim c¢alismamizda yalnizca peritoneal travma uyguladigimiz kontrol
grubu deneklerinde herhangi bir travma uygulanmayan sham grubu
deneklerine gore IL-10’ daki istatistiksel anlamli artis ve yine istatistiksel
olarak anlamli olmasa da IL-4’ deki artis travmaya sekonder makrofaj
aktivasyonu sunucu “self-sinirlama’ igin yine makrofajlarin ve belki de bunun
yaninda aktive olan Th2 hicrelerin efektér duruma gegmeleri ile agiklanabilir.
Ancak; IL-10 daki belirgin artig aslinda bu sitokinin kaynaginin yalnizca Th2
olmadigini akla getirmektedir. Nitekim bu sitokinin en énemli kaynaklarindan
biri de antijen sunan hucreler yani makrofajlardir (32). Bu sitokin immun

sistemin aktivasyonunu belirli oranlarda sinirlamak icin eksprese edilen
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negatif feeback mekanizmasinin Grand olarak gértlmektedir (58,76). Daha
O6nceden yapilan ¢alismalarda hem acik cerrahi hem de laparoskopik cerrahi
girisim sonrasinda makrofajlarin inhibe oldugu gdsterilmistir (77). Dolayisiyla
calismamizda saptadigimiz IL-10 artisi muhtemelen self-sinirlama igin
makrofajlardan eksprese olmus olabilir. Bunun bir basamak sonrasi da
makrofaj inhibisyonu olacaktir. Bu sitokinin énemli bir diger kaynagi da Treg
hicrelerdir (78). Travma sonrasi gelisen inisiyal immun aktivasyonun siprese
edilmesi amaciyla gelisen dizenleyici immdn yanitin ortaya ¢iktigina dair
calismalar vardir (58). Bu calismalar sonucunda immdn durum
degerlendirildiginde, cerrahi travmanin monosit makrofaj stpresyonu (42),
fagositik fonksiyon bozulmasi (79), artmis sitokin Gretimi (80), ndtrofil
disfonksiyonu (42), azalmis kemotaksis (79), gecikmis tip hipersensitivite
yanitini  bozdugu (81), Th/Ts oranini degistirdigi (82) ve Th1 hicre
fonksiyonlarini  downregule ettigi gosterilmistir (83). Bizim c¢alismamiz
sonucunda vyalnizca travma uygulanmis olan deneklerden elde ettigimiz
sitokin duzeylerine bakildiginda, tim bu etkileri saglayabilecek olan IL-10" un
arttig1  gosterilmigtir. Bu sitokin artisina sekonder olarak tim fonksiyon
degisiklikleri ve regulasyon mekanizmalan igleyebilir. Bu nedenle cerrahi
travma sonrasi gelisen IL-10 ile iligkili olan sonuglarimiz literatir ile
uyumludur.

