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OZET

Sepsis, yogun bakim 0Onitelerinde yatan hastalarin %14-37’sinde
gbrilmekte ve gunimuzdeki ilerlemis tibbi tedavi olanaklarina ragmen hala
korkulan bir saglik problemi olma 06zelligini strdirmektedir. Sepsis tanisi
konan yogun bakim hastalarinin %8 ila 70'inde ise sepsisle iligkili
ensefalopati (SIE) gelismektedir. Calismamizda yaygin bir sepsis modeli
olarak uygulanan g¢ekal ligasyon ve perforasyon (CLP) yontemi kullanilarak
siganlarda olusturulan septik tabloda vital parametrelerin, kan tablosu ve kan
kaltorh sonuglarinin, beyin elektriksel aktivitesinin ve beynin degisik bdlgeleri
Uzerinde apoptotik hicre o6limleri acgisindan olusturdugu etkilerin
arastinimasi ve insanlarda goérilen tablo ile olan benzerlik ve farkhliklarin
irdelenmesi amaglandi. Bu amagla 24 erkek Wistar sigani kullanildi ve GLP,
sham-opere ve opere edilmeyen kontrol grubu olmak Uzere ¢ ayri gruba
aynldi. Vital parametreler her ¢ deney grubunda 0, 2, 6, 12 ve 24. saatleri
kapsayacak sekilde non invaziv olarak monitorize edildi. Es zamanl olarak,
beyin elektriki aktivitesinin degerlendiriimesi amaci ile her ¢ gruptaki deney
hayvanlarinin Elektrokortikografik (ECoG) ve Somatosensoriyel Uyariimig
Potansiyel (SEP) kayitlari alindi. Ayrica operasyon sonrasi 24. saatte
¢ikarilan beyinlerden elde edilen parafin kesitler, TUNEL ydntemine ek olarak
kaspaz-3 ve transglutaminaz immunohistokimya ydntemleri ile isaretlenerek
gyrus dentatus (DG), cornu ammonis (CA), subventrikiler bélge (SVZ) ve
cesitli otonomik merkezlerdeki apoptotik degdisiklikler arastirildi.

CLP grubunda, kontrol ve sham grublariyla karsilastiriidiginda
calismanin 24. saatinde kan basincinda belirgin bir disme ve kalp atim
hizinda ise bunun tersi olarak artis gbzlendi. Deney hayvanlarindan elde
edilen ECOG kayitlari, CLP grubunda spektral edge frekansi (SEF95) ve
medyan frekans (MF) degerlerinde bir miktar azalmayi ve delta aktivitesinde
artisi gosterirken; SEP kayitlarinda ise U-P1 ve N1-P2 mesafelerinde uzama
ve P1 dalgasina ait amplitidde disUs gbézlendi. CLP grubunda pozitif kan
kaltord sonuglarinin yani sira trombositopeni ve artmis kan laktat seviyeleri
gb6zlendi. immiinohistokimyasal boyama sonuglarina bakildiginda ise CLP

grubunda TUNEL ydntemiyle isaretlenen apoptotik hiicre sayisinin median



preoptik nikleus (MnPQO), subventrikiler bélge (SVZ), gyrus dentatus (DG),
cornu ammonis-1 (CA1) ve cornu ammonis-3 (CA3) alanlarinda anlamli
oranda yuksek oldugu belirlendi. Bununla birlikte nucleus tractus solitarius
(NTS), ventroposterior parvoselliler nikleus (VPPC), anteroventral
periventrikller nikleus (AVPC), grandler insular korteks (Gl), agrandler
insular korteks (AGl), perifornikal nlkleus (PeF), zona inserta (Zl),
dorsomedial hipotalamik nikleus (DMD) ve rostral ventrolateral medulla
(RVLM)’da ise TUNEL pozitif hlicre sayisi agisindan gruplar arasinda anlamli
bir farklilk saptanmadi. Kesitlerin kaspaz-3 immunohistokimya boyamasi
sonucu GLP grubunda, TUNEL boyamasini destekler sekilde SVZ, median
preoptik nlkleus, CA1 ve CA3 alanlarinda kaspaz-3 ve transglutaminaz
immunohistokimya yéntemiyle pozitif boyanmanin oldugu goéralda.

Bu calismadan elde edilen sonuglar, siganlarda uygulanan CLP
modelinin yaklasik olarak 24 saatlik dénem acisindan sepsisli hastalarda
ortaya c¢ikan Kklinik sepsis tablosuna benzerlik gosterdigini ortaya
koymaktadir. Buna ek olarak immunohistokimyasal yéntemlerle boyanmig
histolojik kesitlerden elde edilen veriler dogrultusunda SIE’deki patofizyolojik
degisikliklerde en azindan SVZ, DG, CA1, CA3 ve MNPO alanlar icin
apoptotik hiicre dluimlerinin de rol oynayabilecegine iliskin 6nemli deliller elde
edilmistir. Mevcut calismanin sonugclari, beyinde gerceklesen apoptotik hiicre
6limlerinin engellenmesine yonelik tedavi yaklasimlari sayesinde sepsisli
hastalarin beyin fonksiyonlarinda dizelme ve mortalitede ise azalma
saglayabilecegdini distindirmektedir.

Anahtar kelimeler: Sepsis, sepsisle iligkili ensefalopati, ECoG, SEP,
apoptoz, TUNEL, kaspaz-3, ¢ekal ligasyon ve perforasyon



ABSTRACT

Sepsis occurs in 14-37% of patients admitted to non-cardiac intensive
care units and despite substantial recent progress in medical treatment; it
continues to be a serious clinical challenge. Sepsis Associated
Encephalopathy (SAE) occurs in 8 to 70% of all critically ill patients suffering
from sepsis. The primary aim of this study is to characterize the cecal ligation
and puncture (CLP) model, which is one of the most widely used models of
sepsis, and define its similarities to and differences in human disease using
the vital and hematologic parameters, blood cultures and brain electrical
activity as well as investigating the apoptotic effect of CLP on the different
brain regions. For this aim, 24 male Wistar rat divided into the three groups;
CLP, sham operated and non-operated control groups, were used.
Noninvasive methods were used for the monitorization of vital parameters at
0, 2, 6, 12 and 24 hours for all three groups. Electrocorticographic (ECoG)
and somatosensorial evoked potentials (SEP) were further recorded for
analysis of the brain electrical activity at corresponding times. Furthermore,
apoptotic cell death in the dentate gyrus (DG), cornu ammonis (CA),
subventricular zone (SVZ) and central autonomic centers were investigated
using TUNEL, caspase-3 and transglutaminase immunohistochemistry
methods.

A significant reduction in mean arterial pressure and an increase in
heart rate was observed in CLP group compared the sham-operated and un-
operated groups at the 24 hours of the experimental period. ECOG
recordings revealed a slight decrease in median frequency (MF) and spectral
edge frequency (SEF95) and an increase in delta activity while decreased P1
amplitude and elongated U-P1 and N1-P2 latencies observed within SEP
recordings for CLP group. In addition to positive blood culture results,
thrombocytopenia and increased blood lactate levels also found in CLP
group. Immunohistochemical examination of brain tissues from CLP group
showed significantly higher number of TUNEL positive apoptotic cells in the

median preoptic nucleus, SVZ, DG, CA1 and CA3. However, there were no
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significant difference between the groups at nucleus tractus solitarius (NTS),
ventroposterior parvocellular nucleus (VPPC), anteroventral periventricular
nucleus (AVPC), granular insular cortex (Gl), agranular insular cortex (AGl),
perifornical nucleus (PeF), zona incerta (Zl), dorsomedial hypothalamic
nucleus (DMD) and rostral-ventrolateral medulla (RVLM) for the TUNEL
positive cells. Caspase-3 and transglutaminse positive cells further detected
at the SVZ, median preoptic nucleus, DG, CA1 and CA3 within CLP group in
line with the results obtained using TUNEL staining.

The results of the current study have demonstrated that the CLP rats
closely resemble the clinical condition of human sepsis in a period of 24
hours following CLP procedure. Furthermore, immunohistochemical
observations support the hypothesis that apoptotic cell deaths would
contribute to the pathophysiology of the SIE observed at least in the SVZ,
DG, CA1, CA3 and MNPO regions. The results of the current study would
suggest that the therapeutic strategies that would specifically inhibit the
apoptotic cell death in various brain regions may improve clinical outcome of

patient with sepsis.

Key words: Sepsis, sepsis associated encephalopathy, ECoG, SEP,

apoptosis, TUNEL, caspase-3, cecal ligation and puncture
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GiRiS

Tip ve tibbi teknoloji alaninda yasanan gelismeler kanserli, metabolik
hastaligi ve immuin yetmezligi olan hastalarin yagsam sirelerini uzatmaktadir.
Degisik amaglarla kullanilan kateterler ve diger invaziv yontemler yaygin
olarak kullanilir hale gelmekte, kanserli hastalarda ve organ transplantasyonu
yapilan kisilerde kortikosteroidlerin ve diger bagisiklik sistemi baskilayici
ilaclarin kullanimi yayginlik kazanmaktadir. Bu olumlu gelismeler hastalarin
yasam sdrelerini uzatirken, beraberinde de son derece 6nemli bir baska
sorun olan enfeksiyonu gindeme getirmekte ve bu tabloda yer alan
enfeksiyonlarin en agir seklini ise sepsis ve septik sok olusturmaktadir (1-3).
Sepsis, gunimizde yaygin olarak kabul edilen goérise gobre enfeksiyon
sirasinda ortaya cikan “sistemik inflamatuar yanit sendromu" (SIRS) olarak
tanimlanmaktadir. Genellikle bu yanit tagikardi, tasipne, hipotermi/hipertermi
ve lokositoz/I6kopeni gibi klinik bulgulardan en az iki tanesinin varligi ile
karakterizedir (4). Sepsis, tani ve tedavi yéntemlerindeki gelismelere ve
patofizyolojisi hakkindaki bilgilerimizde pek ¢ok ilerleme kaydetmis olmamiza
ragmen Onem ve ciddiyetini kaybetmemis olan bir hastalik tablosu olarak
g6ze carpmaktadir. Son yillarda hicre biyolojisinde gerceklesen ilerlemeler
sayesinde sepsisin patofizyolojisi daha iyi anlasilabilir hale gelmis, olayda rol
alan mediyatorler ve sitokinler tanimlanarak, bunlarin etki mekanizmalari ve
vicutta meydana getirdikleri zincirleme metabolik dedisimler belirlenmistir.
Bu calismalarin sonucu olarak sepsisin, konakginin infeksiyon etkenine karsi
gelistirdigi bir grup yanitlar dizisi oldugu ve klinik bulgulardan blyUk oranda
salinan  sitokinlerin ~ sorumlu  oldugu anlasilmigtir  (5). Yabanci
mikroorganizmalar ve onlarin endotoksin gibi Urlnlerinin, konakgl
organizmanin hicresel defans mekanizmalarini tetikleyerek TNF-a, IL-1 ve
IL-6 gibi proinflamatuar sitokinler ile birlikte, cok sayida inflamatuar
mediyatéri aktive ettikleri saptanmistir (6). Sitokinler ve inflamatuar
mediyatorler arasinda pek cok karmasik iligkiler ortaya ¢ikmakta, nétrofiller
asiri ve kontrolsiiz bicimde aktiflesmekte, kompleman sistemi, trombosit
agregasyonu, arasidonik asit metabolizmasi uyariimakta ve sonug¢ olarak
hedef durumundaki mikrovaskiler endotelde hasarlanma gergeklesmektedir
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(1). Gelisen endotel hasari ve doku perflizyonunda azalma neticesinde cesitli
organ fonksiyonlarinda bozulma olugmakta ve sonug olarak sepsisli hastalar
ortaya c¢ikan “multipl organ yetmezligi sendromu” (MODS) ile
kaybedilmektedir (7).

Sepsis, genis endotel hasari, ilerleyici organ yetmezlIigi ve kontrol disi
inflamasyon ile birlikte ortaya ¢ikardigi ciddi ve kalici hasarlar sonucunda
yogun bakim olanaklarinda, sivi resusitasyonu ve cerrahi girisim konusunda
meydana gelen gelismelere ragmen yogun bakim Gnitelerinde énemli bir
6lim nedeni olmayl hala surdirmektedir. Sepsisli hastalarin yaklagik
yarisinda sok gelismekte ve buna bagh olarak mortalite oranlari %30-60
arasinda bildirilmektedir (3, 8-13). Sepsis, non-koroner yogun bakim
Unitelerindeki en sik 6lum nedeni olup, CDC (Centers of Disease Control-
Hastalik Kontrol Merkezleri)e gbére Amerika Birlesik Devletleri’'ndeki tim
6lumler iginde 10. sirada yer almaktadir (14).

Sepsisin kalp, akciger ve bdbrekler gibi vital organlar UGzerindeki
etkilerini inceleyen pek ¢ok ¢alisma bulunmaktayken, merkezi sinir sistemi ile
iligkili morfolojik ve molekller arastirmalarin sayisi patofizyolojinin
anlagilmasi icin vyeterli dizeyde degildir. llerleyici sepsiste, hastalarin
yaklagik yarisinda kotl prognozun belirtisi olarak sepsisle iligkili ensefalopati
(SIE)'nin gelistigi bildiriimektedir. Genel bir yaklagimla sepsis sonucunda
ortaya ¢ikan beyin disfonksiyonu olarak tanimlanan SiE’de klinik olarak hafif
konflzyondan komaya kadar degdisen bir tablo izlenmekie ve bir
komplikasyon olarak hastalik tablosuna eklendiginde mortalite oranlarinda
artisa yol acmaktadir. Sepsisli hastalarda SIE'nin goériilme orani %8-70
arasinda degisebilmekte ve yodun bakim Unitelerinde en sik karsilagilan
ensefalopati tipi olma 6zelligini hala korumaktadir (15-20). Septik olaylarin ve
sepsisle iliskili ensefalopatinin hippocampus, subventrikiler bdlge ve santral
otonomik merkezler gibi énemli santral sinir sistemi bdlgeleri Gzerine olan
etkilerini anlamamiza kaynak saglayacak yayinlarin sayisi oldukga sinirlidir.
Sepsis ve SIE patofizyolojisini aciklamaya ydnelik gerceklestirilen bu
calismalarda; agir sepsis sonucu kan beyin bariyerinin gecirgenliginin

bozuldugu ve perimikrovaskiler 6demin gelistigi, ndronlarda ve glial
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hicrelerde apoptotik hucre 6lumlerinin  gergeklestigi ve aktive olan
inflamatuar yolaklara bagll olarak oksidatif hasarlanmanin, asit-baz
dengesinde ve aminoasit dizeylerinde dedisikliklerin olustugu bildirilmektedir
(21-31). Ancak, sepsiste ortaya cikan nérolojik komplikasyonlar ve sekellerin
patofizyolojisi, primer hastalik ve mortalite ile iligkisi ve akut dénem sonrasi
etkilerine yénelik morfolojik ve molekiiler seviyelerde gergeklestirilecek SIE
calismalariyla daha kesin verilerin elde edilmesine ihtiyagc oldugu
disunitlmektedir (32-40).

Sepsis Terminolojisi

Sepsis ve sepsise iligkin klinik tablolarin taniminda tam bir fikir birligi
bulunmamaktadir. Literatlrde sepsis, septisemi, piyemi, bakteriyemi, sepsis
sendromu ve septik sok gibi terimlerin ayni amagcla yaygin olarak kullanildigi
gb6rilmektedir. Sepsis patogenezi (zerinde yapilan calismalar bu klinik
tabloyu anlamamizda 6nemli ilerlemeler saglamig, sepsis tanimini yeniden
gbzden gecirme zorunlulugunu gtiindeme getirmigtir. Terminoloji konusunda
bir uzlasi olusturmak amaciyla Amerikan G6gus Hekimleri Birligi (American
College of Chest Physicans (ACCP) ve Yogun Bakim Dernegi (Society of
Critical Care Medicine (SCCM) birlikte sepsis ve septik sok, multi-organ
disfonksiyonu gibi 6nemli sepsis sekelleri icin yeni ve anlagilabilir
tanimlamalar, siniflamalar gelistirmiglerdir (4). Bu wuzlasi konferansi
sonrasinda, sepsis spektrumu igcinde yer alan terimler asagidaki sekilde

tanimlanmigtir:

e Enfeksiyon; mikroorganizmalarin normalde steril olan konakgi
dokularinda bulunmasina veya bu dokulari istila etmesine bagh
olarak gelisen inflamatuar cevap olarak tanimlanmaktadir.

e Bakteriyemi; kanda canl bakteri bulunmasidir.

e Sistemik Inflamatuar Yanit Sendromu (SIRS); birgok agir klinik
bulguya neden olan sistemik inflamatuar cevap olarak tanimlanmistir.
Enfeksiydz veya enfeksiy6z olmayan (pankreatit, yanik, multipl

travma gibi) nedenlere bagli gelisebilmekte ve asagida belirtilen
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bulgulardan en az ikisinin mevcut olmasi halinde bu tanim
kullaniimaktadir.
o Vlcut 1sinin 38 C%nin Gzerinde veya 36 C%nin altinda olmasi
(hipertermi veya hipotermi)
o Kalp hizinin dakikada 90’'nin Gzerinde olmasi
o Solunum hizinin dakikada 20’nin Gzerinde veya PaCO2'nin
32 mmHg’den daha disik diizeyde olmasi
o Beyaz kiire sayisinin 12.000/mm®ten daha yilksek veya
4000/mm®ten daha dusiik sayida olmasi (I6kositoz ve
I6kopeni) ya da geng hiicre oraninin %10’dan fazla
bulunmasi.

e Sepsis; kanitlanmis bir enfeksiydz olayda gelisen SIRS olarak kabul
edilmektedir.

o Agdir sepsis; sepsisle birlikte asagidakilerden birinin bulunmasi
durumunda kullaniimaktadir.

o Organ disfonksiyonu

o Perflzyon bozuklugu (hipoperflizyon) ve buna bagh olarak
gelisebilecek laktik asidoz, oliguri veya akut mental
degisiklikler

o Hipotansiyon (sistolik kan basincinin 90 mmHg’nin altinda
olmasi veya daha dnceki dizeyin 40 mmHg altina dismesi)

o Septik sok; yeterli sivi tedavisine ragmen hipotansiyonla birlikte
perflzyon bozukluklarinin (laktik asidoz, oligiiri ve akut mental
degisiklikler gibi) devam etmesi olarak tanimlanmaktadir.

e Yanitsiz septik $ok; bir saatten daha fazla stren sivi tedavisine
cevap vermeyen ve vazopressoOr ajanlara ihtiyac duyulan septik sok
olarak tanimlanmaktadir.

e Multipl Organ Disfonksiyon Sendromu (MODS); sepsis ve SIRS

sonucu iki veya daha fazla organ ya da organ sisteminin progresif
fizyolojik disfonksiyonudur.
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Her ne kadar sepsis, agir sepsis ve septik sok gibi tanimlamalar yaygin
ve faydali olarak kabul edilse de sepsis patofizyolojisi konusundaki bilgilerin
ilerlemesi ile uzlasi toplantisinda olusturulan tanimlamalarin spesifik
olmadigi, acik bir sepsis tanimlamasi yapmadidi ve heterojen bir ¢alisma
populasyonu icerdigi iddia edilmektedir (41-44). Avrupa Yogdun Bakim
Dernegi (European Society of Intensive Care Medicine (ESICM) ve Yogun
Bakim Derneginin (Society of Critical Care Medicine (SCCM) diizenledigi bir
ankette, katilimcilarin %70’nin ortak bir taniminin bulunmadigi tespit
edilmistir (45). Bu tablo 1992 uzlasi konferansi sonrasinda kabul edilmis olan
sepsis tanimlamalarinin yeniden gézden gecirilmesi gerekliligini ortaya
koymaktadir. Nitekim SCCM, ESICM, ACCP ve Amerika G6gus Cerrahisi
Dernegdi (American Thoracic Surgery (ATS)nin sponsorlugunda 2001 yilinda
dizenlenen Uluslararasi Sepsis Tanimlamalari Konferansinda (International
Sepsis Definitions Conferance) 1992 tanimlamalan glncellenerek daha
spesifik hale getirilmeye calisiimis ve buna ek olarak ingilizce akronimi PIRO

olan evreleme sistemi dnerilmigtir (42).

¢ P (Predisposition): Sepsisin gelismesine yatkinlik
¢ | (Infection): Sepsise neden oldugu bilinen enfeksiyon
¢ R (Response): Sepsise karsi gelisen inflamatuar yanit

¢ O (Organ failure): Organ yetmezligi

PIRO sisteminin ortaya ¢ikmasina neden olan temel gerekgce 1992
tanimlamalarinin hastalarin enfeksiyona verdigi cevabin hangi dénemde
oldugunu tam olarak ortaya koyamadigi disincesidir (42, 46). Sepsis ve
sepsise iliskin klinik tablolara yénelik tanimlamalarin hastahdin evrelerini
belirlemede yetersiz oldugu kabul edilmekte ve sepsis evrelerini belirlemede
PIRO sisteminin kullaniimasi énerilmektedir. Ancak PIRO sisteminin mevcut
haliyle yetersiz oldugu ve yaygin olarak kullanima geciriimeden &nce
gelistiriimeye ihtiya¢ duyduguna dair gértsler de bildiriimektedir (42, 44, 47).
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Sepsis Epidemiyolojisi

i. Sepsis insidansi

Sepsisin toplumdaki yayginligini saptayabilmek, sepsis ile iligkili risk
faktorlerini ortaya koyabilmek, yeni tedavi yontemleri gelistirebilmek ve saghk
harcamalari ile ilgili etkili politikalar olusturabilmek amaciyla sepsise yonelik
epidemiyolojik arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu alanda yapilan birgok
calisma, sepsisin gértlme sikhiginin tim dinya genelinde gun gectikge artis
gdstermekte oldugunu ortaya koymaktadir. Ozellikle hastane enfeksiyonlari
arasinda 6nemli yeri olan gram negatif bakterilerin meydana getirdigi
sepsisin, yuksek mortalite ve morbiditenin yani sira énemli ekonomik
kayiplara da neden oldugu bilinmektedir. 1990’ yillardan énce nadir bir klinik
tani olan sepsis, modern tipta en dnemli infeksiyon hastaliklari sorunlarindan
biri haline gelmigtir. Angus ve ark.larinin (3) yapmis olduklari ¢alismaya
g6re, Amerika Birlegsik Devletlerinde her yil 751.000 hastada agir sepsis
geligtigi tahmin edilmektedir. Martin ve ark.’larinin (48) yaptidi calismada ise
Amerika genelinde sepsisli vakalarin sayisinin yilda ortalama 660.000
civarinda oldugu bildiriimektedir. Sepsisin toplumda gérilme sikhigi ile ilgili
olarak 0.5/1000 ila 3/1000 arasinda dedisen oranlar veren calismalar
bulunmaktadir (3, 11, 12, 48-58). Martin ve ark.’larinin (48) yaptigi ¢alismaya
gbre Amerika Birlesik Devletlerin’de sepsis insidansi 1979 yilinda 1000’de
0.8 iken, 2000 yilina gelindiginde ise bu oran G¢ kat artis gostererek 1000'de
2.4 olarak hesaplanmigtir (Sekil-1). Dinya genelinde yapilan diger bircok
calismada da sepsisin gértlme sikhginin ginimizde giderek artis gbsterdigi
bildiriimektedir (3, 11, 12, 54-56, 59, 60). Angus ve ark.’larina (3) gore, agir
sepsisin gortlme sikligi her sene ortalama %1,5 artis géstermektedir. Bu
artisin Amerikan toplumundaki nifus blylime hizindan daha fazla oldugu
tahmin edilmektedir. Sepsisin bu hizda artis gdstermeye devam etmesi
halinde Amerika Birlesik Devletleri’nde 2010 yilinda 934.000, 2020 yilinda ise
1.110.000 yeni sepsis vakasi olacagl tahmin edilmektedir. Angus ve
ark.’larinin (3) yaptiklari ¢alismada herhangi bir nedenle hastaneye yatiriimis
olan her 100 kisinin 2.26’sinda agir sepsis saptanmaktadir. Hastanede yatan

hastalar arasindaki sepsis gortlme sikligina iligkin olarak Amerika Birlesik
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Devletlerinde yapilmis olan ¢alismalarda 1.1/100 ila 3.3/100 arasinda oranlar
verilmektedir (3, 14, 48, 54, 61). Avusturalya’da bu oranin 1.1/100, Norvec'te
0.95/100 ve Hollanda’'da ise 1.3/100 oldugu bildirilmektedir (51, 56, 62).
Ulkemizde sepsis ile ilgili en genis calisma Hacettepe Universitesinde
yapiimis olup bu calismada 1983-1989 vyillari arasindaki yedi vyillik
dénemdeki gram negatif bakteriyemi olgulari degerlendirilmig, yatan hastalar
arasinda insidansi 0.42/100 ve mortalitesi %45 olarak bulunmustur (63).
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Sekil 1: Sepsis insidansinin Amerika Birlesik Devletlerinde 1979-2000 yillari
arasinda gosterdigi deg@isim grafigi. wartin ve ar 2003. NEM. 348:1546-1554)

Yogun bakim Unitelerine yatirilan hastalarin %14 ila 37’sinde sepsis, %
10 ila 27’sinde ise agir sepsis saptanmaktadir (3, 11, 12, 14, 49-52, 55-57,
64-68). Angus ve ark.’larinin (3) yaptiklari caligsmada agir sepsisli olgularin
yaklasik yarisinin (%51,1) yogun bakim Unitesine alinarak tedavi edildigi
bildiriimektedir. Amerika Birlesik Devletleri’'nin New Jersey eyaletinde yapilan
bir calismada (11) bu oran %56,3, ingiltere ve Kuzey irlanda’da yapilan bir
calismada (54) ise %59 olarak bildiriimektedir. Bu oranlar yogun bakim
unitelerindeki cihazlarin (mekanik ventilatér gibi) ve kaynaklarin kullanimi
acisindan sepsisin énemli bir saglik problemi oldugunu ortaya koymaktadir
(Sekil-2). Sepsisli hastalar genellikle uzun bir stire hastanede kalmakta,

nadiren 2-3 haftadan énce yodun bakim Unitesinden ayrilabilmektedirler (46,
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69, 70). Yogun bakim Unitelerindeki hasta bakim masraflarinin yiksek olmasi
nedeniyle sepsisli hastalarin tedavi masraflari kisi basina ortalama 20.000 $
civarinda hesaplanmaktadir (Sekil-3) (3, 71). Amerika Birlesik Devletlerinde
sepsisli hastalarin tedavi maliyetinin senelik olarak 17 milyar $ civarinda
oldugdu ileri strtimektedir (3).

Medanik ventilatér kullanm (%)

ciddi se psisii hastaiar diger hastaiar

Sekil 2: Yodun bakim Unitesinde yatan ciddi sepsisli hastalar ile diger hastalar

arasinda mekanik ventilatér kullanim oranlarinin karsilastiriimasi.
(MEDPAR-Hastane Taburcu Veritabani (Hospital Discharge Databases).2004-2005)

20

10

Vaka basina maliyet (X1000 %)

ciddi sepsisli hastalar diger hastalar

Sekil 3: Yogun bakim Unitesindeki tedavi masraflarinin ciddi sepsisli hastalar ve
diger hastalar arasinda karsilastirimasi. (angus ve ark. 2001. crit Care Med. 29: 1303-1310)

19



ii. Sepsiste Mortalite Oranlari

Sepsis, yogun bakim Unitelerinde édnemli bir morbidite ve mortalite nedeni
olarak kabul edilmektedir. Yogun bakim Unitelerindeki teknik gelismelere ve
infeksiydz hastaliklarin tedavisindeki ilerlemelere ragmen non-koroner yogun
bakim Unitelerindeki 6limler arasinda sepsis en basta gelen 6lim nedeni
olarak g6ze carpmaktadir (3). Angus ve ark.larinin (3) yaptiklari calismada
agir sepsisli vakalarin mortalite orani %28.6 olarak bildirilmektedir. Gegmis
yillara kiyasla sepsis mortalitesi yalnizca az bir miktar azalma gdéstermistir
(Sekil-4) (9-13). Sepsisli hastalar siklikla altta yatan ek bir medikal veya
cerrahi probleme sahip olmakta ve bu durum mortalite oranlarina katkida
bulunarak sepsis mortalitesi genellikle yiksek oranlarda saptanmaktadir (8).
Sepsise bagli mortalite oranlari, akut miyokard infarktlsindeki mortalite
oranlarina benzerlik gbéstermekte iken kolon, meme ve prostat kanserine
bagh élimlerin toplamindan ise daha fazla oldugu hesaplanmistir ($ekil-5)
(3, 13, 72). Tum bu veriler 1s1ginda sepsisin dinya genelinde ciddi bir saghk
problemi oldugu ve bu problemin gliinimizde de biylmeye devam ettigi
g6rilmektedir.

