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GIRIS

Siddetli intraabdon_linal enfeksiyonlar, yanik ve travma nedeniy-
le cerrahi yogun bakim {initelerine yatirilan hastalarda gram.negatif
sepsis sik goriilen bir fenomendir. Sepsise bagh akut respiratuvar distres
sendromu (ARDS) ve multiorgan yetmezligi ise snemli derecede morbidi-
te ve mortalite nedenleridir (1-7). Cerrahi tekniklerdeki geligmeler, anti-
mikrobik ajanlar, septik odagin non invaziv tamsinda ve yogun b{iklm
iinitelerindeki geligmeler sepsisli hastalarin tedavisine ve sagkalimina
oldukga fazla katki saélannslardlr. Ancak, gram negatif bakteriyemiler-
de mortalite oran1 %20-30 iken septik sok sonucu orta‘ya ¢ikan multior-

gan yetmezliginde bu oran %50-80 olmaktadar (1,2,4-6,8-13).

Sepsiste olugan hemodinamik degigkenlerin bir ¢gogunun meka-
nizmasi ortaya gikarilmigsa da bu deéisikliklerdeki etiyolojik faktorler
tan olarak aydinlatilamamigtir (1). Septik gokun énemli pargasi olan do-
ku iskemisi ve inflamasyon, serbest oksijen radikallerinin (SOR) olu&u-
munda etkili rol oynarlar (9,14-18). Akut iltihabi reaksjyonlarda notrofil-
lerin, doku iskemisinde ksantin oksidazin olusturdugu SOR'leri hiicre
. membranlarinda lipid peroksidasyonu yaparak membran biitinligiini
bozar~ve endotel hiicrelerine etki ederek mikrovaékiﬂer permeabiliteyi

degistirebilirler (2,14,17,19-21).

Cap: 7 mikron olan eritrositlef kapillerlerden gegerken 4 mikrona
kadar gekil degigtirebilme yetenegine sahiptirler. Bu mikrosirkiilasyo-
nun siirekliligi igin geréklidir. Temel fiziksel ézellikleri ve oksijen dagili-
mundaki rolii eritrositleri sepsiste énemli bir hedef yaplnaktgdlr; Sepsis-
te olugan SORleri eri;;rosit deformabilitesi degisikliklerinde etyolojik rol
oynarlar (1,22-24). |

Sepsiste antibiyotik tedavisinin yetersfz kalmasi son yillarda
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aragtiricilarin ilgisini SOR'leri {izerine yogunlagtirmug ve bir antioksidan
olan alfa tokoferol kullamlan bir ¢ok ¢aligmada sagkahm oranlarinda

snemli artig elde edilmigtir (1,3,9,12,17,21,25,26).

Bu ¢aligmada ratlarda olugturulan deneysel E.Coli sepsisinin er-
ken doéneminde eritrosit deformabilitesi, karacigerdeki fonksiyonel ve
hiicresel degisiklikler degerlendirildi. Alfa tokoferoliin eritrosit deforma-

bilitesi, karaciger degisiklikleri ve sagkalim tizerine etkileri aragtirild.



GENEL BILGILER
A- SEPSIS VE SEPTIK SOK

1. TANIM: Sepsis; ates, lokosit sayisi, kalp ve solunum hiz1 kri-
ter olmak tizere enfeksiyona kars: sistemik inflamatuvar cevap olarak ta-
mmlamr. Siddetli sepsiste ek olarak hipoperfiizyon ve hipotansiyon mev-

cuttur.

Septik gok ise; siv1 tedavisine cevap vermeyen ve kardiyovaskiiler
destek i¢in farmakolojik madde kullanimi gerektiren siddetli sepsis hali-
dir (10,11).

2. ETIOLOJI: En sik izole edilen patojenler gram negatif aerob
" bakterilerdir. Zorunlu gram negatif anaeroblar ve gram pozitif aerob
bakteriler ikinci sirada yer alirlar. Bununla birlikte viriisler, parazitler,
mantarlar ve riketsiyalar da sepsis ve septik goka yol agabilirler

(10,11,27,28).

Gram negatif bakteriyel sepsisin en sik nedenleri sirasiyla geni-
toiiriner sistem enfeksiyonlari, solunum. yollar: enfeksiyonlari ve intra-
abdominal enfeksiyonlardir. Etken mikroorganizmalar sikhkla gastroin-
testinal sistemde bulunan bakterilerdir. Buxﬂarm baginda E.coli gelir.
Bacteroides tiirleri en sik rastlanilan anaerob bakterilerdir. Cogu kez tek
bakteri etken iken, 6zellikle intraabdominal enfeksiyonlarin neden oldu-

gu sepsis polimikrobiyal olabilir (26,28).

3. PATOFIZYOLOJI: Gram negatif bakteriyel sepsis ve septik

soktaki sistemik bulgular ex‘ldojen mediatorlerin salimmina baghdir.

.

Gram negatif i)akterﬂerin dig mebraminda bulunan lipopolisakka-

rit yapisindaki endotoksin birgok biyolojik reaksiyonun baglamasim sag-
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lar. Mikrosirkiilasyondaki bozulmanmn yanisira prihtilagma sisteminin ve
polimorfoniikleer lokositlerin (PMNL) aktivasyonu ve diger mediator sis-
temler aracilif: kile ortaya ¢ikan bu reaksiyonlarda iki énemli mekaniz-
manin rol aldig kabul edilmektedir (Sekil 1) (10, 12,26, 29).

Bu mekanizmalardan birincisinde endotoksin etkisiyle komple-
man sistemi (6zellikle Cg,) aktive edilir. Kompleman sistemin Cg, kom-
ponenti direkt ya da indirek yolla PMNL'leri, ardindan makrofajlar: ve
monositleri uyarir. Retikiiloendotelyal sistemde (RES) mikrotrombiisler
olusur, daha sonra kapiller kan akimi bozulur. Geg¢ dénemde permeabili-
te artmasi, hipovolemi ve periferik dolagimin bozulmasi doku hipoksisi
ve organ yetmezligine yol acar. Doku hipoksisi SOR'nin artmasina ve mi-

tokondriyal fonksiyonlarin azalmasina yol agar (10, 12,17,21,23,26).