Yalnizca peritoneal travma uyguladigimiz kontrol grubu deneklerinde
travma sonucu istatistiki anlamli olmasa da ortaya ¢ikan IFN-y daki artis
aslinda sdrpriz degildir. Bu sitokinin énemli kaynaklarindan biri olan Th1’ in
literatlirde de gOsterildigi gibi baskilanmasi esasen bu sitokin dizeyinin
dismesi ile sonuclanmaliydi (80). Ancak bu sitokinin en énemli ve temel
kaynaklarindan digerleri de innate immin sistemin elemanlari olan antijen
sunan hucreler yani makrofajlar ve dogal 6ldird (NK) hicrelerdir (32).
Nitekim cerrahi travma sonrasi immun aktivasyonun ilk olaylarindan biri kisa
sureli ve gecici NK hicre ve makrofaj artisdir (84). Dolayisiyla travma sonrasi
olusan IFN-y artisi bu hucrelerden kaynaklanmig olabilir. Daha sonra da
tartisilacagr gibi, NK hicre aktivatérlerinin en énemlisi olan IL-12’nin, beta-
glukan grubundaki dusist sonrasi, muhtemelen NK hicrelerinde de
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fonksiyonel olarak bir downregtlasyon olugsmus ve bunun sonucunda IFN-y
dismesi ortaya cikmistir. Yine az énce deginildigi gibi, 6nemli bir IFN-y
kaynag! olan makrofaj inhibisyonunun bir sonucu olarak bu sitokin dizeyleri
disus gbstermis olabilir. Bu baglanti nedeniyle yalnizca travma sonucu
ortaya c¢ikan hafif de olsa IFN-y artisini, travma sonrasi ortaya ¢ikan hizli
makrofaj ve NK hiicre cevabina baglamak olasidir. Ancak ardindan hizla
gelisen regllatuvar mekanizmalar ve IL-10 ve TGF-B artisi sonucunda bahsi
gecen hilcreler inhibe olmakta ve bu sitokin dizeyi disme egilimine
girmektedir. Ancak bunun zamanlamasini ayarlamak bizim deneyimizde pek
mUmkin degildir. Bunu tam olarak gérmek igin deneyi degdisik zaman
kesitlerini icerecek sekilde gelistirmek gerekmektedir. Ancak beta-glukan ile
bekledigimiz  regilasyon mekanizmalarinin  artmasi  sonucu IFN-y
degerlerinde saptadigimiz digsme O6nemli bir 6zelliktir. Bu durumda self-
sinirlama igin kendinden olanin yaptigi regulatuvar etkileri, beta-glukanin
potansiyalize ettigi séylenebilir.

Diger sitokinlere bakildiginda, yalnizca cerrahi travma uygulanmis olan
kontrol grubu deneklerinde belirgin  degisiklikler gézlenmemistir. Bu
sitokinlerin hemen hepsinin pleiotropik etkileri oldugu ve c¢oklu kaynakh
olduklari (32) dusunulirse bu sonuglarin sirpriz olmadigi séylenebilir.

Asil gbze carpan 6nemli degisiklik, beta-glukan grubunda IL-10’'un ve
TGF-B’nin sham grubuna gére oldukca yiksek olmasidir. Bu iki sitokinin de
immunolojik aktivasyon sonrasi Treg hucrelerden eksprese oldugu
bilinmektedir (85-88). Her iki sitokin yalniz baslarina immunoregulator/
immanosupressif etki gosterir. Ancak 6zellikle bu iki sitokinin bir arada
sinersijtik etki ile daha yogun bir immunosupressif etki gbésterdikleri
bilinmektedir(76,85-88). Bizim calismamizda, cerrahi travma sonrasi olusan
muhtemel ilk immUn aktivasyona sekonder ortaya bu sitokinlerin kaynagi self-
sinirlama igin ¢alisan hicreler yaninda, Treg hacreler gibi gézikmektedir.
CuUnki beta-glukan grubunda, travma sonrasi alinan érneklerin flowsitometrik
analizleri sonucunda, hlcre populasyonunun Treg ydnine kaydigi
gorulmektedir. Bu calismada, beta-glukan grubunda ortaya ¢ikan IL-10 ve

TGF-B yUkselmesinin kaynagini her ne kadar Treg hlicrelere baglamis olsak
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da bu konu ile ilgili yeterli galisma 6rnegdi yoktur. Ancak, literatirde hayvan
deneylerinde oral kullanilan beta-glukan’in plazma IL-10 dizeylerini arttirdigi
gOsterilmistir (89,90). Bu calismalarda, bu sitokinin kaynadi belirtiimese de
bizim calismamizda TGF-B ile birlikte ylkselmesi, her iki sitokinin énemli
kaynaklarindan biri olan Treg hicre koékenli olduklarini digtndirmektedir.
Nitekim gercekten, TGF-B’ nin hem Treg gelisimindeki rolG iyi bilinmekte,
hem de bu sitokinin en 6nemli kaynaklarindan biri olarak Treg hucreler
gosterilmektedir (91). Bunun yaninda, bizim ¢alismamizda ortaya ¢ikan IL-10
yUksekligindeki belirginlige ragmen IL-4’ teki cok hafif artis, kaynagin
yalnizca Th2 olmadigini dastindidrmektedir. IL-10’'un énemli kaynaklarindan
biri olan Th2 hlcrelerinin, ayni zamanda IL-4, IL-5 ve IL-13 gibi sitokinler de
sekrete ettikleri bilinmektedir (32). Dolayisiyla bizim calismamizda beta-
glukan grubunda, IL-10’ un IL-4’ den bagimsiz oloarak kontrol grubuna gére
belirgin bir sekilde ylkselmesi, beta-glukan tedavisi ile artan Treg hicrelerine
bagl gibi gérilmektedir.