Mortalite (%)
%3

OO0

1979 1981 1983 1985 1987 1989 1991 1993 1995 1997 1999 2001

Sekil 4: Amerika Birlesik Devletlerinde 1979-2000 yillari arasindaki sepsisli
hastalara ait mortalite oranlari. watin ve ark. 2003. NEIM. 348:1546-1554)
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Sekil 5: Ciddi sepsisli, miyokard infarktlisli ve kanserli (kolon, meme, prostat ve
pankreas kanseri) hastalar arasindaki mortalite oranlari.

(1-Angus ve ark. 2001. Crit Care Med. 29: 1303-1310; 2- Minino ve Smith. 2001. Natl Vital Stat Rep. 49:1-40; 3-Amerikan Kanser
Dernegi. 2001. http:// www.cancer.org/docroot/STT/stt_0_2001.asp ?sitearea=STT&level= 1 verilerinden olugturulmustur.)
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iii. Predispozan Faktérler

Sepsisin, herhangi bir kiside ve herhangi bir enfeksiyon sonrasinda
(6rnegin; pndmoni, Uriner sistem infeksiyonu veya gastroenterit gibi)
gelisebildigi bilinmektedir (73). Fakat bazi kisilerin sepsis gelisimi agisindan
risk altinda bulundugu dastndimektedir. Yaglilar veya prematlre bebekler,
bagisiklik sistemi baskilanmis (AIDS, kemoterapi ve organ transplantasyonu
gibi) kigiler, genetik yatkinliga sahip olan kisiler, daha &énceden ek bir
hastaliga (kronik bdbrek yetmezligi, konjestif kalp yetmezIigi, diabetes
mellitus, kronik obstruktif akciger hastaligi ve siroz gibi) sahip olanlar, yogun
bakim Gnitesindeki hastalar, yanik, kursun veya basin¢ yarasi gibi yaraya
sahip olanlar, intravendz kateter, yara drenaji veya Uriner kateter gibi invaziv
prosedlr uygulanan hastalar sepsis gelisimi acisindan ylUksek risk tasiyan
kigiler olarak kabul edilmektedir (2, 7, 13, 61, 74, 75). Angus ve ark.’larinin
(8) yapmis olduklari calismaya gére agir sepsisli vakalarin yaklasik olarak
yarisinin 65 yas ve Ustindeki hastalardan olustugu bildiriimektedir. Bu
calismayla eriskinlerdeki sepsis insidansi ile yas arasinda dogrusal bir
korelasyonun bulundugu gdsterilmistir.  Sepsis insidansi, yenidogan
déneminde neonatal sepsise bagli olarak yiksek oranlarda seyretmekte fakat
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daha sonrasinda gerileyerek 5-14 yas civarindaki cocuklarda en dusuk
degerlerine inmekte, bunu takip eden sirec¢ icinde yasla birlikte artis
gOstererek 85 yas ve Ustl hastalarda pik yapmaktadir (Sekil-6). Martin ve
ark.’larinin (48) yaptiklari calismaya gore sepsisli hastalarin yas ortalamasi
1979 yihinda 64,1 iken, 2002 yilinda ise 68,2'ye yukselmigtir. Dunya
genelinde yapilan diger bircok calismada da sepsisli vakalarin yas ortalamasi
60 yas ve Ustl olarak hesaplanmaktadir (3, 11, 12, 14, 50, 52, 54, 55, 57, 64,
66-68, 76, 77). Tum bu veriler 1s1ginda, sepsisin acik bir sekilde yasli nifusa
ait bir hastalik oldugu gézikmektedir. ilerleyen tibbi gelismeler neticesinde
insanlarin yasam sureleri uzamakta ve bunun neticesinde artan yasli nifusa

paralel olarak sepsis insidansinda da artisin meydana gelecegi

/-

20

6ngorilmektedir.
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Sekil 6: Sepsis insidansi ile yas arasindaki degisim grafigi.
(Angus ve ark. 2001. Crit Care Med. 29: 1303-1310)

Yas faktorinin disinda irk ve cinsiyetin de sepsisin gortlme sikliginda
etkili oldugu bildiriimektedir. Martin ve ark.larinin (48) yapmis olduklari
calismada, erkeklerde kadinlara gére %30 daha fazla sepsis gelistigi
bildiriimektedir. Sepsis agisindan erkeklerdeki baskinlik, diger epidemiyolojik
calismalarda da g6ze carpmaktadir (Sekil-7) (3, 11, 12, 14, 49, 50, 54-57, 64,
68, 76). Sepsiste gorilen cinsiyet farkhligini aciklayabilecek kisitl sayida
faktér tanimlanmistir. Erkek ve kadinlar arasindaki hormonal farkhlik,
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erkeklerde travmatik yaralanma sonrasi sepsis gelisme sikliginin daha fazla
olmas! ve sepsise neden olan infeksiyonun tipi ve kaynagi agisindan iki
cinsiyet arasinda farklihgin gézlenmesi bu durumu agiklayabilecek faktérler
arasinda yer almaktadir (58, 78). Ostrojen seviyeleri ile plazma sitokin
dengesi arasindaki iligkinin sepsisteki cinsiyet farklihdina katkida bulundugu
disunulmektedir (79, 80). Hormonal manipulasyon sonrasinda erkek hayvan
modellerinde disilere kiyasla sepsise bagl élim oranlari azaltilabilmektedir
(81).

35
30 4
25

20

insidans (%)

Sekil 7: Sepsis insidansi ile cinsiyet arasindaki degisim grafigi.

(Angus ve ark. 2001. Crit Care Med. 29: 1303-1310)

Amerika Birlesik Devletleri'ndeki siyah poptlasyonun, beyazlara gére
sepsis gelisimi agisindan iki kat daha fazla risk tasidigi gdsterilmistir (Sekil-
8). Siyah irktaki sepsisli hastalarin daha geng yaslarda oldugu ve daha ciddi
bir hastalik seyrine sahip oldugu bilinmektedir. Buna ek olarak siyahlarda
gram pozitif infeksiyonlara bagl sepsis insidansi beyazlara kiyasla daha
yuksek oranlarda bildiriimektedir (58). TLR-2 (Toll-like reseptdr-2)’nin, gram
pozitif infeksiyonlara verilen cevapta dogal bagisiklik agisindan énemli bir
roli oldugu kabul edilmektedir. TLR-2'deki yapi ve ekspresyonla ilgili
mutasyonlara bagli olarak bu patojenlere karsi olusan immuin yanitta
degisiklikler meydana gelebilmektedir. TLR-2 genindeki farklihga baglh olarak,
siyahlarda beyazlara kiyasla gram pozitif enfeksiyonlara bagli sepsisin daha
sik gelistigi disunulmektedir (58, 82).
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Sekil 8: Sepsisin beyazlarda, siyahlarda ve diger irk temsilcilerindeki gériilme sikligi.
(Martin ve ark. 2003. NEJM. 348:1546-1554)

Sepsise Neden Olan Mikroorganizmalar:

Sepsisli vakalarin blylk bir kismindan bakteriler sorumlu olsa da
mantarlar, parazitler ve nadiren virlsler de sepsise neden olabilmektedir (83-
85). Sepsise yol acan mikroorganizmalarin sikligi sepsisin hastane icinde
veya hastane disinda gelismis olmasina goére degisiklik gbstermektedir.
Toplumda kazanilmis sepsis olgularinda en sk izole edilen
mikroorganizmalar siklik sirasina gbre Escherrichia coli, Streptococus
pneumoniae ve Staphylococus aureus olarak bildirilmektedir (86, 87).
Hastane icinde gelisen sepsisten sorumlu mikroorganizmalar ise yillara gére
bazi degisiklikler —gdstermektedir.  Antibiyotiklerin  kullanim  alanina
girmesinden 6nceki 1950’li yillarda gram-pozitif bakteriler 6n siralarda olup
Staphylococus aureus ve Streptococus pyogenes’in siklikla etken olarak
saptandigi gbéze carpmaktadir. Ancak antibiyotiklerin kullanima girmesi ile
gram-pozitif bakterilerin neden oldugu hastaliklar tedavi edilebilir hale gelmis
ve 1960, 70 ve 80’li yillarda gram negatif bakteriler gittikge artan oranda
sepsis etkeni olarak izole edilmeye baslanmistir (1, 48, 87-90). Son yillarda
ise gram-pozitif mikroorganizmalara bagli sepsis insidansinda belirgin bir
artis gbze carpmaktadir (Sekil-9).
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Sekil 9: Sepsise neden olan mikroorganizmalarin yillara gére goésterdigi degisim
grafigi.

1990l yillardan ginimuze dek yapilan birgok sepsis ¢alismasi gram-
pozitif bakterilerin gram negatiflere oranla daha yaygin hale geldigini isaret
etmektedir (9, 48, 55, 56, 60, 66, 91-108). Bakteri spektrumunun tekrar gram
pozitif mikroorganizmalara kayma nedenleri arasinda hizla kullanima giren 3.
kusak sefalosporinler ve kinolonlar gibi gram-negatif bakterilere ¢ok etkili yeni
antibiyotiklerin kullaniminin artmasi, tibbin artan olanaklari ile daha uzun
sUre yasama imkani saglanan kanserli hastalarda uzun sdreli kalic
intravaskuler kateter uygulamasinin artmasi, degisik vlcut ici protez (kalca,
diz gibi eklem protezleri ve kalp kapakgiklart) kullaniminin artmasi ve kronik
periton diyalizi gibi yéntemlerin gelistiriimesi sayilabilir (56, 89, 109-113).

Bircok vicut bodlgesinde yabanci materyallerin kullanima girmesi
sonucunda bu materyallere yapisabilme 6zelligi olan koagilaz negatif
stafilokoklarin etken olduklarn sepsis insidansinda belirgin bir artig
g6zlenmektedir (Sekil-9) (97, 105, 114). Amerika Birlesik Devletlerinde
intravaskuler kateter ile iligkili enfeksiyonlar 6nemli bir morbidite ve mortalite
nedeni olarak kabul edilmektedir (115). Hastalara intravendz sivi tedavisi
uygulayabilmek, kan Grlnleri ve parenteral nutrisyon sivilari verebilmek,
hastanin hemodinamik durumunu gdzlemleyebilmek ve gerekli hastalarda
hemodiyaliz saglayabilmek amaciyla intravaskuler kateter uygulamasi yaygin
olarak kullaniimaktadir. Amerika Birlesik Devletleri’nde her sene 150 milyon
adet intravaskuler alet kullanildigr ve bu aletlerin yaklasik olarak 5 milyon
adetinin santral ven6z kateter oldugu bildirilmektedir (116, 117). Santral
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vendz kateter uygulamasinin, sepsis gelisimi agisindan risk faktorleri
arasinda yer aldigi bilinmektedir (2). Ginimizde santral vendz kateter
kullanimindaki artisa paralel olarak stafilokoklara bagl enfeksiyonlarin
dramatik olarak artig gosterdigi ve bu durumun gram pozitif bakterilere bagl
sepsis insidansini belirgin olarak arttirdigi diistntlmektedir (117).

Degisik calismalarda gram-pozitif bakterilerin sepsisli hastalarda %28-
74, gram-negatif bakterilerin ise %20-65 arasinda etken olarak izole edildigi
bildiriimektedir (3, 14, 48, 55, 56, 60, 64, 66, 76, 93, 99, 103, 104, 108, 118,
119). Gram-negatif bakteriyel sepsislerde Escherrichia coli, Enterobacter,
Pseudomanas, Proteus ve Klebsiella tirleri en sik izole edilen etkenler olarak
g6ze carpmaktayken gram-pozitif bakteriyel sepsislerde ise koagtilaz negatif
stafilokoklar, Staphylococus aureus, Streptococus pneumoniae, Streptococus
pyogenes ve enterokok tdrleri en sik izole edilen etkenler arasinda yer
almaktadir (Tablo-1) (74, 84, 90, 120). Bitlin sepsis olgularinin yaklasik
olarak %5-15'inden anaerop bakteriler sorumlu tutulmaktadir (87, 120).
Anaeroplar arasinda en sik izole edilen etken Bacteroides fragilis iken
fusobacteium tdrlerine ve diger anaeroplara daha az siklikla rastlanmaktadir
(87). Hastanede sepsis gelisen hastalarin %15-20’sinde ise birden fazla
mikroorganizma (polimikrobiyal sepsis) saptanmaktadir (14, 76, 111, 119,
121). Ayrica son yillarda sepsis olgularinin yaklasik %5-10’u basta Candida
tarleri olmak Uzere mantarlar tarafindan gelismektedir (14, 55, 90, 92, 119,
121, 122). 1980’li yillardan ginimize kadar gecen sire¢ icinde mantar
enfeksiyonlarina bagl sepsis oraninda %200’den daha fazla artis oldugu
bildiriimektedir (Sekil-10) (48). Bu durumu hazirlayan risk faktorleri arasinda
uzun sdreli genis  spektrumlu  antibiyotik  kullanimi,  parenteral
hiperalimentasyon, intravaskiler kateter uygulamasi ve Kortikosteroid
tedavisi sayilabilir (56, 111).
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Tablo 1: Sepsise neden olan mikroorganizmalar

Gram-pozitif bakteriler %30-50
Metisilin-duyarli S. aureus %14-24
Metisilin-direngli S. Aureus %5-11
Diger Stafilokok tirleri %1-3
Streptococcus pneumoniae %9-12
Diger streptokok tdirleri %6-11
Enterokok tirleri %3-12
Anareoblar Y%1-2
Diger gram-pozitif bakteriler %1-5
Gram-negatif bakteriler %25-30
E. coli %9-27
Pseudomanas aeruginosa %8-15
Klebsiella pneumoniae %2-7
Diger enterobakter tirleri %6-16
Haemophilus influenzae %2-10
Anaeroblar %3-7
Diger gram-negatif bakteriler %3-12
Mantarlar %3-6
Candida albicans %1-3
Diger candida tdrleri %1-2
Mayalar %1
Parazitler %1-3
Viriisler %2-4

(Annane ve ark. 2005. Lancet. 365:63-78)
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Sekil 10: Mantarlarin etken olarak izole edildigi sepsisli vaka sayisinin 1979-2000
yillari arasinda g&sterdigi degisim grafigi. wartin ve ar. 2003. NEsm. 345:1546-1554)

Sepsise neden olan mikroorganizmalarin sikligi cografik &zelliklere
gore degisiklik gdsterebilmektedir. Ornegin Giiney-Dogdu Asya’daki toplum
kokenli sepsiste Burkholderia pseudomallei’'nin  yol agtigi meliodiozis
vakalarina sik¢a rastlanmaktadir (75). Bunun yani sira spesifik hasta
gruplarinda belirli patojenler daha sik izole edilebilmektedir. Ornegin orak
hucreli anemisi olan kigilerde pndmokok veya salmonelleya bagli sepsis riski
400 kat yukselmektedir. Ayrica dalagr alinmig kisilerde kapsulli bakterilere
bagli sepsis riski, genitolriner anomalisi olanlarda Urosepsis riski ve ciddi
yanikli hastalarda ise deri florasi veya nazokomiyal gram negatif bakterilere

bagli sepsis riski belirgin olarak artig géstermektedir (74, 75, 123-125).
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Sepsis Patofizyolojisi:

Sepsis ve onun sonucu olarak gelisen Klinik tablolarin olusumunda
bakteriyel invazyonun yani sira bakteriyel hliicresel yapilarin ve toksinlerin de
6nemli roli bulunmaktadir. Bu hlcresel yapilar ve toksinler organizmada
degisik biyolojik sistemleri aktive edebilmektie ve sepsisteki fizyopatolojik
degisikliklerden sorumlu endojen mediyatérlerin  agiga  gikmasini
saglamaktadir (Sekil-11). Endotoksin, toksik sok sendromu toksini-1 (TSST-
1), pirojenik ekzotoksin A, gram pozitif bakteri veya mantar hicre duvari
yapilari, viral ve mantar antijenleri sepsis kaskadini bagslatabilmektedir (1,
126-128). Sepsis patogenezinde yaygin olarak kabul edilen géris, olayin
kontrol edilemeyen sistemik inflamatuar bir cevaba bagll olarak gelistigidir
(129, 130). ik asamada asir bir immin yanitin ortaya ciktig
distnUlmektedir. Bu yanitin olusumunda mikroorganizmalara ait 6gelerin
mononukleer hicreleri (makrofajlar) uyararak pro-inflamatuar sitokinlerin
salinimini uyarmalari énemlidir. TUmor nekroz faktér-alfa (TNF-a), IL-1B, IL-6
ve interferon-gamma (IFN-y) bu asamada en etkili mediyatorler olarak goze
carpmaktadir (Sekil-11) (6). Sepsisli hastalarda ilerleyen dénemlerde
infeksiyonlara egilimin artmasi, artan inflamatuar yanitin yaninda
immuansdpresif bir sdrecin de oldugunu duasindirmektedir. Baslangicta,
mikroorganizmalara ve UrUnlerine karsi olarak gelisen inflamatuar yanit,
zamanla yerini asirn  anti-inflamatuar yanita, diger bir deyigle
immuUnsUpresyona birakmaktadir. Sepsiste gbzlenen bu immuinsipresyon
durumu salgilanan anti-inflamatuar sitokinlere (IL-4, IL-10, v.b), lenfositler gibi
immuUn hlcrelerde gelisen apoptoza ve Th2 hicrelerinin baskin aktivitesine
bagll olarak ortaya c¢ikan artmis anti-inflamatuar yanita baglanmaktadir
(Sekil-11) (121, 131).

Gram-negatif bakterilerin hiicre duvarinda yer alan endotoksinler,
sepsis patogenezine yoénelik calismalarda Uzerinde en fazla durulan
tetikleyici molekdller olarak gbéze carpmaktadir. Gram-negatif bakterilerin
hicre duvarini icte peptidoglikan tabakasi, dista ise lipopolisakkaridler,
protein ve fosfolipidler olusturmaktadir (1). Lipopolisakkarid yapisinda olan

endotoksin molekul, hicre duvarinda kaldigi sirece biyolojik olarak inakitif
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iken hizli hicre blyimesi veya hicre ylkimi sirasinda disariya
salinabilmekte ve sepsiste gorulen bir dizi olayr baglatabilmektedir (132).
Lipopolisakkarid (LPS) molekili yapi olarak O-spesifik antijeni, kor bdlgesi
ve lipid-A pargalarindan olusmaktadir (74). Lipid-A fraksiyonunun tek basina
deney hayvanlarina verilmesi sonucunda LPS’nin etkilerine benzer sonuglar
ortaya c¢ikabilmektedir. Bu nedenle lipid-A pargasi, sepsis patogenezi

acisindan LPS’nin en kritik parcasi olarak kabul edilmektedir.
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Sekil 11: Sepsiste ortaya ¢ikan patofizyolojik degisiklikler.

Enfekte kisilerde, immin sistemin etkisiyle ve antibiyotik uygulamasi
sonucunda bakterilerin parcalanmasini takiben yogun miktarlarda LPS
dolagsima gecebilmekte ve monosit, makrofaj gibi hedef hlcreleri uyararak
inflamatuar mediatorlerin agiga ¢cikmasina neden olmaktadir (Sekil-12) (133).
LPS molekill dolagima gectikten sonra “LPS-baglayici protein’e (LBP)
baglanmakta ve olusan LPS-LBP kompleksi makrofajlardaki CD14
reseptorlerine  baglanarak etkili olmaktadir. CD14  reseptdrindn
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intrasitoplazmik pargasinin olmamasi nedeniyle hlcre igcine sinyal iletiminin
saglanabilmesi icin Toll like reseptér-4 (TLR-4)’e ihtiyac bulunmaktadir. LPS
ile baglayan sinyal iletimi CD14 resept6rt araciligi ile TLR-4’e iletiimekte ve
bu sayede TLR-4’Un aktivasyonu saglanmaktadir. TLR-4’Un aktivasyonunda
MD-2 molekUli de goérev almakta ve bu molekilin eksik olmasi veya
mutasyona ugramasi durumunda LPS’ye cevabin gergeklesemedigi
bildiriimektedir. TLR-4'n intrastoplazmik pargasi IL-1 reseptdriine benzerlik
gOstermekte ve NFkB ailesini aktive edecek olan sinyal iletim dizisini
indiklemektedir. NFkB’nin aktivasyonu ise hedef hiicrelerden TNF-a, IL-13
ve IL-6 gibi sitokinlerin salinimi ile sonuclanmaktadir (134-136). Monosit,
makrofaj gibi monondkleer hicrelerden sitokin salinimi sonucunda
endotelyumdan nitrik oksit (NO) ve prostosiklin salinmakta, koagullasyon
sistemi, arasidonik asit metabolizmasi ve kompleman sistemi aktive olmakta,
I6kositlerin endotelyal hlcrelere adezyonu artmakta ve oksijen radikallerinin
artmasi sonucu doku hasari meydana gelmektedir (133). Bakteriyel hiicresel
yapilarin ve toksinlerin, organizmada meydana getirdigi tim bu etkiler

sitokinlerinde iginde yer aldigi ikinci aracilarla diizenlenmektedir (Sekil-12).

LB TAE a0 L

sitokinler

End‘"‘ei

Monosit 4 T

Enuofer
Sekil 12: Lipopolisakkarid molekiliniin tetikledigi patofizyolojik degisiklikler.

( ICAM: Interselliiler adezyon molekiilii, iNOS: indiiklenebilir nitrik oksit sentaz, LBP: Lipopolisakkarid baglayici
protein, NO: Nitrik oksit, TLR4: Toll like reseptdri-4)
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Son vyillarda yapilan caligmalar neticesinde sepsis patogenezi
acisindan endotel hicrelerinin anahtar bir rol oynadigi kabul edilmektedir
(137). Endotel hicreleri hem pihtilasmayl hemde enflamasyonu diizenleyen
6nemli molekiller salgilamakta ve normal sartlarda antikoaguilan ve
antitrombotik 6zellikler tagimaktadir (137, 138). Endotel hiicreleri bakteriyel
hicre yapilarn ile ilk karsilasan htcreler olup bu yapilar ile karsilasir
karsilasmaz hizla inflamatuar mediyatérlerin salinimina yol agmaktadir (137,
139). Abartili sistemik proinflamatuar yanit olugsmasi sonucunda ise endotel
hucrelerinde hasarlanma meydana gelmekte ve mikrovaskuler koagulopati
olusumu ile sonuglanmaktadir (137). Mikrovaskiler yatakta meydana gelen
fibrin trombuslerinin organlara giden kan akimini engellemesi sonucu birgok
organin beslenmesi ve oksijenizasyonu bozulmakta ve bunun neticesinde
akut organ disfonksiyonu gelisebilmektedir (140, 141). Ciddi sepsisli
vakalarda ortaya c¢ikan organ yetmezliklerinin nedeni olarak damar
endotelinde meydana gelen hasarlanma ve mikrovaskiler koagulopati
sorumlu tutulmaktadir.

Sepsisle ilgili aragtirmalarda tzerinde en ¢ok durulan sitokinler IL-1p,
IL-6, IL-8, IFN-y, koloni stimllan faktor, platelet aktivatér fakiér (PAF) ve
TNF-o olarak géze carpmaktadir (138, 142). TNF-a, sepsisten sorumlu temel
mediyatdr olarak kabul edilmektedir (143). Deneysel olarak hayvanlara ve
insanlara rekombinant TNF-o verilmesi sonucunda sepsiste go6rllen
hemodinamik ve biyokimyasal degisikliklere benzer etkiler ortaya ¢ikmaktadir
(144). TNF-o’nin vicutta olusturdugu etkiler cok ¢esitli olup bunlar arasinda
ates, anoreksi, sempatik desarj artisi, akut faz proteinlerinde artis, I6kositoz,
miyokard depresyonu, kapiller diiz kas hucrelerinde dilatasyon, hipotansiyon
ve endotel hasarlanmasi gibi pek ¢ok etki sayilabilir (142). IL-1B, TNF-a ile
benzer fonksiyonel 6zellere sahip olup yeterli konsantrasyonlari vicut direnci
icin gerekli iken artmis miktarlari ise vicuda zararl etkilere yol agmaktadir
(138). IL-1B’in artmis seviyelerine bagli olarak IL-2, IL-6, IL-8, TNF-a ve NO
seviyelerinde de artis goOrUlmektedir (142). TNF-a ve IL-1B’nin etkisiyle
endotel hicrelerindeki indUklenebilir nitrik oksit sentaz (INOS) aktivitesi

artmakta ve buna bagl olarak NO sentezinde artis gérilmektedir (145). NO
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etkisi ile damar duvarindaki diz kaslarda gevseme, miyokard depresyonu ve
sonuc olarak hipotansiyon meydana gelmektedir. Sepsiste ortaya cikan
direncli hipotansiyondan biylk délgiide NO sorumlu tutulmaktadir (146, 147).
Sepsisli hastalarda iINOS aktivitesinin inhibisyonu sonucunda periferik
vaskuler diren¢ artmakta, kan basinci yikselmekte ve kardiak debide artig
meydana gelmektedir (148-150). NO, serbest oksijen radikalleri ile
reaksiyona girerek peroksinitrit (ONOQ") gibi dokular i¢in zararh bilesiklerin
olusumuna da yol agabilmektedir (151). NO, &zellikle vazodilatasyon, doku
yilkimi ve kardiyak fonksiyon bozukluguna yol agarak sepsis
patofizyolojisinde édnemli rol oynamaktadir. Sepsiste yapimi artan bir diger
sitokin olan IL-6 ise megakaryosit matlrasyonunu desteklemekie ve
trombosit sayisinda artisa neden olmaktadir. Ayrica T hicrelerinin
proliferasyonunu, natural killer (NK) hlcrelerinin ve akut faz proteinlerinin
aktivasyonunu uyarmaktadir (142). Sepsisli hastalarda IL-6’nin kandaki
seviyesinin dizenli araliklarla 6lgilmesinin hastaligin seyri agisindan énemili
veriler saglandigi bildiriimektedir (152). Buna ek olarak yapilan birgok
calismada, septik soklu hastalarda IL-6 dizeyleri ile mortalite oranlari
arasinda korelasyonun bulundugu gésterilmigstir (142, 153).

Sepsiste rol oynadigi distinllen bir diger sitokin olan PAF ise monosit
ve endotelyal hicreleri tarafindan LPS’ye cevap olarak dretiimekte ve
sepsisteki fizyopatolojik degisikliklerin ortaya cikisinda mediyatér olarak rol
oynamaktadir (138). PAF, sistemik vaskiler direnci dusurmekte ve bu
sayede hipotansiyona neden olmaktadir. Pulmoner damarlarda ise tam tersi
olarak arteriyel basinci arttirdigi gosterilmistir (154, 155). Septik soktaki
endotoksinin neden oldugu pulmoner degisikliklerde PAFiIn 6énemli rol
oynadig! bildiriimektedir (156). Hayvan deneylerinde PAF’In koroner kan
akimini azalttidi ve kardiyak fonksiyonlari baskiladigi goésterilmistir (154).
PAF reseptdr antagonistleri ile gram-negatif sepsisli hastalarda yasam
suresinin arttinldigi bildirilmistir (156).

