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OZET

Yanmik Sonras1 Gelisen Bakteriyel Translokasyon Uzerine Amifostin’in (WR-2721)
Etkisi

Bakteriyel translokasyon ve buna bagli gelisen sepsis, yanik gibi major travmalar
sonrasi ortaya ¢ikan énemli bir morbidite ve mortalite nedenidir. Bakteriyel translokasyonu
azaltmaya yonelik ¢ok ¢esitli terapotik ilaglar ve modeller ileri siiriilmiistiir. Bu ¢alismada
daha once klinik onkolojide kullanilan, iyonize radyasyon ve kemoterapotik ajanlara karst
normal dokularda hiicre koruyucu etki saglayan, WR-2721(Amifostin)’in bakteriyel
translokasyon iizerine etkisinin analizi amaglandi.

Calismada agirliklar1 180-350 gr arasinda degisen 27 adet (Wistar Albino) erkek rat
kullanildi. Calismaya herbiri 9 rattan olusan ti¢ grup alindi. Grup I: Kontrol grubu, Grup 1I:
3.derece yanik olusturulan grup, Grup IlI: 3. derece yanik olusturulup Amifostin verilen
grup. Anesteziyi takiben kontrol grubu hari¢ diger ratlarin sirt1 tiraglandi ve toplam viicut
yiizeyinin %30’ luk alani hesaplanarak 3.derece temas yanigi olusturuldu. Resusitasyon
icin %0,9” luk serum fizyolojik intraperitoneal olarak uygulandi. Yaniktan 48 saat sonra
steril sartlar altinda laparotomi yapilarak sirasiyla karaciger orta lob, dalak, mezenterik lenf
nodlari ve ¢ekumdan alman doku Ornekleriuygun kiiltiirlere ekildi. Ureyen
mikroorganizmalarin tipi ve koloni sayis1 tek tek kaydedildi. Istatistiksel analiz tek yonlii
varyans analizi (One-Way ANOVA) ile yapildi. p<0,05 i¢in sonuglar istatistiksel olarak
anlaml kabul edildi.

Kontrol grubunda ¢ekum disinda diger bolgelerde mikroorganizma {iremesi
saptanmadi. Grup Il ve 1II’ de en fazla mezenterik lenf nodu ve ¢ekumda olmak iizere,
karaciger ve dalaktan alinan 6rneklerde mikroorganizma tiremesi mevcuttu. Grup II’ de
mezenterik lenf nodlarinda tireyen mikroorganizma sayisi ve tipi Grup III’ e gore daha
yiikksek oranda bulunmasma ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi.
Gruplarda en sik tireyen mikroorganizma Escherichia coli olarak saptandi.

Deneysel olarak yanik olusturulan ratlarda WR-2721(Amifostin)’in bakteriyel

translokasyonu azaltma iizerine belirgin etkisinin olmadig1 sylenebilir.

Anahtar kelimeler: Bakteriyel translokasyon, yanik, WR-2721(Amifostin)



ABSTRACT

The Effect Of WR-2721 (Amifostine) On Bacterial Translocation After Burn Injury

Bacterial translocation and sepsis are major causes of mortality and morbidity after
a severe trauma like burn. Various therapeutic medicines and models have been put
forward to decrease bacterial translocation. We sought to examine the effect of WR-2721
(Amifostine) on bacterial translocation, which is proven to be protective of normal tissue
cells against the effects of ionized radiation and cemotheraputical agents.

Twenty-seven Wistar albino rats, weighing between 180-350 grams were used.
They were separated into 3 groups, each containing 9 rats. Group I: Control group, Group
I1: had 30% third-degree burns, Group Il1l: had Amifostine-applied rats after third degree
burn. After anesthesia, the dorsum of the rats was shaved, 30% of the total body surface
was calculated, and a third-degree burn was performed with contact injury. For
resuscitation, intraperitoneal 0.9% saline solution was applied. Forty-eight hours after the
burn injury, a laparotomy was done in steril conditions, and tissue samples were taken
(from the middle lobe of the liver, the spleen, the mesenteric lymph nodes and the cecum
respectively) and cultured. The type and number of colonies of microorganisms were all
recorded. Statistical analyses were done by a 1-way analysis of variance (One-Way
ANOVA). Values for P < .05 were accepted as statistically significant.

In the control group, colonization showed only in the cecum. In Group Il and IlI,
colonization was shown in the mediastinal lymph node, in the spleen, in the cecum and in
the liver. Most microorganisms were shown in the mesenteric lymph node and cecum. E.
coli was the most colonized bacteria among the groups. According to the number and type
of the organism, Group Il showed more colonization than Group Ill, but no statistical
significance was detected.

Group 111 had lesser colonization than Group II; however, no significant effect of
Amifostine was shown on the prevention of bacterial translocation. The facts that
antioxidant therapies decrease mortality and improve microvascular circulation in burns,

could be helpful in preventing bacterial translocation.

Keyword: Bacterial translocation, burn, WR-2721 (Amifostine)
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1. GIRIS

Yanik, lokal ve sistemik etkileri olan, insan viicudunun karsilastigi en agir fiziksel
ve psikolojik travmalardan biridir (1). Is1, elektrik, kimyasal maddeler, radyasyon, kaynar
stvilar ve alev gibi etkenlerle meydana gelen doku hasarna yanik denir. Yanikta temel
hasar; bu etkenlerin enerjisi ile ortaya c¢ikan koagiilasyon nekrozu sonucu gelisir.
Bozulmus deri biitiinliigli hem sistemik degisikliklere yol agmakta, hemde infeksiyon igin
uygun ortam hazirlamaktadir. Buharlasma yaninda {igiincii bosluklara olan sivi kaybi
cesitli doku ve organlarin dolagimini bozarak farkli derecelerde iskemiye neden olmaktadir
(2-4). Yanik sonrast kompleks mediator sistemlerinin aktivasyonuyla bir dizi
patofizyolojik degisiklikler olur (3). Ornegin, iskemide veya organ yetmezliginde serbest
oksijen radikallerinin, nétrofillerin ve endotel hiicrelerinin rolleri net olarak gosterilmistir.
Yanik hasarina karsi olusan sistemik inflamatuvar cevabin bir sonucu olarak organlarda
sekestre olan nétrofiller serbest oksijen radikallerinin ana kaynagidir. Yanik sonrasi verilen
antioksidanlarin, hiicresel antioksidan savunma sistemlerini diizenledigi ve doku hasarini
azalttig1 gosterilmistir (5).

Yanik sonrasi ge¢ evrede meydana gelen morbidite ve mortalitenin en Onemli
nedeni infeksiyonlardir. Bir¢ok mekanizmanin birlikte c¢alismasi sonucu ortaya ¢ikan
bakteriyel translokasyon (BT) da sistemik infeksiyon gelisiminin en 6nemli nedenidir.
1979°da Berg ve arkadaslar1 BT u, fiziksel olarak saglam barsak mukozasindan endojen
bakteri ve endotoksinlerinin mezenterik lenf nodlarmma (MLN), kana ve solid organlara
gecisi olarak tanimlanmistir (6). Gliniimiizde sepsisteki hastalarin yaklasik %30’unda
infeksiyonu tetikleyen bir odak bulunamamasi BT un 6nemine dikkat ¢cekmistir. BT un
nedenlerini, olus mekanizmasini1 ve 6nleme yollarini inceleyen cesitli calismalar yapilmis
ve enteral beslenme gibi daha fizyolojik olan bazi uygulamalar rutine girmistir (7,8).
Gastrointestinal sistem, absorbsiyon ve cesitli sekretuar olaylarin 6nemli rol oynadig
kompleks bir organ sistemidir. Cesitli besin maddeleri intestinal epitelden emilerek
sistemik kullanim i¢in karacigere gecer. Sindirim sisteminin besin emilimi yaninda
immiinolojik, metabolik ve bariyer fonksiyonlar1 vardir (2). Konak, intestinal bakteri ve
endotoksinlerin organ ve dokulara yayilimini Onleyen, birlikte hareket eden multipl
savunma mekanizmalar gelistirir. Bu mekanizmalar; mekanik savunma, normal intestinal

mikrofloranin etkilerinin stabilizasyonu ve immiinolojik savunmalardir (2).



Gastrointestinal sistem mukozasinin en énemli gorevlerinden biri liimen ig¢indeki
mikroorganizmalarin sistemik dolagima katilimimi engellemektedir. Mukozal bariyerin
cesitli etkenler ile bozulmas sistemik infeksiyon ve ¢oklu organ yetmezliginin 6nemli iki
nedeninden biri olan BT ile sonuglanir (9, 10). Serbest oksijen radikallerinin barsak
duvarinda meydana getirdigi hasar BT gelisiminde son derece 6nemli role sahiptir (11).

Amifostin (Ethyol, WR 2721), iyonize radyasyon ve kemoterapdtik ajanlara karsi
normal dokularin selektif genis spektrumlu sitoproteksiyonunu saglayan inorganik bir
tiyofosfattir. Bu ajanlarla olusan doku hipoksisini azaltir. Amifostin inaktif bir 6n ilagtir,
dokuda membran alkalen fosfatazlari ile metabolize edilir. Normal endotel hiicrelerinde
bulunan alkalen fosfatazlar ile defosforile edilerek aktif tiyole doniisiir. Ilacin aktif
metaboliti WR-1065" tir. Tiimoral endotel ve stromal komponentlerde alkalen fosfatazin
olmamasi ilacin kanser tedavisindeki segiciligini saglamaktadir.