Endotoksinin ikinci etki mekanizmasi RES iizerinden gergekle-
sir. PMNL'lerin aktivasyonuyla aragidonik asit derivelerinin (prostaglan-
dinler), lizozomal enzimlerin ve olugan serbest radikallerin salinimi ar-
tar. Ayrica PNML'lerin membraninda bulunan NADP-oksidaz (Nikotina-
mid adenin diniikleotid fosfat-oksidaz) serbest radikal olugumunu artta-
rir. SOR'leri hiicre membraminda lipid peroksidasyonunu arttirarak
membran hasarina, mitokondriyal fonksiyon bozukluguna ve dolayisiyla
ATP diizeyinde azalmaya yol agar . Enerji diizeyindeki azalma septik

sokta organ yetmezliginin diger bir nedenidir (1,4,12,21,26).

Endotoksin stimiilasyonu ile tiim RES'deki makrofajlardan Tii-
mor Nekroz Faktor (TNF, Kagektin) salinim artar. Son yapilan deneysel
caligmalar TNF ve interlokin-1 (IL-1) gibi sitokinlerin de septik gokun
primer mediatorleri olduéunu gostermigtir (8,10,26,29).

Septik gokta prostaglandin salimmi sadece PMNL ve trombosit-
lerde degil monositler, makrofajlar ve endotel hiicreleri gibi RES hiicrele-
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rinin tiimiinde artar (26).

| / EndOtOkSin
Doku zedelenmesi Kompleman sistem Retikiilo endotelyal sistem (RES)
aktivasyonu (Cgy Cg,) T (Trombosit, Lokosit, vd.)
Kimyasal mediatorler T
Vaskiiler permeabilite T | (Histamin serotonin,-
' kinin, PAF)
Kan volimii 4
Karbonhidrat ve !
. .y
lipid metabolizmasi 1 Hipotansiyon Serbest radikallerT
Periferik dolasun 4 Lipid peroksidasyonu T
Doku h&popksi Membran hasari
Organ yetmezligi Mitokoni’iyal fonksiyonlar 4
Gll,l')M ATP

Sekil 1: Endotoksin Sokunun Mekanizmasi

Immunoinflamatuvar sistemin aktivasyonuyla salinan kininler,
histamin, serotonin ve trombosit aktive edici faktor (PAF) gibi kimyasal
mediatorler periferik vazodilatasyon, hipotansiyon ve perfiizyon azalma-
sim1 giddetlendirir (10-12).

Endotoksinin diger biyolojik etkileri arasinda karbonhidrat ve li-
pid metabolizmasinin inhibisyonu ile direkt hiicre hasar da yer almakta-

dir (4,12).
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Sepsiste en onemli hasar mikrovaskiiler diizeyde goriiltir. Mikro-
sirkiilatuvar endotelin yaklagik 600-800 m? biiyiikligiinde olmas1 dola-
simdaki mediatorler i¢in 6nemli bir hedef organ tegkil etmektedir. Mikro-
sirkiillasyondaki hasar baglangi¢cta hem inflamatuvar sistemin aktivasyo-
nuyla hem de enzim sistemlerinin etkisiyle olugsurken daha sonraki do-
nemde doku hipoksisi ve perfiizyon azalmasi endotel hasarina katkida

bulunur (11).

Erken sepsis doneminde kardiyak out-put artig1 ile birlikte gegici
hiperdinamik sirkiilasyon olur (6). Kompleman aktivasyonu, trombosit
ve 16kosit agregasyonu, hiperkoagiilasyon, vazoaktif maddelerin salimm
ve kardiyak out-put degigiklikleri doku perfiizyonunun azalmasi ve akim

dagilimimn bozulmas: sonucu organ yetmezliine yol agar (22).

4. KLINIK VE LABORATUVAR BULGULARI: Ates, takipne,
tasikardi, serebral hipoperfiizyon ve metabolik degigikliklere bagh men-
tal degisiklikler ve oligiiri énemli klinik bulgulardir. Siddetli sepsis has-

talarimin bir kismmnda ise hipotermi goriilebilir.

Sepsisin gsiddetine bagli olarak lékositoz veya lokopeni ve trombo-
sitopeni vardir. Respiratuvar alkaloz, metabolik asidoz ve baglangi¢ do-
neminde orta derecede hipoksi goriilebilir. Hiperglisemi siklikla mevcut-
tur ve insiilin verilmesini gerektirir. Karaciger yetmezligi geligen termi-
nal dénemdeki hastalarda hipoglisemi goriilebilir. Intrahepatik kolestaza
bagh olarak minimal transaminaz ve alkalen fosfataz yiikselmesi ile hi-

perbilirubinemi siklikla mevcuttur (10,23,30).

5. PROGNOZ: Septik sokta mortalite multiorgan yetmezligine
baghdir. Sepsisin bagl:anglcmdan en erken 12 saat, en ge¢ 7-10 giin sonra
akciger, gastrointestinal sistem, bébrek ve karacigerde yetmezlik olugur.

~ Sepsisin siiresi ve giddeti multiorgan yetmezligi goriilme oramim arttirir.



7

Septik gokta goriilen organ yetmezliginin bir¢ok nedeni vardir.
Hipoperfiizyon énemli bir faktsrdiir, ancak klinik olarak tesbit edilemez.
Diger 6nemli bir faktor ise sistemik oksijen yetersizligine baéhéioku hi-
poksisidir. Ayrica nozokomiyal enfeksiyonlar, spesifik terapitik veya far-
makolojik miidahalelere bagh iatrojenik komplikasyonlar da organ fonk-

siyonlarinda énemli derecede bozukluklar yapabilirler.

Intestinal mukoza bariyer degigikligikleri de organ yetmezliginde
rol oynar. Hipoperfiizyon, enfeksiyon ve enteral beslenmenin olmamasi
barsak mukoza bariyerini bozar. Sistemik dolagima endotoksin ve bakte-

rilerin girigi kolaylagir ve ardindan mediator hiicreler aktive olur

(10,11,26,29).