Sepsiste ortaya c¢ikan patofizyolojik  degisiklikler  sirasinda
endotoksinlerin hegeman faktérinin (faktér 12) aktive ettikleri ve bu sayede

kompleman, kinin ve koagulasyon sistemlerinin aktivasyonuna yol agtiklari
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bildirilmektedir (74). Endotoksinlerin kompleman sistemini aktive etmesi
klasik veya alternatif yolla gerceklesmektedir (157). Kompleman sisteminin
aktivasyonu sonucu acgiga cikan C3a ve Cbha, bazofil ve mast hcrelerini
uyarmakta ve histamin basta olmak Gzere birgcogu hipotansiyona neden olan
vazoaktif mediyatorlerin salgilanmasina neden olmaktadir (158). Kinin
sisteminin aktivasyonu ise bradikinin olugsumu ile sonuglanmaktadir.
Bradikinin vazodilatér etkili olup vaskller permeabilitede artisa yol
acmaktadir. Bradikinin sepsiste gelisen hipotansiyonda katkida bulundugu
disunUlmektedir (154, 157). Sepsiste aktive olan sistemlerden biriside
koagulasyon sistemidir. Sepsiste mononUkleer hicrelerden salinan
sitokinlerin ¢cogu trombin yapimini uyarmakta, baslangigta doku faktérindn
(TF) ekspresyonundaki artisa bagli olarak ekstrinsik yol ve daha sonra faktér
12 aktivasyonu ile intrinsik koagulasyon sistemi aktive olmaktadir (74, 137,
159). Koagllasyon sisteminin aktivasyonu sonucu mikrovaskuler yatakta
fibrin trombusleri olugsmakta ve bu durum birgok organda yetmezlik gelisimi
ile sonuglanabilmektedir (140, 141). ilerleyen dénemlerde pihtilasma
proteinlerinin asir tiketimi kanamalara yol acmakta ve hastalarda hem
kanama, hemde trombis gelisimi birlikte gorilmektedir. Diger taraftan
plazmin tarafindan fibrinin pargalanmasi sonucu fibrinolizis gelismektedir.
Yaygin damar i¢i pthtilasma sendromu (DIC) olarak tanimlanan bu tablo
sepsisteki kdtl prognoz géstergelerinden biri olarak kabul edilmektedir (160,
161). DIC’in son etkileri hedef organlarda goériimekte olup siddetli klinik
kanama, tromboz, doku iskemisi, nekroz, hemoliz, akciger, karaciger ve
bébrek yetmezligi gelisimi sik goérulen komplikasyonlari arasinda yer
almaktadir (162). Septik soktaki hastalarda DIC gelismesi ile mortalitenin
arttigi bildirilmektedir (163).

Sepsiste Organ Tutulumu

Sepsisli vakalarda akciger, bdbrek, karaciger, kalp ve diger birgok
organda yetmezlik gelisebilmekte ve mortalite oranlari yetmezlige giren organ
sayisiyla orantilh olarak artis géstermektedir. Mortalite orani, ¢ veya daha

fazla organ tutulumu olan vakalarda %80-100’e ulasabilmektedir (7, 164).
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Sepsiste karaciger yetmezligi genellikle hiperbiliribinemi, aminotransferaz ve
alkalen fosfataz artisi ile kendini gOstermekte ve serum aminoasit
dizeylerindeki azalma veya azalmis hepatik aminoasit klirensi yetmezligin
ilerledigini isaret etmektedir (7). Sepsis sonucu renal tibdller hipoperfizyona
bagl olarak akut bdbrek yetmezliginin gelisebildigi bildiriimektedir. Ayrica
nefrotoksik  antibiyotiklerin  kullanimi  ve infeksiyona bagl olarak
immunkomplekslerin bdbrekte birikimi gibi nedenlerle de akut bdbrek
yetmezIligi olusabilmektedir (138, 165). Sepsiste yetmezlik gelisen
organlardan birisi de kalp olup salinan pekgok mediyatérin kalp Uzerinde
disfonksiyona yol acgtigi gosteriimistir. TNF-o miyokardi deprese etmekte
iken PAF ise kalp Uzerinde negatif inotropik etki gbstermekte ve kan
basincinda dustse yol agmaktadir (142, 154, 155). Ayrica NO’un da kardiyak
fonksiyon bozukluguna yol agtigi bilinmektedir (146, 147). Sepsiste
akcigerlerin tutulumu sonucu genellikle ARDS’nin (akut respiratuar distress
sendromu) gelistigi ve buna bagl olarak septik soklu hastalarin %30-80’inde
solunum yetmezligi ortaya c¢iktigi bildiriimektedir (166). ARDS, klinik olarak
artan solunum destegine ragmen direngli hipokseminin varligi ile kendini
gbstermektedir. Pulmoner hipertansiyon, artmis ekstravaskuiler akciger sivisi
ve azalmig kompliyans ARDS’de meydana gelen olaylar olup ilerleyen
dénemlerde ortaya c¢ikan respiratuar kas yorgunlugu ve deprese
diyafragmatik kontraktilite hastaligin durumunu daha da agirlasmaktadir
(167). Organ yetmezliklerinin zamaninda ve uygun yaklasimla tedavi
edilememesi sonucu metabolizma geriye donlssiz olarak bozulmakta ve
hastay! 6lime kadar gétirebilmektedir (156). Sepsis sonucu ortaya ¢ikan
patofizyolojik olaylardan beyin dokusu da etkilenebilmekte ve bunun
sonucunda konflizyondan komaya kadar degisebilen bir takim klinik bulgular
ortaya cikmaktadir (168). Sepsisle iligkili ensefalopati (SIE) adi verilen bu
durumun eglik ettigi sepsisli hastalarda mortalitenin belirgin bir bigimde
yuksek seyretmesi, sepsisin beyindeki etkilerini aydinlatmaya yoénelik
arastirmalarin 6nemini arttirmakta ve bu konuda yapilan ¢alismalarin sayisi

gln gectikce artis géstermektedir.
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Deneysel Sepsis Modelleri:

GUndmUzde sepsis arastirmalarinda kullaniimak Gizere deneysel sepsis
modelleri  olusturulurken pek ¢cok yontem ve  yaklasimdan
faydalanilabilmektedir. Sepsis modelleri; (1) disardan toksin verilmesi
(6rnegin LPS gibi), (2) disardan intraven6z veya intraperitonel olarak
yasayan bir bakterinin verilmesi ve (3) hayvanlarda endojen olarak yer alan
koruyucu bariyerlerin bozulmasini saglayan cerrahi islemlerin uygulanmasi
(6rnegin; kolonik gegirgenligin  arttirilarak  bakterilerin  periton igine
translokasyonunun saglanmasi) olmak Uzere ¢ ana bagslik olarak karsimiza
ctkmaktadir (169-172).

i. Lipopolisakkarit (LPS) Modeli

LPS, gram negatif sepsis olusturulmasinda, endojen sitokinlerin ve
tamamlayici proteinlerin deneysel olarak Uretiminin uyarilmasinda yaygin
olarak kullaniimaktadir. LPS’nin intraperitoneal veya intraven6z olarak deney
hayvanlarina verilmesi sepsis benzeri bir tablonun olusumuna yol agmaktadir
(170, 173). Endotoksikoz olusturmakta kullanilan LPS, dayanikli yapisi ile
liyofilize halde depolanabilmekte ve gerektiginde bolus ya da sirekli inflzyon
seklinde kullanilabilmektedir (174, 175). Ancak, deneysel olarak olusturulan
endotoksemi ile Kklinik sepsis arasinda O6nemli farklarin bulundugu
gOsterilmistir (176-179). Sepsisli hastalarda hiperdinamik ve hipodinamik faz
olmak (zere iki ayn hemodinamik evre yer almaktadir. Sepsisin erken
dénemlerinde hiperdinamik fazin gelismesiyle sistemik vaskiler direncte
disls ve kardiak atim hacminde artis, sepsisin ilerleyen dénemlerinde ise
hipodinamik fazin gelismesiyle birlikte kardiak atim hacminde azalig
g6rilmektedir (175, 180). Endotoksinin bolus enjeksiyonu sonrasinda ise
bircok hayvan tirinde direkt olarak hipodinamik fazin gelistigi
g6zlenmektedir (176-178). Ayrica LPS’nin bolus seklinde tek doz olarak
verilmesi sonucunda inflamatuar sitokinlerin kandaki seviyelerinde hizh ve
gegici bir yikselis gézlenmektedir (179). Sepsisli hastalarda ise inflamatuar
sitokinlerdeki artisin daha gec¢ ve goreceli bir yukselis ile meydana geldigi ve

kandaki seviyelerinin uzun bir sire yuksek kaldidi bildirilmektedir (174, 181).
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LPS inflzyonu vyapilan hayvanlarda, TNF-a’ya karsi antikorlarin
verilmesiyle veya c¢c6zlinebilir TNF reseptérlerinin kullaniimasiyla TNF-a’'nin
blokaji saglanmakta ve bu sayede bu hayvanlarin yasama sUrelerinde
belirgin bir artis gdzlenmektedir (182, 183). Sepsisli hastalarda yapilan
calismalarda ise TNF-a blokajinin yasam siresi Uzerine belirgin bir etkisinin
bulunmadigr gdsterilmistir (184-187). TNF-a ve IL-1 seviyelerinin sepsisli
hastalarda endotoksikoz olusturulan hayvanlar kadar yuUksek seviyelere
cikmamasi nedeniyle proinflamatuar sitokinlerin azaltilmasina yénelik tedavi
ybntemlerinin basaril sonuglar vermedigi distntlmektedir (174, 181, 188).
Yeni geligtirilen yontemlerle LPS inflzyonu sonrasinda ortaya c¢ikan asin
sitokin artisinin 6niine gecilmeye calisiimaktadir. Boylelikle LPS modelinin
klinik sepsisi daha iyi taklit edebilmesi amaglanmaktadir. LPS’nin ufak
dozlardaki tekrarlayan enjeksiyonu, disik doz LPS’nin devamli inflizyon
seklinde verilmesi veya LPS inflzyonu sonrasinda agresif sivi tedavisi
uygulanmasi  sayesinde LPS modelindeki yetersizlikler asiimaya
calisiimaktadir (189, 190).

insanlarin LPS’ye karsi oldukca duyarli oldugu ancak deney hayvani
olarak kullanilan sigcanlarin ve babunlarin ise LPS’nin etkilerine karsi géreceli
olarak direncli oldugu bilinmektedir. Tavsan, koyun ve domuzlarin LPS’ye
duyarhliklari ise insanlara benzer gekildedir (191). Deney hayvanlarinda
Ozellikle sican gibi kemirgenlerde LPS’ye karsi duyarliigin artiriimasini
saglayan teknikler gelistiriimistir. LPS ile birlikte 6ldtrlct organizmalarin ya
da D-galaktozamin verilmesi ile gerekli LPS dozunun azaltilabildigi
bildirilmektedir. D-galaktozamin kullanimi ile farelerde LPS’nin 6lddricl, dozu
10.000 kat azaltilabilmektedir (190, 192). D-galaktozamin disinda kursun
asetat, berilyum fosfat, carrageenan ve karbontetraklorid’de LPS’ye karsi
duyarlihigr arttirmak icin kullanilabilmektedir (190). Hayvanlarda olusturulan
toksin modelinde LPS diginda CPG DNA ve sentetik lipopeptid agonistleri de
kullanilabilmektedir (193, 194). LPS’nin vicuttaki etkilerini  hlcre
membraninda yer alan TLR-4 izerinden, CPG DNA’'nin TLR-9 (izerinden ve
sentetik lipopeptid agonistlerinin ise TLR-2 U(zerinden gergeklestirdigi

gbsterilmistir (195, 196). Bu toksik molekullerin inflizyonu sonrasinda kandaki
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proinflamatuar sitokin seviyelerinde artis meydana geldigi bildiriimektedir
(197-200).

Primatlar (zerinde yapilan calismalarda LPS’nin disik dozlarda
inflzyon seklinde verilmesinin insanlardaki sepsisi daha iyi taklit edebildigi
gOsterilmistir (177). Fakat ginimuzdeki endotoksemi modeli ¢alismalarinin
blydk bir kismi, yliksek miktarlardaki LPS’nin tek doz seklinde intraperitoneal
veya intraven6z verilmesiyle gergeklestiriimektedir. Yiksek miktarlardaki
LPS’nin tek doz seklinde bolus olarak verilmesi her ne kadar bu ydntemin
kullanimini kolaylastiriyor ve bu sebeple de arastirmacilar tarafindan sikhkla
tercih ediliyor olsa da, LPS modelinin bu sekilde uygulanmasinin sepsisli
hastalardaki hemodinamik degisiklikleri ve dolasimda saptanan sitokin
seviyelerini tam olarak karsilamadigi gérilmektedir. LPS modeli kullanilarak
ortaya konan sepsis tedavi yontemlerinin (TNF-a veya IL-1 blokaji gibi),
sepsisli hastalarda yarar saglamamasi hatta mortalite oranlarini arttiriyor
olmasi bu digtnceyi destekler niteliktedir (184, 185, 187, 201, 202).

ii. Bakteriyel infiizyon Modelleri

Deneysel sepsis modeli olusturulmasinda, LPS’den bagka bakterilerin
direkt olarak deney hayvanlarina verilmesi de kullanilan yéntemler arasinda
yer almaktadir. Bu yoéntemde bakteri izolatlari, periton igine verilmekte veya
intravendz olarak damar icine enjekte edilmektedir (175, 203). Bakteriler,
intraperitonel olarak verilirken tek baslarina uygulanabilecegi gibi “adjuvant”
adi verilen maddelerle karistirilarak da verilebilmektedir (203). Bakterilerin
intravendz yoldan uygulanmasinin ardindan vilcutta meydana getirdidi
patofizyolojik degisiklikler daha ©6nce vyapilmis olan birgok hayvan
calismasiyla ortaya konmaya calisiimistir (204-207). Bu amagla birgok
bakteri tirt kullanilmis olsa da Escherichia Coli en ¢ok arastirilan bakteri
olarak gbéze carpmaktadir (175). Bakteriyel inflzyon modelinde, kullanilan
bakterilerin miktari ve inflzyon slresi c¢alismalar arasinda farklihk
gOstermektedir. Sicanlar gibi kiicik memeli hayvanlarda Escherchia Coli'nin
intravendz olarak disuk dozlarda verilmesi, saatler igerisinde minimal

dizeyde fizyolojik degisikliklere yol acmakta iken daha ylksek dozlarda
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verilmesi ise siklikla kardiayak output'ta erken dénemde artig, ge¢c dénemde
ise azalis olmak Uzere bifazik degisikliklere yol agmaktadir (208, 209). Daha
blylk memeli hayvanlarda (domuz ve babun gibi), bakterilerin genellikle
yuksek dozlarda kullanildigi ve bu durumun eger sivi replasmani
uygulanmiyor ise siklikla hayvanlarin 6lima ile sonuglandigi gérilmektedir
(204, 210). Crocker ve ark.lari (211), domuzlarda intraven6z olarak gram
pozitif veya gram negatif bakteriler vererek sepsis modeli olugturmuslar ve
elde ettikleri sonuclarin kullanilan bakterilerin  tirlne go6re degisiklik
gbsterdigini saptamiglardir. Bu ¢alismaya gére gram pozitif bir bakteri olan
Staphylococcus aureus’un intravendz olarak uygulanmasi sonrasinda
hayvanlarda minimal dizeyde kardiyopulmoner degisiklik ortaya ¢ikmakta
iken gram negatif bakteriler arasinda yer alan E. coli ve P. aeruginosa’nin
verilmesi ise sok tablosu ve akut respiratuar yetmezlik ile sonuglanmaktadir.
Haberstroh ve ark.’larinin (205), domuzlara P. aeruginosa vererek yapmig
olduklari sepsis modeli ¢calismasinda ise ge¢ dénemde ortaya c¢ikan sistemik
hipotansiyon ve pulmoner hipertansiyona ek olarak kardiyak output’'ta bifazik
degisikliklerin ortaya c¢iktigi bildiriimektedir. Bakteriyel inflzyon modelindeki
mortalite oranlari, verilen bakteri miktarina gére degisiklik géstermekte ve bu
Ozelligi sayesinde periton icine direkt olarak fekal igerigin uygulanmasi
yontemine kiyasla daha kontrollU bir sepsis modeli oldugu ileri strilmektedir
(212).

Canli bakterilerin hayvanlara direkt olarak verilmesi, diger invaziv
cerrahi metodlara goére (CLP ve CASP gibi) ¢alisma pratigi agisindan
kullanim kolayhdi saglamasi ve mortalite oranlarinin manipilasyonuna
olanak saglamasi nedeniyle arastirmacilar tarafindan tercih ediliyor olsa da
bu ydntem kullanilarak olusturulan sepsis modelinde, uygulanan canli
bakterilerin vlicutta kolonize olarak treyemedikleri ve ylUksek miktarlardaki
bakterinin direkt olarak kan akimina karistigi gortlmektedir. Sepsisli bir
hastada ise septik enfeksiyon odagindan aralikli olarak degisik miktarlarda
bakterinin kan akimina karigtigr digtintldigunde, bu modelin klinik sepsisi iyi
bir sekilde taklit edemedidi ortaya ¢ikmaktadir. Bakteriyel inflzyon modelleri
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kullanilarak gelistirilen tedavi rejimlerinin insanlar Gzerinde denenmesinin

basarisizlikla sonuglanmasi bu durumu destekler niteliktedir (175).

iii. Peritonit Modelleri

Endojen floranin gastro-intestinal sistemden cerrahi olarak serbest
birakilmasi ve bir enfeksiyon odagi olusturulmasina izin verilmesi deneysel
sepsis calismalarinda sikca kullanilan bir diger yaklasim olarak
gorulmektedir. GCekum baglama ve delme (GLP) ybntemi veya colon
ascendens’e stent yerlestiriimesi (CASP) bu amagla kullanilan iki farkli
ybntemdir. CLP modeli, Wichterman ve arkadaslari (213) tarafindan
gelistirilmis bir model olup sepsisle iligkili calismalarda oldukga sik kullanilan
bir ydntem olarak gbze carpmaktadir. Baslangicta sicanlar (zerinde
gelistirilmis bir yéntem olsa da diger tirlerde de (fare, koyun ve domuz gibi)
basari ile uygulanabilmektedir. CLP modeli, sepsis arastirmalari icin “altin
standart” yéntem olarak kabul edilmektedir (212). CLP, insanlardaki riptire
apandisiti veya perfore divertikdliti taklit eden bir yéntem olarak karsimiza
¢tkmaktadir (175). CLP modelinde orta hattan yapilan bir insizyon ile gekum
ortaya cikariimakta, ileogcekal valvin distalinden istenilen oranlarda ¢ekum
baglanmakta ve yine istenilen kalinhktaki (18, 20 ve 22 gauge gibi) bir igneyle
¢ekumda delik olusturulmaktadir (Sekil-13). Bu sayede fekal igerigin periton
icine gecmesi saglanmaktadir (175, 188). CLP modelindeki sitokin seviyeleri
sepsisli hastalardakine benzer bir seyir gbstermektedir (214). Ayrica
sepsisteki erken hiperdinamik ve ge¢ hipodinamik fazin ikisi de bu yéntemde
izlenebilmektedir (215). CLP modeli, bu 06zellikleri sayesinde insanlarda
gelisen sepsis tablosunu iyi bir sekilde taklit edebildigi distnilmektedir. CLP,
diger noninvaziv yéntemlerden daha agresif ve daha uzun sdreli bir yéntem
olmasina ragmen, tercih edilen girisim olma 6&zelligini hala korumaktadir
(190). ileriye yénelik yapiimasi planlanan sepsis caligmalarinda insanlardaki
septik tabloyu daha iyi taklit ettigi distnulen diger sepsis modellerinin (CLP
ve CASP gibi) kullaniimasi, sepsisli hastalara yénelik tedavi ydéntemlerinin
geligtiriimesinde ve insanlardaki sepsis patofizyolojisinin aciklanmasinda

daha gecerli bilgiler saglayabilecektir. Bu gerekcelerle bizim yapmis
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oldugumuz bu calismada da sepsis deneysel modeli olarak CLP tercih

edilmistir.

Caecal ligation and puncture (CLP)

CA

Sekil 13: Sicanlarda cekum baglama ve delme (CLP) isleminin sematik olarak
gOsterimi. (Buras ve ark. 2005. Nat Rev Drug Discov. 4: 854-865)

Sepsis modelleri olusturulurken kigik memeli deney hayvanlarinin
tercih edilmesinin en 6nemli faydalari; goéreceli ucuz olmalarn ve genetik
yatkinlklandir. Bu hayvanlarin deney slresince yasamda kalmalarinin
saglanmasi ise agilmasi gereken 6nemli bir nokta olarak gértlmektedir (175).
Buyuk memeli hayvanlar genelde invaziv monitorizasyon gerektiren fizyolojik
calismalar icin kullaniimaktadir. Ozellikle domuzlar, organ sistemlerinin
insana benzerligi dolayisiyla oldukca sik kullanilan blylk deney hayvanlari
olarak géze carpmaktadir (216). Vaskuler gegirgenlik caligsmalarinda, akciger
damarlarinin  gegirgenlik  6zellikleri  dolayisiyla  koyunlar,  sitokin
¢alismalarinda ise immunolojik yapilarinin insana benzemesi nedeniyle
primatlar tercih edilen hayvan tirleridir (204, 217, 218). ideal bir septik
hayvan modelinin basit, tekrar edilebilir ve doza bagimli yanit verebilir
olmasi, yeterli klinik bulgulari sergileyebilmesi ve yeterli sitokin yaniti ile
bakteriyolojik bulgulari ortaya ¢ikarabilmesi gerekmektedir. Ayrica, sepsis
tablosunun lokal baglayip dereceli olarak yayillan bir gelisim izlemesi
istenmektedir. Bilimsel agidan anestezisiz sartlar altinda ilerleyen bir deney
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sureci tercih edilse de bu etk olarak kabul edilmemektedir (175). Yogun
bakim Unitelerindeki hasta cesitliligi ve genis capli klinik calismalarin
maliyetinin yiksek olmasi gibi olumsuz faktérler nedeniyle septik hayvan
calismalari, sepsise iligkin karanlikta kalmig konularin aydinlatilabilmesi ve
sepsis tedavisinde kullanilabilecek yeni immuinomodulatér ajanlarin
denenmesi acgisindan gunimuzde hala degerini korumaktadir. Tim bu
gerekcelerle mevcut tez calismasinda Wistar Albino tlrd siganlar
kullaniimistir.

Sepsis ve Apoptoz:

i. Apoptoz

Gok hcreli organizmalarda normal gelisimin saglanabilmesi ve doku
homeostazisinin korunabilmesi igin hicre proliferasyonu ve farklilagmasina
ek olarak hlcre 6limine de ihtiya¢ duyulmaktadir. Hlcre 6limU nekroz ve
apoptoz olmak Gzere baglica iki farkll mekanizmayla gerceklesmektedir.
Apoptotik htcre O6limu, nekrozun tersine normal erigskin dokularda da
gbrilmekte ve mitozla birlikte doku homeostazisini olusturmak Gzere dinamik
bir denge halinde siregelmektedir (219). Biyomedikal literatire bakildiginda
apoptoz teriminin ilk kez 1972 yilinda Kerr, Willie ve Currie adli patologlar
tarafindan kullanildigr gértlmektedir (220). Kerr ve arkadaslarn (220)
nekrozdan farkl bir hicre 6lum sekli olan apoptozu morfolojik 6zellikleriyle
tam olarak ortaya koymuslardir. Apoptoz, eski Yunanca apo (ayri) ve ptosis
(dismek) kelimelerinin  birlesmesiyle olusan ve Homeros tarafindan
sonbaharda yaprak dékimunid tanimlamak igin kullanilmig bir sézcukttr. Bu
nedenle bazi hiicrelerin sonbahar yapraklari gibi adeta kuruyarak vicudu terk
etmesi ve arkadan gelen hicrelere yer agmasiyla gergeklesen hicre 6lim
tipi, Klasik Yunan tarihgisi James Cormack’in &nerisiyle “apoptoz” olarak

adlandiriimistir (219, 220).
Apoptotik hicre 6lumu0 vlcutta gerceklesen birbirinden farkli pek ¢ok
suregte istenmeyen hicrelerin yok edilmesi i¢in gerekmektedir. Fizyolojik ve
patolojik olaylarin birgcogunda apoptozun rol oynadigr distntlmektedir.

Embriyogenez ve fétogenez sirasinda normal gelisimin saglanabilmesi igin
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olusmus olan hicrelerin bir kismi apoptoza ugramaktadir (mdllerian ve
wolffian kanallarinin  gerilemesi, kalp gibi Iimene sahip organlarin
limenlerinin olusmasi, el ve ayak parmaklari arasindaki perdelerin yok
olmasi gibi) (221-223). Eriskin dbnemde ise hormon yetmezligine bagli olarak
gelisen organ gerilemelerinde apoptozun rol oynadigi gdsterilmistir
(menapozda ovaryum follikdllerinin atrezisi, laktasyon sonrasinda meme
bezlerinin gerilemesi gibi) (224). Ayrica immun sistemin gelisimi sirasinda
organizmanin kendi dokularina kargl reaksiyon verme potansiyeli tagiyan T
lenfositlerinin de apoptozla ortadan kaldinldigr bilinmektedir (223, 225).
Bunlara ek olarak apoptozun bir¢cok patolojik slrecte de rol oynadigi
bildirilmektedir. Apoptotik hlicre 6limUnin artmasi veya azalmasinin kanser,
otoimmun hastaliklar, viral enfeksiyonlar ve nérodejeneratif hastaliklar gibi
bircok hastalik patogenezinde yer aldigi gosterilmistir (226-239).

iki temel hiicre 6liim sekli olan apoptoz ve nekroz arasinda belirgin
bircok farkin bulundugu gbze carpmaktadir. Klasik hicre 6lim sekli olan
nekroz, ¢cogunlukla bir hicre hasari ile ortaya ¢ikmakta ve hdcrelerin aktif
olarak olaylara katilmadigi pasif bir slUre¢ izlenmektedir. Ayrica nekroz
sirasinda hlcre sismekte, mitokondri ve endoplazmik retikulum
genislemekte, hlcre i¢ci ATP UOretimi bozulmakta ve hlcre membrani
yirtilmaktadir. Sitoplazma igeriginin ve lizozomal enzimlerin ekstrasellller
ortama  dokilmesi sonrasinda ise enflamasyon gelismesi ile
sonuglanmaktadir (226, 232, 240-244). Nekrozun tersine apoptotik hicre
6limandn genellikle tek tek hdcreleri etkiledigi ve inflamatuar bir yanit
olusumuna vyol agmadigi g0sterilmistir. Apoptoz esnasinda hicre
buzismekte, mitokondri dis zarinin gecirgenligi artmakta, kromatin
yogunlasmakta, DNA internikleozomal bdlgelerden yaklasik 180-200 baz cifti
ve bunun katlar olacak sekilde parcalanmakta ve sonug olarak hucre kiguk
cisimciklere (apoptotik cisimcikler) parcalanmaktadir. Apoptotik cisimcikler,
komsu hicreler ve makrofajlar tarafindan fagosite edilerek ortadan
kaldiriimakta ve bu sayede hicre igeriginin dis ortama salinmasinin énine
gecilmesi ile inflamasyon gelismesi engellenmektedir. Apoptoza giden bir

hicrede, diger hicrelere tutunmay! saglayan 6zel baglanti yapilari ortadan
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kalkmakta ve hlcre ylzeyinde yuvarlaklasma meydana gelmektedir. Ayrica
normalde hiicre membraninin i¢ yizinde bulunan fosfotidilserin molekalinin
hicre membraninin dis ydzine dogru yer degistirdigi (fosfotidilserin
translokasyonu) gortulmektedir. Hlcre membraninda gerceklesen bu
fosfolipid degisikligi sayesinde apoptotik hicreler, komsu hUlcreler ve
makrofajlar tarafindan taninmakta ve sessiz sedasiz bir sekilde ortadan
kaldinimaktadir (219, 226, 233, 242, 245-251).