Amifostinin hiicre koruyucu mekanizmalar1 serbest radikallerin azaltilmasi,
DNA’nin korunmasi, onariminin hizlanmasi ve hiicresel hipoksinin azaltilmasini igerir.
Amifostin, kalin barsak kanserlerinin karaciger metastazlarinin intraarteriyel
kemoembolizasyonu sonrast olusan serbest oksijen radikallerini Onlemek ig¢in
kullanilmistir. Bu hastalarin karaciger enzimlerinde diisme saglamis, intraarteriyel hepatik

kemoembolizasyonun terapdtik oranina olumlu katkida bulunmustur (12).

1.1. Amacg

Bu deneysel caligmada, ratlarda olusturulan yanik modelinde, BT iizerine
Amifostin’in koruyucu etkisi olup olmadigini arastirmay1 amagladik. Literatiir taramasinda
Amifostin’in yanik disinda, degisik durumlarda sitoprotektif etkisinin oldugunu bildiren
calismalar mevcuttur. Ancak yanikta ortaya c¢ikan BT {izerine olan etkisini arastiran
calisma olmadig goriildii. Viicut yiizeyinin %30 ve iizerindeki termal yaniklarda endotel
hiicre biitiinliigii bozuldugu icin Amifostin’in etkili olabilecegi diisiiniildii. Yanik sonrasi
ortaya ¢ikan BT’ nun 6nlenmesinde, klinik kullanim1 ve giivenilirligi gosterilmis bir ilag

olan Amifostin (WR 2721)’in etkisini ilk defa deneysel bir modelde arastirmis oluyoruz.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Bakteriyel Translokasyon ve Mekanizmalari

2.1.1. Bakteri Translokasyonunun Temel Mekanizmalari

Bakteriyel translokasyon; bakterilerin gastrointestinal yoldan Mezenterik Lenf
Nodiilleri (MLN) kompleksine, karaciger, dalak, bobrek ve kan gibi intestinal sistem dis1
yerlere gegmesi olarak tanimlanir.

BT yerine cesitli terimler kullanilmistir. ilk kez 1958°de Keller ve Engley, daha
sonra Hildebrand ve Volochow tarafindan isaretlenmis makrofajlarin oral yolla alinarak
barsak liimeninden kana veya lenfatik dolasima gegisini tarif etmek i¢in kullanilmistir (13).
Daha sonra 1979°da Berg ve Garlington gastrointestinal sistemden bakterilerin karaciger,
dalak, bobrek, MLN, kan gibi barsak dis1 bolgelere gecisini BT olarak tanimlamislardir
(14).

Yapilan deneysel hayvan ¢aligmalarinda BT un major kriterleri saptanmaistir.

Bunlar;

* Normal bakteriyel floranin ekolojik dengesinin bozulmasi, intraliiminal asiri

¢ogalma.

* Intestinal mukozal biitiinliigiin fiziksel yapisinin bozulmasi.

* Konak¢1 immiin sisteminin bozulmasi.

Bu mekanizmalarin bir veya birkagimin rol oynadigi BT, daha 6nceden birgok
hastada sebebi bilinemeyen, klinik olarak siddetli septik durumlarin giiniimiizdeki baslica
sebebi olarak gosterilmektedir (15, 18).

Barsak bariyerinin ilk komponenti intestinal mikrofloradir. Barsak duvarinin
potansiyel patojen bakterilerin asir1 ¢ogalmasini sinirlamasi ve bu bakterilerin yapismasini
engellemesine “kolonizasyon direnci” denir. Genis spektrumlu antibiyotikler ile anaerobik
flora degisiklige ugrarsa, bu koruyucu mekanizma kaybolur ve potansiyel patojen
bakteriler epitele direkt tutunarak, bakteri translokasyonuna neden olabilirler. Bakterilerin
normalin tizerinde artisinin engellenmesi bu nedenle dnemlidir (19, 20).

Gastrointestinal sistemde diger 6nemli bir savunma mekanizmasi da esas elemani
miisin olan normal mukoza tabakasidir. Miisin, goblet hiicrelerinden salgilanan yiiksek

molekiil agirhikli bir glikoproteindir (21). Miikéz tabaka, submukozal plazma



hiicrelerinden salgilanan IgA’y1 (Sekretuar IgA: sIgA) da iceren bir grup koruyucu ihtiva
eder. Miikoz tabaka anaerob mikroorganizmalarin iireyebilmesi i¢in uygun bir ortam
hazirlar ve bu da potansiyel patojen mikroorganizmalarin kolonizasyonunu engeller (22).
Miik6z tabakadaki degisiklikler, patojen bakterilerin sayilarinin artmasina ve bunlarin
epitel hiicre yiizeyine tutunmasina neden olur (23).

Normal intestinal peristaltizm de onemli bir savunma faktériidiir. Ileus gibi staz
durumlarinda, bakterilerin koruyucu miikoz tabakaya penetrasyonu ve mukoza altindaki
epitel hiicrelerine yapismasi ile koruyucu mekanizma kirilabilir (16, 24). Ince barsaklarmn
yiizeyindeki kolumnar epitel hiicreleri de (enterosit) BT gelisimine kars1 bariyer olusturur.
Enterositler; besin kaynagi olarak glutamin, proliferasyon igin epidermal ve transforming
growth faktorlere ihtiyag gosteren kompleks hiicrelerdir (25). Enterositler birbirlerine
desmozomlar ile baglanirlar. Bu baglar kiiciik molekiillerin gecisine izin verirlerken
bakterilerin ve biiylik molekiillerin gecisini engellerler (26).

Hiicresel bariyeri bozan pek ¢ok faktor arasinda iskemi-reperfiizyon hasar1 6nemli
bir yer tutar. Hipovolemik ve kardiyojenik sokta kan daha c¢ok beyin, kalp gibi hayati
organlara yoneleceginden splanknik yatakta vazokonstriksiyon olur ve intestinal mukozada
kan akimi azalir. Mukozal bariyerin bozulmasi ile intestinal permeabilite artar, bakteri ve
endotoksinler sistemik dolagima katilir. Hemorajik sok, yanik, sepsis ve endotoksemi
durumlarinda barsak kan dolagiminin zayifligit BT olusumunun ana mekanizmasidir
(27,28). Deneysel hayvan modellerinde; barsak liimenindeki bakterilerin asir1 ¢ogalmasi,
direkt olarak bircok dogal flora bakterisinin gastrointestinal yoldan mazenterik lenf
nodlarina translokasyonu baslattigi gosterilmistir (29, 30). Gastrointestinal sistemde
yiiksek populasyonlara varan belli bakteriler, mezenter lenf diiglimlerine transloke olur.
Endojen flora tarafindan olusturulan bakteriyel antagonizm, belli bakterilerin
gastrointestinal populasyon seviyelerini azaltir ve bu bakterilerin mezenter lenf

diigtimlerine translokasyonunu inhibe edebilir (31, 32).

2.1.2. Bakteri Translokasyonunu Arttiran Durumlar

- Yanik
- Endotoksin
- Parenteral beslenme

- Intestinal obstriiksiyon



- Intestinal motilite bozukluklar

- Biliyer obstriiksiyon

- Radyasyon

- Travma

- Intraabdominal yabanci cisimler
- Hemorajik sok

- Timorler

- Karaciger rezeksiyonu

- Intestinal iskemi-reperfiizyon

- Notropeni

- Inflamatuar barsak hastalig

2.1.3. Bakteriyel Translokasyonu Azaltan Durumlar

- Splenektomi

- Mezenterik lenfadenektomi

- Bombesin

- Prostaglandin E1

- Kasantin oksidaz inhibisyonu

- Insiilin benzeri bilyiime faktorii 1 (IGF-1)

- Hipertonik NaCl infiizyonu (hemorajik sokta)

- Heparin

- Epidermal biiylime faktorti

- Enteral beslenme

- Oral fosfolipitler

- Enalapril

- Tromboksan A2 inhibisyonu

Bakteriyel translokasyon hizi arttikga yarali ve septik hastalarin hipermetabolik
cevabi artar. BT belirgin infeksiydz odak olmaksizin, cerrahi hastalarda septik duruma
neden olur ve ¢oklu organ yetmezligi (MOF) gelisimine sebep olur (33, 34). MOF goriilme
hizi travma sonrast %7-20, major intraabdominal sepsiste cerrahi sonrasi %30-50
oranindadir. Bozulmus organ sistemlerinin sayisina bagli olarak morbidite ve mortalite

%30-100 oraninda degisir (34, 35). Gastrointestinal sistemde, normal kosullarda yaklasik



10" bakteri, 10° potansiyel patojen gram negatif enterik bakteri ve konag: Sldiirebilecek
miktarin ¢ok iizerinde endotoksin bulunmaktadir. Bakterileri ve endotoksini liimen i¢inde
muhafaza etmek barsagin en 6nemli gorevleri arasindadir. Bu gorevi normal mikrobiyal
flora, mekanik faktorler, saglam bir immiin sistem ve normal barsak-karaciger aksina sahip
barsak mukozasi yapar (35, 36).