Daha énce de belirtildigi gibi IL-10 ve TGF-B’ nin birlikte sinerjistik olarak
immunosuUpressif etki gosterdigi bilinmektedir. Bu etkileri immunolojik
aktivasyonun her asamasinda gosterse de, temel olarak CD4" Th hicreleri
baskilayarak gdéstermektedirler (92,93). Nitekim bizim calismamizda beta-
glukan grubunda flowsitometrik olarak saptadigimiz Treg artiginin yaninda,
anlamli  dizeyde CD4" T hicre azalmasi saptanmistir. Bu hicre
populasyonu, major olarak hem Th1 hem de Th2 hicreleri icermektedir. Bu
nedenle beta-glukan grubunda saptanan IL-10 yuksekligi, Th2 kaynagindan
ziyade Treg hicrelerine baglanmalidir. Ayrica beta-glukan grubunda ortaya
ctkan CD8" T hicre ylkselisinin CD4™ T hiicrelerin duslsiine sekonder,
rolatif bir ylkselme oldugu yorumlanmalidir. Bu da, muhtemelen Treg
hiicrelerin inhibitdr etkilerinin daha gok CD4" yardimci T hiicrelerde oldugu
bilgisini dogrulamaktadir.

Beta-glukan tedavisi verdigimiz grupta, IFN-y diizeyi sham grubuna gére
hafif diglk olarak saptandi. Ancak bunun yaninda kontrol grubu olan ve
beta-glukan verilmemis olan gruptaki IFN-y dizeyi ile karsilastirildiginda

anlamli olarak disUk saptanmistir. Bu da bu sitokinin daha 6nce de
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belirttigimiz gibi travmaya sekonder ilk 6nce innate immunitenin bir 6gesi olan
makrofaj ve NK kaynakl olabilecegini, ve beta-glukan ile ortaya ¢ikan
immanoregulator/sapressif etki ile hem makrofaj, hem Th1, hem de NK
baskilanmasi sonucu beta-glukan alan grupta dismesini aciklamaktadir.
Bunun yaninda, antijen sunan hicreler ve 6zellikle de Th1 kaynakh olan IL-
12’'nin de beta-glukan ile tedavi edilmis gruptaki disme egilimi, bu ilacin
Ozellikle Th1 kaynaklh immunolojik yaniti inhibe edebilecegini gdstermektedir.
Bu sitokinin NK' hicrelerinin en 6nemli aktivatéri oldugu da bilinmektedir
(94). Bu nedenle IL-12 azalmasI muhtemelen NK hicrelerde de bir azalma ile
sonuglanacak ve IFN-yY daki dustse bu da etki edecektir. Tim bunlara ek
olarak daha 6nce yapilan calismalarda, endojen TGF-f’ nin inhibe edilmesi
ile asin bir NK hiicre ve onun sitokini olan IFN-yda artis gésterilmigtir (95).
Dolayisiyla TGF-B” nin NK ve IFN-y Uzerindeki supressif/regUlatuvar etkisi
gosterilmistir. Bizim ¢calismamizda da, beta-glukan alan gruptaki TGF-B artis
egilimi ile birlikte IFN-y azalmasinin slrpriz olmadidi ve literatdr ile uyumlu
oldugu gorulmektedir (95).