Son yillarda genetik ve molekiler biyoloji alaninda yapilan yogun
aragtirmalar sayesinde butin hayvansal hicrelerin apoptoz ile kendilerini
6ldurebilecekleri genetik bir diizenege sahip oldugu anlasiimistir. Apoptozla
ilgili gen UrOnlerinin  dlOzenledigi bir seri olayin aktivasyonu sonucu
istenmeyen veya ise yaramayan hdcrelerin  ortadan kaldinimasi
saglanmaktadir (219, 239, 242). Apoptozun genetik dizenlenmesi hakkindaki
bilgiler C. Elegans adindaki toprakta yasayan mikroskobik (~1 mm) bir
nematod (yuvarlak solucan) ile yapilan ayrintili incelemelere dayanmaktadir
(221, 242). Apoptoz, C. Elegans’ta CED (cell death abnormal) adli genler
tarafindan kontrol edilmektedir. CED-3 ve CED-4 genlerinin Uriinleri apoptoz
icin gerekli iken, CED-9 ise bu genleri inhibe ederek apoptoza engel
olmaktadir. Sistein iceren bir aspartat proteaz olan CED-3'GUn CED-4
tarafindan aktive edilmesi sonucu hilcre apoptoza gitmektedir. CED-9'un
CED-4’e baglanmasi sonucunda ise CED-3'Un aktive edilmesi engellenmekte
ve bu sayede hicre yasamaya devam etmektedir (242, 252-256). CED-3,
memeli hicrelerindeki 'kaspaz'lar ile benzerlik gostermekte iken CED-4’Un
'‘Apaf-1' (apoptoz proteazi aktive eden faktér-1) ile CED-9'un ise apoptozu
inhibe eden bir gen olan 'bcl-2' ile homolog oldugu gdsterilmistir (257-262).
insanlarda apoptozu uyaran veya engelleyen ¢ok sayida genin bulundugu
bilinmektedir. Bcl-2, c-myc ve p53 genleri Uzerinde en ¢ok calisilan genler
olarak géze carpmaktadir (219, 226, 242, 263-268).

C. Elegans ile yapilan calismalar apoptozun birbirini izleyen Ug
evresinin oldugunu ortaya koymustur. Bu evreler sirasiyla (1) hlcreyi intihara
gbtiren hucre ici veya hicre digi sinyallerle apoptozun baglatiimasi, (2)
hiicre ici proteazlarin aktivasyonu ile hicrelerin dldurtimesi ve (3) apoptotik
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hicrelerin  diger hicreler tarafindan ortadan kaldinimasi  olarak
gerceklesmektedir. Apoptozun baslatilabilmesi icin hlcre icinden veya hiicre
disindan gelen sinyallere ihtiyac duyulmaktadir. Apoptozun hicre igi
sinyallerle basglatiimasi, apoptotik hicre 6limundn “intrinsik yolunu”, hicre
digi sinyaller ise “ekstrinsik yolunu” olusturmaktadir (233, 269). Apoptozun
intrinsik ve ekstrinsik yolu birbirinden tamamen bagimsiz ilerleyen sirecler
olmayip, mitokondri vasitasiyla bu iki yol arasinda baglanti kurulabilmektedir
(245, 270-272). Hucre o6lum sinyallerini takiben memeli canhlara ait
hucrelerde apoptozun gergeklestirilebilmesi i¢cin  sistein  proteazlara
(kaspazlar) ihtiyag duyulmaktadir (273). Kaspazlar, apoptotik slre¢ iginde
aktif olarak gbérev almakta ve bazilarinin aktivasyonu bazilarinin ise
inaktivasyonu ile sonuglanan ¢ok sayida hiicre igi proteini pargalamaktadir
(269). Apoptotik hicrelerde saptanan birgok morfolojik ve biyokimyasal
degisikligin kaspazlar tarafindan hiicresel proteinlerin par¢calanmasina bagli
olarak gelistigi diusunUlmektedir (274). Apoptozun son evresinde apoptotik
hicreler membran ylzeyinde beliren bir takim yeni molekuller sayesinde
makrofajlar ve komsu hucreler tarafindan taninmakta ve inflamasyona yol
acllmadan fagositoz ile ortadan kaldiriimaktadir (228, 233, 275, 276).
Hucrede apoptozu tetikleyen hicre ici ve hicre disi sinyalleri olusturan
molekdller, hicre igi proteazlarin aktivasyonu ve apoptozun geligsimi ile
apoptotik hucrelerin fagositik hlcrelerce ortadan kaldirilmasi sekil-14'de

sematize edilmistir.
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Sekil 14: Apoptozun birbirini izleyen G¢ evresinin sematik olarak gosterimi.

Apoptozun birinci evresinde; blyiime faktori eksikligi, Fas ligand (Fas-L) ve TNF-a gibi hiicre disi sinyallerle ya da hicre igi
oksidatif stresteki artis ve DNA’da ortaya ¢ikan hasarlanma gibi hiicre igi sinyallerle hlicreler apoptoza slrlklenebilmektedir.
TNF-a’nin TNF reseptériine baglanmasi ile TRADD (TNF resept6ri-1 iligkili 6lm bélgesi) araciligiyla FADD (Fas iligkili 61m
bdlgesi) adi verilen adaptér proteinin aktive olmasi saglanmakta, Fas-L'nin Fas reseptériine baglanmasi ise direkt olarak
FADD'In (Fas iligkili 6ltim bolgesi) aktive olmasina yol agmaktadir. Blyime faktorii eksikligi durumunda direkt olarak ya da
JNK' (Janus kinaz) araciligiyla mitokondri Gzerinde yer alan proapoptotik proteinler olan Bax ve Bim’in aktive olmasi
saglanmaktadir. DNA hasarlanmasi durumunda p53 araciligiyla Bax adi verilen proapoptotik protein aktive olmakta, hiicre
ici oksidatif stresteki artis durumunda ise direkt olarak Bax, Bak ve Bim gibi proapoptotik proteinler aktive edilmektedir.
Apoptozun ikinci evresinde; FADD'In aktive olmasi ile kaspaz-8 ve -10'un aktive olmasi saglanmakta iken Bim, Bak ve Bax
gibi proapoptotik proteinlerin aktive olmasi ise mitokondriden sitokrom-c’nin salinimina yol agmakta ve sitokrom-c’nin
sitoplazmaya ¢ikmasi sonrasinda Apaf-1 (Apoptoz aktive edici faktér-1) ile birlesmesi sonucu kaspaz-9'un aktive olmasi
saglanmaktadir. Normal bir hiicrede Bim, Bak, Bad, Bid ve Bax gibi proapototik proteinlerin, Bcl-2 ve BcL-xI gibi antiapoptotik
proteinler tarafindan inhibe olmasi saglanmakta iken apoptoza giden bir hicrede ise proapoptotik proteinlerin fazla
miktarlarda aktiflestiriimesi ile proapoptotik proteinlerin daha baskin hale geldigi goriiimektedir. Kaspaz-8,-9 ve -10 gibi
baslangi¢ kaspazlarinin aktive olmasi ile kaspaz selalesi’nin aktiflestirimesi saglanmakte ve sonug olarak cellat kaspazlar
olan kaspaz-3, -6 ve -7’'nin aktive olmasi saglanmaktadir. Cellat kaspazlarin aktivasyonu ise hiicrede apoptotik hiicre
élumlerinin gergeklesmesine yol agmaktadir.

Apoptozun G¢lincl evresinde; kaspazlarin aktivasyonu sonrasinda apoptoza 6zgl morfolojik degisiklikler ortaya ¢ikmakta ve
sonug olarak apoptotik hiicrelerin makrofajlar ve komsu hiicreler tarafindan taninmasi ve fagosite edilmesi ile inflamasyona
yol agilimadan ortadan kaldiriimalari saglanmaktadir.
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ii. Apoptozun Saptanmasinda Kullanilan Yéntemler

Apoptoz teriminin ilk kez literatirde yer almaya basladigi 1970’li
yillarda apoptotik hicrelerin saptanmasi amaciyla apoptoza 6zgu morfolojik
degisikliklerin (kromatin yogunlagmasi, htcre kugtlmesi, apoptotik cisimcikler
gibi) histolojik yontemlerle ortaya konmaya calisildigi fakat ilerleyen sireg
icinde molekuller biyoloji alaninda yasanan gelismeler sonucu morfolojik
deg@erlendirmenin yanisira apoptozda rol oynadidi distnulen bazi hicresel
olaylarin (kaspaz aktivasyonu ve fosfotidilserin translokasyonu gibi)
molekuler ve hlcresel dlizeyde belirlenmesinin de apoptotik hicrelerin
saptanmasini mimkin hale getirdigi gértlmektedir. GUnimuizde morfolojik,
immunohistokimyasal, biyokimyasal ve molekuler biyoloji yd&ntemleri
apoptozun belirlenmesinde kullanilan baslica ydntemler olarak karsimiza
clkmaktadir (277-283). Apoptozun saptanmasina yoénelik birgok ydntem
gelistirilmis olsa da elektron mikroskobu digindaki diger yéntemlerin apoptotik
hicreleri net bir sekilde ortaya koyamadigi ve bu nedenle birden fazla
yontemin birlikte kullanilmasinin  daha uygun bir yaklagim olacagi
disunulmektedir. Kullanilan yéntemlerin herbiri apoptoz sonucu ortaya ¢ikan
hicresel degisikliklerin  (DNAda kiriklar  olugsmasi,  fosfotidilserinin
translokasyonu ve hiicre i¢i kaspazlarin aktivasyonu gibi) yalnizca bir yonina
ortaya koymakta ve bu nedenle birden fazla ydontemin birlikte kullaniimasi

apoptozun saptanmasinda daha guvenilir sonuclar vermektedir (277).

1. Morfolojik goriintiileme yontemleri:

Histolojik kesitlerdeki apoptotik hiicrelerin saptanmasinda genellikle ilk
metod olarak Hemotoksilen boyama (HB) yontemi tercih edilmektedir. Bu
ybntem, diger metodlarla karsilastinldiginda maliyetinin disik olmasi ve kisa
sirede sonug¢ alinabilmesi gibi avantajlara sahipti. HB ydnteminde,
hemotoksilen boyasinin kromatini boyamasindan dolayi apoptotik htcreler
nukleus morfolojisine gbre degderlendiriimektedir. Apoptoz sonucu hucrenin
kGcUlmesi, kromatinin yogun bir gérinim kazanmasi, nikleusun kigulmesi
ve nikleusta pargalanma meydana gelmesi HB ile gdzlenebilen degisiklikler
arasinda yer almaktadir (245, 284).
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Apoptotik hlcrelerin - morfolojik olarak degerlendiriimesinde 1s1k
mikroskobunun  yanisira  floresan ve  elektron  mikrokobu da
kullanilabilmektedir. Hoechst (Hoechst 33342) ve Pl (propidium iodide) gibi
floresan boyalar spesifik olarak DNA’ya baglanmakta ve kromatin
yogunlasmasi seklinde ortaya c¢ikan hicresel degisiklikler floresan
mikroskobu ile degerlendirilebilmektedir (285, 286). Canli ve 6l0 hiicrelerin ya
da apoptotik ve nekrotik hlcrelerin birbirinden ayriminda siklikla Hoechst ve
Pl boyasi birlikte kullaniimaktadir. Hoechst boyasi, tim htcreleri boyamakta
iken Pl boyasi yalnizca membran b0tinligld bozulmus olan hicreleri
boyamaktadir. Hoechst ve Pl boyasinin birlikte kullanildigi yéntemlerde
boyanma &zelliklerine gbére U¢ grup hicre tanimlanabilmektedir. Buna goére;
(1) canli hicrelere ait nikleuslar Hoechst pozitif boyanmakta ve saglam
olarak goérlimekte, (2) apoptotik hicrelere ait nikleuslar Hoechst pozitif
boyanmakta ve parcali olarak goériimekie ve (3) nekrotik hicrelere ait
nikleuslar ise Pl pozitif boyanmaktadir (287). Apoptotik hicrelerde, hicre
membrani ¢ogunlukla saglam olarak kalsa da apoptozun gec evresinde
sekonder nekrozun gelismesi sonucu membran butinliginde bozulma
gerceklesebilmektedir. Buna bagll olarak gec¢ evredeki apopotik hiicrelere ait
ndkleuslarda, Pl pozitif boyanma ve pargali bir gérinimun ortaya ¢ikabildigi
bildirilmektedir (277, 287).

Elektron mikroskobu, apoptotik hiicrelerin saptanmasinda en gavenilir
ve en degerli yontem (altin standart) olarak kabul edilmektedir (288). Bu
yontemde apoptoza 6zgu morfolojik degisiklikler (kromatinin yogun bir
gorinim kazanmasi, niikleusun kuigtilmesi ve pargalara ayrilmasi, mitokondri
ve endoplazmik retikulum gibi hicre i¢i organellerin saglam kalmasi gibi)
subsellller diizeyde en iyi sekilde gérulebilmektedir (289). Nekrozdan farkli
olarak apoptozun aktif olarak gerceklestirilen ve enerji gerektiren bir streg
oldugu gdsterilmistir (269). Buna gdre apoptozun gergeklesebilmesi igin
mitokondri vasitasiyla ATP Uretime ihtiya¢ duyulmaktadir ki bu duruma uygun
sekilde elektron mikroskopi calismalarinda mitokondrilerin  genellikle
apoptotik sirecten etkilenmedigi gosterilmistir (290). Elektron mikroskobu ile

dokularin incelenebilmesi i¢in ¢ok ince (ultra-thin) kesitlerin alinmasi
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gerekmekte ve bu sebeple de diger yontemlere kiyasla daha fazla zaman
aldigi ve ustalik gerektirdigi belirtiimektedir (277).

2. Histokimyasal yéntemler:

Apoptotik hicrelerin saptanmasi amaciyla TUNEL, M-30, kaspaz-3 ve
annexin 'V yontemi gibi bircok immunohistokimyasal ydntemden
faydalanilabilmektedir. Bunlarin arasinda TUNEL ydntemi sik kullanilan bir
ybntem olarak g6ze carpmaktadir. TUNEL ydntemi ile apoptotik hiicrelerde
ortaya ¢ikan DNA kiriklari in situ olarak taninabilmekte ve bu sayede hiicre
kaltard, kan 6rnegi ve histolojik kesitlerdeki apoptotik hlcreler goérindr hale
getirilmektedir. Arastirilan materyaldeki cok az miktardaki apoptotik hiicre bile
bu ybntem yardimiyla basarili bir sekilde ortaya konabilmektedir (277).
TUNEL yb6nteminde, terminal deoksindkleotidil transferaz (TdT) enzimi
kullanilarak biotin-dUTP’nin, parcalanmis DNA parcaciklarinin serbest 3'-OH
uglarina transfer edilmesi saglanmakta ve bu sayede DNA pargaciklari
biyotin ile isaretlenmis hale getiriimektedir. Biyotin ile isaretlenmis DNA
pargaciklari, ortama avidin eklendiginde goérinir hale gelmekie ve isik
mikroskobu ile degerlendirilebilmektedir (291, 292). TUNEL ydntemi, isik
mikroskobunun yani sira floresan mikroskobu, konfokal lazer miroskobu, faz
kontrast mikroskobu ve elektron mikroskobu ile de basarli bir sekilde
kullanilabilmektedir (277). Ornegin biyotin ile isaretlenmis DNA parcaciklari,
ortama FITC gibi floresans veren bir madde ile isaretlenmis avidin
eklendiginde floresan mikroskobu altinda gériinir hale gelmektedir (293).
Ayrica TUNEL yoénteminin, immunogold partikullerinin kullanildigi elektron
mikroskobu calismalariyla birlestiriimesi apoptotik hicrelere ait yapisal
degisikliklerin yanisira es zamanh olarak niUkleustaki DNA kiriklarinin da
gbsteriimesine olanak saglamaktadir (294). Apoptotik bir hiicrede DNA'nin
genellikle 180-200 baz cifti ve bunun katlar olacak sekilde internikleozomal
bolgelerden spesifik bir sekilde kirildigi gosterilmistir (219). Fakat nekrotik
hucrelerde de spesifik olmayan bir gsekilde DNA kiriklari meydana
gelebilmekte ve TUNEL ydnteminde yanlis pozitiflige yol agabilmektedir
(269). Bu nedenle daha guavenilir sonuclar elde edilmesi amaciyla TUNEL

yonteminin baska bir apoptotik saptama ydntemiyle birlikte kullaniimasi
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Onerilmektedir (277). Bu amagla bizim ¢alismamizda TUNEL ydntemine ek
olarak kaspaz-3 ve transglutaminaz immudnohistokimya yodntemleri
kullaniimistir.

Apoptotik hiicre 6limi gerceklesen bir hiicrede normalde hicre zarinin
ic ylzunde yerlesmis olan fosfotidilserin molekulleri hiicre zarinin dis yiztine
dogru transloke olmaktadir (228, 295). Dig ylze dogru yer degistiren
fosfotidilserin molekulleri, floresan bir madde (6rn. FITC) ile isaretlenmis
anneksin V kullanilarak gorinlr hale getiriimekte ve bu sayede apoptotik
hiicreler belirlenebilmektedir (248, 296, 297). Bir diger apoptoz saptama
yéntemi olan M30 yéntemi ise apoptotik hlcrelerde yer alan sitokeratin 18’in
kaspazlarin etkisiyle kirilmasi sonucunda ortaya c¢ikan yeni antijenik
bélgelerin  immunohistokimyasal ybéntemlerle boyanmasi  prensibine
dayanmaktadir. Bu yéntem sadece sitokeratin 18’i eksprese eden epitelyal
kaynakli dokularda kullanilabilmektedir (298).

Hucre iginden veya disindan gelen 6lim sinyallerini takiben apoptozun
gerceklestirilebilmesi  icin  sistein  proteazlara (kaspazlar) ihtiyag
duyulmaktadir (273). Apoptozun ektrinsik yolunda kaspaz-8 enzimi, intrinsik
yolunda ise kaspaz-9 enzimi aktive olmakta fakat son asamada her iki
kaspaz enziminin de kaspaz-3 enzimini aktiflestirdigi gorilmektedir (269). Bu
sayede kaspaz-3 enzimi bircok hiicrede apoptozun gerceklestirimesinde aktif
olarak go6rev almaktadir. Normalde inaktif olan prokaspaz-3, hicrenin
apoptoza gitmesi ile aktif kaspaz-3 moleklli haline dénlismekte ve mevcut
calismada da kullandigimiz bir yéntem olarak aktif kaspaz-3’e yoénelik
antikorlarin kullaniimasi ile apoptotik hucrelerin immunohistokimyasal olarak
saptanmasi mumkuin hale gelmektedir (284).

Apoptotik hlcrelerde, apoptoza 6zgl morfolojinin ortaya ¢ikabilmesi
icin kaspazlara ek olarak transglutaminaz ve endonikleaz gibi bir takim
hiicre i¢ci enzimlerin aktivasyonuna da ihtiyag duyulmaktadir (269, 299).
Transglutaminazlar, apoptotik stre¢ icinde aktive olmakta ve hlcre igi
proteinler arasinda y-glutamil capraz baglari olusturarak proteinlerin denatire
olmasini ve katlanmasini saglamaktadir (219) . Nekrozdan farkl olarak

apoptotik hicrelerde, hlcre iceriginin dis ortama salinmasi engellenmekte ve
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bu sayede inflamasyona yol acgiimasinin énine gecilmektedir (233, 249, 250).
Apoptotik hlcrelerde transglutaminazlar araciligi ile hiicre ic¢i gcapraz baglarin
arttig1 ve bu sayede hicre iceriginin dig ortama salinmasinin éniine gecildigi
dusdndlmektedir (8300, 301). Apoptotik hicrelerdeki artmis transglutaminaz
aktivitesi mRNA dizeylerinin odlctimesiyle ya da transglutaminaza karsi
antikorlarin kullaniimasiyla immunohistokimyasal olarak ortaya
konabilmektedir (301-303). Calismamizda transglutaminaz
immunohistokimyasi apoptozun saptanmasinda bir diger yontem olarak

kullaniimigtir.

3. Biyokimyasal yéntemler:

Apoptotik bir hicrede ortaya cikan DNA kiriklari, TUNEL ydnteminin
yani sira agaroz jel elektrofereziyle de gb6sterilebilmektedir. Apoptozda
DNA’nin genellikle 180-200 baz cifti ve bunun katlari olacak sekilde
internOkleozomal bdlgelerden kirlldigi ve bu sayede agaroz jel
elektroferezinde merdiven gérinimu “ladder pattern” olusumuna yol agtigi
bildirilmektedir (269). Bu gérinim apoptozun karakteristik bir 6zelligi olarak
kabul edilmekte ve apoptozun nekrozdan ayriminda kullaniimaktadir (245).
Fakat bazi ¢alismalar apoptozda DNA’nin her zaman bu sekilde spesifik bir
kirlmaya ugramadigini 50 kilobaz cifti gibi daha buytdk molekdl agirlikli DNA
kiriklarina da yol acabilecegini g6stermistir (304). Bu nedenle agaroz jel
elektroferezinde her zaman merdiven gérinimune rastlanmayabilmekte ve
bu gibi durumlarda PFGE (pulsed-field gel electrophoresis) ydnteminin
kullanilmasi gerekmektedir (277). Ayrica incelenen doku Ornegindeki
apoptotik hicre sayisinin yeterli miktarda olmamasi durumunda agaroz jel
elektroferezinde merdiven gOrandmunin saptanamayabilecedi
belirtiimektedir (305).

Flow sitometri yénteminde, floresan bir madde ile isaretlenmis antikor
kullanilarak apoptoza 6zgu karakteristik 6zelliklerin (DNA fregmantasyonu ve
fosfotidilserinin translokasyonu gibi) saptanmasi mimkin hale gelmekte ve
bu sayede apoptotik hlcreler belirlenebilmektedir (283, 306, 307). Flow
sitometri ydénteminde karmasik bilgisayar islemleri kullaniimakta ve hiicre
boyutu ile icerdigi DNA miktari kiyaslanarak kisa bir sire icinde apoptotik
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hicre sayisi ortaya konabilmektedir (308). Fakat bu yéntemde apoptotik
cisimciklerin de birer apoptotik hiicre gibi degerlendirildigi ve bu sebeple
diger yéntemlere gbre apoptotik hicre sayisinin daha ylksek miktarlarda
saptandigi bildirilmektedir (277). Bunlara ek olarak bir diger biyokimyasal
yontem olan Western blotting ydntemi ile apoptoza 6zgl bazi proteinlerin
eksprese olup olmadiklari (6rn. Bcl2) ya da kirilhp kinlmadiklar (érn. Kaspaz-
3) saptanabilmektedir (306).

4. Molekdiler biyoloji yontemleri:

DNA “microassays” teknolojisi, hentiz cok yeni ve ¢ok pahali bir ydntem
olsa da yakin bir gelecekte tip pratigini radikal bir bicimde degistirme iddiasi
tasiyan bu teknoloji ile ayni anda ve kisa sire icinde ylUzlerce hatta binlerce
genin ekspresyon derecelerinin  (MRNA’larinin) tespit edilmesi muimkin
olabilecedi 6ngorilmektedir. Bdylece apoptoza 6zgl hicre ylzey 6lim
reseptorlerinin ekspresyonu gibi daha pek ¢ok durum hakkinda genis bilgi

edinme olanagr mumkin olabilecektir (309).

iii. Sepsis-Apoptoz iligkisi

Sepsis sonucu bircok organda progresif fonksiyon bozuklugunun
gelistigi ve buna bagli olarak MODS tablosunun ortaya ¢iktigi bildiriimektedir.
MODS’a giden patofizyolojik sliregin agiklanmasinda, son yillarda apoptozun
da yerini almaya basladigi gérilmektedir (310, 311). in vitro ve in vivo olarak
yapilan bircok sepsis calismasinda, immin ve parankimal htcrelerde
apoptotik dizensizliklerin meydana geldigi ve bu durumun sepsisin
patofizyolojisine katkida bulundugu gésterilmistir (310). Deneysel sepsis
modellerinde akciger, karaciger, kalp, bdbrek ve intestinal yapilar gibi birgok
organda apoptozun artig gésterdigi ve bu artisin serum TNF-a dizeyleri ile
dogru orantili oldugu saptanmistir (312). Yogun bakim Unitesinde yatmakta
olan sepsisli hastalardan elde edilen kan érneklerinde ve hayvanlarla yapilan
deneysel sepsis calismalarinda artmis oranlarda endotel hiicre apoptozuna
rastlanmaktadir (313-321). Hotchkiss ve ark.’lari tarafindan yapilan otopsi

g¢alismasinda yogun bakim Unitesinde sepsis nedeniyle 6len 20 hasta
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incelenmis ve bu calisma sonucunda lenfositler ve intestinal epitel hicreleri
olmak Uzere baslica iki tip hiicrede apoptozun gelistigi gésterilmigtir (184).

Endotel hasarinin sepsiste gelisen organ disfonksiyonuna katkida
bulundugu dastntlmektedir (310). TNF-a, IL-1, INF-y ve serbest oksijen
radikallerini iceren pek ¢ok araci molekil endotel hicrelerinde apoptozu
tetikleyebilmektedir (322-327). In vitro ve in vivo yapilan pek ¢ok sepsis
calismasli, LPS’nin endotel hicrelerinde apoptoza neden oldugunu ayrica
LPS’lerin aktive ettigi monositlerin TNF-a’a bagimh ya da bagimsiz birtakim
mekanizmalarla endotel hiucrelerini apoptoza surukleyebildigini
g6stermektedir (328-331). TUm bu bulgulardan farkli olarak, LPS’nin, endotel
hicre kultlrlerinde apoptoza karsi sitoprotektif etkili A1, A20 ve bcl-2
proteinlerinin upregilasyonuna neden oldugunu gdsteren calismalar da
mevcuttur (331). Maeda ve arkadaglarinin (332) yaptiklari c¢alismada
endotoksinin tetikledigi endotelyal hlicre apoptozuna karsi aorta’ya ait
endotel hicrelerinin daha duyarl oldugu bunu sirasiyla pulmoner arter, sol
ventrikil ve sag ventriklle ait endotel hiicrelerinin izledigi ve bu yéniyle LPS
sonrasi gelisen endotelyal apoptozun organa spesifik 6zellik goésterdigi
bildiriimektedir. Bu c¢alisma endotel hlcreleri acgisindan endotoksine
duyarlihkta organ farkhliklarini gésteren ilk calsma olarak dikkat
cekmektedir. DIC, diffiz mikrovaskuiler hasar, vaskiler permeabilite artisi,
perflizyon vyetersizligi ve sepsiste ortaya c¢ikan organ disfonksiyonunun
endotel hicrelerinde ortaya ¢ikan yaygin apoptozla iligkili olabilecegi
disunutlmektedir (326).