6. TEDAVI: Septik gok halen tanisal agidan oldugu kadar tedavi
yoniinden de bilinmeyenleri ¢ok olan bir olaydir. Sepsise bagh organ yet-

mezligi geligmeden énce erken ve etkili tedavi morbidite ve mortaliteyi

azaltir (10,31).

Septik goklu hastalarin tedavisinde ii¢ 6nemli basamak vardir.

a- Ressussitasyon:

Efektif (etkili) vensz dontigiin saglanmasi igin sivi replasmam ge-
reklidir. Kolloid soliéisyonlarinin pulmoner 6demi azalttify goriigli tartig-

mahdir.

Siv1 replasmanina ragmen hipotansiyon ve miyokardiyal depres-
yon devam ediyorsa siklikla dobutamin, 81 ve 82 adrenerjikler gibi jnot— ‘
ropik ve periferik vazodilatator etkili vazoaktif ilaglar kullanilir. Buna

ragmen hipotansiyon diizeltilemiyorsa noradrenalin verilir.

Nadiren hipotansiyon olmayan, sadece miyokardiyal depresyonu



8

olan hastalarda PGE{ ve PG Iy gibi sitoprotektif vazodilatatér ajanlar

verilir.

. Septik goklu hastalarim %30-70'inde ARDS geligtiginden solunum

des(;egi saglanmahdir.

Septik gokta kortikosteroidlerin ~kullamlmam tartigmalidir

(10,28).
b- Antibiyotik Tedavisi:

Antibiyotik se¢iminde en uygun yol kiiltiir ve antibiyograma uy-
gun antibiyotikierin kullamilmasidir. Hastalarin %50'sinde kan kiltiiru

negatif olabilir. Bu nedenle muhtemel enfeksiyon odaklarindan kiiltiir

alinmalidir.

Intraabdominal, gastointestinal veya jinekolojik kaynakli enfek-
siyonlara bagh sepsislerde aminoglikozid grubu ile anaerobik etkili bir

ila¢ kombinasyonu en uygun olamidir (7,10,28).
¢- Mediatorlerin Etkisini Azalimaya Yonelik Tedavi:

Septik gok patogenezinde rol alan spesifik mediatérlere etkili bir
¢ok yeni tedavi yaklagim: geligtirilmigtir. Monoklonal antikor (Anti lipid-
A), Anti -TNF ve IL-1 reseptor antagonistlerinin verilmesi; prostanoidler,
lokotrienler, tromboxane, PAF ve fosfolipaz-A, gibi maddelerin sentezi-
nin veya etkilerinin énlenmesi; antioksidanlarin antibiyotiklerle kombi-

ne kullamlmasi ile organ hasarlarinda gézle goriliir iyilegmeler elde

edilmigtir (10,26).



B. ERITROSIT DEFORMABILITESI

Eritrosit deformabilitesi, yani eritrositlerin kapillerden gecerken
normal bikonkav yapilarim1 degistirip kolay geg¢isi saglamalar mikrosir-
kiilasyonun siirekliligi i¢in gerekli fizyolojik bir fenomendir (23). Capl
normalde 7 mikron olan eritrositlerin daha kiiciik caph (3.5 - 5 mikron)
kapillerlerden gecebilmesi i¢in deformabilite yeteneklerinin korunmasi

periferik kan akimumn saglanmasinda ¢ok énemlidir (1,22,24,32,33).

Normalde eritrosit deformabilitesi birtakim intrensek ve ekstren-
sek faktorlerle saglamir. Eritrositin bikonkav seklinin korunmas:, ATP ve
kalsiyum konsantrasyonu, uygun yiizey/voliim oram, ¢ift tabaka fosfoli-
pid membran ve hemoglobin molekiilii intrensek faktérleri olugturur.
Kritik damar ¢ap1 ve pH ise eritrosit deformabilitesini dogrudan etkile-
yen ekstrensek faktorlerdir (23,24).

Normal fizyolojik sartlarda kan laminar akim gosterir. Eritrosit-
ler tek tek birbirlerini iterler ve asla damar duvarina yapigmazlar. Erit-
rositlerin mikrosirkiilasyondaki akim hizi plazma hizindan daha fazladir

(23,34).

Insan ve hayvan sepsislerinde eritrositlerin deformabilite yete-
neklerinin etkilenip etkilenmedigini anlamak igin deformabilite indexi
(DI) tanmimlanmigtir. Eritrosit deformabilitesi ya akim zamam olarak ya
da kanda anormal patolojilerin oldugu vakalarda bir dakikada siiziilen
kan voliimii olarak hesaplamir. Her iki durumdaki sonuglar DI olarak ta-
nmimladigimz, bir dakikada siiziilen eritrosit hacmi olarak ifade edilir. Bu

amacla cegitli yontemler geligtirilmigtir (23,24,31,35).

Cui laser 1ginlarimn kirilmas: yontemini uyguladig: bir ¢ahigma-

sinda yaghhikta akut iskemik atak gegiren hastalarda ve eritrositlerde
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anormal kalsiyum birikimi hallerinde eritrosit deformabilitesinde azal-

ma tesbit etmig ve DI'nin tam ve tedavideki 6nemini vurgulamagtir. (36).

Temel fiziksel dzellikleri ve oksijen dagitimindaki rolii eritrositle-
ri sepsiste onemli bir hedef yapmaktadir. Eritrositlerin mikrosirkiilas-
yondaki akim hiz1 plazma hizina gore sepsiste énemli derecede azalir.
Damar capinda ve DI'deki azalmanin eritrositlerin kapiller sisteme gegi-

sini engelledigi samilmaktadir.

Sepsiste eritrosit deformabilitesindeki azalmanin mekanizmasi
tam olarak aglklanamamlstlr. Ancak yapilan ¢aligmalarda pH dugtukla-
gii, hipoksi, laktik asidoz ve diigiik ATP seviyelerinin eritrositte antioksi-
dan defans sistemini azaltarak viskozite ve rijiditede artiga, dblay1s1yla
eritrosit deformabilitesinde azalmaya yol agtig1 gosterilmigtir (23, 31,

34, 37, 38).
C. SERBEST OKSIiJEN RADIKALLERI

Son yillarda iizerinde ¢ok durulan ve aragtirmalarin yogunlagtig
bir konu olan serbest oksijen radikalleri (SOR), bir ya da birden fazla
doymamusg elektron igeren, organik ve inorganik yapida olabilen son dere-

ce reaktif bilegiklerdir (3,16,17,26,39-41).