Deneysel ve klinik calismalar cerrahi travmanin spesifik ve non-spesifik
immadn sistemi 6nemli sekilde etkiledigini gostermektedir. Bu etkilerin tamami,
ic ice gecmis hiperinflamasyon ve bunu reglle etmeye calisan
immdnsdpresyonun sonucunda olusur. Olusan bu postoperatif immin
disregllasyonun derecesi ve sUresi, cerrahi travmanin bOyUklaga ile
orantilidir (54,96). Laparoskopik cerrahinin en énemli avantajlarindan birisi,
bu travmanin siddetinin daha az olmasidir (58). immiiniteyi korumak igin kritik
noktalar, saglam bir Th1/Th2 oraninin saglanmasi, intakt bir makrofaj-T htcre
iliskisi ve iyi bir sitokin dengesi yakalamaktir. Laparoskopik cerrahi ile ilgili
yapilan calismalarda, IL-6 ve IL-10’daki artisin belirgin olarak geriledigi,
IFN-y, TNF-a ve IL-2 dlzeylerindeki duslUsUn geriye cevrildigi gérdimuastar
(80,97). Ancak bu sonugclar, immun sistem igin tekrar toparlanma (recovery)
safhasinda olan ge¢ bulgulardir. Bizim ¢alismamizda bu safha
incelenmemistir.

Bizim ¢alismamizda, pn&moperitonyum olusturulmus ratlarda islem

sonrasi erken dénemde pro-inflamatuvar yanitin ve innate immun sistem
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aktivasyonunu gdéstergesi olabilecek olan IFN-yY nin artmasi, buna karsilik
Ozellikle IL-10 agirlikh inhibitér/regulatér sitokinlerin de artmasi, olusabilecek
olan hiperinflamatuvar yanitin baskilanmasi igin bir ¢caba olarak olusmus gibi
gOrilmektedir. Bunun yaninda, pndémoperitonyum olusturmadan &énce
premedikasyon seklinde verilen beta-glukan tedavisinin Treg hicreleri, IL-10
ve TGF-B gibi sitokinleri arttirarak bu regilasyon mekanizmalarini
potansiyalize ettigi saptanmistir.

Sonug olarak bizim calismamizda, beta-glukan ile tedavi edilmis ve daha
sonrasinda cerrahi travma uygulanmis ratlarda, kontrol ve sham grubuna
g6re anlamli dizeyde Treg artigi gértlmuastir. Bu hicrenin temel sitokinleri
olan IL-10 ve TGF-p'da da artislar saptanmis olup, bu sitokinlerin
immanoregulator etkilerine dair diger hlcre degisiklikleri, 1L-12 ve IFN-y
dizeylerinde degisimler olmustur. Bu tedavinin immdn sistem U(zerindeki
etkileri bircok calismada gOsterilmis olsa da, 6zellikle laparoskopik
cerrahideki immunolojik etkilerini arastiran herhangi bir ¢alisma yoktur. Bu
nedenle bu konuda ilk arastirma olan bu c¢alismanin sonuglarinin
desteklenmesi icin daha ileri calismalara gerek vardir. Yine de bizim
calismamizin sonuglanyla, alternatif yonteme gbére daha az da olsa
immunolojik degisiklik yaratan laparoskopik cerrahinin bu etkilerini azaltmak,
belki de nétralize etmek ve dolayisiyla hizla immin homeostazis saglamak
icin girisim Oncesi beta-glukan tedavisi uygulamasi énerilebilir.
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V1. SONUC ve ONERILER