Sepsise iliskin daha o6nceki yapiimig calismalar arasinda sepsisin
immun sistem hicreleri Gzerinde etkileri oldugunu ve bu hicrelerde apoptozu
arttirdigini ileri stiren galismalar da bulunmaktadir. Sepsisten 6len hastalarin
dalaklarinda immunohistokimyasal boyama ile B lenfosit, CD4 T lenfosit ve
follikiler dendritik hlcre sayilarinda anlamli  bir ddsmenin oldugu
gOsterilmistir (327, 333). Benzer bir disls sepsisli hastalarin periferik kanda
dolasan lenfositleri icinde bildirilmistir (284). Dolasan lenfositlerdeki
azalmanin, bu hlcrelerde apoptozun indiklenmesine ya da bu hiicrelerin

dolasimdan periferik dokulara cekilmesine bagl oldugu dusdndlmektedir
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(334, 335). Bu durumu destekler bir sekilde lenfositlerinde bcl-2 (apoptozu
engelleyici bir protein) ekspresyonu fazla olan fareler ile yapilan ¢aligmalar
sonucunda bu lenfositlerin sepsisin indikledigi apoptoza karsi direngli oldugu
ve sepsisteki sag kallm oranlarinda iyilesmenin meydana geldigi
g6rilmektedir (336, 337). Daha ileri gidilerek, kontrol farelerine bcl-2
eksprese eden lenfositler transfer edilmis ve bu hayvanlarda sepsisin
indiklenmesinin ardindan azalmis lenfosit apoptozuna baglh olarak sag kalim
oranlarinin arttigr gosterilmistir (333). Septik soktaki hastalarda lenfosit
apoptozunun hizla gelistigi ve olusan derin, inat¢i lenfopeninin yilksek
mortaliteyle iligkili oldugu g0sterilmistir (335). Bazi arastirmacilara goére
sepsiste ortaya cikan lenfosit kaybinin, sepsisin dedisik asamalarinda farkli
sonuglar dogurabilecegine inaniimaktadir. Baglangicta lenfosit ve dendritik
hicrelerin  kaybr sonrasinda meydana gelen inflammatuar yanittaki
azalmanin daha az organ hasarina yol actigi ve bu sayede sag kalim
oranlarini arttirdidi fakat ilerleyen zaman iginde immun hicrelerin kaybina
bagh olarak konagin enfeksiyonu sinirlama yeteneginde bozulma ve
sekonder enfeksiyonlara yatkinlik sonucunda mortalite oranlarinda artisa yol
actigr dustundlmektedir (338).

SIRS ve sepsis’in yol actigi MODS’da parankimal dokulardan akciger,
karaciger, bobrek ve intestinal yapilarda apoptozun arttigi ve bu artisin
serum TNF-a dizeyleri ile dogru orantili oldugu bildirilmigtir (339). Bunun
tersi olarak ileum, kolon, akciger, bébrek ve ¢izgili kas dokularinda apoptozun
TNF-a’dan badimsiz mekanizmalarla arttigini ortaya koyan hayvan
calismalari da bulunmaktadir (312). Sepsiste apoptozun tetiklendigi dokular
icerisinde vaskiler endotel ve intestinal kanal Oncelikli olarak gbéze
carpmaktadir. Sepsiste kandaki mikroorganizmalar veya onlarin yapisal
elemanlarinin, ilk olarak damar endotelini etkiledigi ve endotelyal hiicrelerde
apoptotik hicre élumlerine yol agtigr gosterilmistir (139, 316, 324, 340-342).
Her ne kadar ilk hedef vaskiler endotel hiicreler olsa da sepsisin ilerleyen
asamalarinda intestinal kanalda meydana gelen apoptozun katkisiyla birlikte
intestinal mukozal bariyerde meydana gelen bozulma sonucu bagirsak

florasinda yer alan bakterilerin sistemik dolagima girisinin kolaylastigi ve
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ardindan immun sistemin daha fazla aktive olmasi sonucu sistemik
inflamatuar cevapta artisin meydana geldigi bildiriimektedir (343-347).

Sepsisli hastalarda en sik tutulan organlardan birisi de akcigerlerdir
(348). Akciger tutulumu genellikle MODS’un bir komponenti olarak “akut
respiratuar distress sendromu” (ARDS) seklinde gerceklesmektedir (349).
Pulmoner damar endotelinde akut zedelenme, kapiller permeabilitede artis
ve interstisyel alana sivi kagisi sonucu inflamatuar surecin tezahir( olarak
meydana gelen ARDS’de hem endotel hemde epitel hicrelerinde apoptotik
hicre 6limine sik olarak rastlanmaktadir (350-352). ARDS’de epitel
hucrelerinin yuzeyindeki Fas ekspresyonunda ve nétrofillerden ¢dzinebilir
FasL (sFaslL) saliniminda artis meydana geldigi, Fas ve Fas-L etkilegimi
sonucu pulmoner epitel hiicrelerinde apoptotik hiicre 6limundn gerceklestigi
bildirilmistir (353, 354). Anti-Fas antikoru uygulanmasi sonrasinda ARDS’de
meydana gelen epitelyal apoptozun engellenebildigi gdsterilmigtir (355).
ARDS’de ayrica daha 6nce yukarida bahsedilen mekanizmalarla endotel
hicrelerinde de apoptotik hicre o6luma gergeklesmekte ve bu durum
ARDS’nin patofizyolojisinde yer alan non-kardiyak pulmoner 6dem gelisimine
katkida bulunmaktadir (317, 356-358).

Sepsisli hastalarda akcigerlere ek olarak kalpte de hemen daima
fonksiyon bozuklugunun gelistigi gérilmektedir. Sepsiste meydana gelen
kardiyak disfonksiyonun mekanizmasi henlz tam olarak agiga
kavusturulabilmis degildir (359). Hotchkiss ve ark.’larinin (284) septik soklu
hastalarda postmortem olarak yaptiklari calismada kalp érnekleri incelenmis
ve artmis oranlarda inflamatuar hdcre infiltrasyonu goérllirken cok az
miktarda miyokardiyal hlcre Olimdne rastlanmigtir. Septik hayvan
modelleriyle yapilan ¢alismalarin bazilarinda miyokard hlcreleri incelenmig
ve hem apoptotik hemde nekrotik hicre 6limd agisindan kayda deger
sonuglara rastlanmamistir (360). Bu durumu destekler sekilde sepsiste
ortaya ¢ikan kardiyak disfonksiyonun morfolojik yapidaki bozukluktan ziyade
fonksiyonel bozuklukla iligkili oldugunu 6ne suren galismalar bulunmaktadir
(361). Bunun tersi olarak myokard hicrelerinde ortaya ¢ikan apoptozun,

sepsiste meydana gelen myokardiyal disfonksiyona katkida bulundugunu ve
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kaspaz inhibitdrleri verilerek bu hlcrelerde meydana gelen apoptozun
engellenmesinin myokard fonksiyonlarinda dizelmeye yol actigini gbésteren
hayvan calismalari da bulunmaktadir (362, 363).

Sepsiste, serebral fonksiyon bozuklularina rastlanmasina ragmen
sepsisin beyin Uzerine olan etkilerini inceleyen arastirmalarin sayisi henlz
patofizyolojinin anlasiimasi igin vyeterli dizeyde degildir (15). Sepsis
sonrasinda santral sinir sisteminin cesitli bélimlerinde meydana gelen
apoptotik hiicre élimlerinin SIE’nin olusumunda rolii oldugu diistinilmektedir
(21). Sepsisli hastalarda yapilan postmortem calismalarda veya LPS
verilerek deneysel sepsis olusturulan siganlarda santral sinir sisteminin gesitli
bélimlerindeki ndronlar ve glial hucrelerde apoptozun arttigi bildiriimektedir
(28, 29, 364). Mevcut calismada sepsis icin yaygin olarak kullanilan bir
model olan CLP modelinde beynin farkl bélimlerindeki apoptotik degisimler
incelenerek, apoptozun sepsiste beyindeki etkilerine 1sik tutulmaya ve CLP
modelinin sepsisli postmortem insan beyinlerinde elde edilen bulgular ile

uyumlu olup olmadigi incelenmisgtir.

Sepsisle iligkili Ensefalopati:

Sepsisle iligkili ensefalopati (SIE), infeksiyona kars! viicudun vermis
oldugu sistemik yanit neticesinde ortaya c¢ikan yaygin serebral
disfonksiyondur (15). SIE tanisinin konabilmesi icin hastada ensefalopatik
tabloyu agiklayabilecek herhangi bir klinik durum (hipotansiyon, hipoksi,
karaciger ya da bdbrekte fonksiyon bozuklugu gibi) veya beynin kendisinden
kaynaklanan bir enfeksiyon durumunun (menenjit, makroskobik serebrit veya
beyin absesi gibi) bulunmamasi gerekmektedir (21). SIE’nin yogdun bakim
hastalarinda goérilen ensefalopatinin en sik nedeni oldugu bildiriimektedir.
SIE'nin farkh calismalarda %8 ila %70 arasinda degisen oranlarda
gériilebildigi bildiriimistir (16-20, 365-369). Klinikte sepsis ve SIE’ye iligkin
farkl tanimlamalarin kullanihyor olmasinin SIE’nin gérilme sikhigi ile ilgili
verilerdeki degisiklige yol agilabilecegi diisiinilmektedir (21). SIE bulunan
sepsisli hastalarda 6lum oranlari belirgin bir sekilde artis géstermektedir (16,

17, 20, 370). Sprung ve ark.larinin (16) 1333 sepsisli hastada yapmis
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olduklari calismaya goére ensefalopatinin eslik ettigi hastalarda 6lim orani
%49 iken mental durumu saglam olan hastalarda ise bu oranin %26 oldugu
saptanmistir.

SIE’li bir hastada ortaya c¢ikan mental durum degisikliklerine bagli
olarak konflizyondan komaya kadar degisebilen cesitli klinik bulgular
gbzlenebilmektedir. Sedatize edilmemis ve hafif derecede ensefalopatisi
bulunan hastalarda konfuzyon gelisimi, uygunsuz davraniglar sergileme,
dikkatsizlik ve yazi yazma yeteneg@inde kayip ortaya ¢ikabilmekte iken daha
ciddi ensefalopati gelisen hastalarda ise deliryum, ajitasyon, biling
durumunda koétilesme ve koma gelisebilmektedir. Asteriksis, tremor ve
multifokal myoklonus gibi bdbrek ya da karaciger yetmezliginde sik
karsilagilan bulgulara SiE'de oldukga nadir rastlanmaktadir (17). SIE’li
hastalarda motor sistemle ilgili olarak en sik ortaya ¢ikan klinik bulgunun
ekstremitelerin pasif hareketlerine karsi artmis bir direncin g6rildagu
parotonik rijidite oldugu bildirilmektedir (15). SIE’li hastalarda kranial sinir
tutulumu daha az iken periferik sinir tutulumuna daha yaygin olarak
rastlanmaktadir. Periferik sinir tutulumu genellikle polindropati seklinde olup
SIE’li hastalarin yaklagik olarak %70’'inde saptanmaktadir (371-374).
Noropati tablosunun iyilesme siireci aylar slrebilmekte hatta SIE tablosu
geriledikten ¢ok daha sonra néropatinin Klinik bulgularinda duzelme
gbzlenebilmektedir (15). Polinéropati gelismesi ile birlikte ekstremite
hareketlerinde zayiflama ve derin tendon reflekslerinde ise kayip ortaya
cikmaktadir (375). Polindropatili birgok hastada frenik sinir tutulumu sonucu
ventilasyon desteginin sonlandirilmasinda problem yasandidi bildirilmektedir
(376). SIE genellikle simetrik olarak ortaya c¢ikan nérolojik bulgularla
karakterizedir. Lateralizasyon bulgulari SIE’li hastalarda olduk¢a nadir
g6zlenmekte ve bu sebeple hemiparezi gibi lateralizasyon bulgulari gbsteren
hastalarda diger etyolojik sebepler (strok veya makroskobik fokal lezyonlar
gibi) akla getirilmelidir (15).

SIE’li hastalarda yapilan néroradyolojik arastirmalar sonucunda
genellikle anormal bir duruma rastlanmadigi bildirilmektedir. SIE’li bazi

hastalarin beyin MR’larinda dedisik derecelerde vazojenik 6deme
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rastlanabildigi gosterilmistir (15). SIE’li hastalarin BOS analizi genellikle
normal olup bazi hastalarda protein miktarlarinin hafifce arttigi gosterilmigtir.
Buna ek olarak SIE’li hastalarin BOS analizinde aromatik aminoasitlerin
arttigr fakat dalli zincirli aminoasitlerin ise azaldigini bildiren galismalar da
bulunmaktadir (377-379).

SiE'de patolojik degisikliklerin en sik gézlendigi beyin bdlgesinin
korteks oldugu fakat bazi hastalarda daha derin yapilarin hatta medulla
spinalis’in bile etkilenebildigi gdsterilmistir. SIE’de en sik saptanan patolojik
degisikligin beynin cesitli bdlgelerinde meydana gelen iskemik lezyonlar
oldugu bildiriimektedir. Beyin purpurasi, santral pontin myelinozis, DIC,
hemoraji ve multifokal nekrotizan ensefalopati daha az karsilagilan diger
lezyonlar olarak gbéze carpmaktadir. Bazi hastalarda ise makroskopik ve
mikroskopik olarak herhangi bir lezyona rastlanmamaktadir (21). Deneysel
fekal peritonit modeli olusturulan domuz beyinlerinde perimikrovaskuler
6dem, ndronal hasarlanma ve astrosit ayakgiklarinda kayip meydana geldigi
gOsterilmistir (25, 26). Benzer sekilde laboratuvarimizda daha &nce
gerceklestirien calismalarda da sicanlarin  frontal korteksinde ve
hippocampus CA1 bdlgesinde perimikrovaskiler ddemin  gelistigi
saptanmistir (30, 31). Bogdansi ve arkadaglarinin (380) yaptidi ¢alismada
domuzlara intravendz olarak canl bakteri verilerek olusturulan bir diger
sepsis modelinde beyin dokusunda néronal hasarlanmaya ek olarak degisik
derecelerde perimikrovaskiler 6dem gelistigi gOsterilmistir. Sharshar ve
ark.’larinin (381) septik sok gelisimi sonrasinda 6len hastalarin beyinlerinde
yaptiklari  bir calismada tipik multifokal nekrotizan |6koensefalopatik
lezyonlara rastlanmistir. Ayrica Tamada ve ark.’lari (382), intravendz olarak
endotoksin verdikleri si¢can beyinlerinde, DIC gelismesi sonucunda &len
hastalarin  beyinlerindeki lezyonlara benzer hemorajik intraserebral
lezyonlarin olustugunu géstermiglerdir.

EEG’nin SIE tanisinda kullanilan oldukga duyarli bir yéntem oldugu
bildirilmektedir. Young ve ark.’lar1 (383) klinik bulgularin ciddiyetiyle paralellik
gbsteren bes sinif EEG paterni belirlemiglerdir. Bunlar sirasiyla (1) normal
EEG, (2) teta dalgalarinda orta derecede yavaslama, (3) diffiz delta
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dalgalari, (4) trifazik dalgalar ve (5) sUpresyon paterninden olugsmaktadir.
Normal EEG’li hastalarda 6lim orani %0 iken teta dalgasinda orta derece
yavaglama olanlarda %19, diffiz delta dalgasi olanlarda %36, trifazik
dalgalarin eslik ettigi hastalarda %50 ve sUpresyon paterni gdsterenlerde ise
%67 gibi yiksek seviyelerde 6lum orani bildirilmektedir (383). Straver ve
ark.larinin (20) ondért SIE’li hastada yapmis olduklari EEG calismasinda
tim EEG kayitlarinda azalmis bir hiz aktivitesi ve artmis oranlarda yavas
dalga olusumu saptanmistir. Bu veriler i1siginda mevcut calismada, CLP
uygulanan hayvanlarda SIE gelisimi ECoG kayitlari  alinarak
degerlendirilmistir.

SIE’nin tanisinda kullanilan bir baska yéntem olan somatosensoriyal
uyariimis potansiyel (SEP) kayitlarinin yapilmasi ilk defa Zauner ve ark.’lari
(869) tarafindan gerceklestiriimis ve bu calismada hastalarin %34’Unde
subkortikal yollarda ve %84’lUnde ise kortikal yollarda artmis oranlarda SEP
zirve azalmasinin oldugu gO0sterilmistir. Ohnesorge ve ark.lari (384),
deneysel pankreatit olusturarak SIRS tablosu gelistirdikleri domuzlardan SEP
kayitlari elde etmisler ve bu ¢alismada hemodinamik SIRS kriterlerinin ortaya
cilkmasindan en az doért saat 6ncesinde SEP dalgalarinin amplitidiinde
azalmanin meydana geldigini ortaya koymusglardir. Bu calisma neticesinde
SIRS’hh hastalarda serebral fonksiyon bozuklugunun gelisip gelismediginin
gbsterilmesi acgisindan SEP monitorizasyon tekniginin kullanilabilecegine
iliskin 6Gnemli veriler ortaya konulmustur (384). Bu nedenle mevcut ¢alismada
SEP ybntemi, sepsisin santral sinir sistemine etkilerinin incelenmesinde bir

diger yontem olarak kullaniimigtir.

Sepsisle iligkili Ensefalopati’nin Patofizyolojisi:

SIE’nin patofizyolojisi giinimiizde tam olarak anlasilabilmis degilse de
olusum mekanizmasinin multifaktériyel olabilecegi disuntlmektedir (Sekil-
15)(21).
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Noronlar ve glial

Giii tain ai {OKsisites hiicreierdeki artinis

N

Beyindeki AAA/DZAA

Gf FVE

Iyatrojenik sebepler

nirotransmitte

naterninde degisiidiic

Sekil 15: SIE’deki patofizyolojik degisikliklerin sematik gosterimi.
(NO: Nitrik oksit, Oz : Slperoksit radikali, OH : Hidroksil radikali, ONOO : Peroksinitrit, AAA: Aromatik
zincirli aminoasitler, DZAA: Dalli zincirli aminoasitler)

(Consales ve Gaudio. 2005. Minerva Anestesiol. 71: 44°deki sekilden modifiye edilmistir.)

Sepsisli hastalarda ve sepsis olusturulan hayvan modellerinde kandaki
sitokin dizeylerinde artis meydana geldigi ve bunu takiben TNF-a, IL-1 ve
IFN-y qgibi sitokinlerin kan beyin bariyerini gegerek beyinde gelisen
disfonksiyona katkida bulundugu dustntlmektedir (18, 142, 385-390). IL-1,
sirkimventrikiler organdaki birgcok niUkleusu uyarabilmekte ve bu
ndkleuslarin  uyariimasi  sonucunda ise hipotalamus ve corpus
amygdaloideum gibi limbik sisteme ait yapilarin fonksiyonlarinda degisiklik
meydana gelerek istahsizlik, keyifsizlik ve depresif ruh hali gibi klinik bulgular
ortaya cikabilmektedir. Ayrica IL-1'in beyin endotel hicrelerinden
prostoglandin E2 (PGE2) salinimini arttirarak vicut 1sisinda artis meydana
getirdigi de bilinmektedir (15, 391). TNF-a’nin beyin dokusunda triptofandan
KinUrinin’in  olusumunu arttigi, kindrinin ise beyin dokusunda nérotoksik
etkileri bulunan kinolonik asite donlserek ensefalopatik tablonun olusmuna
katkida bulundugu bildirilmistir. IFN-y ise astrositlerdeki iINOS'u aktive
etmekte ve bu sayede beyindeki NO seviyelerinde artis meydana
getirmektedir (15). INOS enzimi NO olusumu sirasinda yan Urln olarak

sUperoksit anyonu olugsumuna yol agmakta ve bu durumun ise beyindeki
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oksidatif stresin artisina neden olarak muhtemelen ensefalopatinin
olusumuna katkida bulunmaktadir (392-394). Primer astrosit kultUrleriyle
yapilan calismalarda IFN-y ve LPS’nin birlikte uygulanmasi sonrasinda
astrositlerdeki INOS ve arjininoslksinat sentaz ekspresyonunda artis
gOsterilmistir (395, 396). ArjininoslUksinat sentaz enzimi, NO’nun &nci
maddesi olan arjinini sentezlemekte ve bu sayede NO seviyelerinde artisa
yol acmaktadir (395). Glial hicrelerdeki arjininosiiksinat sentaz ve iINOS
aktivitelerindeki artis sonucunda yliksek konsantrasyonlara ulagsan NO’nun
mitokondriden enerji Uretimini engelledigi gdsterilmistir. NO’nun bu etkisini
muhtemelen sitokrom-c’nin  Oy’'ye olan afinitesini azaltarak yaptigi
distntlmektedir (397). IFN-y ve LPS’nin birlikte glial hicrelere verilmesi
sonucunda ATP seviyeleri normale gbére c¢ok daha disik dizeylerde
saptanmaktadir (398). SIE’li hastalarda enerji Gretim mekanizmalarinin
bozulmasi sonucunda néronlarda oksijen-glukoz yetmezliginin gelistigi ve bu
durumun  ensefalopatik tablonun  olusumuna  katkisi  bulundugu
disunulmektedir (18).

Sepsis sonucu kandaki miktarlari artan sitokinlerin bozulmus olan kan
beyin bariyerinden gecerek ya da kan beyin bariyerinin bulunmadig
alanlardan (sirkimventrikiler organlar gibi) parankim igine sizarak beyinde
birikkme egilimi gosterdigi ve beyin dokusunda artmig dizeylere ulagsan
sitokinlerin ise mikroglial hicrelerde aktivasyona yol agtigi bildiriimektedir
(21, 29). Mikroglial hacrelerin aktivasyonu sonucu NO (nitrik oksit) gibi
inflamatuar mediyatorlerin yanisira TNF-a ve IL-1 gibi proinflamatuar
sitokinlerin saliniminda artis meydana gelmekte ve bu durumun ise beyin
parankimindeki  sitokin  seviyelerinin daha da artmig dizeylerde
saptanmasina yol agmaktadir (29) . Sonug olarak beyin dokusunda ylUksek
miktarlara ulasan sitokinler, yukarida bahsi gecen mekanizmalarla ya da
ndronlarda meydana getirdigi apoptotik hiicre 6Slimleriyle  SIE’nin
patofizyolojisine katkida bulunabilmektedir.

SiE’'de kan beyin bariyerinde bozulmanin meydana geldigi ve buna
bagll olarak intravaskller bdlgeden beyin dokusuna dogru sivi sizarak

mikrovaskiler 6demin gelistigi gosterilmistir (25, 26, 30, 31). Sizan siviyla
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birlikte bir takim substratlarin da beyin parankimine gegtigi bildirilmektedir.
Ornegin aromatik aminoasitler, dalli zincirli aminoasitlere gére kan beyin
bariyerini daha hizli gecerek beyin parenkiminde toplanmaktadir (377, 379).
Sepsisli hastalarda aromatik aminoasitlerin kan dulzeylerinin dalli zincirli
aminoasitlere gére daha yiksek seviyelerde oldugu saptanmistir (379). Bu
durum kan beyin bariyerinin bozuk olmasi nedeniyle beyin parankimine de
yansimakta ve sepsisli hastalarin beyin dokusundaki aromatik aminoasitlerin
konsantrasyonlari dalli zincirli aminoasitlere gére daha yiksek seviyelerde
saptanmaktadir (399). Aminoasitlerde gérilen bu degisikliklere bagl olarak
norepinefrin, dopamin ve seratonin gibi noérotransmiterlerin  beyindeki
konsantrasyonlarinda azalma meydana gelebilmektedir (400).
Noérotransmiterlerdeki bu degisiklige bagh olarak seratoninerjik ve
noradrenerjik sisteme ait beyin bélgelerinde glukoz kullaniminin azaldigi ve
bunun sonucunda enerji Uretim mekanizmasinda ortaya ¢ikan fonksiyonel
bozuklugun ensefalopatik tabloyu daha da agirlastirabilecedi bildiriimektedir
(18, 400, 401).

SIE’nin patofizyolojisine katkida bulundugu distiniilen bir diger faktér
de glutamat toksisitesidir (15). Sepsis gelismesi sonucunda beyindeki
glutamat konsantrasyonlarinin beg kat kadar artabildigi ve glutamatin NMDA
reseptbrlerine baglanarak ndéronlar Uzerinde toksik etkiler olusturdugu
bilinmektedir (15, 22). NMDA reseptdr antagonistleri verilen siganlarda
LPS’nin neden oldugu néronal hasarlanmanin azaltilabildigi gdsterilmigtir
(402). Ayrica yiksek glutamat konsantrasyonlarinin SIE’li hastalarda gérilen
ndbetlerden sorumlu olabilecegine dair bildirilerde mevcuttur (403). Glutamat
normalde astrositler tarafindan Na-bagimli bir transport mekanizmasi ile
ortamdan uzaklastirilmakta iken sepsisli hastalarda bu mekanizmanin
bozuldugu bildiriimektedir (15). IFN-y ve LPS’nin birlikte verildigi si¢canlarda
astrositler tarafindan sodyuma bagiml glutamat geri aliniminda azalmanin
gerceklestigi ve beyin parankimindeki artmis glutamat seviyelerine bagli
olarak ndéronal hasarlanma meydana gelerek ensefalopati tablosunun
olusumuna katkida bulundugu diastnulmektedir (15).
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SIE’li hastalarda beyindeki artmis NO seviyelerine bagli olarak NO’dan
peroksinitrit olusumunun arttigi ve artmis peroksinitrit konsantrasyonu
neticesinde ise beyin dokusundaki oksidatif streste artis meydana geldidi
gOsterilmistir (23, 24). Peroksinitritin artmig seviyeleri DNA'yi, hicresel
proteinleri ve hiicre membranindaki lipidleri oksitleyebilmekte ve bu sayede
hicrede toksik etkiler meydana getirebilmektedir (404). Endojen
antioksidanlarin (6rnegin C vitamini, E vitamini ve selenyum gibi) oksitleyici
ajanlari inhibe ettigi bilinmektedir (15). Endojen antioksidanlar arasinda yer
alan askorbik asit (C vitamini) beyin parankiminde milimolar
konsantrasyonlarinda olup hlcresel metabolizma sonucu olusan slUperoksit
radikallerini indirgemektedir. Beyin dokusunun kendisi de novo olarak C
vitamini sentezleyemedigi icin beyindeki C vitamini konsantrasyonlari kan
seviyelerine bagll olarak degisebilmektedir. Sepsisli hastalarda kandaki C
vitamini seviyelerinin distk olmasi nedeniyle beyindeki C vitamini seviyeleri
de disuk konsantrasyonlarda saptanmaktadir (405). C vitamininin beyindeki
disik seviyelerinin SIE’li hastalarda ortaya ¢ikan artmis oksidatif stres
engelleyemedigi ve bu durumun sepsisli hastalarda ortaya ¢ikan ensefalopati
gelisimine zemin hazirladigi bildiriimektedir (15, 406).