Travmali veya ileri derecede genel durumu bozulmus hastalarda BT u dnleyen
savunma sistemleri islevlerini yitirmistir. Buna ek olarak kullanilan antibiyotikler barsak
mikroflorasinin normal ekolojisini degistirirler, boylece kolonizasyon rezistansi bozularak,

potansiyel patojenlerle bakteri sayisinda asir1 artis olur (15, 18, 37, 38).

2.1.4. Barsaklardan Translokasyona Ugrayan Bakteriler (40, 41)

- Escherichia coli

- Proteus mirabilis

- Klebsiella

- Enterokoklar

- Enterobacter

- Staphilococcus epidermidis

- Streptococcus feacalis

- Pseudomonas aeruginosa

- Basillus

- Citrobacter freundii

- Laktobasillus

Endojen bakteriler saglikli ratlarin mezenter lenf diiglimlerinde, dalak, karaciger
veya bobreklerinde bulunmaz. Bu bakteriler gastrointestinal mukozayr gecemez veya
gastrointestinal mukozay1 gecgenlerde mezenterik lenf nodlar1 gibi retikiiloendotelyal

organlarda Oldiiriiliirler (42, 43).

2.2. Yanik ve Bakteriyel Translokasyon

Son yillarda, yanikli hastalarda mortalite orani, modern yogun bakim tinitelerinde

yapilan etkin tedaviler ile 6nemli derecede azalmistir. Ancak yanik sonrasi sepsis ve buna



bagli MOF 6nemli bir mortalite nedeni olmaya devam etmektedir. Bu hastalarda hiicresel
ve humoral immiin cevapta yetersizlik mevcut oldugundan antibiyotik tedavisine ragmen
sepsis onlenememektedir (44).

Ciddi travmalardan biri olan yanik sonrasi derinin mekanik bariyeri ve biitiinligi
bozulur, kan tranflizyonu gibi benzer mekanizmalar ile immiin sistem zayiflar ve BT
meydana gelir (45). Yanik hastalarinda 6zellikle notrofil fonksiyonlarinda bozukluk tespit
edilmistir (46). Deneysel caligmalarda BT ile yanik mortalitesi arasinda anlamli bir iliski
bildirilmistir (18). Bundan dolay1 BT un engellenmesi yaniga bagli mortaliteyi azaltic1 etki
yapabilmektedir.

Yanigt izleyen ilk dakikalardan itibaren c¢esitli inflamasyon mediatorlerinin
etkisiyle kapiller gecirgenlik bozulur ve intravaskiiler sivinin interstisyel alana kagmasi
sonucunda hipovolemi (yanik soku) ve yanan bolgede 6dem gelisir. Kapiller gecirgenligin
bozulmasinda; histamin, prostoglandinler, prostasiklin, 16kotrienler, tromboksan,
bradikinin, serotonin ve serbest oksijen radikallerinin (SOR) rolii oldugu diisiiniilmektedir
(47, 4). Yapilan deneysel c¢alismalarda, yanik sonrasi dogal flora bakterilerinin
gastrointestinal yoldan transloke oldugu saptanmis ve bu durumun yaniga baglh barsak
mukoza hasar1 ile direkt iliskisi oldugu gosterilmistir. Viicut ylizeyinin %25’ini tutan
haslanma tipi yaniklarda ileal ve ¢ekal mukozada biiyiik iilsere alanlar olusmus, bu iilsere
alanlarin mukozal yenilenmesi ile BT un da ortadan kalktig1 gézlenmistir (48).

Deneysel endotoksik sok, yanik ve hemorajik sok modellerinde iskemi-reperfiizyon
siirecinde ortaya ¢ikan serbest oksijen radikallerinin barsak mukoza hasarina neden oldugu
ve BT igin ciddi bir risk oldugu gosterilmistir (49, 50). Yanik gibi major bir travmaya
organizma; endokrin, metabolik ve en Onemlisi inflamatuar yanit ile cevap verir.
Inflamatuar yanit; plazma, dolasimdaki hiicreler, vaskiiler yapilar, konnektif dokunun
hiicresel ve hiicre dis1 elemanlarmi iceren kompleks bir siirectir (51, 52). inflamatuar
yanitta en onemli hiicreler 16kositler ve makrofajlardir. Agir yaniklarda ve litik bakteriyel
infeksiyonlarda endotelde direkt hiicre nekrozu ve ayrilmasi ile sonuglanan hasar olusur.

Endotelyal hasarin bir diger 6nemli nedeni l6kositlerdir. Lokositler inflamasyonun
erken asamasinda endotele yapisarak toksik serbest oksijen radikalleri ve proteolitik
enzimler salgilarlar (53, 54). Ayrica lokositlerin ekstravazasyonu sonrasi ortaya g¢ikan
kemotaktik ajanlar (bakteriyel endotoksinler, C5a, LTB4) Iokositlerin inflamasyon
bolgesine ulagmasini saglarlar. Kemotaktik ajanlar ayrica; lizozomal enzimlerin

degraniilasyonu sonras1 oksidatif mekanizmalar1 baslatir ve SOR olustururlar.



Yanikla birlikte baslayan bir¢ok reaksiyon vardir. Plazmada lipid peroksidasyonuna
ait iiriinlerin bulunmasi yanikta lokal ve uzak organ hasarinda serbest oksijen radikallerinin
onemli bir rol iistlendigini ortaya koymaktadir. Yanik bdlgesinin uzaginda gelisen organ
hasarlarinda intravaskiiler kompleman aktivasyonu ve bunun sonucu olarak intravaskiiler

noétrofil aktivasyonu sorumlu tutulmaya baslanmistir(55).

2.2.1. iskemi ve Serbest Oksijen Radikalleri

Molekiiler oksijenin, hiicre iginde oksidatif enzimler tarafindan indirgenmesi ile
SOR’leri olugur. SOR’leri, yoriingelerinde ¢ift olmayan elektronlari bulunduran kararsiz
molekiillerdir. Kimyasal olarak unstabildirler ve hizla reaksiyona girerler. Niikleik asid ve
membran lipitlerinin yikilmasina sebep olurlar. En 6nemli serbest oksijen radikalleri;
stiperoksit (027), hidrojen peroksit(H202), hidroksil iyonu(OH") ve nitrik oksit(NO)’tir.
Stiperoksit radikali normal hiicre metabolizmasinda mitokondrial, endoplazmik retikulum
ve niikleer membran elektron transport islemleri sirasinda olusan bir ara {irtindiir.

Iskemik kosullarda ise, hipoksantin ve ksantin katabolizmasi sirasinda ksantin
oksidaz enziminin katalize ettigi bir reaksiyon ile siiperoksit radikalleri olusur (56).
Stiperoksit radikalinden, siiperoksit dismutaz (SOD) enziminin katalizledigi reaksiyonla
H202 olusur. Hidrojen peroksit, katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimlerinin katalize
ettigi reaksiyon ile H20 ve CO2’e donistiirerek inaktive edilir. SOD, katalaz ve glutatyon
peroksidaz, serbest oksijen radikallerine karst organizmanin en Onemli savunma
elemanlaridir. SOR araciligiyla olusan lipid peroksidasyonu, sitoplazmik membranda
hasara ve gecirgenlik artisina yol agarak hiicre i¢inde asir1 kalsiyum birikmesine yol agar.
Olusan hiicre membran disfonksiyonu da, hiicre sismesi ve hiicre 6liimii ile sonuglanir.

Yiizey alani genis yanik travmasi sonrasi, periferik perfiizyonu iyilestirmek ve
iskemik dokulara oksijen sunumunu arttirmak ve hiicre fonksiyonlari ile canliligint devam
ettirmek amaciyla s1v1 replasmani yapilir. Oncesinde iskemik kalmis dokularin perfiizyonu,
organizma i¢in zararl olabilecek kaskadlar tetikler. Yanik travmasi sonrasi sivi destegi ile
olusan serbest radikaller niikleik asitler, lipidler ve proteinler gibi cesitli hiicre
komponentlerini etkiler. Devam eden hipoperfiizyon zaman igerisinde hiicrenin 6liimii ile
sonuclanirken, hipoperfiizyonun diizeltilmesi iskemi-reperfiizyon hasar1 yapar. Bu durum

‘oksijen paradoksu’ olarak ifade edilir (55).



Yanik travmasinda serbest oksijen radikallerinin ana kaynaginin gecmiste ksantin
oksidaz enzimi oldugu disiiniilirken, glinlimiizde aktive nétrofillerden kaynaklandigi
saptanmustir (57,58,59). Notrofiller normovolemik bir kiside invaze bakterilerin ortadan
kaldirilmasinda koruyucu rol oynar fakat yamik travmasi sonrasinda nétrofillerin
olusturdugu serbest radikaller ksantin oksidaz aktivitesini arttirir ve doku hasart meydana
getirir.

Yanik travmasi serbest radikal {retimini arttirirken, antioksidan savunma
mekanizmalarin1 da bozar ve yanikli hastalar1 serbest oksijen radikallerinin olusturdugu
hiicresel hasara daha yatkin hale getirir. Yanik travmasinin enzimatik olmayan antioksidan
savunma mekanizmalarin1 bozdugu gosterilmistir. o tokoferol, askorbik asit ve E vitamini
diizeylerinde diisme olur.