Aerobik organizmalarda molekiiler oksijen, serbest radikallerin
baglica kaynagidir. Oksijenin rediiksiyonu ve aerobik hiicrelerin enzima-
tik oksidasyonu sirasinda negatif yiiklii siiperoksit (O97) radikali agiga
cikar. Bu radikalden spontan ya da enzimatik dismutasyon ile hidrojen
peroksit (HgOg) olugur. Yine siiperoksit radikalinin yer aldig1 bir dizi re-
aksiyon sonucu dzellikle mitokondri i¢inde hidroksil radikali (OH") mey-
dana gelir (17,26,39).

Siiperoksit radikallerinin bir kism invivo olarak oto-oksidan re-
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aksiyonlar ve elektron transport zincirinden elektronlarin kopmasi gibi
kimyasal rastlantilar sonucu olugurken bir kism ise PMNL aktivasyonu
ve daha az oranda fibroblastlar ve lenfositler tarafindan olusturulur. Mi-
tokondrilerde aragidonik asit metabolizmas1 sirasinda ksantin-ksantin

oksidaz reaksiyonu ile de olugabilirler (14,15,20,39,41).

SOR'leri normalde kisa 6miirliidiir. Ancak, hiicre membran fosfo-
lipidleri ile reaksiyona girerek stabil lipid peroksitleri olustururlar. Lipid
peroksidasyonunu baglatan baglica radikal hidroksil radikalidir. Olugan
lipid peroksitler membran akiciligim degigtirir, non-spesifik olafak per-
meabilitiye arttirir, membrandaki enzimlerin ve hiicresel biitiinliigiin bo-
zulxﬁasma yol acar (2,3,14,15,19,21,25,39,42). Aktive olmus PMNL'de
olugan SOR'leri bir plazma komponenti ile reaksiyona girerek inflama-
tuvar hiicre infiltrasyonuna neden olacak kemotaktik faktér ya da fak-
torlerin a¢iga gikmasim saglar (39). SOR'leri aym zamanda endotel hiic-
relerde kontraktil mekanizmanin aktivasyonuna yol acarak mikrovaskii-
ler permeabiliteyi degigtirebilirler (2). Bu etkiler hiicrelerde ve dokularda
yapisal degisiklik ve fonksiyonel kayiplardan hiicre éliimiine kadar gide-
bilen pek ¢ok olumsuz sonuglar geklinde ortaya gikar (43).

Olugan SOR'leri ile antioksidan savunma mekanizmasi normalde
dinamik bir denge i¢indedir. Insanlarda antioksidan savunma ¢ok fazla
degildir. Antioksidan savunma sistemi ¢ok giiglii olsaydi onarm sistemi-

ne gerek kalmazdi (16,43).

Aerob organizmada antioksidan savunma sisteminin ii¢ kompo-

nenti vardir:

1- Hiicre I¢i Enzimatik Antioksidan Savunma: Antioksidan sa-

vunmanin nemli bir kismini Og~ ve HgOg radikallerini temizleyen supe-
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roksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx)

oluglurur.

SOD siiperoksitin hidrojen peroksite dismutasyonunu katalize
eder. Dismutasyon spontan olarak ta goriilebilir. Boylece siiperoksitiﬁ
hidrg)ksil radikali olugturmak iizere reaksiyona girmesi SOD tarafindan
onlenir. Hidrojen peroksit radikali katalaz ve glutatyon peroksidaz tara-

findan suya donigtiiriilerek detoksifiye edilir (3,12,25,26,42-44).

2- Lipid Peroksidasyon Zincir Reaksiyonlarini Kirict Antioksi-
danlar: Hicre membraninda lipofilik serbest radikalleri daha az toksik
hale donusgtirirler. Alfa tokoferol (Vit.E) siiperoksit hidroksil ve lipid pe;
roksit radikallerim’ bu gekilde etkiler. Yine askorbat (Vit.C) suda goziine-
bilir bir rediiktan ve radikal temizleyici olup ayrica tokoferolii indirgen-

mis aktif formda tutar (12,16,25,39,44,45).

3- Hiicre Digt Antioksidan Savunma: Insanda plazma antioksi-
dan aktivitesinin biiylik gogunlugu seruloplazmine baglhidir. Seruloplaz-
min plazmada SOD gibi davranarak antioksidan etki gosterir. Bu grupta

ayrica transferrin, haptoglobulin ve albumin yer alir (44).

SOR'leri bir gok hastaligin patogenezinde doku hasarimn son me-

diatorii olarak oldukga reaktif bilesiklerdir (14,17).

SOR'leri 100'den fazla hastalikta rol alirlar. Sepsis, akut ve kro-
nik inflamatuvar hastaliklar, travma, yamk, iskemi-reperfiizyon incin-
mesi ve diger sebeplerle artan serbest radikalleri tablonun giddeti ve sey-

rinde etkin rol alabilirler (1,3,12,16-18,20,21,26,44,46-48).

Sepsiste serbé"st: radikal olugumu muhtemelen kompleman siste-
minin Cg, komponenti tarafindan aktive edilen PMNLlerin membramn-

da bulunan NADP-oksidazin aktivasyonuyla baglar. Serbest radikaller
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endotel hiicre mebraminda lipid peroksidasyonu yaparak doku hasar
olugturur. Ayrica aragidonik asit kullanimindaki artig lokotrienlerin ve
prostaglandinlerin artigina yol acar. Bu metabolitler sepsiste multiorgan
yetmezliginde olugsan hemodinamik degigikliklere ve immun fonksiyonla-
rin bozulmasina mediator olarak katkida bulunurlar (2,9,16,17,21,31).
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GEREC ve YONTEM

Bu deneysel calisma Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi De-
ney Hayvanlar Laboratuvarinda gergeklegtirildi.