SIE’nin olusumunda roll oldugu diisiiniilen bir diger faktor ise sepsis
sonrasinda meydana gelen apoptotik hicre Olumleridir. LPS verilerek
deneysel sepsis olusturulan sicanlarda santral sinir sisteminin cesitli
bélimlerindeki néronlarda ve glial hiicrelerde apoptozun arttigi bildirilmistir
(29). CLP yapilan sicanlarin koroid pleksus hicrelerinde, serebellum purkinje
hucrelerinde ve hipokampis’in CA1 Dbdlgesindeki hicrelerde bax
ekspresyonunun artmis oldugu ve bu sayede hicrelerin apoptoza
suriklendigi gésterilmistir (28). SIE nedeniyle 6len hastalarda otonom sinir
sisteminin merkezi ¢ekirdeklerinde apoptotik htcre 6liminin artmis oldugu
g6rilmektedir (27). Benzer sekilde LPS verilen siganlarda yikselmis NO
konsantrasyonlarina bagli olarak santral otonomik merkezlerden biri olarak
kabul edilen rostral ventrolateral medulladaki (RVLM) sempatik premotor
ndéronlarda apoptozun gelistigi gosterilmistir (407). Bu ¢alisma neticesinde

RVLM’deki artmis apoptoz sonrasinda sempatik vazomotor desarjin azaldigi
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ve buna bagl olarak arteriyel kan basincinda disisin meydana geldigi
anlasiimistir. Otonom merkezlerdeki anatomik ve fizyolojik anomalilerin
kardiyovaskller homeostazisin bozulmasina neden oldugu bilinmektedir.
Buna ek olarak otonom merkezlerde meydana gelen bu lezyonlarin septik
soklu hastalarda ortaya c¢ikan tedaviye direngli hipotansiyona katkida
bulunabilecedi distnulmektedir (364, 408). Endotoksemi olusturulan
siganlarin hipotalamus’unda iNOS ve TNF-a ekspresyonlarinin artmig oldugu
ve beynin bu bélgelerinde meydana gelen apoptozun derecesiyle iINOS
ekspresyon seviyeleri arasinda korelasyonun bulundugu saptanmistir (29).
iINOS aktivitesinde artis sonrasinda NO yapiminda artis meydana geldigi ve
bu artis neticesinde bazi hlcre tiplerinde (pankreas beta hdcreleri, timosit,
vaskdler endotel hicreleri, kalpteki miyosit hicreleri, vaskiler diz kas
hdcreleri  ve néronlar gibi) apoptotik hicre 6liminin gerceklestigi
bildirilmektedir (71). Benzer sekilde proinflamatuar sitokinlerin (6rnegin; TNF-
a, IL-1 ve IL-6) ve LPS’nin makrofaj, mikroglia ve astrosit hicrelerindeki
iNOS’u uyarabildigi ve bu sayede NO seviyelerinde artisa yol actig
gOsterilmistir (409-411). Ayrica néron ve glia hicrelerinin bir arada yer aldigi
hicre kiltirleriyle yapilan ¢alismalarda LPS’nin glia hlcrelerindeki iNOS’u
aktive etmesi sonucunda NO dlzeylerinin arttigi ve artmis NO’nun ise
néronlarda apoptoza yol actigr bildiriimektedir (412-414). NO’nun bu
hicrelerde apoptozu nasil tetikledigine iligkin bircok mekanizma 6ne
sUrtlmektedir. NO’nun sitokrom-c enziminin inhibisyonu ile mitokondri
membran potansiyelinde azalma ve sitokrom-c’nin mitokondriden saliniminda
artigsa yol actigi, salinan sitokrom-c’nin ise kaspaz 9’un aktivasyonuna yol
acarak hlcreyi apoptoza sUrikledigi distnUlmektedir (352, 415-417).
Sitokrom-c’nin inhibisyonun ayrica mitokondriden reaktif oksijen tdrlerinin
dretiminde artisa yol actigi ve sepsisli hastalarda endojen antioksidan
seviyelerinin distk dizeylerde olmasi nedeniyle Uretilen serbest radikallerin
inhibisyonunun gulgclestigi ifade edilmektedir (15, 418). Sonugta artmig
seviyelerdeki sUperoksit radikalleri ve gene yiksek konsantrasyonlardaki
NO’nun birlesmesi neticesinde sepsisli hastalarin beyinlerindeki peroksinitrit
(ONOQO") konsantrasyonlarinda hizli  bir artisin  meydana geldigi,
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peroksinitritin artmis seviyelerinin ise DNA'y1, hicresel proteinleri ve hiicre
membranindaki lipidleri oksitleyerek hicrede toksik etkiler meydana getirdigi
ve hicreleri apoptoza surikledigi distntlmektedir (23, 151, 352, 419, 420).

LPS’nin veya TNF-a gibi sitokinlerin uyarimi sonucunda beyin endotel
hucrelerinde yer alan iINOS enziminin indiklendigi ve bunu takiben artan NO
seviyelerine bagli olarak beyin endotel hlcrelerinde apoptotik hicre
6limlerinin  gerceklestigi  disundlmektedir (29). Endotoksemi olusturulan
farelerde LPS’'nin direkt olarak endotel hiicrelerini etkilemesine veya TNF-
o’nin kandaki artmis seviyelerine bagli olarak beyin endotel hicrelerinde
artmis oranlarda apoptoza rastlanmaktadir (320). LPS’nin vaskuiler endotel
hiicrelerinde yer alan TLR-2'nin ekspresyon seviyelerinde artisa yol agtigi ve
bunu takiben lipoprotein, lipoteikoik asit ve peptidoglikan gibi bakteriyel
artnlerin TLR-2’yi uyarmasi sonucunda ise endotel hlcrelerinde yer alan
hiicre ici bir takim adaptér proteinlerin (MYD88 gibi) aktivasyonunda artis
gbrilmektedir. Adaptér proteinlerin aktivasyonu sonrasinda ise hucre igi
prokaspaz enzimlerinin aktif kaspaz enzimlerine déntisimid hizlanmakta ve
bu sayede endotel hicrelerinde apoptotik hicre 6limU gerceklesmektedir
(421, 422). Sonucta LPS’ye bagh olarak endotel hiicrelerinde ortaya ¢ikan
artmis apoptoz sonucu endotel hasarlanmasi meydana gelmekie ve
intravaskudler sivi beyin parankimine dogru sizarak perimikrovaskiler 6dem
gelisebilmektedir. Gelisen tim bu slrecler neticesinde beyinde disfonksiyon
gelistigi ve ortaya cikan ensefalopatik tablonun SIE’nin patofizyolojisine
katkida bulundugu ileri strtlmektedir (320, 326, 340, 423, 424).

Yukarida bahsedilen patofizyolojik mekanizmalara ek olarak SIE’li
hastalarda ortaya c¢ikan ensafalopatinin  iyatrojenik olarak da
indiklenebilecegine dair bildiriler mevcuttur (15, 21). Sepsisli hastalarin
yaklasik olarak yariya yakini yogun bakim Unitelerinde tedavi edilmekte ve bu
hastalara uygulanan solunum destegi esnasinda hastalarin mekanik
vantilatére uyum saglamalan acgisindan c¢ogunlukla sedatize edici ilaglar
verilmektedir (3, 425). Sepsisli hastalarda artmis LPS miktarlarina bagli
olarak karacigerdeki sitokrom p450 enzim sistemi inhibe olmakta ve sedatize

edici ilaglarin metabolize edilmesi yavaslamaktadir. Ayrica sepsiste gelisen
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organ yetmezlikleri sonucunda ilaglarin atilim mekanizmasinda da bozulma
meydana gelebilmekte ve verilen sedatif ilaglarin vicutta birikmesi sonucu bu
ilaclarin kandaki kosantrasyonlari ylksek seviyelere cikabilmektedir (426).
Artmis dizeylerdeki sedatif ilaclar ise beyinde olusturduklari etkiler sonucu
SIE'nin patofizyolojisine katkida bulunabilmekte ya da SIE’ye ait nérolojik
muayene bulgularinin degerlendirilmesini gutclestirebilmektedir (15). Buna ek
olarak sepsisli hastalar siklikla intravendz olarak ylksek konsantrasyonlarda
antibiyotik tedavisi almakta ve buna bagli olarak aminofilin ve imipenem gibi
ilaglarin yiksek dozlari hastada konvilziv veya nonkonvilziv ndbet
gelisimine neden olabilmektedir. Ayrica septik sokun tedavisi sirasinda
yUksek miktarlarda sivi veriimesi sonucunda elektrolit dengesizligi
gelisebilmekte ve hastanin nérolojik durumunu daha da kétulestirebilmektedir
(15, 427).

SIE’nin patofizyolojisi tam olarak aydinlatilabilmis degilse de beyindeki
artmis sitokin ve NO seviyelerinin, kan beyin bariyerinde meydana gelen
bozulmanin, mikrovaskiler yatakta meydana gelen perimikrovaskuler
6demin, beyin dokusundaki aminoasit metabolizmasinda ortaya c¢ikan
bozulmanin, néronlarda ortaya c¢ikan apoptotik hucre &limlerinin ve
iyatrojenik olarak tetiklenen birgok faktdrin bir araya gelmesi sonucu sepsisli

hastalarda SIE’ye iligkin klinik tablonun ortaya c¢iktigi diistiniilmektedir.

66



Calismanin Amaci

Yogun bakim Gnitesinde yatan hastalarin gesitlilik gdstermesi ve genis
¢apl klinik galismalarin maliyetinin yiksek olmasi gibi olumsuz faktorler
nedeniyle sepsis patofizyolojisini aciklamaya yonelik calismalarda genellikle
septik hayvan calismalan tercih edilmektedir. Hayvanlara uygulanan
deneysel sepsis modelinin insanlarda ortaya ¢ikan klinik sepsis tablosunu iyi
bir sekilde taklit edebilmesi, insanlardaki sepsis patofizyolojisinin
aciklanmasinda daha gecerli bilgiler saglanmasi ve sepsisli hastalara yénelik
immUnomodulatér ajanlarin gelistiriimesi agisindan biyidk 6nem tagimaktadir.
CLP modeli, sepsisle iligkili calismalarda olduk¢a sik kullanilan bir yéntem
olarak gbze carpmakta ve insanlardaki rilptire apandisiti veya perfore
divertikdliti taklit ettigi kabul edilmektedir (175). Sepsisli hastalarin %27’sinde
barsak perforasyonu ve bunu takiben fekal peritonit sonucu sepsis gelistigi
g6z 6ninde bulunduruldugunda CLP ydnteminin iyi bir sepsis modeli oldugu
distnUlmektedir (428, 429). CLP modeli, insanlardaki klinik sepsisle bircok
acidan paralellik gbéstermektedir (430). Daha 6nceki yapilmis olan diger
deneysel sepsis modeli (intravendz yoldan lipopolisakkarid veya canli bakteri
verilmesi gibi) calhsmalari dikkate alinarak ortaya konan tedavi yéntemlerinin
(TNF-a antikoru, ¢bézinebilir TNF reseptérii  veya IL-1 reseptér
antagonistlerinin ~ kullanilmasi ya da heparin gibi antikoagtlanlarin
kullanilmasi gibi) sepsisli hastalarda uygulandiginda basarli sonugclar
vermemesi hatta mortalite oranlarinda artisa yol agmasi septik hayvan
calismalarinin guvenilirligi ve insanlardaki sepsisi ne derece taklit edebildigi
gibi konulara iligkin kafalarda soru isareti olusturmaktadir (184, 185, 187,
201, 202). Bu gerekceyle bu calismanin planlanmasindaki temel
hedeflerinden birisi CLP y6nteminin insanlardaki klinik sepsisi ve SIE’yi ne
derece taklit ettiginin ortaya konulmaya caligiimasidir. Bu hedefe ydnelik
olarak GLP uygulanan siganlardan sepsise iliskin Klinik bulgular, vital
monitorizasyon degerleri, ECoG ve SEP kayitlari ve noérolojik degerlendirme
bulgulari elde edilmis ve degerlendirilmigstir.

Yukarida aciklandigi Uzere sepsis sonrasinda néronlar ve glial

hicrelerde meydana gelen apoptotik hicre o6lumlerinin, sepsisle iligkili
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ensefalopati (SIE)’nin patofizyolojisinde rol oynayabilecegi diisiinilmektedir
(28, 29). Sepsisin kalp, akciger ve boébrekler gibi vital organlar Gzerinde
apoptotik hicre 6lumleri agisindan meydana getirdigi degisiklikleri inceleyen
pek cok calisma bulunmaktayken, merkezi sinir sistemindeki apopotik
degisiklikleri ortaya koymaya yoénelik c¢alismalar ise sinirli sayidadir. Bu
nedenle c¢alismamizda, CLP sonrasi sigan beyinlerinde ortaya ¢ikan
apoptotik  degisikliklerin, sepsiste  meydana gelen hemodinamik
degisikliklerde rol oynayabilecegini disindigimuiz median preoptik nikleus
(MnPQO), anteroventral periventrikiler nlkleus (AVPe), dorsomedial
hipotalamik nukleus (DMD), rostralventrolateral retikiler nikleus (RVLM) ve
nucleus tractus solitarius (NTS) gibi santral otonomik merkezlerde ve yetigkin
memeli beyinlerinde yeni ndron Uretiminin (ndérogenezis) gerceklestirildigi
germinal merkezler olan subventrikiler bélge (SVZ) ve hippocampus gibi
6zel fonksiyonlara sahip beyin bélgelerinde degerlendiriimesi ikinci bir hedef

olarak éngorulmagtar.
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GEREC VE YONTEM

Deney Hayvanlari

Calismada, agirliklari 270 £ 30 gram arasinda degisen Uludag
Universitesi Deney Hayvanlari Yetistrme Uygulama ve Arastirma
Merkezi’'nden temin edilen 24 adet Wistar Albino tirG erkek sigan kullanildi.
Calismada gercgeklestirilen cerrahi ve deneysel protokoller Uludag
Universitesi Hayvan Bakim ve Kullanim Komitesi - Etik Kurulu’ nun onayi
alinarak vyapildi. Tom gruplardaki operasyonlar intraperitoneal olarak
uygulanan tiopental sodyum (50 mg/kg) anestezisi altinda gerceklestirildi.
Her grupta yapilan tim invaziv iglemlerde steriliteye 6énem gdsterildi ve
cerrahi sonrasi yara bakimi yapildi. Siganlar, deney protokolleri dncesi ve
sonrasinda her kafeste bir adet olmak Uzere 20-24 °C sicaklikta, 12 saatlik
aydinlik-karanhk dénguast ile tutuldu, besin ve suya serbest ulasimlari
saglandi.

Deney hayvanlari protokoller 6ncesinde U¢ ayri gruba ayrildilar.
Gruplar sirasiyla: A grubu (n=8), cekal baglama ve perforasyon grubu; B
grubu (n=8), sham kontrol grubu; C grubu (n=8), un-opere kontrol grubu
olarak belirlendi. (1) Cekal baglama ve perforasyon grubundaki hayvanlar
ilgili sepsis modelinin cerrahi protokoll izlenerek cerrahi islemlere tabi
tutuldu. (2) Sham grubundaki deney hayvanlarinda, vital fonksiyonlarin ve
beyin elektriksel aktivitesinin degerlendiriimesi prosedurleri yanisira, cekal
baglama ve perforasyon grubuna benzer sekilde laporatomi uygulandi,
¢ekum goéraldi ancak baglama ve perforasyon uygulanmadi. (3) Un-opere
kontrol grubunda ise vital fonksiyonlarin ve beyin elektriksel aktivitesinin
degerlendirilmesi amaciyla yapilan, invaziv ne non-invaziv girisimler disinda,

dekapitasyona dek baska bir cerrrahi operasyon uygulanmadi.

Norolojik Degerlendirme

Norolojik degerlendirmeler, vital parametrelerin  monitorizasyonu
oncesinde ve deney hayvanlan kafeslerinden ayirilmadan yapildi, alinan

norolojik yanitlar 0 ila 2 arasinda (0: yanit yok, 1: zayif yanit, 2: gugli yanit)
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degerlendirilerek kayit edildi. Bu amagla 0, 2, 6, 12 ve 24. saatlerde basit
postural somatomotor fonksiyon (pinna refleksi, korneal refleks ve kuyruk
refleksi) ve kompleks postural somatomotor fonksiyon (dogrulma refleksi ve
kacma reaksiyonu) deg@erlendiriimeleri yapildi. Pinna refleksi, meatus
acusticus externus’a sivri bir cisimle dokunularak yapildi ve kafa sallama
reaksiyonu degerlendirildi. Korneal refleks, korneaya pamukla dokunularak
yapildi ve kafa sallama reaksiyonu degerlendirildi. Kuyruk refleksi, kuyruk
distalinde agrili uyaran verilerek vyapildi ve geri cekme reaksiyonu
degerlendirildi. Dogrulma refleksi, deney hayvani sirt Ustl birakilarak yapildi
ve normal pozisyona dénme suresi ile degerlendirildi. Kagma reaksiyonu ise
agrili uyaran sonrasinda hayvanin agrili uyaran verilen yerden uzaklagsmak
amaciyla gbéstermis oldugu kagma hareketine bakilarak degerlendirildi (431-
432). Herbir refleks cevaptan elde edilen 0 ila 2 arasindaki degerlendirme
puanlari toplandiktan sonra toplam bes adet reflekse ait en distigu 0 ve en

yuksegdi 10 puan olacak sekilde nérolojik degerlendirme skoru hesaplandi.

Abdominal Cerrahi

Cekal baglama ve perforasyon grubunda (grup A) intraperitoneal
olarak tiopental sodyum (50 mg/kg, ip) verilen hayvanlarin genel anesteziye
girisi, solunum derinligi ve kardiak fonksiyonlari gbézlemlendi ve anestezi
derinligi kuyruk refleksi ile takip edildi. Genel anestezi altindaki hayvanlarda
batin aseptik gsartlarda hazirliktan sonra (Sekil-16A), alt kadranlarin orta
hattindan ve Uretral orifisin 2 cm Ustiinden olacak sekilde 2 cm uzunlugunda,
vertikal olarak abdominal insizyon yapilarak bagirsaklar gorinur hale getirildi.
Abdominal insizyon sirasinda minimal dizeyde travma olusturmaya dikkat
edildi. Deri ve karin 6n duvari forsepsle gerilerek sabitlendi. Daha sonra
cekum bulunarak eksplore edildi ve bagirsaklarin anatomik dizlemlerine
dikkat edilerek herhangi bir ddnmeye izin vermeden steril cerrahi bez Gzerine
alindi (Sekil-16B). Bagirsak igerigi ¢ikan kolondan ¢ekuma dogru yapilan
masajla itilerek ¢ekumun fekal icerikle dolmasi saglandi. Gergin hale getirilen
cekum, ileocekal valv ve cikan kolon tekrar eksplore edilerek ileogekal

bileskenin altindan ve ¢ekum distalinden 'z oraninda c¢ekum hacmini
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kapsayacak bicimde ligasyon yeri belirlendi. Cekal baglama iglemi 4/0
cerrrahi iplikle tim c¢ekumu cepecevre saracak sekilde ve fekal icerigin
terminal ileumdan ¢ikan kolona dogru olan seyrini engellemeyecek bicimde
yapildi (Sekil-16C). Daha sonra bagl olan cekum 22 G igne ile
antimezenterik serozal ylzden iki ayri noktadan delindi ve cekal igerigin
bagirsak Iimeni disina serbestlenmesi saglandi (Sekil-17, 18). Perforasyon
olusturulmasi  esnasinda  ¢ekum  duvarindaki  kilcal ~ damarlarin
zedelenmemesine dikkat edildi ve bagirsak duvarindan kanama olup
olmadigi kontrol edildi. Yeterli sikilikta ve non-obstrikte yaklasimla yapilan
ligasyon ile bagirsak igeriginin intraabdominal olarak sizmasinin
kolaylastirilmasi amaclandi. Gekum perforasyonu ve ligasyon islemlerinin
ardindan, c¢ekum igeriginin serbestlenmesinin kontroli amaciyla ¢ekum
masajl yapildi. Daha sonra c¢ekum dikkatlice anatomik pozisyonuna
yerlestirildi ve batin aseptik olarak iki tabaka halinde 4/0 cerrrahi iplikle sttire
edildi (Sekil-19). Cerrahi sonrasi 3 ml/100g serum fizyolojik subkutan olarak
verilerek sivi dengesinin saglanmasi amaglandi ve yara antiseptik sollsyon
(% 10 polivinilpirolidoniyot) ile temizlendi ve her sican kendine ait kafesine
birakildi. Deney hayvanlarinin abdominal yara bdlgelerine 12 saatte bir
topikal antibiyotik (% 0.2 nitrofurazon) uygulandi. Anesteziden ¢ikis ve
dizelme sirecleri ayrica takip edildi. Cerrahi sonrasi, beslenme ve su icme
davranislari yaninda fekal g¢ikislari da g6zlemlenerek kayit edildi (171, 213,
215).

Sham grubunda (grup B), cekal baglama ve perforasyon grubunda
yapilan tim islemler baglama ve perforasyon hari¢ tutularak uygulandi. Bu
grupta, abdominal insizyon sonrasi digari alinan ¢ekum eksplore edildikten
sonra, ¢ekal baglama ve perforasyon grubunda yapilan perforasyon éncesi
ve sonras! islemlere benzer gsekilde masaj uygulandi ve anatomik
pozisyonuna yerlestirildi. Un-opere kontrol grubunda (grup C) ise abdominal

cerrahi uygulanmadi ve sivi replasmani yapiimadi.
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Sekil 16: GLP operasyonu sirasinda; (A) abdominal bdlgenin aseptik olarak hazirlik
sonrasl, (B) cekumun ortaya cikarilarak steril cerrahi bez (izerine alinmasi ve (C)
¢ekumun Y#’Undn baglanmasi sonrasina ait fotograflar gérilmektedir.

Sekil 17: Baglanmis olan gekuma anti-mezenterik serozal ylizden 22G’luk igne ile
delik a¢ilirken gorulmektedir.
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Sekil 18: Cekuma acilan deliklerin kapanmasini énlemek amaciyla bir miktar fekal
igerigin agilan deliklerden gekum disina ¢ikmasi saglandi.

Sekil 19: Abdominal insizyon yerinin 4/0 cerrahi ipekle stture edildikten sonraki
goranima.
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Vital Parametrelerin Monitorizasyonu

Her deney grubundaki deney hayvanlarinin vital parametreleri 0, 2, 6,
12 ve 24. saatleri kapsayacak sekilde non invaziv olarak monitorize edildi.
Birinci zaman dilimi opere gruplarda (grup A ve B) abdominal cerrahi iglemler
6ncesi 30 dk. olarak belirlenirken, un-opere grupta (grub C) 0. saat olarak
alindi. Monitorizasyon iglemleri sirasinda kalp atim hizi, ortalama kan
basinci, rektal 1s1 parametreleri takip edilerek kayit edildi. Kalp hizi ve kan
basinci parametreleri monitorizasyonu igin bir veri kayit sistemine (Mp150
Data Acquisition system, Biopac Systems Inc., CA, USA) bagl non-invaziv
kan basinci monitorizasyon sistemi (NIBP200A- 220 V /50 Hz, Biopac
Systems Inc., CA, USA) kullanildi (Sekil-20, 21). Orta boy kisitlayicilar
(Rxrestrainer-M) icerisinde immobilize edilen deney hayvanlari isitici Unite
(Tail heating unit-B, Biopac Systems Inc., CA, USA) igerisine kuyrugu
kisitlayicinin disarisinda kalacak sekilde yerlestirildi (Sekil-22, 23). Isitic
dnitenin 1sis1 32 C? ye ayarlanarak deney hayvanlari isitici Unite igerisinde
6lcimler éncesinde 20 dk bekletildi. Daha sonra isitici Gnite digarisina alinan
deney hayvanlarinin kuyruklarina IR algilayici (Rxtsensor-8, Biopac Systems
Inc., CA, USA) ve uygun manset (Rxtcuff-11, Biopac Systems Inc., CA,
USA) yerlestirildi (Sekil-24). Olgiimler éncesi deney hayvanlarinin hareketsiz
kalmalar beklendi. Ardigik 10 6lcim uygun bir veri kayit ve analiz yazilimi
(AcgKnowledge 3.7) araciligi ile IBM uyumlu bir bilgisayar Gzerinde kayit
edilerek arsivlendi. Olciimler éncesinde Mp150 sisteminde veri 6rnekleme
hizi 200 6rnek/saniye, érnekleme suresi ise 24 saniye olarak belirlendi. Kalp
hizi parametresi dakikadaki atim hizi olarak belirlenirken, kan basinci
ortalama arteryel basing (OAB) olarak elde edildi. Ortalama arteryel kan
basinci Olgllen Sitolik ve Diastolik basing degerlerinden yararlanilarak
hesaplandi (OAB = ((2 x Diastolik basing) + Sistolik basing) / 3) (433). Kalp
atim hizi, her basin¢ dlcim grafigindeki basing egrilerinin tepe noktalari
arasindaki zaman araliklari kullanilarak ve 10 ardigik tepe noktasinin
ortalamasi alinarak hesaplandi ($ekil-25). Deney hayvanlarinin rektal 1si
parametrelerinin élciminde “MP150 data aquisition” sistemine bagh bir

amplifikator Gnitesi (ST100C temperature unit, Biopac Systems Inc., CA,
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USA) ve uygun transdiiser (TSD202F, Biopac Systems Inc., CA, USA)
kullanildi. Rektal i1s1 6lgimleri kalp atim hizi ve kan basinci parametrelerinin
6lcimlerinden ve deney hayvanlari isitici Gnite igerisine yerlestiriimeden énce
yapildi. TransdUser iceren sivi korumal rektal prob deney havvanlarina rektal
olarak yerlestirilip 5 dakika beklenildikten sonra 2 dakikalik bir zaman dilimi
boyunca élculdi ve kayit edildi. 0, 2, 6, 12 ve 24. saatlerde 10’ar kez
tekrarlanan vital parametre 6lgiimleri IBM uyumlu bir bilgisayara aktarildiktan
sonra elde edilen verilerin ortalamalari alinarak kayit edildi.

Sekil 20: MP150 veri yakalama sistemi (Data acquisition system).

Sekil 21: NIBP 200A non-invaziv kan basinci élgim cihazi.

75



Sekil 22: Orta boy kisitlayici (Rxrestrainer-M).

o
 RXTCUFSENBERE & (8 % mm)
TAIL CUFF SENSOR

|"|Il'J

Sekil 24: Kan basincinin dlgllebilmesi igin deney hayvanlarinin kuyruklarina
yerlestirilen IR algilayici (Rxtsensor-8).
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Sekil 25: Kan basinci ve kalp atim hizi degerlerinin basing élcim grafigi Gzerinden
belirlenmesi. Birbiri ardina gelen basing egrilerinin artis géstermeye basladigi nokta
“sistolik kan basinci’na uymakta iken en ylksek tepe noktasina sahip basing egrisi
piki “diastolik kan basinci’ni isaret etmektedir. Basing egrilerinin tepe noktalar
arasindaki zaman araligi ise “kalp atim hizini” géstermektedir.

Beyin Elektiriksel Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Beyin elektiriksel aktivitesinin degerlendiriimesi amaci ile her Ug
gruptaki deney hayvanlarinin elektrokortigografileri (ECoG) ve somato-
sensoriyel uyariimis potansiyel (SEP) kayitlari alindi. ECoG ve SEP
kayitlarinin alinabilmesi i¢in deney hayvanlarinina on giin éncesinde kraniyal
elektrodlar yerlestirildi. Elektrodlarin yerlestiriime islemi &ncesi deney
hayvanlari anestetize edilerek (50mg/kg intraperitoneal, tiopental sodyum),
kafatasi derisi antiseptik sollisyon (% 10 polivinilpirolidoniyot) ile temizlendi
ve uzunlugunu U¢ santimetre olmak Uzere bregmayi agida ¢ikaracak sekilde
orta hattan sagittal olarak diseke edildi. Aseptik teknikle tekrar temizlenen
kafatasi Gzerinde bregma ve acgilan kemik doku explore edildi ve ardindan
periost temizlenerek kurutuldu. Elektrotlarin yerlestirilecedi vidalarin

takilabilmesi icin Bregma’larinin 10 mm anteriorunda midsagittal hattan 1
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mm laterale iki adet, bregma 2.5 mm arkasi ve 2.5 mm sagina uyan
koordinatlara ise bir adet olmak Gzere yiksek hizli bir dril ve dril ucu ile U¢
ayn delik acildi (Sekil-26). Meninkslerin zarar gérmemesi icin drill ile birlikte
uygun ve standart delici igne uzunlugu kullanildi. Meninkslerden kanamasi
olan hayvanlar deney digi birakildi. Vidalar (0.8x1/8 3.2mm) acilan deliklere
uygun vida tutucu (SD-1, Plastics One, USA) ile yerlestirildikten sonra
epidural elektrot uglari (MS333/2A, Plastics One, USA) vidalara takildi.
Elektrotlar ve vidalar kafarasina dental sement ile tespit edildi ve kafa derisi
4/0 cerrahi iplikle dikildi (Sekil-27). Cerrahi iglem sonrasi deney hayvanlar
sagaltim icin kafeslerine birakildi.