Cerrahi travma, hem lokal hem de sistemik imm(n yaniti etkilemektedir.
Hem hicresel hem de himoral immdn yanitin degisik derecelerde
etkilenmesi ile bir immindisregulasyon ortaya ¢ikmaktadir. Bu disregllasyon
cogu zaman immunsuUpresyon olarak kargimiza ¢ikmasina karsin aslinda bu,
travmaya karsi olusan asiri tepkinin dengeye oturtulmasi icin yapilan bir
homeostazistir. Konvansiyonel cerrahi sonrasinda bu disregilasyon daha
belirginlesmekte ve olusan gecici imminsupresyon hali beraberinde septik
komplikasyonlar, timér metastazinin agresyonu ve vyara iyilesmesi
sorunlarini gindeme getirmektedir. Yapilan caligsmalar minimal invaziv
cerrahi ydntemlerde bu immdndisregilasyonun daha az olustugunu
gOstermekle birlikte laparoskopik yontemde kullanilan gazlarin ve gazlara ait
Ist ve nem gibi faktdérlerin immun sisteme ne gibi etkileri oldugu halen
arastirma konusudur.

Beta-glukan, yillardir pek ¢ok hastaligin tedavisinde immanmodulatér ajan
olarak kullanilmaktadir. immiin sistem (izerinde olusturdugu olumlu etkiler
ortaya cikarilirken onkolojik hastaliklar, otoimmin bozukluklar, sistemik
enfeksiyonlar gibi konak immunitesinin birincil derecede rol aldigi durumlarda
etkinligi klinik c¢alismalarla g0steriimis ve bu hastaliklarin tedavisinde
yardimci ila¢ olarak kullanim alani bulmustur.

Bizim calismamizin amaci laparoskopik cerrahinin temelini olusturan
pndémoperitonyumun ve preoperatif beta-glukan tedavisinin peritoneal immun
sistem ve sitokin yaniti Gzerindeki etkilerini incelemektir.

Sonugta elde edilen bulgular, pnémoperitonyumun peritoneal immin
sistem (Ozerinde bir immundisregulasyon vyarattidini, htcre oranlar
bakimindan ciddi etkiler olusmasa da, sitokin yanitini olumsuz etkiledigini
g6stermektedir. Bu etkiler, bire bir immUnsipresyondan ¢ok ilk anda olusan
hiperreaksiyonun durdurulmasi icin olusan bir inhibitdr refleks yanit gibi
g6érinmektedir. Preoperatif uygulanan beta glukan, hem hicresel immin

yanit Uzerinde hem de sitokin yaniti Gzerinde olumlu degisikliklere neden
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olmustur. Ozellikle immin yanitlar kontrol altinda tutmak icin calisan
regulatér T hicreler Gzerinde anlamli sekilde iyilestirici etkiler gdstermistir.
Travma ile tetiklenen hiperinflamasyonun ve immundisregulasyonun
O6nlenmesinde negatif feedback mekanizmalarinin en énemli unsurlarindan
biri olan regulatér T hicrelerdeki bu olumlu etki pek ¢ok postoperatif
komplikasyonun énlenmesinde yararl olabilir. Dasik yan etki profili ve kolay
kullanilabilirligi ile beta-glukan, cerrahi uygulanacak tim hastalarda
kullanilabilir.

Bizim c¢alismamiz deneysel laparoskopik cerrahi modelinde beta-glukan
kullanimi ve bunun peritoneal regilatér T hicreleri Uzerine etkileri
bakimindan literatlirdeki tek calisma olmasina karsin beta glukanin immdn
sistemin diger 6gelerine olan etkileri, ilacin farkh doz ve kullanim sirelerinde
ne gibi etkilerinin oldugunun ortaya konabilmesi amaciyla ileri deneysel ve
klinik caligmalara gereksinim vardir.
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VIl. OZET

Laparoskopik cerrahinin, peritoneal ve sistemik immun yanit Gzerindeki
etkileriyle ilgili bilgimiz henliz yeterli dizeyde degildir. Cerrahi travmanin
yarattigi immundisregilasyonu dlzenlemek igin  degdisik yb&ntemler
denenmektedir. Bu calismanin amaci, pnémoperitonyum olusturulmus rat
modelinde, preoperatif kullanilan beta-glukanin peritoneal immdin sisteme ve
sitokin yanitina etkilerini incelemektir.