Bu endojen antioksidan mekanizmalar hiicre membranini lipid peroksidasyonundan
korurken aym1 zamanda serbest oksijen radikallerini de temizler. Yanik tavmasi ayrica
enzimatik antioksidan savunma sistemlerini de bozar. Sonugta siiperoksit dismutaz, katalaz

ve glutatyon (GSH) seviyelerinde diisme goriiliir (60).

2.2.2. Antioksidan Maddeler

Antioksidan maddeler, hiicreleri serbest radikallere karsi koruyan ve onlari
notralize eden maddelerdir. Iskemi reperfiizyon hasari siirecinde gelisen hiicre i¢i SOR, bu
maddeler ile ortadan kaldirilabilir. Bunlarin ¢cogu endojen kaynakli iken, bir kismi1 eksojen
kaynaklidir. En sik tizerinde ¢alisilan antioksidanlar: triptofan, histidin, E vitamini, A

vitamini, selenyum, katalaz, siiperoksit dismutazdir (56) (Sekil 2.1)
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Sekil 2.1. Serbest oksijen radikallerinin olusumu ve antioksidan mekanizmalarin ¢alisma
sistemleri

Aktif notrofillerden toksik SOR ortama salinmaktadir. Bunlar lokal doku hasarina
ve yanik sokunun gelismesine katkida bulunmaktadir. Yanikta olusan iskemi sonucu
birgok mediatoriin ortama salgilandigi (PG, LT v.s.), SOR olustugu ve bolgede notrofil
infiltrasyonunun artt1g1, hatta notrofil-endotel iligkisinin bu olayda 6nemli rol oynadig
gosterilmistir. Boylece iskemi ve hiicresel fonksiyon bozuklugu ile doku yikimi
olugmaktadir. Bunun lokal bir iskemi ve yavas gelisen reperfiizyon oldugu
diistiniilmektedir. Yavas reperfiizyonda nétrofil infiltrasyonu olur (61). Yanig: takiben IgG
diizeyindeki diisiisiin yanigin seyri sirasinda ortaya ¢ikan septik komplikasyonlar ile alakali
oldugu ileri siirlilmistiir. Yani@in hem siipresor hiicre aktivitesini artiran hem de helper
hiicre aktivitesini azaltan diizenleyici T lenfositlerin alt gruplarinin fonksiyonlarini
etkiledigi bildirilmistir. Sonugta T4/T8 orani bozulmaktadir. Siipressor T hiicrelerinin
proliferasyonunun septik komplikasyonlarin goriilmesi ile uyumlu oldugu bildirilmistir

(62). Yanik soku ile birlikte gelisen doku perfiizyon bozuklugu barsak duvarinda bazi
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iskemik degisikliklere sebep olur. Bu olay sonucu barsak florasindaki bazi bakteriler
barsak duvarini gecerek mezenterik lenf nodlari, karaciger dalak gibi solid organlara

gecerek BT olusumuna neden olur.

2.3. Amifostin

Amifostin (WR-2721, Ethyol®, 2-[(3 — aminopropyl) amino] etilfosforothioik asit
214 kDa molekiil agirliginda bir inorganik tiyofosfattir. Bu ilag ilk olarak Amerika Birlesik
Devletleri ordusunda, savaslarda askeri avantaj saglamak amaciyla gelistirilmistir. Daha
sonra tibbi arastirmalarda kullanilmistir. WR-2721 aktif olmayan bir 6n ilagtir. Dokularda
hiicre membranlarina bagl alkalen fosfataz enzimi ile defosforilasyonunu takiben, aktif

metaboliti olan WR-1065 (2-[aminoprolyl-amino] etantiyol)’e ¢evrilir (12) (Sekil 2.2).

H2N(CH3)3sNH(CH,),S-POsH; > HoN(CH3)3sNH(CH2),SH
WR-2721 Alkalenfosfataz WR-1065
H2N(CH3)3sNH(CH,),.SH > HoN(CH3)sNH(CHy),-S-S-R
WR-1065 Oksidasyon WR-33278

Sekil 2.2 Aktif olmayan WR-2721’in aktif metaboliti WR-1065’e doniisiimii. WR-1065 ‘in
WR-33278’e oksidasyonu (12).

Tiyol grubu primer olarak iyonize radyasyon veya antrasiklinler, bleomisinler,
biyorediiktif bilesikler gibi kemoterapotik ajanlarin meydana getirdigi serbest oksijen
radikalleri i¢in temizleyicidir. WR-1065’de disiilfit molekiiliine (WR-33278; N, N> —
(dithiodi-2, 1-ethanedil)bis-1,3-propanediamin) metabolize olur (12) (Sekil 2. 2).

Hayvan deneyleri ile ilk yapilan askeri c¢aligmalarda Amifostin’in iyonize
radyasyona kars1 koruyucu etkisi gosterilmistir. Daha sonralar1 yine hayvan ¢aligmalarinda
amifostinin radyasyona maruz kalan deri, mukoza, sa¢ folikiilleri, intestinal duvar, tiikriik
bezleri ve gelismekte olan kikirdaklara karsi koruyucu etkisi oldugu da gosterilmistir (12,
63). En fazla koruyucu oldugu dokular endotelyum, tiikriik bezleri, bag dokusu ve
spermatogonal hiicrelerdir. Koruyuculugu nispeten diisiik olan dokular ise akcigerler,

bobrekler, 6zefagus, ince barsak ve kolondur.
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Amifostinin 10komogenezis ve karsinogenezise karsi koruyucu etkisi deneysel
caligmalarla gosterilmistir. Amifostin radyasyon veya platinyum, nitroziire ve bleomisin
gibi kimyasallarla meydana gelen Hipoksantin-guanin fosforibozil transferaz (HGPRT)
geninin mutasyonunu da 6nler (20, 64 ). in vitro ¢alismalarda radyasyona maruziyetten
once veya sonrasinda WR-1065 verilmesi ile hiicre dizilerinde transformasyon onlenmistir
(12). Kemoterapi veya kombine kemoradyoterapi sonrast gelisen sekonder malignensiler
oldukca siktir. Amifostinin radyoterapi ve kemoterapinin olumsuz etkilerini 6nlemesinin
yaninda karsinogenezise karsi koruyucu etkisinin olmasi kanser tedavisi géren uzun yasam
beklentisi olan hastalarda 6nemlidir. Farelerle yapilan in vivo ¢alismalarda tek doz 35-37
Gy radyasyon dncesi 400mg/kg amifostin verilmesinin bacak fibrosarkomunun gelisimini
onemli diizeyde azalttig1 gosterilmistir (12, 65).

Yetmigli yillarin sonunda amifostinin alkilleyici ajanlarin, antineoplastik etkilerini
degistirmeden toksisitelerini azalttigi gosterilmistir. 1980-82 yillar1 arasinda hayvan
deneyleri ile yapilan calismalarda amifostinin, sisplatinin renal toksisitesini azalttig1
gosterilmistir. 1988’de amifostinin siklofosfamid ile kombine edilmesiyle pulmoner
toksisitede azalma oldugu goriilmiistiir. Daha sonra yapilan calismalarda doksorubisinin

kardiyak miyozitler izerindeki yan etkilerinin de amifostin ile azaldig1 gosterilmistir (12).

2.3.1. Amifostinin Hiicre Koruyucu Mekanizmasi

Amifostinin hiicre koruyucu mekanizmasi olduk¢a karmasiktir. WR-2721 inaktif 6n
ilag iken, aktif metaboliti WR-1065 iyonize radyasyon veya kimyasallarin meydana
getirdigi serbest oksijen radikallerine karsi giiclii bir temizleyicidir. Ornegin antrasiklin
iliskili kardiyotoksisitenin en 6nemli sebebi olan siliperoksit anyonlar WR-1065"in tiyol
gruplar ile inaktive edilir (12, 66). Radyasyonun DNA’da meydana getirdigi kiriklar WR-
1065 ile 6nlenebilir. Ayrica WR-1065, alkilleyici ajanlarin NH; gruplari ile meydana gelen
DNA ¢apraz baglanmalarinin miktarini da azaltir (12, 67).

Amifostinin  simetrik  disiilfiti olan WR-33278’¢ oksidasyonu amifostin
metabolizmasinda gerceklesen bir siiregtir. WR-33278 yapisal olarak poliamin spermine
benzer ve DNA’ya baglanir. Bu baglanma sonucu sitotoksik ajanlar ile olusan DNA hasar1
Onlenir. Radyasyon uygulamasini takiben hiicre dizilerinin WR-1065 ile inkiibasyonu
sonrast hiicrelerin apopitotik hizlarinin 6nemli Sl¢iide azaldigr gozlenmistir (68). Bu

mekanizma heniliz tam olarak netlesmemekle birlikte, baz1 caligmalar WR-33278’in
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topoizomeraz- 1 ile birlikte calisarak DNA’nin onarim siirecine katkida bulundugunu

diistindiirmektedir. WR-33278’in 6nemli bir rolii de hiicresel transformasyonu onlemesidir

(12).