T

Y R

Sekil 26: Kraniyal elektroda ait vidalarin yerlestirilebilmesi icin kraniyuma agilan
delikler gorilmektedir. (* ile isaretlenmis nokta Bregma'yi, kirmizi noktalar ise vidalarin
yerlestirilecegi delikleri géstermektedir.)
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Sekil 27: Kraniyal elektrod takilmig bir deney hayvani.

i. Elektrokortikografi (ECoG) Kayitlarinin Alinmasi

ECoG Kkayitlari igin; uygun bir kablo (335-340/3 TT3C) yardimi ile
elektrodlarin  veri yakalama cihazina baglantisi yapildi.  Verilerin
yakalanmasinda MP150 (Biopac Systems Inc., CA, USA) sistemi,
amplifikasyonunda ise bir biyoelektrik amplifikatér moduli (EEG100C, Biopac
Systems Inc., CA, USA) kullanildi (Sekil-20). Beyin elekiriksel aktivitesi ile
ilgili tim &lcimler 6zel plastik ve seffaf bir kafes (30x30x35 cm) icerisinde
yapildi (Sekil-28). Her deney hayvanindan uyanikken 0, 2, 6, 12 ve 24.
saatlerde ECoG kayitlari alindi. Kayitlar, primer somatosensoriyal kortekse
yerlestirilen S1 elektrodu ve referans olarak ipsilateral frontal elektrot alinarak
alindi. Kontralateral frontal elektrod toprak olarak kullanildi. Biyoelektrik
amplifikatér moduliine génderilen sinyal 0,5 Hz “distk akim (low pass)” ve
130 Hz “yuksek akim (high pass)” filtreleri ile filtrelenerek gl¢ kaynagindan
kaynaklanan ve kas hareketleri nedeni ile olusan artefaktlar minimize edildi.
Beyin elektriksel aktivitesi en az 120 saniye boyunca devamli olarak
kaydedildi ve dijitalize edilen analog sinyal tim spektral aralikta ve énceden
secilmis frekans bandlari araliklarinda (alfa 8-13; beta 13-30; teta 4-8,
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subdelta 0,5-1.5 ve delta 1.5-83 Hz) saniyede 2500 6rnek hizinda monitorize
edildi (AcgKnowledge 3.7) (Sekil-29). Veriler kayit esnasinda ve sonrasinda
artefaktlar agisindan tarandi. Dijital olarak kaydedilen veriler Gzerinde “hizli
Fourier transform” (fast Fourier transform: FFT) ydéntemi uygulanarak total
elekiriksel aktivite (glc spektrumu) saptandi. Elde edilen spekiral grafik
Uzerinden medyan frekans (MF, toplam elektriksel gliciin %50’sinin altinda
kalan alan) ve spekiral edge frekansi (SEF 95, toplam elektriksel glcln
%95'nin altinda kalan alan ) hesaplanarak kayit edildi. Daha &nceden
belirlenmis olan frekans bandlarinin (delta 0,5-3; teta 4-8; alfa 8-13 ve beta
13-30 Hz) her birinin glcleri hesaplanarak, total gli¢ spektrum’una olan
katkisi ylzde deger olarak ifade edildi. Daha &6nceki yapilmis olan beyin
elektriksel aktivite calismalariyla karsilastirma yapabilmek amaciyla bu
calismaya ait total spektral giic hesaplamalar sirasinda delta frekans band
araligi, subdelta frekansini da kapsayacak sekilde 0,5-3 Hz olarak belirlendi
ve subdelta frekansina ait degerler delta frekansi ile birlikte hesaplandi.

Sekil 28: ECoG kayiti alinirken gérilen bir deney hayvani.
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Sekil 29: Normal bir sigandan elde edilmis ECoG kaydi. En yukaridaki parametre
toplam elektriksel aktiviteyi, daha sonraki parametreler ise énceden secilmis olan
frekans band araliklarindaki (alfa 8-13; beta 13-30; teta 4-8; delta 1,5-3 ve subdelta
0,5-1,5 Hz; sirasiyla) elektriksel aktiviteyi gostermektedir.

ii. Somatosensorial Uyarilmis Potansiyel (SEP) Kayitlarinin Alinmasi

Her deney hayvanindan uyanikken 0, 2, 6, 12 ve 24. saatlerde SEP
kayitlari ¢ekildi. Kayitlar S1 elektrodu ve referans olarak ipsilateral frontal
elektrot alinarak alindi. Kontrlateral frontal elektrod toprak olarak alindi. SEP
kuyruk proximalinden ve sol taraftan epidermisin elekiriksel olarak uyarisi ile
elde edildi. Uyari icin MP150 sistemi stimulator cikislari kullanildi. iki adet
uyari elektrodu 2 mm aralikh olarak kuyruga fixe edildi ve 2 ms zamanl kare
dalga elektriksel uyarani verildi. Biyoelekirik amplifikatér moduline
gonderilen beyin elektriksel aktivitesi amplifiye edilerek (2500 kat) 15-200 Hz
arasinda filtre edilerek 2.5 kHz érnek hizinda dijital olarak monitorize edildi.
Toplam 100 adet ve uyaran (2 ms, 5 mA kare dalga) ile es zamanl 256 veri
noktasi igceren SEP verisinin (uyaran Oncesi 50 veri noktasi ve uyaran
sonrasl 256 veri noktasi) kayit sirasinda ortalamasi alinarak grafiksel olarak
kaydedildi. SEP analizleri SEP dalgalarinin kayitlan sirasinda deney
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hayvanlarinin viicut isisi 37- 37,5 C? olacak sekilde isitici Unite (Tail heating
unit-B, Biopac Systems Inc., CA, USA) igerisindeyken ve rektal isi1 takibi
yapilarak alindi  (Sekil-80). SEP grafiklerinin analizi tim kayitlarda
g6zlemlenen 2 pozitif (P1 ve P2) ve 2 negatif (N1 ve N2) SEP dalgalan
Uzerinden yapildi. P1, P2, N1 ve N2 dalgalarinin bazal-tepe amplittdlerinin
(uV) yanisira P1 piki ile P2 piki (P1-P2), P1 piki ile N1 piki (P1-N1), N1 piki
ile P2 piki (N1-P2), P2 piki ile N2 piki (P2-N2), N1 piki ile N2 piki (N1-N2)
arasinda gecen slreler (ms) ve pozitif dalgalarin mutlak gecikmeleri
(uyaranin baslangicindan dalga tepesine kadar olan sire, ms) 6l¢lldi ve
kaydedildi (434-435) (Sekil-31).

Sekil 30: SEP kayiti alinirken gérulen bir deney hayvani.
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Sekil 31: Normal bir sigandan elde edilmis SEP kaydi. Pozitif ve negatif dalga pikleri
arasinda yer alan kirmizi oklar, SEP dalgalarina ait uzama (latency) mesafelerini
gOstermektedir.

Kan Ornekleri ve Kan Kiiltirleri

Her ¢ gruptaki deney hayvanlarindan 24. saatteki monitorizasyon
islemleri tamamlandiktan sonra kan o6rnekleri alindi. Bu amagla anestezi
altina alinan (50 mg/kg intraperitoneal, tiyopental sodyum) deney
hayvanlarindan intrakardiak olarak fiksatif verilmesinin hemen &ncesinde
kalbin sag ventrikUline steril bir enjektor ignesi ile girilerek yaklasik 5 ml kan
drnegi elde edildi. Alinan kan érneklerinin 1 ml’'si laktat 6lgimu igin 1 ml’'si de
tam kan sayimi icin EDTA’l tlplere (BD Vacutainer™, VT 367836) alindi.
Kalan 3 ml kan érnegi kan klltirQ icin aseptik sartlar altinda BD BACTEC™
PEDS PLUS™/F kiiltdr siselerine (Becton Dickinson Microbiology Systems,
Sparks, Md.) aktarildi.
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Kan kultar( siseleri, BACTEC™ 9240 (Becton Dickinson Microbiology
Systems, Sparks, Md.) kan kiltir sisteminde 7 giin streyle 37 °C’de inkiibe
edildi. Aerop, anaerop ve mikro-aerofilik organizmalar icin Greme ortami
saglayan sistemde, Ureme sinyali veren 6rnekler cihazdan cikarilarak %5’lik
koyun kanli agar ve Eosin Metilen Blue Agar (EMB) plaklarina pasaj yapildi.
37 °C’de 24 saat inkibasyon sonrasinda Ureme gorllen plaklar
degerlendiriimeye alinirken, Ureme gorilmeyen plaklar 24 saat daha
inklibasyonda bekletildi. Ureme saptanan koloniler gram boyamasi yapilarak;
gram pozitif ya da gram negatif olma 6zelligine gére degerlendirildi. izole
edilen bakterilerin identifikasyon ve antibiyotik duyarlilik testleri Phoenix™
(BDDS, Sparks, USA) otomatize sistemde calisildi. BACTEC™ 9240 kan
kaltar sisteminde Ureme sinyali veren ancak %5’lik koyun kanli agar ve EMB
besiyerlerinde Ureme saptanmayan &6rnekler; %5lik koyun kanli agar ve
cukulatall agarda aerobik olarak; %5’lik koyun kanli agar, EMB ve cukolatali
agarda anaerobik (anaerobik jarda gas-pak ile) olarak yeniden inkibe edildi.
Anaerobik ortamda Ureme saptanan &6rneklerin bakteri tanimlamasi, BBL
Crystal™ tanimlama sistemi ile uygun kit kullanilarak yapildi. BACTEC™
9240 kan kaltdr sistemi tarafindan sinyal vermeyen 6rnekler, bir haftalik stre

sonunda negatif kilttr olarak degerlendirildi.

Tam Kan Sayimi ve Kan Laktat Degerlerinin Ol¢iimii

Alinan kan érneklerinden eritrosit, trombosit ve total beyaz kire sayisi,
nétrofil, lenfosit, monosit hiicrelerinin ytzdesi, retiktlosit, MCV, MCH, MCHC,
hemoglobin ve hematokrit degerleri Celldyn™ 3700 (Abbott Laboratories,
Abbott, IL) otomatik tam kan sayimi cihazi ile élglldd. Kan laktat degerlerinin
6lcim0 igin kardiak ponksiyonla EDTA’lI tlplere alinan kan &rnekleri buz
banyosu icine konarak kisa bir sire iginde biyokimya arastirma
laboratuvarina nakledildi. Kan érnekleri 3000 rpm devirde bes dakika santrifuj
edilerek plazmalari baska bir tlbe aktarildi. Aeroset Analyser™ (Abbott
Laboratories, Abbott Park, IL.) otoanalizérde laktat degerleri fotometrik olarak

6lclldu ve sonuglar mmol/L olarak ifade edildi.
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Dokularin Elde Edilmesi

Her (¢ gruptaki deney hayvanlari 24. saatte monitorizasyon
islemlerinin tamamlanmasi sonrasinda, beyin dokularinin alinmasi amaci ile
anestezi altina alindi  (50mg/kg intraperitoneal, tiopental sodyum) ve
intrakardiyak perfizyon ile fiksatif (0.2 M fosfat buffer icinde, %4
paraformaldehid, ph 7.4) verilerek fikse edildi. Perfliizyon fiksasyonu igin
uretral orifisin 2 cm proksimalinden “V” seklinde tim batini proksimale dogru
kat edecek sekilde insizyon acildi. Bagirsaklar ve batin i¢i organlar gérunir
hale getirildi ve diaphragmaya kadar ulasildi. Batin (st kadranlari,
diaphragma altinda diaphragmaya paralel olarak horizontal bi¢imde insize
edildi ve diaphragma-toraks 6n duvari birlesimi toraks i¢i organlari agiga
¢lkarma amacilyla orta hattan agildi. Toraks duvarlari forsepslerle
sabitlenerek kalp eksplore edildi. Kanama olup olmadiginin kontrolinden
sonra, oOnce kalbin sag ventrikiline steril bir enjektdrle girilerek kan
numuneleri alindi ve daha sonra sol ventrikile bir perflzyon ignesi
yerlestirilerek sabitlendi ve sol atriyuma ait aurikula bulunarak ince kenarli bir
makas ile kesik atildi. Sol ventriklle verilerek perflizyonu saglanan heparin
iceren (1000 IU/litre) 100 ml serum fizyolojik solusyonunu takiben deney
hayvanlari 250- 400 ml fiksatif (0.2M fosfat buffer iginde, %4
paraformaldehid, ph 7.4) ile fikse edildi. Perflzyon iglemi sirasinda organlar
renk degisiklikleri agisindan takip edildi. Perflzyon fiksasyonu islemi
sonrasinda deney hayvanlari giyotin ile dekapite edildi ve dekapitasyonun
hemen sonrasinda frontal kemik boyunca 3cm’lik sagittal bir insizyon
yapilarak beyin timuyle cikartildi. Cikarilan beyinler oda isisinda olmak
uzere perfizyonda kullanilan ayni fiksatif icerisinde yikandi ve bir gece
boyunca fiksatift icerisinde bekletildi. Fiksasyon isleminden sonra beyinlerden
a¢ ayr koronal kesit alindi. Birinci koronal kesit bregmanin 1 mm éninden 2
mm kalinliginda, ikinci koronal kesit bregmanin 2 mm gerisinden 2 mm
kalinhginda ve 3. koronal kesit cerebellum’un paraflocculus’u baglangicindan
olmak Uzere ve 2 mm kalinliginda alinarak parafin bloklama éncesi iglemler
icin kasetler icerisinde kodlandi (Sekil-32). Bloklar daha sonra artan
konsantrasyonda etanol (%70, %80, %90, %96 ve %100) ile dehidrate
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edilerek ksilole tabi tutuldu ve parafine gdbmaldt. Her iki beyin yarimkuresini
de igceren parafin bloklardan rotary mikrotom (American optical 820, USA)
kullanilarak 5 pm’lik seri koronal kesitler elde edildi ve lizin kapli lamlar
(Sigma-Aldrich, P0425, USA) Uzerine alinarak kodlandi.
Immunohistokimyasal olarak boyanacak alanlarin belilenmesi amaciyla her
10 kesitten biri Nissle yontemi (% 0.1 cresyl violet) ile boyandi. Birinci parafin
bloktan median preoptik nlkleus (MnPQO), anteroventral periventrikller
nikleus (AVPe), subventrikiiler bdlge (SVZ), grandler insular korteks (Gl) ve
agrandler insular korteks (AIP) alanlarini (Bregma-0.26 mm - Bregma-0.40
mm); ikinci parafin bloktan cornu ammonis-1 (CA1), cornu ammonis-3 (CA3),
gyrus dentatus (DG), ventroposterior parvoselliler nikleus (VPPC),
perifornikal nukleus (PeF), dorsomedial hipotalamik nikleus (DMD) ve zona
incerta (ZI) alanlarini (Bregma-3.60 mm - Bregma-3.80 mm); G¢Uncu parafin
bloktan rostralventrolateral retikiler nikleus (RVLM), nucleus tractus
solitarius (NTS) ve intermediate retikller nikleus (Irt) alanlarini (Bregma-
11.80 mm - Bregma-11.96 mm) iceren kesitlerden altisar adet kesit TUNEL
yéntemi icin, ikiser adet kesit kaspaz-3 immunohistokimyasi i¢in ve birer adet
kesit transglutaminaz immunohistokimyasi igin ayrilarak kodlandi (Sekil-32).
Her bloktan birer kesit ise TUNEL ydntemine ait pozitif ve negatif kontroller

icin ayrildi.
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Sekil 32: Deney hayvanlarinin beyinlerinden elde edilen koronal kesit dizeylerinin ve
parafin bloklarda immunohistokimyasal olarak incelenen beyin bélgelerinin sematik olarak

gésterilmesi. (Paxinos ve Watson, 1997, The rat brain in stereotaxic coordinates, compact third edition, Academic Press, USA)
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immunohistokimya

TUNEL metodu

TUNEL yOnteminde, apoptozun immunohistokimyasal olarak
saptanmasi ve degerlendirilmesi amaciyla “In situ cell death detection, POD”
kiti (Roche Molecular Bochemicals, 11684817910, Germany) kullanildi.
Preperatlar, 60°C de etiiv igerisinde 45 dakika ylUksek 1siya tabi tutulduktan
sonra ksilol ile deparafinize edildi ve azalan derisiklikte etanol serisi (%100
%95, %80, %70, %40) ve distile su igerisinde rehidrate edildiler. Takiben
hiicreye ait protein yapilarin pargalanarak hlcrelerin permeabilize edilmesi
ve bu sayede TUNEL karisiminin nikleusa ulagmasinin saglanabilmesi
amaciyla oda 1sisinda 20 dakika boyunca fosfat tampon c¢ozeltisi (PBS)
icerisinde 20ug/ml proteinase K (Roche Applied Sciences, 031158444001,
Germany) ile isleme tabi tutulan preperatlar daha sonra PBS ile yikandilar ve
endojen peroksidaz aktivitesinin bloke etmek amaci ile %Z2’lik Hidrojen
Peroksit (60ml metanol icerisinde 4ml %30’luk H.O. ) ile igsleme tabi
tutuldular. Daha sonra PBS ile yikanan kesitler Triton X (Sigma-Aldrich, T-
9284, USA) ile permeabilize edildiler ve tekrar PBS ile yikandilar. Nem odasi
(humidity chamber) icine alinan kesitler, isaretleme amaciyla 35 pl miktarinda
TUNEL kansimi eklenerek 37°C etliv i1sisinda, 60 dakika tutuldular. TUNEL
karigsimi, 50 pl enzim solisyonu (saklama tamponu icerisinde terminal
deoxynucletidyl transferase, EC 2.7.7.31, recombinant E. coli) 450 ul
isaretleme sollsyonu (reaksiyon tamponu icerisinde nikleotid karigimi) ile
karistilarak elde edildi ve kullanimdan hemen énce hazirlanarak buz tzerinde
bekletildi. Daha sonra, PBS ile yikanan kesitler, sinyal déntstmu icin 35 pl
converter-POD ile 30 dakika boyunca 37°C etlv isisinda igleme tabi
tutuldular. Tekrar PBS ile yikanan kesitler, substrat solisyonu igerisinde (35
pl 1:9, diaminobenzidine/metal concentrate: peroxidase buffer, Roche
Applied Sciences, 11718096001, Germany) oda isisinda 10 dakika
bekletilerek peroksidaz aktivitesi gérinir hale getirildi. PBS ile yikanan
kesitler daha sonra Hematoxylin (Harris’s hematoxylin, Sigma-Aldrich,
HHS16, USA)) ile zit boyama islemine tabi tutulup yikanarak kapatildi (DPX
mountant, Fluka, 44581, USA). Negatif ve pozitif preperatlar icin ayrilan
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kesitler isaretleme asamasindan hemen énce 35 pyl DNase (DNase tamponu
icerisinde 200 pg/ml konsantrasyonda DNase | (Roche Applied Sciences,
Germany); DNase tamponu: 40mM Tris HCI, pH 7.6 10mM Nacl, 6mM
MgCl2, 10mMCaCl2) ile 10 dakika boyunca 37°C etlv isisinda tutularak
DNA zincir kiriklarinin olugmasi saglandi. isaretleme asamasinda pozitif
kontrol kesitleri 35 pl TUNEL karisimi ile isleme sokulurken, negatif kontrol
kesitleri yalnizca isaretleme sollsyonu (35 pl) ile isleme tabi tutularak TUNEL
karigim enzim sollUsyonu harig tutuldu.

Kaspaz-3 immunohistokimyasi

Kaspaz-3 immunohistokimyasi yénteminde kesitler 6nce ksilol, azalan
konsantrasyonda etanol serisi (%100, %95) ve distile su ile deparafinize ve
hidrate edildiler. Kesitler daha sonra PBS ile yikandiktan sonra 10 mM
sodyum sitrat (C6H5Na307:2H20) tamponu (pH 6.0) icerisinde 10 dakika
sureyle mikrodalga firnda (700W) isitilarak antijenik yapilarin ortaya
cikariimasi (antijen retrieval) islemine tabi tutuldu. Distile su ile yikanan
kesitlerin etrafi PAP kalemi (Sigma, 2377821, USA) ile sinirlandiridi ve 10
dakika sure ile %3’lik hidrojen peroksit solisyonu ile igleme tabi tutuldular. Bu
islemi takiben tekrar distile su ve PBS ile yilkanan kesitler daha sonrasinda
tris tampon igerisinde % 10’luk kegi serumu (tampon ¢ozeltisi: 0.01 M tris
HCI, pH 7.4, 1mM CaCl2, 1 mM MgCI2, % 0.1 Triton X-100) ile 30 dakika
inkbe edildiler. Kesitler ayni tampon ¢ézeltisi icerisindeki 1:100 dilusyonda
olan aktif kaspaz-3 antikoru (Chemicon, AB3623-rabiit, USA) ile gece
boyunca 4°C de bekletildi. PBS ile yikanan kesitlere 50-100 ul sekonder
antikor (biotinylated anti-rabbit 1gG, Vectastain Elite ABC Kit) 30 dakika oda
Isisinda uygulandi. PBS de yikanan kesitlere 100 pl Avidin-Biotin Kompleksi
(ABC Vectastain Elite ABC Kit, USA) solisyonu 30 dakika uygulandi. PBS ile
tekrar yikanan kesitlere 50-100 pl DAB soltisyonu (ABC Vectastain Elite ABC
Kit, USA) damlatilarak boyanma 5-10 dakika boyunca monitorize edildi.
Daha sonra distile su ile yikanan kesitler hematoksilen ile 20 saniye zit
boyamaya tabi tutuldu. Distile su ile yikandi ve artan konsantrasyonda etanol

serisinde (%95, %100) ve ksilen ile dehidrate edilerek lamel ile kapatildi.
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Transglutaminaz immunohistokimyasi

Transglutaminaz immunohistokimyasi yonteminde kesitler 6nce ksilol,
azalan konsantrasyonda etanol serisi (%100, %95) ve distile su ile
deparafinize ve hidrate edildiler. Kesitler daha sonra PBS ile yikandiktan
sonra 10 mM sodyum sitrat (C6H5Na307-2H20) tamponu (pH 6.0) icerisinde
10 dakika slreyle mikrodalga firinda isitilarak antijenik yapilarin ortaya
cikarilmasi (antijen retrieval) islemine tabi tutuldu. Distile su ile yikanan
kesitlerin etrafi PAP kalemi (Sigma, 2377821, USA) ile sinirlandirldi ve 10
dakika sire ile %3’lik hidrojen peroksit sollisyonu ile isleme tabi tutuldular. Bu
islemi takiben tekrar distile su ve PBS ile yikanan kesitler daha sonrasinda
tris tampon igerisinde % 10’luk kegi serumu (tampon ¢ozeltisi: 0.01 M tris
HCI, pH 7.4, 1mM CaCl2, 1 mM MgCI2, % 0.1 Triton X-100) ile 30 dakika
inkibe edildiler. Kesitler ayni tampon ¢bézeltisi icerisindeki 1:100 dilusyonda
olan transglutaminaz antikoru (Chemicon, AB3623-rabiit, USA) ile gece
boyunca 4°C de bekletildi. PBS ile yikanan kesitlere 50-100 ul sekonder
antikor (biotinylated anti-rabbit 1gG, Vectastain Elite ABC Kit) 30 dakika oda
Isisinda uygulandi. PBS de yikanan kesitlere 100 pl Avidin-Biotin Kompleksi
(ABC Vectastain Elite ABC Kit, USA) solisyonu 30 dakika uygulandi. PBS ile
tekrar yikanan kesitlere 50-100 ul DAB soliisyonu (ABC Vectastain Elite ABC
Kit, USA) damlatilarak boyanma 5-10 dakika boyunca monitorize edildi.
Daha sonra distile su ile yikanan kesitler hematoksilen ile 20 saniye zit
boyamaya tabi tutuldu. Distile su ile yikandi ve artan konsantrasyonda etanol
serisinde (%95, %100) ve ksilen ile dehidrate edilerek lamel ile kapatildi.

Hicre Sayimi

Calismada yer alan hayvanlardan elde edilen ve TUNEL ydntemi ile
isaretlenen beyin kesitlerinde pozitif olarak isaretlenmis olan apoptotik
hucreler, bir gérinti analiz programi olan Scion Image 4.02 analiz programi
kullanilarak sayildi. Scion Image programiyla hlicre sayiminin yapilabilmesi
icin kesitlerden elde edilmis goérintiler MS Windows uyumlu bilgisayar,
mikroskop adaptérll dijital fotograf makinesi (Sony, Cybershot DSC-F717) ve
trinokdler mikroskop (Nikon, 4S-2 Alphaphot) kullanilarak dijital ortama
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aktarnldi. Galismada, TUNEL pozitif hlicreler; hem apoptotik hlicre élimUine
6zglu morfolojik 6zellikler (hdcre blzismesi, kromatin yogunlagsmasi ve
ndkleusun koyu boyanmasi gibi) hem de boyanma 6zellikleri dikkate alinarak
belirlendi ve mikroskobun X40'lik blyiitmesi altinda 1 mm? alandaki tim
TUNEL pozitif hicreler sayildi.  Sayim iglemi her hayvan icin toplam bes
kesitte tekrarlandi ve bu sayilarin ortalamasi o hayvan icin TUNEL pozitif

hiicre sayisi olarak belirlendi.

istatistik

Kan basinci, kalp atim hizi ve rektal 1si1 gibi vital parametrelerin,
medyan frekans ve SEF 95 gibi ECoG parametrelerinin ve SEP dalgalarina
ait amplitdd ve uzama (latency) degerleri gibi SEP parametrelerinin
istatistiksel olarak analizi sirasinda, deney boyunca her grubun baslangic
degerleriyle olan karsilastirimalarinda “One-Way Repeated Measures
ANOVA (Varyans analizi)” istatistik yontemi kullanildi. Degiskenler arasinda
normal dagihmin olmadid durumlarda ise “Friedman Repeated Measures
ANOVA on Ranks” istatistik testi tercih edildi. Daha sonra veriler, deney
gruplari arasindaki karsilastirmalar amaciyla, “Kruskal Wallis testi” ile
degerlendirildi ve anlamli farkliliklarin bulundugu durumlarda “Mann-Whitney
U testi” yardimiyla gruplarin ikili olarak karsilastirlmasi saglandi. Beynin
degisik alanlarindaki TUNEL ydntemiyle pozitif boyanan hilicre sayilarinin ya
da kandaki laktat ve hemogram parametrelerinin, gruplar arasi farklihklar
acisindan karsilastirlmasinda da diger parametrelerde oldugu gibi “Krukal
Walllis testi” kullanildi ve bu testin anlamh farklilk buldugu durumlarda
“Mann-Whitney U testi” ile gruplar ikili olarak karsilastirild. istatistik testlerinin
uygulanmasinda Sigma-stat 3.0 ve SPPS 16.0 programlari kullanildi ve tim
karsilastirmalarda p<0.05 anlamli bir farkhlik olarak kabul edildi.
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BULGULAR:

Klinik ve Laparotomik inceleme Bulgulari

CLP grubundaki tim hayvanlarda ¢ekal baglama ve delme isleminden
sonra piloereksiyon, laterji, titreme, okuller ve nazal akinti gibi belirgin sepsis
bulgulari gbzlendi. Bazilarinda bunlara ek olarak ishal de eslik etmekteydi.
Sham ve kontrol grubundaki hayvanlarda ise sepsiste gézlenen bu tur klinik
bulgulara rastlanmadi. Caligmanin 24. saatinde anestezi altinda (50 mg/kg,
ip, tiyopental sodyum) yapilan laparotomik incelemede kontrol ve sham
grubundaki hayvanlarda peritoneal kavitenin temiz oldugu ve peritoneal
sivinin seffaf gérinimld oldugu goézlendi. CLP grubunda ise peritonel sivi
kétl kokuluydu ve ¢cekum cevresinde yer yer ply olustugu goéraldi. Kontrol
ve sham grubunda ¢ekum, ¢evre omentum ve ince barsak kivrimlarindan
bagimsiz bir sekilde yer almakta ve parlak-canli g6rinimli olarak
g6zlenmekteydi. CLP grubunda ise bagli olan gekumun ileri derecede 6édemli,
iskemik ve mat goérinimli oldugu ve cgevredeki ince barsak kivrimlariyla

belirgin bir bicimde yapisiklik gosterdigi gozlendi.