28 adet rat , su sekilde 3 gruba ayrildi: grup 1, n=9 (sham-operasyon
yok); grup 2, n=9 (kontrol, 10 mmHg ile 30 dk pnémoperitonyum); grup 3,
n=10 (beta-glukan, pnémoperitonyum 6ncesi 7 gin 100mg/kg/gin gavajla
beta-glukan). Pnédmoperitonyum uygulandiktan 24 saat sonra tim ratlarin
peritoneal yikama sivilari alinarak, flowsitometri ile CD4, CD8, CD25 tayini
ve ELISA ile IL-4,IL-10, IL-12, IFN-y, TGF-B tayini yapildi.

Beta-glukan grubunda CD4*CD25" T hicrelerde (Treg) her iki gruba goére
ve IL-10 dlzeylerinde sham grubuna gdére anlamli ylkseklik saptandi
(p<0.05). IFN-y dizeyi kontrol grubunda sham grubuna gbre yiksek
bulunurken, beta-glukan grubunda kontrol grubundan anlamh derecede
dlsUktl(p<0.05). CD4" T hicrelerde gruplar arasinda anlamli farklihk
g6zlenmezken, CD8" T hiicreler beta-glukan grubunda yiiksek bulundu.
TGF-B diizeyi beta-glukan grubunda her iki gruptan daha ytiksekti. IL-4 ve IL-
12 dizeylerinde anlaml degisiklik gézlenmedi.

Pnémoperitonyum, peritoneal immadnitede disregulasyona neden
olmaktadir ancak preoperatif beta-glukan tedavisi, regilatér T hucre
dlzeylerini arttirarak bu disregllasyonun siddetini azaltmakta ve olusan
inflamatuar sireci slprese etmektedir. Bu ¢alisma, literatlirde beta-glukanin
deneysel laparoskopik cerrahi ve regulatér T hulcreleri Gzerine etkilerini
inceleyen ilk calismadir. Bu nedenle beta glukanin immin sistemin diger
Ogelerine olan etkileri, ilacin farkli doz ve kullanim sirelerinde ne gibi
etkilerinin oldugunun ortaya konabilmesi amaciyla ileri deneysel ve klinik

calismalara gereksinim vardir.
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Viil. SUMMARY

Our knowledge about effects of laparoscopic surgery on peritoneal and
systemic immune response is still lacking. In order to restore the
immundisregulation developed by surgical trauma, sveveral methods are
being tried. Aim of this study is to investigate the effects of beta-glucan on
peritoneal immune system and cytokine response in rat pneumoperitoneum
model.

Twenty eight rats were divided into three groups like; group 1, n=9 (sham-
not operated); group 2, n=9 (control, 10 mmHg pneumoperitoneum for 30
min); group 3, n=10 (beta-glucan, 100 mg/kg/day beta-glucan by gavage, for
7 days before pneumoperitoneum). 24 h after pneumoperitoneum, samples
of peritoneal fluid was collected from all rats and CD4, CD8, CD25 T cells
counted bt flowcytometry and levels of IL-4,IL-10, IL-12, IFN-y, TGF-B
measured by ELISA.

CD4*CD25" T cells (Treg) were significantly higher in beta-glucan group
from others and IL-10 levels were significantly higher in beta-glucan group
when compared to sham (p<0.05). IFN-y was higher in control group when
compared to sham and it significantly decreased in beta-glucan group
compared with control (p<0.05). There was no difference in CD4" T cell ratio
between all groups but CD8" T cells were slightly higher in beta-glucan
group. TGF-B was higher in beta-glucan group than others. There was no
significant difference in IL-4 and IL-12 among all groups.

Pneumoperitoneum triggers a peritoneal immundisregulation but beta-
glucan treatment reduces the degree of this disregulation by increasing
regulatory T cells and suppress the developing inflammation. This is the first
study in the literature which investigates the effects of beta-glucan in
experimental laparoscopic surgery and regulatory T cells. For this reason, to
investigate the effects of beta-glucan on the other components of immune
system and to determine the effects developing by different dosage and

usage period of this drug further investigations are needed.
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