Caligmada ortalama agirhiklar 129.5+13 gr olan her iki cinsten
Wistar -Albino tiiri ratlar kullamld. Standért yiyeceklerle beslenen de-
nekler her grupta 10 adet olmak {izere ii¢ gruba ayrildi. I. Grup kontrol
grubu, II. grup sepsis grubu ve III grup alfa tokoferol verildikten sonra

sepsis olugturulan grup (alfa tokoferol grubu) olarak tanimlanda.

Alfa tokoferol grubuna sepsis olusturmadan énce 3 giin subkutan
(SC) olarak 0.1 mg/gr/giin, sepsis igleminden hemen énce de 0.05 mg/gr
dozda %10 Tween 80 normal salinde eritilmig alfa tokoferol verildi. Kont-

rol ve sepsis gruplarina ise sadece %10 Tween 80 normal salin verildi.

Sepsis olugturmadan 6nce ratlar, sadece su igmelerine izin verile-
rek 12 saat a¢ birakildi. Sepsis ve alfa tokoferol gruplarina ATCC 25922
no'lu standart E.coli susu ile ml'de 108 koloni olacak gekilde hazirlanan
E.coli siispansiyonundan steril sartlarda 0.01 ml/gr dozda intraperitoneal

(IP) olarak verildi (13). Kontrol grubuna ise normal salin verildi.

Biitiin hayvanlara iglemin sonunda dehidratasyonu énlemek i¢in

SC olarak 0.06 ml/ gr normal salin enjeksiyonu yapildi.

E.coli enjeksiyonundan 6 saat sonra ii¢ gruptaki ratlarda tiiyler-
de diklenme, konjuktival hiperemi, letarji olup olmédlgl ve rektal 151 kay-
dedildi. Daha sonra ratlara eter ile anestezi uygulandi. Deformabilite in-
dexi (DI) ol¢timii igin 05 ml soguk sitrat dextran fosfat.A igeren enjektor
ile intrakardiyak (IC)'yoldan 2 cc kan alindi. Alinan kan santrifiije edile-
rek eritrositler, l6kositler ve pllazma ayrildi. Plazma ve lokositler aspire

edilerek atildi. DI modifiye Reid teknigi ile slgiildii (9,35). Eritrositler 3
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kez soguk ringer tyrode (NaCl 0.8 gr, KCl1 0.02 gr, CéCIz, 0.02 gr, MgClo

0.01 gr, NaHCOg 0.1 gr, NaHg PO4 0.005 gr, Glukoz 0.1 gr,Distile su 100
ml) ile yikandikian sonra hematokrit (Hte) %10'a diliie edildi. Eritrosit
morfolojisinin ayrim ve rezidiiel lokosit sayimi igin periferik kan yayma-
si yapildi. Anormal eritrosit morfolojisi gosteren veyé %2'den fazla loko-
sit sayilan numuneler ¢gahigma dig1 birakildi. Eritrositler 10 cm su filtras-
yon basinct uygulanarak 13 mm ¢apinda ve 10 mikron kalinliginda olan
ve 5 mikron ¢apmda porlan igeren polikarbonat yapidaki membranlar-
dan filtre edildi (Nucleopore Polycarbonate, Katalog no:000 110413, Cos-
tar Corporation ) (Sekil 2). Yikanmig 1 ml eritrositin filtreden gegmesi
icin saniye olarak gegen siire "t" degeri olarak kaydedildi. DI=Htc X 60

sn/t formiiliine gore deformabilite indexi hesaplandi.

T ' o— Uglit puar
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Sekil 2: Deformabilite indexi Olgiimiinde Kullanilan Yéntemin $ematik

Gosterilmesi
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Ayrica yine IC olarak non-steril temiz gartlarda 2.5 cc daha kan
alindi. Kan kiiltiir vasatina teknigine uygun olarak 1 cc kan ile ekim
yapildi. Kan kiiltiirii vasati olarak hazir Amplia espectra cromotest Kod
No: M128 modifiye edilerek kullanildi. 1 damla kan ile periferik yayma
yapildi, Giemsa ile boyanip 1g1k mikroskobunda 100x biiyiitmeyle l16kosit
sayumi, kalitatif trombosit tayini , toksik graniilasyon, formiil l6kosit ya-
pild1 ve eritrosit morfolojisi incelendi. Kalan 1.5 cc kan santrifiije edile-
rek serumu ayrildi, biyokimyasal analiz i¢cin CIBA CORNING EXPRESS
PLUS otoanalizérde kan gekeri, SGOT, SGPT, indirek ve direk bilirubin

caligilda.

Kan alma iglemiﬁi takiben ratlar sakrifiye edilerek otdpsi yapildi.
Temiz fakat non-steril sartlarda 7-8 cm'lik orta hat kesi ile karin agldi. '
Makroskobik olarak peritonit bulgulan (peritoneal hiperemi, matlagma,
reaksiyonel siv1) ve karaciger degigiklikleri olup olmadig kaydedildi. Her
hayvandan karaciger biyopsisi alindi, HE (Heinatoksilen - Eozin) ile bo-

yanarak 151k mikroskop altinda histopatolojik olarak incelendi.

Sagkalim tayini igin herbirinde 10 rat olmak.iizere {i¢ grup olug-
turuldu. Gruplar, protokole uygun gerekli islemler yapildiktan sonra 7
giin takip edildi.

Gruplar aras: istatistiksel kargilaglirmalarda Kruskal-Wallis

varyans analizi ve Tukey testi kullamidi.
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BULGULAR

Klinik olarak kontrol grubu‘nda tiylerde diklenme, letarji ve kon-
jiikktival hiperemi saptanmadi. Sepsis grubunda tiiylerde diklenme %90,
letarji %100 ve konjiktival hiperemi %80 oraninda iken alfa tokoferol
grubunda sirasiyla %80, %60 ve %50 oraninda goriildii. Ortalama rektal
ates kontrol grubunda 37.8+0.45°C, sepsis grubunda 36.0+0.73°C, alfa to-
koferol grubunda ise 36.810.97°C idi.