2.3.2. Hiicre Koruyucu Etkinligin Seciciligi

Klinik onkolojide, terapdtik indeks = kontrol edilen tiimor / normal dokuda
meydana gelen komplikasyonlar olarak ifade edilir. Hiicre koruyucu ajanlarin terapdtik
indeksi arttirmalari, paydayr yani normal dokularda olan komplikasyonlar1 azaltmalarina
baglidir. Hiicre korunmasinda secicilik kritik bir 6zelliktir. Tiimoriin korunmasi halinde
pay sabit kalacak dolayisiyla da terapotik indeks azalacaktir. Segici olmayan hiicre
koruyucu ajanlarin kullanimi klinik agidan sakincalidir. Ciinkii kansere kars1 olan tedavinin
de etkinligini azaltirlar (12).

Tiimorlerin kanlanmasinin iyi olmadigi ve nekrotik alanlar icerdigi gayet iyi bilinir.
Azalmig kan akimi nedeniyle amifostinin tiimor ortamina ulagmast zordur. Bu da hiicre
koruyucu etkinin segiciliginin mekanizmalarindan birisidir (12).

Normal dokulara gore tiimordeki alkalen fosfataz (ALP) eksikliginden dolayi,
amifostinin tiimdr ortaminda aktif metabolitine doniisememesi diger bir segici 6zelligini
olusturur. Timorlerde ALP kaybinin nedeni bilinmemektedir. Yapilan bir c¢alismada
immiinohistokimyasal yontemlerle tiimor dokularinda ve normal dokularda ALP
ekspresyonu  degerlendirilmig;  tiimoéral damarlardan ve timdr  stromasinin
fibroblastlarindan ekspresse edilen ALP’da belirgin bir kayip goriilmistir (12, 69).
Glikolitik yolaklarin aktivasyonu ile olusan asidik tiimor ortami, ALP ekspresyonunun
kaybinin bir nedeni olabilir (70, 71).

Tiimor ortaminin asidik olmasi, alkalen ortamda hidrolize olan WR-2721 igin bir
diger secicilik mekanizmasidir. Yapilan g¢alismalarda kanser hiicresinde WR-2721’in
almmminin diisiik oldugu goriilmiistiir. Normal hiicreler WR-2721°1 aktif olarak absorbe

ederken, kanser hiicrelerinde bu siireg pasif olarak gergeklesir (12).
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2.3.3 Amifostinin Farmokokinetigi

Amifostinin standart verilis yolu intravendz (1v)’diir. Bununla birlikte subkutan (sc)
verilmesi de son zamanlarda ilgi alan1 olmustur (72). Amifostinin verilmesinden hemen
sonra alkalen fosfatazlar hizlica 6nilag WR-2721°1 aktif tiyol metaboliti olan WR-1065¢
hidrolize ederler. WR-1065’ te simetrik disiilfiti olan WR-33278’¢ okside olur. WR-33278
DNA’nin histonik olmayan bdolgelerine baglanir. ALP ile WR-2721’in defosforilasyonu
optimal alkalen kosullarda olur (optimal ph 9.0). Asidik ortamda WR-2721 defosforile
olamaz, alkalen fosfatazin plazma konsantrasyonu tranSformasyon i¢in yeterli degildir.
Defosforilasyon primer olarak normal dokuda ve 6zellikle normal endotelde olur. Kiiltiir
ortamlarina ALP’in eklenmesiyle WR-1065’in hiicre i¢i birikimi hizla artmakta ve
amifostinin hiicre koruyucu etkisini arttirmaktadir.

Alkalen fosfatazi kodlayan dort farkli gen vardir. Bu genlerden i tanesi ikinci
kromozomda bulunur ve intestinal, plasental ve plasenta benzeri ALP’1 kodlar. Ddrdiincii
gen ise birinci kromozomda bulunur, karaciger, bobrek ve kemik ALP’1in1 kodlar. Hem
karaciger hem de intestinal tip alkalen fosfatazlar WR-2721°1 hidrolize edebilirler.
Karaciger tipi enzimin varliginda bu hidroliz daha hizli gerceklesir. Ilacin verilmesinden
hemen sonra maksimum konsantrasyona bir dakika iginde erisilir. WR-2721’in yarilanma
omrii 0.88 dakikadir ve hizla plazmadan kaybolur. ilag verildikten alt1 dakika sonra
plazmada %5’inden azi bulunur. WR-1065’in konsantrasyonu bir dakika i¢inde 22
umol/L’ye ulasirken, WR-2721’inki verilisinden 4 dakika sonrasinda 8 umol/L olur.
Amifostinin 1v enjeksiyonu sonrast WR-33278’in plazma seviyesi bir dakika icerisinde 11
umol/L’ye ulasirken, {ic dakika sonra 7 pumol/L olur. Verilen ilacin ve metabolitlerinin
ancak %?2.2’si idrarda saptanir. Bu durum ilacin ve metabolitlerinin %90’ 1ndan fazlasinin
hiicre igerisine girdigini gosterir (12).

WR-2721’in deney hayvanlar ile yapilan farmakokinetik calismalari, amifostinin
tim dokularda hizla dagildigimi ancak kan beyin bariyerini iyi ge¢emediginden beyin
dokusunda ¢ok diisiikk miktarlarda saptandigini gostermistir (12). Plasenta bariyerini ise
kolaylikla gecebilir. Amifostin sc olarak da uygulanabilir. Subkutan uygulamanin 1v

uygulamaya gore daha basit olmasi ve hipotansiyon olusturmamasi gibi avantajlar1 vardir.

14



AMIFOSTININ YAN ETKILERI:

Bulanti, kusma

Hipotansiyon (iv yol)

Asteni

Ates ytikselmesi

Allerjik reaksiyonlar (sc yol ile uygulamada)
Hipoglisemi

Serum kalsiyum seviyelerinde azalma.
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3. MATERYAL METOD

3.1. Arastirma Yeri ve Ortamm

Bu c¢alisma Baskent Universitesi Deneysel Arastirma Merkezinde yapildi.
Calismada agirliklar1 180-350 gr arasinda degisen 27 adet (Wistar Albino) erkek rat
kullanildi. Denekler ¢alismaya baslamadan bir hafta 6nce iiretim merkezinden aragtirma
merkezine getirilerek sicakligi sabit ortamda (22°C), 12 saat giindiiz 12 saat gece
ortaminda tutularak ve standart rat yemi verilerek deneye hazirlandi. Deneyde kullanilacak

ratlar 12 saat dnce ag birakilarak sadece su igmelerine izin verildi.

3.2. Arastirma Tipi

Deneysel calisma protokolii Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma
Kurulu tarafindan etik ve bilimsel yonden onaylandiktan sonra “National Instituite Of
Health Guide for the care and use of laboratory animals” kurallarina uygun olarak
gercgeklestirildi (Etik kurul onay numarasi: DA13/05). Deneyde kullanilan ratlar Bagkent
Universitesi Arastirma Merkezi'ne bagli Deney Hayvanlari Uretim Merkezi’nden temin

edildi.

3.3. Anestezi

Biitiin hayvanlarin yanik, laparotomi ve sakrifikasyon asamalarinda anestezi,
50mg/kg Ketamin Hidrokloriir (ketalar Eczacibasi Warner-Lambert ilag Sanayi, Levent-
Istanbul) ve 7 mg/kg Xylazine Hidroklorit (Rompon Bayer ilag sisli-Istanbul)’in aseptik

sartlarda intraperitoneal verilmesi ile saglandi.

3.4. Arastirma Gruplan

Deneysel ¢alisma her biri sirayla secilen ve 9’ ar rattan olusan 3 grup {izerinde

yapildi.
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Grup | (n=9): Kontrol grubu ( yanik olusturulmayan ve amifostin verilmeyen
grup).

Grup Il (n=9): 3. derece %30 temas yanig1 olusturulan grup.

Grup 1 (n=9): 3. derece %30 temas yanig1 olusturulan ve intraperitoneal
Amifostin 200 mg/kg yiikleme dozunu takiben 10 mg/kg/giin idame dozu intraperitoneal

olarak verilen grup.

3.5. Arastirma Parametreleri

Arastirmada deney guplarinda dalak, karaciger ve mezenterik lenf nodundaki
(MLN) ve kandaki bakteri varligi incelendi. Bakteriyel translokasyon olan deneklerde;

bakterilerin koloni tipi ve sayis1 degerlendirildi.

3.6. Arastirma Y ontemi

Kontrol grubundaki ratlara (Grup 1) 12 saatlik aglik periyodunu takiben
intraperitoneal olarak verilen ketamin hidrokloriir ve xylazinhidroklorit ile anestezi
uygulandi. Kontrol grubundaki ratlara anestezi isleminden alt1 saat sonra yem ve su verildi.
48 saat sonra ayni anestezi sekliyle doku ve kan 6rnekleri alindiktan sonra sakrifiye edildi.
Yanik islemi yapilacak tiim ratlara (Grup Il ve 1ll) 12 saatlik aglik periyodunu takiben
intraperitoneal olarak ketamin hidrokloriir ve xylazin hidroklorit ile anestezi verildi. Sonra
ratlarin sirtlar1 viicut alaninin %30’unu igerecek sekilde tiras edildi. Piring levha bek
alevinde sitildiktan sonra deriye temas ettirilerek 3. derece yanik olusturuldu. Grup II’deki
ratlara baska bir islem uygulanmadi. Amifostin uygulanacak gruba (Grup Ill) yanik
islemini takiben 200 mg/kg Amifostin baslangi¢ dozu intraperitoneal olarak verildi. Daha
sonra 10 mg/kg/giin sc dozunda idame olarak devam edildi. Yanik uygulanan gruplara
(Grup 11 ve I1l) islemden alt1 saat sonra standart rat yemi ve su verildi. Bu iki gruptaki

ratlar, 48 saat sonra ayni anestezi sekliyle doku ve kan 6rnekleri alindiktan sonra sakrifiye
edildi.
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3.7. Yamk Modeli

Islem Oncesi ratlar tartildi ve asagidaki formiil ile %30’luk yanik icin gereken
yiizey alan1 hesaplandi.