~ Makroskobik olarak sepsis ve alfa tokoferol gruplarinda peritonit
bulgular saptanirken kontrol grubunda saptanmadi. Ug grupta da kara-
cigerde makroskobik degigiklik goriillmedi.

Kontrol grubu ratlarda yapilan kan kiiltiiriinde hi¢birinde E.coli
tiretilemedi. Sepsis ve alfa tokoferol gruplarinda yer alan ratlarin ti-

miinde E.coli iiretildi.

Biyokimyasal analizde ortalama kan gekeri degerleri kontrol gru-
bunda %114.1+7.1 mg/dl, sepsis grubunda 95.2+10 mg/dl, alfa tokoferol
grubunda 102.7+14.7 mg/dl idi Gruplar arasinda kargilagtirma yapildi-
ginda istatistiksel farklilhik bulunamad: (KW=2.4, p>0.05).

Kontrol grubunda SGOT degerleri 273.3+13.7 U/L, sepsis gru- A
bunda , 228.2+17.7 U/L, alfa tokoferol grubunda ise 166.2+8.6 U/L idi.
Gruplar arasinda kargilagtirma yapildiginda kontrol grubu ile sepsis gru-
bu arasinda fark saptanamaz iken kontrol ve alfa tokoferol gruplan ile
sepsis ve alfa tokoferol gruplarn arasinda anlamli farkhilhik vard
(KW=11.8, p<0.05, T=48.4). Ortalama SGPT degerleri ise kontrol gru-
bunda 37.4+3.3 U/L, sepsis grubunda, 47.0+4.7 U/L, alfa tekoferol gru-
buﬁda ise 32.2+4.0 U/L idi. Gruplar arasinda kargilagtirma yapildiginda

kontrol ve sepsis gruplarl ile kontrol ve alfa tokoferol gruplar: arasinda
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fark saptanamadi. Buna kargin sepsis ve alfatokoferol gruplar arasinda
fark vardi (KW=6.1, p<0.05, T=14) (Tablo -I).

Direk ve indirek bilirubin degerleri sonuglarin anlamsiz olmasi

tizerine degerlendirmeden ¢ikarilds.

Ortalama 16kosit sayilar1 kontrol, sepsié ve alfa tokoferol grupla-
rinda sirasiyla; 381911039, 2050£914 ve 3030+909 idi. Trombositler kali-
tatif olarak degerlendirildiginde kontrol grubu ratlarin hepsinde yéterli
kiime olusumu mevcut iken sepsis grubunda %40, alfa tokoferol grubun-
da %60 oraninda yeterli kiime goriildii. Morfolojik incelemede kontrol
grubundaki eritrositlerin tiimiiniin normokrom ve normositer yapida ol-
duklarn gorildi. Sepsis grubundaki eritrosit morfolojisi %40 oraninda
normokrom, normositer goriiniimde iken %60 oranminda hipokromi ve ani-
zositoz mevceut idi. Alfa tokoferol grubunda ise %80 normokrom, normosi-
ter, %20 hipokrom, mikrositer gériiniim saptandi. Periferik yaymada sep-
sis grubundaki ratlarin hepsinde toksik graniilasyon (TG) ve ¢omak hiic-
releri saptandig halde alfa tokoferol grubunda bu bulgular iki hayvanda

gorildi. Kontrol grubunun higbirinde TG ve g:omak hucre saptanmadi.

Kontrol grubunda ortalama DI 1.07i0.02iken‘sepsis grubunda
0.3120.05 alfa tokoferol grubunda 0.69:40.15 idi. Ug grubun deformabilite
indexi kargilagtinildiginda anlamh farkhlik ;)lduéu gorildi (KW=24.7,
p<0.05). Ayrica, kontrol ve sepsis grubu ile kont}rol. ve alfa tokoferol gru-
. bu arasinda da anlamh farklilik mevcut idi (T=0.33, p<0.05). Bu anlaml

farklihk sepsis ve alfa tokoferol grubu arasinda da bulunmaktayd:

(T=0.33, p<0.05). (Tablo II).

Karaciger biydﬁsilerinin histopatolojik incelemesinde kupfer hiic-
re hiperplazisi, V.centraliste konjesyon, sinuzoidal PMNL infiltrasyonu
ve portal inflamasyon saptand: (Sekil 3). Bu bulgularin gruplara gore go-

 riilme sikliga Tablo III'te gdsterildi.
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TABLO I: Her iki Grubun Kan Sekeri, SGOT, SGPT Degerlerinin

Kargilagtirilmasi
Kontrol Grubu Sepsis grubu  Alfa tokoferol Istatistiksel
(n=10) (n=10) grubu (n=10) Analiz
X+Sx X+5x X+Sx
Kan gekeri 114.1+7.1 95.2+10 102.7414.7 KW=2.4
(mg/dl) p>0.05
SGOT : KW=11.8
(UrL) 237.3£13.7 228.2+117.7* 166.248.6* p<0.05
T=48.4
SGPT KW=6.1
(U/L) 37.443.3 47.044.7 32.214.0* p<0.05
T=14

* Tukey testi ile farkhilifs yaratan grup

TABLO II: Her Ug Grubun Sagkalim ve Deformabilite Indexi Degerleri-

nin Kargilagtirnimasi

Istatistiksel

Kontrol Grubu Sepsis grubu ~ Alfa tokoferol
(n=10) (n=10) grubu (n=10) Analiz
X+Sx X+Sx X48x
Sagkalim : ' KW=20.4
(saat) 139.3+19.3 7.65+0.4* 78.71£20.4* p<0.05
T=56.5
Deformabilite KW=24.7
Indexi 1.07+0.02 0.31+£0.06* . 0.69+0.16* p<0.06
T=0.33

* Tykey testiile farkhihg yaratan grup

Ortalama saékahm kontrol grubunda 139.3+19.3 saat iken sepsis

grubunda 7.65+0.4 saat alfa tokoferol grubunda 78.7+20.4 saat bulundu.
Her ti¢ grubun sagkahm stireleri kargilagtirnldiginda anlaml farkhhk ol-
dugu gorildi (KW=20.4, p<0.05). Gergek farkhlif yaratan gruplar ara-
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sinda anlaml farklilik meveuttu. Bu anlamh farklilik sepsis grubu ile al-

fa Lokoferol grubu arasinda bulunmaktaydi (T'=56.5, p<0.05) (Tablo 2).

TABLO I1I: Karacigerdeki Histopatolojik Bulgularin Gruplara Gore
Goriilme Sikligy

Histopatolojik bulgular Kontrol Grubu Sepsis grubu Alfa tokoferol
(n=10) (n=10) grubu (n=10)
Kupfer Hiicre Hiperplazisi 4 8 6
V.centraliste Konjesyon 4 5 6
Sinuzoidal PMNL Infiltrasyonu 4 6 4
Portal Inllamasyon 2 2 1

Sekil 3: Karacigerdeki Histopatolojik Bulgular; a-) V.centraliste Konjes-
yon (HE, X20), b-) Sinuzoidal PMNL infiltrasyonu (S) ve Kupfer
Hiicre Hiperplazisi (K) (HIE, X100).
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TARTISMA

Eritrositlerin kapillerlerden gegebilmesi i¢in deformabilite yete-
neklerinin korunmasi, mirkosirkilatuvar akimin saglanmasinda ve oksi-
jenin serbestleglirilmesinde énemli rol oynar (9,24). Bu nedenle eritrosit-
ler sepsiste onemli bir bedef tegkil eder. Sepsiste eritrosit deformabilite-
sindeki azalmanin mekanizmasi tam olarak agiklanamanugtir. Yapilan
cahigmalarda pH disiiklagi, hipoksi, laktik asidoz ve diigiik ATPseviyele-
rinin eritrositte antioksidan defans sistemini zayiflatarak viskozite ve ri-
jiditede artiga yol agtifn gosterilmigtir (23,37). SOR'leri, kompleman akti-
vasyonu ve endoloksin eritrosit deformabilitesini azaltan onemli faktor-
lerdir. Sepsiste olugan SOR'lerinin hiicre membraninda lipid peroksidas-
yonu yaparak eritrosit deformabilite yetenegini azalttig: bilinmektedir
(9,14,21,22). Iiritrosit antioksidan sisteminin onemli bir 6gesi olan alfa to-

koferol lipid peroksidasyonunu engellemektedir (3,37,49).

Mec Kechnie ve arkadaslan (17) endotoksin verilen farelerde plaz-
ma alfa tokoferol seviyesinin azaldigin sapLamwlardl:r. Powell ve arka-
dasglan ise galigmalarinda (1,9,21,38) ¢ekal ligasyon ile sepsis olugturma-
dan 6nce alfa tokoferol verilmesinin eritrosit deformabilitesini korudugu-
nu ve oksijen kullanimini arttirdigini tesbit etmisglerdir. Bizim ¢aligma-
mizda da alla tokoferoliin eritrosit deformabilitesini korudugunu ve bu et-
Kinin istatistiksel olarak anlamli oldugunu saptadik (p<0.05). Kontrol

grubu ile alfa tokoferol verilen grup arasinda da anlaml fark bulundu

(p<0.05).

Eritrosit deformabilitesi yaninda sepsiste kandaki diger sekilli
elemanlarin rolit de aragtinlmgtar. Trombosit aktivasyonu sonucu olugan

mikrotrombiisler ve likosit tikaglar venilleri ve kapillerleri tikayarak

\
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mikrosirkiilasyonun engellenmesine ve iskemik hiicre hasarina neden
olur (23). Puranapanda (22) kipeklerde, Warner (19) ise ratlarda olugtur-
duklar: deneysel sepsisin erken doneminde Ikopeni ve trombositopeni ol-
dugunu tesbit ederek bunun kapiller yakalanmaya bagh oldugunu savun-
muglardir. Ratlarda sepsis olugturduktan alti1 saat sonra yaptigimiz peri-
ferilk yaymada lokopeni ve trombositopeni goriildi. Ayrica sepsis grubu-
nun hepsinde toksik graniilasyon ve gomak hiicreler gorilda. Alfa tokofe-
rol verdigimiz grupta lokosit ve trombositler yeterli sayida idi. Toksik

graniilasyon ve ¢omak hiicre iki hayvanda gorilda.

Sepsiste organ disfonksiyonu primer olarak dolagumdaki subtrat-
lardan yararlanamama ve hiicresel seviyede enerji azalmasina baghdir.
Sepsiste karacigerde sinuzoidol kan aluminin azalmasi karaciger yetmez-
liginde en crken belkide en onemli bulgudur (23). Karaciger genel duru-
mun korunmasinda ve enerji metabolizmasinin saglanmasinda gok dnem-
li bir organdir. Siddetli ve uzun siireli endotoksin goku bu fonksiyonlarim
devamim giiglestirir. Gram negatif bakteriyel sepsiste endotoksine bagh
olarak, glukoz ve lipid metabolizmasinin inhibisyonu, lipid peroksit olu-
sumu, serbest radikallerin artmasi ve direk hiicre hasari gibi etkiler go-
riiliir. Endojen antioksidanlarin azalmasi ile serbest radikal hasari orta-

ya ¢ikar (12).

Bir grup aragtirici ayri ayri yaptiklar ¢aligmalarda; deneysel
sepsiste karaciger kan akimmnin azaldigin (4); asidik ortam ve olugan
SOR'nin olugturdugu lipid peroksidasyonunun karaciger hasarma ve li-
zozomal enzimlerde artiga neden oldugunu (12,15); alfa tokoferoliin kara-
ciger fonksiyonlarin koruyarak serumda SGOT ve SGPT aktivitelerini
azaltligim (49) gostermiglerdir. Sepsiste karacigerde ortaya gikan histo-
paLdlojik degigiklikleri inceleyen araglinalar; karaciger hasarimn en er-

ken bulgusunun sinuzoidal PMNL infiltrasyonu oldugunu (30), kupfer
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hiicrelerinde fagosite bakteriler, eritrositler ve biiyiik lizozomlar ile kara-
ciger hiicrelerinde sitozol kiimeleri ve mitokondriyal dejenerasyon oldu-

gunu (50) gostermiglerdir.