Total viicut yiizey alani: 9.1 x w23

W: gram cinsinden agirlik.

Anestezi sonrasi ratlarin sirtt tirag edildi. Planlanan yanik yiizdesi (%30)
genigligindeki alan, bek alevinde 2 dakika isitilan piring plaka yardimi ilederiye 10 saniye

temas edilerek 3. derece yanik olusturuldu (73).

Sekil 3.1. %30 3. derece yanik olusturulmasi

Denekler islem sonrasi intraperitoneal olarak verilen 5 cc % 0,9 NaCl ile resusite
edildi (66).Yanik bolgesi Opsite (Smith&Nephew, Medikal Limited England) ile kapatildi.
Tam kat yanik olusturuldugu i¢in deneklere analjezik verilmedi. Yanik derinliginin 3.
derece oldugu Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Laboratuvarinda histopatolojik

olarak dogrulandi.
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Sekil 3.2. 3. derece yanik (Hematoksilen Eozinx 50)

3.8. Doku ve Kan Orneklerinin Alinmasi

Yanik olusturulduktan 48 saat sonra 50 mg/kg Ketamin Hidrokloriir ve 7 mg/kg
Xylazine Hidroklorit’in aseptik sartlarda intraperitoneal verilmesi ile anestezi saglandiktan
sonra biitiin ratlardan doku ve kan ornekleri alindi. Karin bdolgesi povidon iyot ile
boyandiktan sonra steril sartlarda genis bir laparotomi yapildi. Bakteriyolojik inceleme igin
Once ratin portal venine enjektor ile girilerek steril sartlarda kan 6rnegi alindi. Alinan kan
Ornegi, hemen ameliyat ortaminda, bakteriyolojik inceleme igin steril sartlarda kiiltiir
vasatina [Kanli Agar (BD, ABD), MacConkey Agar (BD, ABD), iki adet Schaedler Agar
(BD, ABD), Sabouraud Dekstroz Agar (BD, ABD)] direkt ekimi yapildi. Daha sonra
bakteriyolojik inceleme i¢in sirasiyla; karaciger orta lob, dalak, MLN ve ¢ekumdan alinan
doku Ornekleri, agirligi bilinen standart steril kaplara konuldu. Denekler islem sonrasi

anestezi altinda iken servikal dislokasyon yapilarak sakrifiye edildi.
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Kiiltiirlerde, bakteriyel iireme oldugu durumlarda, koloni tipi ve sayisi ayrintili

olarak Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji laboratuvarinda degerlendirildi.

Sonuglar bilgi formuna her bir rat i¢in kaydedildi.

»
»
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b walk

Sekil 3.3. Doku 6rneklerinin alinmasi

3.9. Mikrobiyolojik Inceleme
Rata ait kan, dalak, karaciger, Mezenter Lenf Nodu ve ¢ekum ornekleri, yanik

sonrast 48. saatte steril kosullarda alindi. Mikrobiyolojik incelemede kontaminasyonun
onlenmesi igin once kan ve en son ¢ekum Ornekleri alindi. Ornekler; iglerinde
thioglycollate broth (BD, ABD) bulunan steril, daralari alinmis 5 mL’lik tiiplere konuldu.
Tartimlar1 tekrar yapilarak aliman orneklerin doku agirliklari belirlendi. Kan disindaki
ornekler doku pargalayicisi (gentleMACS Dissociator, Almanya) ile homojenize edildi.
Ratin portal veninden alinan kan, direkt 100 mikrolitre olacak sekilde kanli agar,
MacConkey Agar, iki adet Scheadler Agar ve Sabouraud Dekstroz Agara tek koloni

diisiirme yontemiyle ekildi. Homojenizator yardimiyla ezilen doku 6rneklerinin 10 kat seri
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diliisyonlar1 yapildi. Her diliisyondan 100 mikrolitre olacak sekilde 6rnekler, Kanli Agar,
MacConkey Agar, iki adet Schaedler Agar, Sabouraud Dekstroz Agara tek koloni diisiirme
yontemiyle ekildi. Schaedler Agar ciftlerinin birisi anaerob sartlarda digeri aerob sartlarda
en az 48-72 saat 37°C’de inkiibe edildi. Diger tiim besiyerleri aerob sartlarda 24-72 saat
37°C’de inkiibe edildi.

Plaklarda iireyen bakterilerin koloni sayimlart yapildi ve standart mikrobiyolojik
yontemler kullanilarak tiplendirildi. Bir gram dokudaki koloni olusturma {initesi (colony

forming unit-CFU) sayis1 asagida verilen formiile gore hesaplandi.

lcc’deki bakteri sayisi(CFU/ml)

Bakteri sayis1 (CFU/gram) =

Doku agirligi (g)

3.10. istatistiksel Analiz

Aragtirma verilerinin analizleri Statistical Package for the Social Sciences (SPSS
9.0) paket programi ile yapildi. Kontrol, yanik ve yanik+Amifostin degerleri arastirmanin
grup bilgisi olarak tanimlandi. Grup verileri arasindaki varyansin ¢ok biiyiik olmasi1 sebebi
ile bakteri sayilar1 (CFU/ml Igram) i¢in logaritmik dontisim (Logl0) uygulandi ve
doniisimii yapilan 6l¢timlerin ( Log10 (MLN) ve Log10 (¢ekum)) normal dagilima sahip
oldugu belirlendi ve parametrik istatistik yontemler kullanildi. Gruplarn kiiltiir alinan
bolgelerdeki bakteri sayilarmin dagilimlar tabloda gosterildi. Bu tablolardan elde edilen
gruplarin; ortalama, standart sapma ve istatistik analizleri gosterildi. Gruplar arasinda
(kontrol, yanik ve yanik+Amifostin) sirasiyla; ¢ekumda bakteri sayilarinin ortalamalarinin
farkliliginin istatistiksel olarak anlamliigi Tek Yonli Varyans Analizi (One-Way
ANOVA) ve mezenterik lenf nodunda ise iki bagimsiz Orneklem(yanik ve
yanik+amifostin) t-testi (Independent Samples t-test) ile arastirildi. Sonuglar i¢in p<0,05

saglayan analiz sonuglari istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Mikrobiyolojik Degerlendirme Sonuglari

Kontrol grubunda (Grup 1); ¢ekum disinda diger bolgelerde ve kanda bakteri
tiremesi saptanmadi. Yanik grubunda (Grup Il); bir ratta karacigerde, bir ratta dalakta,
sekiz ratta MLN’da ve dokuz ratta ¢ekumdan alinan kiiltirlerde iireme gorildii.
Yanik+Amifostin grubunda (Grup 111) ise bir ratta karacigerde, bir ratta dalakta, sekiz ratta
MLN’da, ve dokuz ratta ¢ekumdan alinan kiiltiirlerde tireme saptandi. En fazla MLN ve
cekum’da bakteriyel iireme saptandi. En sik Escherichia coli ve Enterococcus faecalis
tiremesi gorildi. Her li¢ gruptaki ratlarin ¢ekum bolgesinde E. coli tireme sikliginin E.

faecalis’e gore daha fazla oldugu saptandi.

Tablo 4.1. Grup I’ de kiiltiir alinan bolgelerde iireyen mikroorganizmalarin logaritmik

degerleri

KAN KARACIGER DALAK MLN CEKUM
Denek No | Bakteri | CFU/gr | Bakteri | CFU/gr | Bakteri | CFU/gr | Bakteri | CFU/gr | Bakteri | CFU/gr
E.coli 5.952
1 0 0 0 0 E.faecalis | 20.833
5 E.coli 95
0 0 0 0 | E.faecalis 269
3 E.coli 41.026
0 0 0 0 | E.faecalis | 15.385
4 E.coli 9.615
0 0 0 0 | KNS 19.231
5 0 0 0 0 | E.coli 1.238
6 E.coli 114
0 0 0 0 | E.faecalis 170
7 E.coli 534
0 0 0 0 | E.faecalis 76
8 0 0 0 0 | E.coli 64.815
9 E.coli 6.250
0 0 0 0 | E.faecalis 2.500

MLN: Mezenterik Lenf Nodlari, CFU/gr: Bir gram dokudaki koloni olusturma tinitesi
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Tablo 4.2. Grup II’ de kiltiir alinan bolgelerde tireyen mikroorganizmalarin logaritmik

degerleri

KAN KARACIGER DALAK MLN CEKUM
Denek No | Bakteri | CFU/gr | Bakteri | CFU/gr | Bakteri | CFU/gr | Bakteri | CFU/gr | Bakteri | CFU/gr
1 0 0 0 E.coli 157 | E.coli 2121
E.faecalis 19| Efaecalis| 1.818
E.coli 6 | E.coli 123
2 0 0 0 E.faecalis 56 | E.faecalis 123
E.coli 24 | E.coli 839
3 0 0 0 E.faecalis 73 | E.faecalis 140
4 0 0 0 E faecalis 4 E.coli 1.200
. E.coli 1.600
5 0 0 0 | Efagcalis 3 E.faecalis 240
. . E.coli 3.000
6 0| E.faecalis 11 | E.faecalis 28 0 E faccalis | 5.000
. E.coli 625
! 0 0 0| Efaecalls 21 IE faecalis | 15625
. E.coli 833
8 0 0 0| Ecoli 31 E.faecalis| 4.167
9 0 0 0 | E.faecalis 10 | E.coli 250

MLN: Mezenterik Lenf Nodlari, CFU/gr: Bir gram dokudaki koloni olugturma iinitesi

Tablo 4.3. Grup III’ de kiiltiir alinan bdlgelerde ilireyen mikroorganizmalarin logaritmik

degerleri

KAN KARACIGER DALAK MLN CEKUM
Denek No | Bakteri| CFU/gr Bakteri | CFU/gr| Bakteri | CFU/gr| Bakteri | CFU/gr| Bakteri | CFU/gr
. E.coli 160.000
1 E.col 40 IE faecalis | 600.000
2 E.coli 17 | E.coli 240.000
3 E.coli 6 E.coli 16 | E.coli 30.000
E.faecalis 6 E.faecalis 80 | E.faecalis | 10.000
4 E.faecalis 13| E.coli 15.000
5 0 E.coli 33.333
E.faecalis | 33.333
. E.coli 50
6 E.faecalis 4 E.faecalis 50
. E.coli 50
7 E.faecalis 4 E.faecalis 50
8 E.coli 3| E.coli 200
E.coli 4 | E.faecalis 3 | E.faecalis 467
. E.coli 85714
9 E.coli 13 E.faecalis | 57.143

MLN: Mezenterik Lenf Nodlari, CFU/gr: Bir gram dokudaki koloni olusturma tinitesi
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Tablo 4.4. Kiiltiirde tireme saptanan ratlarin bolgelere ve gruplara gore dagilimi

GRUP | GRUP II GRUP 1lI
KAN - - -
KARACIGER 1/9 (%11) 1/9 (%11)
DALAK 1/9 (%11) 1/9 (%11)
MLN - 8/9 (%89) 8/9 (%89)
CEKUM 9/9 (%100) 9/9 (%100) 9/9(%100)

MLN: Mezenterik Lenf Nodlar1

Tablo 4.5. E. coli ve E.faecalis tireme siklig1 yoniinden ratlarin bolgelere ve gruplara gore

dagilimi
E.coli GRUP I | GRUP Il | GRUP Il E.faecalis GRUP I | GRUP Il | GRUP Il
KAN - - - KAN - - -
KARACIGER 1/9 KARACIGER 1/9 1/9
DALAK - 1/9 DALAK 1/9 -
MLN - 4/9 4/9 MLN - 7/9 5/9
CEKUM 9/9 9/9 9/9 GEKUM 6/9 7/9 7/9

KC: Karaciger, MLN: Mezenterik Lenf Nodlar1 KC: Karaciger, MLN: Mezenterik Lenf Nodlar1

4.1.1. Gruplardaki Mikrobiyolojik Ureme Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Grup I de ¢ekum harici diger kiiltiir alinan bolgelerde bakteri tiremesi saptanmada.
Grup I, II ve IIT’te tiim deneklerde ¢ekumdan alinan kiiltiirlerde bakteri iiremesi mevcuttu
(Bkz. tablo 4.1, tablo 4.2, tablo 4.3). Cekumda tireyen bakteri sayisi en fazla Grup III sonra
Grup I ve en az Grup II’ de bulundu. Fakat bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi
(F=1,275, p=0,298). Mikroorganizma ¢esidi bakimindan her {i¢ gruptaki deneklerin ¢gekum
bolgesinde E.coli iireme sikliginin (%100) E.faecalis’e gore (%74,1) daha fazla oldugu
goriildii (Bkz. tablo 4.5). Bulgular tablo 4.7 ve grafik 4.2 de 6zetlendi.

Grup II ve III’te karaciger ve dalaktan alinan kiiltlirlerde birer lireme mevcuttu.
Grup II ve III’ te ¢cekumdan sonra en fazla MLN’ ndan alinan kiiltiirlerde iireme saptandi
(Bkz.tablo 4.4). Grup II ve III’te MLN’ndan iireyen bakteri sayis1 Grup 1I’de Grup II’e
gore yiiksek olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi (t=0,834 ve
p=0,418). Deneklerin MLN bolgesinde Grup 1I’de %77,7 oranla en sik rastlanan bakteri
cesidi E.faecalis oldu, E.coli goriilme orani ise %44,4 olarak bulundu. Deneklerin MLN
bolgesinde Grup III’de E.coli ve E.faecalis iireme orani esit olarak (%55,5) saptandi.
Bulgular tablo 4.6 ve grafik 4.1 de 6zetlendi.
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Tablo 4.6. Mezenterik lenf nodlarinda {ireyen mikroorganizmalarin ortalama logaritmik
degerlerinin gruplara gore incelenmesi

Gruplar Bakterilerin ortalama logaritmik degerleri

Grup Il (Yanik) 1,36+0,64

Grup I (Yanik+Amifostin) 1,13+0,48

t istatistigi 0,834

p degeri 0,418

2,5

=
w
—

Sayilar1 Ortalamasi
[aY

o
u

Mezenterik Lenf Nodunda
Gozlemlenen Mikroorganizma

kontrol yanik yanik+amifostin

Sekil 4.1. Gruplara gére mezenterik lenf nodlarinda iireyen mikroorganizmalarin ortalama
logaritmik degerleri

Tablo 4.7. Cekum’da iireyen mikroorganizmalarin ortalama logaritmik degerlerinin
gruplara gore incelenmesi

Gruplar Bakterilerin ortalama logaritmik degerleri
Grup | (Kontrol) 3,7+0,97
Grup Il (Yanik) 3,3+0,63
Grup I (Yanik+Amifostin) 4,1+1,46
F istatistigi 1,275
p degeri 0,298
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Cekum'da Gozlemlenen
Mikroorganizmalarin Sayilar
Ortalamasi
w

kontrol yanik yanik+amifostin

Sekil 4.2. Gruplara gore ¢ekum’da iireyen mikroorganizmalarin ortalama logaritmik
degerleri

26



5. TARTISMA

Yanik insan viicudunun karsilastig1 lokal ve sistemik etkileri olan en agir fiziksel ve
psikolojik travmalardan biridir. Yanik sonrast ge¢ evrede meydana gelen morbidite ve
mortalitenin en 6nemli nedeni enfeksiyonlardir. Birgok mekanizmanin birlikte ¢aligmasi
sonucu ortaya ¢ikan BT bu enfeksiyon gelisiminin en 6nemli nedenlerinden biridir (1). BT;
intestinal intraliiminal canli ve 6li bakterilerin epitelyum mukozasindan lamina propriaya
buradan da MLN ve uzak organlara ge¢meleri olarak tanimlanabilir. Bunda etken; normal
barsak florasinin ekolojik dengesinin bozulmasi, mukoza biitiinligliniin kaybi, iskemi /
reperfiizyon hasar1t ve konak¢i immiin sisteminin zayiflamasidir. BT u arttiran faktorlerin
basinda; yanik, bakteri endotoksinleri, intestinal motilite bozukluklar1 ve inflamatuar
barsak hastaliklar1 gelmektedir (16,17-76,77,78 ).

BT’ nun belirgin infeksiyoz odak olmaksizin, cerrahi hastalarda septik duruma
neden oldugu ve MOF gelisimine zemin hazirladig1 yapilan ¢alismalar ile gosterilmistir
(33,34). Deneysel ¢alismalarda BT ile yanik mortalitesi arasinda anlamli bir iliski tespit
edilmistir. Yanik gibi major bir travmada BT ’un en Onemli nedeni barsak duvarinda
meydana gelen indirekt endotel hasar1 ve endotelial hiicre nekrozudur. Bunun yaninda
viicudun yanik travmasina verdigi inflamatuar yanit BT gelisiminde 6nemli rol oynar
(74,75). Calismalarda yanik travmasinda mezenterik kan akiminda azalma oldugu
bildirilmistir (78). Artmus intestinal gegirgenlik normalde steril olan peritoneal alan,
mezenterik lenf nodlar, karaciger, dalak ve sistemik dolasima bakteri iiriinlerinin
translokasyonunu artirarak sistemik inflamatuvar cevabin ortaya ¢ikmasina neden olur
(79). Bu inflamatuar yanitin en 6nemli bilesenleri; 16kositler, inflamatuar mediyatorler ve
makrofajlardir. Aktive l6kositler endotele yapisarak proteolitik enzimler salgilar ve
SOR’nin agiga ¢ikmasina neden olur. Bu SOR’leri; direkt endotel hasar1 ve mikrovaskiiler
trombiis olusturarak BT meydana gelmesine neden olur (18).