Bizim ¢alismamizda sepsis grubunda kan gekeri diger gruplara
gore diigiik bulunmasina ragmen istatistiksel olarak anlaml degildi
(p>0.05). SGOT ve SGPT degerlerinde de istatistiksel olarak sepsis ve al-
fa tokoferol gruplarmda anlamh fark vardi (p<0.05). Enzimler sepsis gru-
bu ratlarda yiiksek idi. Ancak, kontrol grubunda da enzimlerin yiiksek
bulunmasi anlamli bir nedene baglanamadi. Histopatolojik olarak kupfer
hiicre hiperplazisi, sinuzodial PMNL infiltrasyonu ve vena centraliste
konjesyon en onemli bulgulardi. Bununla birlikte gruplar arasinda belir-

gin bir farklilik saptanmadi.

Sepsise maruz kalmadan once alfa tokoferol verilmesi hem endo-
toksinin yol actign membran hasarimi hem de lipid peroksidasyonundaki
artig1 onleyerck sagkalim oramm arttirmaktadir. Bir ¢ok aragtirmac al-
fa tokoferol tedavisinden sonra endotoksin verilen hayvanlarda sagkali-
min arttigin gostermislerdir. Sugino (12) ve Powell (1,9,21) yaptiklart ca-
Ligmalarda alfa tokoferol ile tedavi ettikleri ratlarda sepsis olugturdukla-
rinda eritrosit deformabilitesinde ve hiicre enerji diizeylerinde artis ile

birlikte sagkalimda da yiikselme oldugunu gistermiglerdir.

Bizim deneysel sepsis modelinde elde ettigimiz sagkalim sonuglar
da Sugino ve Powell'in bulgulariyla uyumlu idi. Her ti¢ grubun sagkalim
siireleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklihk bulundu (p<0.05).
Alfa tokoferol verilen grupta sagkalim orani artmigti. Ancak, kontrol gru-
buyla karsilagtirildiginda alfa tokoferol verilmesine ragmen sagkalimimin

diigiik oldugu goriildii. Gruplar aras: kargilagtirmalarda sagkalim eritro-
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sit deformabilitesi degisiklikleriyle korelasyon gisterdigi saptandu.

Bu ¢aligmada elde edilen veriler; deneysel sepsis modelinin erken
déneminde SOR'nin lipid peroksidasyonuyla eritrosit deformabilitesini
azalttigini ve bir antioksidan olan alfa tokoferoliin eritrositlerin deforma-
bilite yetenegini koruyarak sagkalimda artis sagladigim ortaya koymak-

tadir.
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Intraperitoneal standart E.coli enjeksiyonu ile sepsis olugturulan
ratlarda alfa tokoferoliin eritrosit deformabilitesi, karaciger degisiklikleri

ve sagkalim iizerine etkilerinin aragtirildigi bu deneysel ¢alismada;

1- Sepsis olusturulan grupta eritrosit deformabilitesinin azaldigi,
on tedavi olarak alfa tokoferol verilmesinin eritrositlerde deformabilite

yetenegini anlaml olarak korudugu gorildi.

2- Sepsis grubunda serum SGOT ve SGPT seviyelerinde saptanan
artisin alfa tokoferol verilmesiyle anlamli olarak azaldif tesbit edildi.
Karaciger biyopsilerinin histopatolojik incelenmesinde gruplar arasinda

farklilik saptanmadi.

3- Alfa tokoferoliin on tedavi olarak verilmesinin sagkalim oranla-

rim anlamh olarak arttirdign goraldi.

Sonug olarak; deneysel sepsis patogenezinde SOR'nin dnemli bir
mediator oldugu, bir antioksidan olan alfa tokoferoliin sepsis ve septik

sok tedavisinde yer alabilecegi gosterildi.
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OZET

Cerrahi teknikler, antimikrobik ajanlar ve destekleyici tedaviler-
deki gelismelere kargin cerrahi yogun bakim iinitelerine yatirilan hasta-
larda gram negatif sepsis ve septik sokun onemli derecede morbidite ve
mortaliteye yol agmas1 yeni tedavi arayislarina neden olmustur. Son yil-
larda ilgi ¢eken ve aragtirmalarin yogunlagtig bir konu olan SOR'nin sep-
sis ve septik sok patogenezinde etkili olduklar: gésterilmistir. SOR'nin et-
ki mekanizmalarmin tam olarak agiklanamamasina kargin oksidatif stre-
se maruz kalan organizmada antioksidan defansin korunmasimin tedavi-

deki bagariyr arttiracag diigiinidmektedir.

Bu deneysel ¢ahsmada antioksidan olarak kullanilan alfa tokofe-
rolun, olugturulan sepsiste koruyucu etkisi aragtirildi. Ratlar g gruba
ayrildi. L. grup kontrol grubu olarak takip edildi. II. grupta intraperitonal
E.coli enjeksiyonu ile sepsis olugturuldu. III. gruba ise on tedavi olarak
alfa tokoferol verildikten sonra sepsis olugturuldu. Alfa tokoferoliin eriro-
sit deformabilitesi, karaciger degisiklileri ve sagkalim:iizerine koruyucu
etkisi aragtirildi. Alfa tokoferoliin sepsiste eritrosit deformabilitesini an-
lJamh olarak korudugu gériildii. Karacigerde histopatolojik bulgularda
gruplar arasinda farklilik bulunamadi, ancak SGOT ve SGPT seviyelerin-
deki artig alfa tokoferol ile anlamli olarak énlendi. Yine alfa tokoferol ve-
rilen grupta saglanan sagkalim artis istatistiksel olarak anlamh idi. Sag-
kalim artiginn alfa tokoferoliin eritrosit deformabilitesi tizerine koruyucu

etkisine bagh oldugu digtinildii.

Sonug olarak bir antioksidan olan alfa tokoferoliin &n tedavi ola-
rak verilmesinin ratlarda olusturulan deneysel sepsiste eritrosit defor-
mabilitesi ve sagkalimi arttirdiga saptanmig ve bunun sonucu olarak da
antioksidan defansin korunmasinin sepsis ve septik sok tedavisinde

onemli bir faktor oldugu ortaya konulmustur.
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