Organizmada meydana gelen bu degisikliklerin neticesinde organizmanin tim
dokularinda zararli olabilecek serbest oksijen radikalleri olusur. Ksantin oksidaz aracili
serbest oksijen radikallerinin olusumunun yaninda aktive notrofiller ilave serbest radikaller
olusturur. Artmis serbest oksijen radikallerinin olusumu organizmanin kendini
savunmasinda etkili hiicresel antioksidan mekanizmalar1 da bozmaktadir. Yanik travmasi
sonrast SOD, katalaz, GSH, a-tokoferol ve askorbik asit seviyelerinin azalmasi bu

durumun bir gostergesidir. Yanik sonrasi serbest radikallerin meydana getirdigi hiicresel
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hasar dokudaki ve dolasimdaki lipid peroksidasyon firlinlerinden MDA’in artmasiyla
desteklenmektedir. Yanik tedavisinde askorbik asit, GSH, N-asetil-L-sistein gibi
antioksidan tedaviler yanikta meydana gelen sepsis kaynakli mortaliteyi azaltirlar. Bu
antioksidan tedaviler hiicresel enerjitiklerdeki  degisikliklerin ~ siddetini  azaltir,
mikrovaskiiler dolasimi diizeltir, dokulardaki lipid peroksidasyonunu azaltir.

Yanik sonrast MOF gelisiminin patogenezini degerlendirmek amaciyla kopeklerle
yapilan deneysel bir ¢alismada %50 total viicut yanig1 olusturulduktan sonra, erken ve geg
s1v1 resusitasyonunun organlar tizerindeki etkileri aragtirilmistir. Lipid peroksidasyonunun
gostergesi olarak MDA’nin ge¢ sivi resusitasyonu yapildiginda belirgin sekilde arttigi
saptanmistir. Artmis serbest oksijen radikallerinin lipid peroksidasyonuna neden oldugu ve
bu siirecin MOF gelisiminde 6nemi vurgulanmigtir (80).

Literatiirde yanikta antioksidan tedavinin serbest oksijen radikallerinin olusumunu
azalttigi, MOF gelisimini 6nledigi ve yanik travmasi sonrast serbest oksijen radikallerinin
neden oldugu organ hasarini 6nledigi belirtilmektedir (55).

Bizde c¢alismamizda radyoterapi ve kemoterapi sonrasi serbest oksijen
radikallerinin olusturdugu hasar1 6nlemek i¢in klinik onkolojide kullanilan Amifostin’i
yanik sonrasi olusan BT {izerindeki etkilerini arastirmak i¢in kullandik. Yapilan
calismalarda, deneysel yanik olusturulmus ratlarda, Amifostin’in serbest oksijen radikalleri
sonucu olusan lipid peroksidasyonunu azalttigi bildirilmistir (83). Bununla birlikte,
literatiirde Amifostin’in yanikta BT olusumu {izerine etkilerini aragtiran ¢alismaya
rastlamadik.

Glutatyon, oksidatif stres gibi uyarilara karsi O6nemli hiicresel savunma
mekanizmalarindan biridir. Endojen protein olmayan siilfidril havuzunun en Onemli
komponenti olan rediikte glutatyon sitoplazmada serbest oksijen radikalleri i¢in temizleyici
fonksiyon goriir (81,82). Yanik travmasi sonrasi iskemi-reperfiizyon hasart sonucu olusan
serbest radikallere karsi, rediikte glutatyon konsantrasyonlarini idame ettirebilen
antioksidanlar hiicresel savunma mekanizmalarini iyilestirerek lipid peroksidasyonunu
Onleyebilirler. Bu sayede dokulari oksidatif hasara kars1 koruyabilirler. Literatiirde yanik
travmasi sonrasi antioksidan tedavinin, glutatyon gibi endojen savunma mekanizmalarina
katkida bulunduguna dair yayinlar vardir(55).

Yapilan caligmalarda %20 ve {izeri 3. derece yanik olusan olgularda travmadan
sonraki ilk 48-72 saatte en fazla olmak iizere BT gelistigi gosterilmistir (6). Biz de
calismamizda daha dnce deneysel ve klinik olarak BT varligi gosterilmis %30 3. derece

yanig1 model olarak kullandik. Literatiir ile benzer sekilde en fazla tiremenin gortildiigii 48.
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saatte ratlar sakrifiye edilerek doku ornekleri alindi. Ayrica doku agirligina gore 1 cc’deki
bakteri sayis1 (CFU/gr) standart formiilii kullanildi (6).

Calismamizda; ratlarla olusturulan deneysel yanik modelinde BT {izerine
Amifostin’in  koruyucu etkisini olup olmadigin1 gbérmeyi amagladik. Literatiire
bakildiginda yanikta antioksidan tedavinin serbest oksijen radikallerinin olusumunu
azalttigl, amifostin’in sitoprotektif etkisinin oldugu, serbest oksijen radikalleri sonucu
olusan lipid peroksidasyonunu yanikli ratlarda azalttigi ancak yanikta ortaya ¢ikan BT
lizerine olan etkisini gdsteren bir calisma olmadigi goriildii. Viicut ylizeyinin %25 ve
tizerindeki termal yaniklarda endotel hiicre biitiinliigii bozuldugu i¢in Amifostin’in etkili
olabilecegi diisiintildii.

WR-2721 (Amifostin) daha oOnceki calismalar ile gosterildigi ve uygulandigi
sekilde 200 mg/kg baslangic dozunda intraperitoneal olarak daha sonra ise sakrifiye
edilinceye kadar 10mg/kg/giin sc dozunda idame olarak verildi (81). Barsaklardan en sik
translokasyona ugrayan bakteriler Escherichia coli, Proteus mirabilis, Klebsiella,
Enterokoklar, Enterobacter olarak bildirilmistir (39, 40).

Calismamizda, kontrol grubunda (Grup 1) sadece ¢ekum bdlgesinde bakteriyel
tireme saptandi. Bu bakteriler normal kolon florasinda bulunan bakteriler olup iireme
miktart ile yanik (Grup II) ve yanik+Amifostin (Grup III) arasinda istatistiksel fark
bulunmadi. Literatiir ile uyumlu olarak tiim gruplarda en sik iireyen bakteri tipi E.coli
olarak tespit edildi. Grup Il ve Il de karaciger, dalak, MLN ve ¢ekum’da mikroorganizma
tiremesi olmasina ragmen en stk MLN ve ¢ekum’da tireme gerceklesti. Bu iki grupta
karaciger ve dalakta birer denekte iireme goriildii. Say1 yeterli olmadig i¢in bu degerlere
istatistiksel analiz yapilmadi. MLN’ nda iireyen bakteri sayist Grup III te Grup II ye gore
daha diisik bulunmasina ragmen bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi. MLN
bolgesinde Grup Il ve III’ de esit sayida denekte E. coli iiremesi saptandi. Bununla birlikte
MLN’ nda E.fecalis tiremesi Grup II de III e gore daha fazlaydi.

Ozetle; calismamizda deneysel sepsis modeli olarak kullandigimiz yanikta, serbest
oksijen radikallerinin olusturdugu hasari 6nlemek igin kullanilan Amifostin’in BT nu
azaltma/engelleme iizerine belirgin etkisinin olmadig1 saptand:. Istatiksel olarak anlamli
olmasa da yanik grubunda, MLN’da iireyen mikroorganizma sayisi Ve tipi, yanik
olusturulup Amifostin kullanilan gruba gore daha yiiksek oranda bulundu. Bu ¢alisma,
antioksidan tedavilerin yanikta meydana gelen sepsis kaynakli mortaliteyi azalttigi,
mikrovaskiiler dolagimi diizeltigi ve dokulardaki lipid peroksidasyonunu azalttig bilgileri

esliginde, BT nun 6nlenmesi i¢in yapilacak caligmalarda yol gosterici olabilir.
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6. SONUCLAR

Yanik olusturulan deneklerde, erken donemde, en sik bakteriyel translokasyon
olan bolgenin mezenterik lenf nodlar1 oldugu goriildii. Karaciger ve dalakta da

az sayida olmakla birlikte bakteriyel translokasyon saptandi.

Yanik olusturulan deneklerde mezenterik lenf nodlar1 bolgesinde en sik iireyen

bakterinin E.faecalis daha az siklikla E.coli oldugu goriildii.

WR-2721 (Amifostin) BT u engelleme iizerine belirgin etkisinin olmadigi ama

en azindan BT nu arttirmadig1 goriildi.

Istatistiksel olarak anlamli fark olmasa da amifostin kullanilan yanik grubunda
tireyen mikroorganizma sayisi ve tipi amifostin kullanilmayan yanik grubuna
gore daha az olarak bulundu. Ancak bu konunun farkli ve denek sayis1 daha

fazla ¢alismalarla degerlendirilmesi gerektigi diisiincesindeyiz.

Calismamizda, Amifostin, yanik travmasi sonrasi bakteriyel translokasyonu
engellemede ilk defa kullanilmistir. Bu durumun daha iyi anlagilmasi igin ileri

caligmalara ihtiya¢ oldugu diisiincesindeyiz.
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