Norolojik Muayene Bulgulari

Norolojik muayene bulgulari degerlendirildiginde; CLP ve sham
gruplarinda, anestezinin etkisi sonucu ilk 2 saatte nérolojik degerlendirme
skorunun 0 (sifir) oldugu goéraldd. Bunu takip eden 2 ila 12. saatler arasinda
anestezinin etkisindeki azalmaya bagl olarak refleks cevaplar agisindan hem
sepsis hem de sham gruplarinda kismi cevap alinmaktaydi. 24. saatteki
degerlere bakildiginda ise refleks cevaplarin sham grubunda baslangic
degerleri seviyesine ylUkseldigi fakat CLP grubunda baglangic degerlerinin
%70’ine ulasabildigi go6rildi (Tablo-2). Norolojik degerlendirme skoru
acisindan O¢ grup arasinda 2, 6, 12 ve 24. saatlerde istatistiksel olarak
anlamh farklihk saptandi (p<0.001). Refleks cevaplara ait toplam degerler, 2,
6 ve 12. saatlerde kontrol grubu ile karsilastirildijinda sepsis ve sham
gruplarinda anlamlilik gdéstermekteydi (p<0.05). 24. saatteki degerlere

bakildiginda ise GLP ile sham ve GLP ile kontrol gruplari arasinda anlamh bir
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farklilk géze carpmakta, sham ve kontrol gruplari arasinda ise anlamli bir
farklilik bulunmamaktaydi (p<0.05) (Tablo-2).

Saat CLP SHAM KONTROL

0 10£0 100 100

2 0+07 0+0,0" 100

6 2+1,17 240,71 1040
12 6+1,97 7+1,41 10+0
24 7+2,2% 10+0,5 10+0

Tablo 2: CLP, sham ve kontrol gruplarinda nérolojik degerlendirme skorlari
(ortalamaxSEM). (t, kontrol grubuna gére anlamhiik, p<0.05; ¥, sham grubuna gére
anlamlilik, p<0.05)

Mortalite Oranlari

GLP yapilan 33 hayvandan bes tanesinin anestezinin etkisi sonucu
solunum durmasina bagl olarak 6ldigd, altr hayvanin ise CLP sonrasi ortaya
¢tkan septik tablo sonucu 6ldigi goérildd. Anestezi sonucu 6len bes hayvan
hari¢ tutuldugunda CLP yapilan hayvanlardaki mortalite orani yaklasik %20
olarak hesaplandi. CLP yapildiktan 24 saat sonra yasamayi bagaran 22
hayvan arasindan sekiz tanesi rastgele 6rneklem ydntemi ile segildi ve bu
calismadaki CLP grubunu olusturmak Uzere calismaya dahil edildi. Sham
grubunda yalnizca bir hayvan anestezi nedeniyle kaybedildi ancak hicbir
hayvanda sham operasyona bagli 6lime rastlanmadi.

CLP’nin Vital Parametreler Uzerine Olan Etkisi

Arastirmada kullanilan kontrol, sham ve CLP grubu deney
hayvanlarindan 0, 2, 6, 12 ve 24. saatte elde edilen vital parametrelere ait
moniterizasyon sonuglari Tablo 3 ve Sekil 33'de gosterilmistir. Bu sonuglar
degerlendirildiginde; kan basincinin, CLP ve sham gruplarinda ilk iki saatte
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disme egilimine girdigi géruldi. CLP grubunda 2 ila 6. saatler arasinda artis
gbsteren kan basinci degerlerinin, 6. saat sonrasinda tekrar disme egilimi
gbsterdigi ve kan basincindaki disisin 12. saatten itibaren baslangic
deg@erlerine gore anlamli dizeye (p= 0.017) ulastigi saptandi (Sekil-33A,
Tablo-3). Kan basinci degerlerinin GLP grubunda, 24. saatte baslangi¢
degderlerine gore %43'lUk seviyelere geriledigi gorilmekteydi (p= 0.012).
Sham grubunda ilk iki saatte ortaya c¢ikan disme egiliminin, 12. saatte
anlamh bir seviyeye (p= 0.012) ulastigi ve baslangi¢c degerlerine gbre %75
seviyesine kadar geriledigi géruldi. Bu grupta 12. saatten sonra yikselme
egilimine giren kan basincinin 24. saatte baglangi¢c degerlerine gére %19
oraninda daha dugik seviyede seyrettidi (p= 0.036) ve dizelme egilimi i¢cinde
oldugu gérildi. Kontrol grubunda ise ilk iki saatte relatif dislise ragmen kan
basincinin seyri agisindan belirgin bir farklilik gértlmedi. Kan basinci igin
Kruskal Wallis test analizi, U¢ deney grubu arasinda 24. saatte anlamliydi (p=
0.004). Mann Whitney-U testi ile post hoc karsilastirma sonucunda ise CLP
grubunda kan basincindaki distustin hem kontrol hem de sham grubuna
oranla istatistiksel olarak anlamli dizeyde farkli oldugu goértlmekteydi (p=
0.002 ve p= 0.012, sirasiyla) (Sekil-33A).

Kalp hizi, CLP grubunda, baslangic monitorizasyonundan itibaren
surekli bir artis egilimi géstermekte, bu artis 6, 12 ve 24. saatte anlamlilik
kazanmakta (p= 0.03, p= 0.016 ve p= 0.012, sirasiyla) ve 24. saatte
baglangic degerlerine gbre %144’luk seviyelere ylUkselmekteydi. Sham ve
kontrol grubunda ise kalp hizinin seyri agisindan belirgin bir degigiklik
gbzlenmedi (Sekil-33B, Tablo-3). CLP, sham ve kontrol gruplarinin kalp hizi
parametresi agisindan Kruskal Wallis testi ile karsilastirildiginda, ¢ deney
grubu arasinda 6, 12 ve 24. saatlerde anlamlilik gérildi (p=0.017, p=0.012
ve p= 0.004, sirasiyla). Mann Whitney-U testi ile yapilan post hoc
kargilastirmalar, CLP grubunda gérulen kalp atim hizi artiginin sham grubuna
gbre 6, 12 ve 24. saattlerde (p= 0.012, p= 0.009 ve p=0.002, sirasiyla),
kontrol grubuna gére ise 12 ve 24. saatlerde (p= 0.016 ve p= 0.003, sirasiyla)
anlamlihk géstermekteydi.
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Rektal 1s1 parametresinin, CLP ve sham grubunda ilk iki saatte belirgin
bir disme egilimine girdigi, CLP grubunda baslangic degerleriyle
kiyaslandiginda 2. saatte (p=0.012) ve sham grubunda ise 2, 6 ve 12. saatte
anlamh diizeyde disik oldugu (p= 0.043, p= 0,017 ve p= 0.024, sirasiyla)
g6ruldd. Ancak rektal 1sinin bu iki grupta deney boyunca kademeli olarak
artis egilimi goésterdigi, CLP grubunda 12. saatte, sham grubunda ise 24.
saatte normal degerlerine ylkseldigi saptandi (Sekil-83C, Tablo-3). Kontrol
grubunda ise rektal 1sinin seyri agisindan belirgin bir farkllik goérulmedi.
Kruskal Wallis test analizi, rektal 1si parametresi agisindan ¢ deney grubu
arasinda ikinci saatte anlaml farklilik oldugunu gésterdi (p= 0.029). Mann
Whitney-U testi ile yapilan post hoc karsilastirmada 2. saatte kontrol ile CLP
ve kontrol ile sham gruplarn arasinda istatistiksel olarak anlamli farkhlik
oldugu goruldi (sirasiyla p= 0.024 ve p= 0.036) (Sekil-33C).
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Tablo 3: CLP, sham ve kontrol gruplarina ait vital parametre degerleri
(ortalamaxSEM).

Kanbasinci (mmHg)

CLP Sham Kontrol
102,0£14,0 91,4£17,4 79,5£10,9
82,6+24,8 83,9488 75,0484
93,0£22,5 8/,7+14,1 18,246,5
68,0£23,8 69,6478 81,2470
44,2111,3 73,6113,1 80,716,2

Kalp atim hizi (atim/dakika)

cLp Sham Kontrol
354,6426,5 366,6116,8 376,216,0
403,8445,3 354,665 4 395,2415,3
430,1£18,3 372,4%49,1 405,4+18,4
451,9429,2 375,4431,2 405,1+17,3
511,3129,2 370,1131.8 384,0117,3
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Sekil 33: Vital fonksiyonlarin monitorizasyon grafikleri.

(1, sham grubuna gére anlamhilik, p<0.05; t, kontrol grubuna gére anlamlilik, p<0.05; *, CLP
grubunda baslangic degerlerine gére anlamiiik, p<0.05; #, sham grubunda baslangi¢
degerlerine gére anlamliilik; p<0.05)

97



CLP’nin kan laktat degerleri, kan kdltlrleri ve hemogram Uizerine olan
etkisi

Kan laktat seviyelerinin, CLP ve sham gruplarinda kontrol grubuna
oranla daha ylksek seviyelerde oldugu goraldi (Tablo-4). Bu yikselmenin
6zellikle GCLP grubunda belirgin oldugu, kontrol ve sham grublar ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlilik gosterdigi belirlendi (p=
0.029). Kontrol ile sham gruplar arasinda ise kan laktat dizeyleri agisindan
herhangi bir farkhlik géralmedi.

Total beyazklre sayisi, sham ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda
GLP grubunda daha dugstk miktarlardaydi. Fakat bu disuklik Kruskal Wallis
testi ile analiz edildiginde istatistiksel olarak anlamlilik gdstermedi. GLP
grubunda, kandaki nétrofil ylzdesinde herhangi bir degisiklik gérilmez iken
lenfosit ve bazofil miktarlarinda dists, eozinofil ve monosit miktarlarindaysa
artis tespit edildi. Bu kan degerlerinin Kruskal Wallis testi ile analizi
sonucunda yalnizca monosit ylzdesindeki artigin istatistiksel olarak anlaml
oldugu goérildi (p= 0.049). Kandaki monosit miktarlarinin CLP, sham ve
kontrol gruplari arasinda ikili gruplar arasinda Mann Whitney-U testi ile
analizi sonucunda kontrol ile sham ve CLP ile sham gruplar arasinda
herhangi bir farkhlik bulunmazken, GCLP ile kontrol gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik belirlendi (p= 0.029) (Tablo-4).

GLP grubundaki eritrosit degerlerinin, kontrol ve sham gruplan ile
karsilastirildiginda anlamli  dizeyde vyiUkselmis oldugu g&rilmekteydi
(p=0,046; her iki grup i¢in). Ayrica GLP grubunda kandaki Hb, Htc, MCHC ve
MPV degerlerinde artis, MCV ve MCH degerlerinde ise azalig gérilse de
kontrol ve sham gruplari ile karsilastinldiginda istatistiksel olarak anlamli bir
farkliik saptanmadi. Bunlara ek olarak CLP’nin, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda kandaki trombosit miktarlarinda anlamh bir digtse sebep
oldugu goérlildi (p= 0.029). Kontrol ile sham ve CLP ile sham gruplari
arasinda ise trombosit miktarlari agisindan istatistiksel olarak herhangi bir
farklilik bulunmamaktaydi (p= 0.114 ve p= 0.200, sirasiyla) (Tablo-4).

Kan Kkdltard  sonuglarina  bakildiginda CLP  grubundaki tim

hayvanlarda kan kulturleri pozitif olarak saptandi. CLP uygulanan hayvanlarin
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yarisinda tek basina E. Coli'nin Uredigi, diger yarisinda ise E. Coli ve

Klebsiella tdrlerinin birlikte Gredigi goruldi (Sekil-34). Kontrol ve sham

gruplarinda ise kan kulttrlerinde herhangi bir Greme gértlmedi

Tablo 4: Kontrol, sham ve CLP gruplarina ait kan laktat ve hemogram degerleri
(ortalamaxSEM). (t, Kontrol grubuna gére anlamiilik, p<0.05; ¥, Sham grubuna gére

anlamiilik, p<0.05)

Kontrol Sham CLP

Laktat (mmol/L) 4,20+ 0,50 4,97 +0,30 73240677
Lokosit (x10° /L) 518+1,15 6,10 + 2,31 4,87 +2,04
N&trofil (x10° /ul) 2,80 + 0,45 4,59+1,72 3,22 £1,69
Lenfosit (x10° /ul) 1,84 +0,48 1,02 + 0,50 0,88 0,16
Bazofil (x10° /uL) 0,22 +0,10 0,29+0,11 0,14 + 0,08
Monosit (x10° /ul) 0,06 + 0,04 0,30 £ 0,15 0,60 + 0,317
Eozinofil (x10° /uL) 0,04 + 0,04 0,06 + 0,01 0,05 + 0,02
Eritrosit (x10° /ul) 7,81+0,25 7,72 +0,16 9,04+0,23 7%
Hemoglobin (g/dl) 13,80+ 0,48 14,03 £1,20 15,50 + 1,02
Hematokrit (%) 40,90 + 0,98 40,03 + 1,60 45,72 +1,15
MCH (pg) 17,53 + 0,48 17,58 £ 0,41 17,15 +0,58
MCHC (g/dlI) 33,35+0,31 33,78 + 0,21 33,90 + 0,68
MCV (fL) 52,40 + 0,83 51,83 + 1,01 50,55 + 0,83
MPV (fl) 2,61+0,10 2,83 +0,24 3,09 + 0,05
Trombosit (x10° /ul) 1006 + 55,90 900 + 41,10 530,75 + 111,107
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Sekil 34: EMB agar’da E. coli (A) ve Klebsiella tiirlerinin (B) Gredigini gdsteren
besiyeri plaklari.
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CLP’nin Beyin Elektriksel Aktivitesi Uzerine Olan Etkisi
i. Elektrokortikografi (ECoG) Bulgulari

Beyin  elektiriksel  aktivitesinin  degerlendirimesi  amaci ile
elektrokortigografi (ECOG) kayitlari degerlendirildiginde (Tablo-5, Sekil-35);
MF (medyan frekans)'nin, CLP ve sham grubunda ilk iki saatte disme
egilimine girdigi go6rildi. CLP grubunda 6. saatte ortaya cikan artisin
ardindan deney boyunca disme egilimini devam ettiren MF’'nin, 24. saatte
baslangic degerlerine gére %12,5 oraninda daha disiUk seviyede oldugu
fakat istatistiksel olarak anlaml bir farkhlik olusturmadigi gézlendi (p>0.05)
(Sekil-35A). Sham grubunda ilk iki saatte ortaya c¢ikan disme egiliminin
ardindan ilerleyen deney sireci icinde MF degerlerinde artis meydana
gelmekte ve 24. saatte baslangic degerleri seviyesine yukselmekteydi.
Kontrol grubunda ise medyan frekansin seyri agisindan belirgin bir farklilik
gorilmedi.

SEF 95 (spektral edge frekansi 95), MF’ye benzer sekilde CLP ve
sham grubunda ilk iki saatte disme egilimi géstermekteydi (Tablo-5, Sekil-
35B). CLP grubunda 6. saatte ortaya ¢ikan artisin ardindan deney boyunca
disme egilimini devam ettiren SEF 95'in, 24. saatte baslangi¢c degeriyle
karsilastirildiginda disik seviyede oldugu fakat istatistiksel olarak anlamli bir
farkhhk olusturmadigr gézlendi (p>0.05). Sham grubunda ilk iki saatte ortaya
cilkan disme egiliminin ardindan ilerleyen deney sireci icinde SEF95
degerlerinde artis meydana gelmekte ve CLP grubundan farkli olarak 24.
saatteki degerlerin baslangic degerleri ile ayni seviyelerde seyrettigi
gbrulmekteydi. Kontrol grubunda ise SEF 95'in seyri agisindan belirgin bir
farkliik gdérilmedi. MF ve SEF95 icin yapilan istatistiksel test analizleri (¢
deney grubu arasinda yapilan karsilastirmalarda oldugu gibi gruplarin kendi
iclerinde baslangi¢ degerlerine gbre yapilan karsilastirmalarda da anlamli bir
farkliik géstermedi.
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Tablo 5: CLP, Sham ve Kontrol

gruplarina ait MF ve SEF95 degerleri

(ortalamaxSEM).
MF SEF95
CLP SHAM KONTROL | CLP SHAM KONTROL
0] 13,04+0,22 | 11,64+2,24 | 11,81+0,25 | 31,44+0,70 | 27,48+1,03 | 27,80+0,30
2| 11,91+1,81 | 10,72+2,43 | 11,25+¢0,23 | 30,07+0,22 | 26,58+1,27 | 27,63+0,30
6| 13,27£1,97 | 12,0543,03 | 11,25¢1,03 | 31,20+0,80 | 27,36x1,22 | 27,51+0,80
12 | 12,91+1,33 | 11,57+2,22 | 11,70+1,63 | 30,91+0,70 | 28,06x1,03 | 27,57+0,59
24 | 11,42¢1,93 | 11,60+0,30 | 11,68+0,91 | 30,78+1,20 | 27,76x0,95 | 27,70+0,42
B Median frekans (MF)
15
13 ~_ AT
i ——c1p
- —m—SHAM
9 ~—&—KONTROL
7
0 2 o 12 24
?DE
Snalitral ados fralktanc (SEEQE)
bl el = TATET T
32
a -
. '\’/\_.
~ ——CLP
L
28 - ——-SHAM
o ~e— KONTROL
26
249

12 24

Sekil 35: GLP, Sham ve Kontrol gruplarinda MF ve SEF95’e ait 0, 2, 6, 12 ve 24.
saatlerdeki frekans degerleri.
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ECoG kayitlarindaki daha &nceden belirlenmis frekans bandlarinin
(alfa 8-13, beta 13-30, teta 4-8 ve delta 0,5-3 Hz) spektral gi¢ analizlerine
bakildiginda; alfa ve beta aktivitesinin, CLP ve sham gruplarinda ilk iki saatte
artma egilimine girdigi ve CLP grubunda 6. saatte de artis trendini devam
ettirdigi goruldu (Sekil-36). CLP grubunda alfa ve beta aktiviteleri, ilerleyen
deney sureci icinde disme egilimine girmekie ve 24. saatte baslangic
degerlerine gore sirasiyla %4 ve %8 daha dusuk seviyelerde seyretmekteydi.
Sham grubundaki ilk iki saatte ortaya ¢ikan artma egiliminin ardindan 2 ila
12. saatler arasinda alfa ve beta aktivitelerinde herhangi bir degisiklik
g6zlenmemekte iken 12 ila 24. saatler arasinda ortaya ¢ikan disise bagli
olarak 24. saatteki degerlerin baslangic degerleriyle ayni seviyelerde
seyrettigi gorildi. Teta dalga aktivitesi igin gerek sham gerekse CLP
grubunda anlamli bir degisiklik gbzlenmedi (Sekil-36). Delta aktivitesine
bakildiginda ise hem CLP hemde sham grubunda ilk iki saatte disls
gbézlendi. CLP grubunda bu dislsU takiben deney slresi boyunca ortaya
¢clkan artigin 24. saatte baslangic degerleriyle karsilastirildiginda %22
oraninda daha yuUksek seviyeye ulastigi ancak istatistiksel olarak anlamli bir
farkliik olusturmadigi belirlendi (p>0.05) (Sekil-36). Sham grubunda delta
aktivitesinin, 12. saate kadar dUsiUk seviyelerde seyrettigi ancak 12 ila 24
saatler arasinda ortaya cikan artisa bagh olarak 24. saatte baslangic
degerlerine ulastigr gézlendi. Kontrol grubunda ise alfa, beta, teta ve delta
bandlarinda spektral gi¢ analizleri agisindan belirgin bir farklilk géze
carpmadi (Sekil-36). Spektral glic analizi icin Kruskal Wallis testi, ic deney
grubu arasinda herhangi farklilik géstermedi. One-Way Repeated Measures
ANOVA testi ile deney gruplarinda baslangic degerlerine gére anlamli
degisimler olup olmadidina bakildiginda sham grubundaki delta aktivitesinde
2, 6 ve 12. saatlerde anlaml farklihk goérildi (p<0.05) (Sekil-36).
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Sekil 36: CLP, sham ve kontrol gruplarinda spektral gii¢ analizinin 0, 2, 6, 12 ve 24.

saatlerdeki frekans band degerleri. (#, sham grubunda baslangi¢ degerlerine gére
anlamiilik; p<0.05)
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ii. Somatosensoriyal Uyarilmis Potansiyel (SEP) Bulgulari

SEP sonuglar degerlendirildiginde; CLP grubunda, uyarinin baslangici
ile pozitif dalga pikleri arasindaki mesafeleri yansitan U-P1 ve U-P2
mesafelerine bakildiginda U-P1’in ilk iki saatte belirgin bir degisiklik
gOstermez iken ikinci saatten sonra uzama egilimi igine girdigi ve 12. saatten
itibaren baslangi¢c de@erlerine gore istatistiksel olarak anlamh dizeylerde
yuksek seyrettigi goruldi (p<0.05) (Tablo-6, Sekil-37). U-P2 mesafesine ait
degerlerin ise ilk iki saatte belirgin bir degisiklik gbstermezken 6. saatten
itibaren hafif derecede yikselmis oldudu fakat istatistiksel olarak anlamlilik
ifade etmedigi goruldd (p>0.05). Pozitif dalga pikleri arasindaki mesafeyi
yansitan P1-P2’nin U-P2’ye benzer sekilde ilk iki saatte belirgin bir degisiklik
g6stermedigi, 6. saatten itibaren hafif derecede ylksek seyrettigi fakat bu
degerlerin  baslangic seviyesine gb6re istatistiksel olarak anlamhlik
g6stermedigi gbzlendi (p>0.05). Pozitif ve negatif dalga pikleri arasinda yer
alan P1-N1 ve N1-P2 mesafelerine bakildiginda ise P1-N1’e ait mesafelerin
deney suresince belirgin bir degisiklik gbéstermezken N1-P2’nin 6. saatten
itibaren baslangi¢c de@erlerine gore istatistiksel olarak anlamh dizeylerde
yUksek seyrettigi gorildi (p<0.05) (Tablo-6, $ekil-37). Sham ve kontrol
grubunda ise SEP d&lgiminden elde edilen dederler arasinda ¢ok kiguk
farkliliklar bulunmakla birlikte degerlerin genel seyri agisindan belirgin bir
degisiklik gbze ¢arpmadi (Tablo-6 ve Sekil 37).
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Tablo 6: CLP, sham ve kontrol gruplarinda SEP kayitlarindan elde edilen uzama
(latency) degerlerine ait ylzde degerleri. (*,CLP grubunda baslangi¢c degerlerine gére

anlamiilik; p<0.05).
cLP UP1  UP2  PIP2 PIN NIP2
—dc 0 10000 10000 10000 10000 100,00
L \ 2 10000 10048 10094 10083 1005
—— 6 1078 10385 10498 10058  10954*
(i 2 1037+ 10293 10064 10002 107.64°
e 24 10024* 10330 10396 10091 10749
(1 SHAM  UP1 UP2  PIP2 PINT NIWP2
o {pg 0 10000 10000 100,00 10000 100,00
—FV 2 10059 9998 10035 9956 10000
L \i~ 6 10250 9998 9935 9851 9883
|4 Nz 12 10107 10051 9998 9774 10000
| 2% 10234 10126 10095 10134 10000
N1 KONTROL  UP1  UP2  PP2  PINI NI-P2
0 0000 10000 1000C 10000 10000
2 10000 10000 1000 10000 10000
6 0000 9937 9888 10025 9956
2 10044 080 9876 0025 1002
24 10000 10000 1000 10000 100CO
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Sekil 37: SEP dalgalarina ait uzama (latency) mesafelerinin CLP, sham ve kontrol
gruplarindaki yizde degisim grafigi. (* CLP grubunda baslangi¢c degerlerine gére
anlamiilik; p<0.05)
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SEP kayitlarindan elde edilen dalgalarin amplitid degerlerine
bakildiginda ise CLP grubunda P1, P2 ve N1 dalgalarinin amplitiidlerinde,
operasyon sonrasi 24. saatteki degerlerin baslangic degerleriyle
karsilastirildiginda daha disik dizeylerde oldugu fakat istatistiksel olarak
anlaml  bir farkhhk olugsturmadigi g6ruldi (p>0.05) (Tablo-7). Sham
grubunda, CLP grubundan farkh olarak 24. saatteki P1, P2 ve N1
dalgalarinin amplitiid degerlerinin baslangic degerleriyle ayni seviyelerde
oldugu goéruldi. Kontrol grubunda ise SEP élciminden elde edilen P1, P2 ve
N1 dalgalarina ait amplitid degerlerinin seyri agisindan belirgin bir farkhhk
g6ze carpmadi (Tablo-7). P1 dalgasina ait amplitid degerleri i¢in Kruskal
Wallis test analizi, (¢ deney grubu arasinda 12 ve 24. saatlerde anlamliydi
(sirasiyla p= 0.007 ve p= 0.012). Mann Whitney-U testi ile gruplarin post hoc
degerlendiriimesi sonucunda hem 12. saatte hemde 24. saatte GLP ile
kontrol gruplari arasinda (sirasiyla p= 0.004 ve p= 0.006) istatistiksel olarak
anlaml farklihk goérGldd. P2 ve N1 dalgalarina ait amplitid degerleri

acisindan ise gruplar arasinda anlamli bir farklilik saptanmadi (Tablo-7).

Tablo 7: CLP, sham ve kontrol gruplarinda SEP dalgalarina ait amplit(id

degerleri (ortalamaxSEM). (f, CLP grubunda kontrol grubuna gére anlamiilik; p<0.05)

ZAMAN CLP Sham Kontrol

P1 0 20,4611,34 22,05+1,55 21,14£0,09
2 19,8043,21 24,82+0,66 21,00£0,24

6 20,42+1,06 24,37+2,00 21,03£0,23

12 17,4640,42 1 23,6041,32 21,03£0,13

24 17,34+1,56 1 23,3542,30 21,05:0,17

P2 0 99,71+31,97 98,88143,51 97,96£15,66
2 99,14+15 47 94,76£32,18 97,47+16,17

6 96,44+27,48 94,79+36,91 98,50£16,00

12 91,79+30,54 97,69+35,29 96,47+15,37

24 93,48437,10 97,1940,08 96,86£15,16

N1 0 86,8722,05 75,23+24,54 76,99+10,35
2 87,86+16,10 79,50+10,87 76,81£19,53

6 89,38+18,04 76,85+14,47 74,46+10,06

12 80,9022,04 75,72+20,20 76,36£13,49

24 83,53+24,78 75,32+27,30 74,89+11,08
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CLP’nin Beynin Degisik Bolgelerindeki Apoptotik Hiicre Oliimii Uzerine
Olan Etkisi

TUNEL ybntemiyle isaretlenen beyin bélgelerinin morfolojik incelemesi
sonucu CLP grubunda 6zellikle SVZ (Sekil-38), MnPO ($ekil-39), CA1 (Sekil-
40), CA3 (Sekil-41), CA3/4 (Sekil-42) ve DG (Sekil-43) bolgelerinde, TUNEL
pozitif hiicre nikleuslarin siklikla bulundugu gézlendi.
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Sekil 38: GLP grubundaki bir hayvana ait TUNEL ydntemiyle boyanmis SVZ kesiti.
Oklarin ucu TUNEL pozitif boyanmis bazi hiicreleri isaret etmektedir.
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Sekil 39: GCLP grubundaki bir hayvana ait TUNEL y&ntemiyle boyanmis MnPO kesiti.
Oklarin ucu TUNEL pozitif boyanmis bazi hiicreleri isaret etmektedir.
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Sekil 40: GLP grubundaki bir hayvana ait TUNEL yontemiyle boyanmis CA1 kesiti.
Oklarin ucu TUNEL pozitif boyanmis bazi hiicreleri isaret etmektedir.

Sekil 41: GLP grubundaki bir hayvana ait TUNEL yontemiyle boyanmisg CA3 kesiti.
Oklarin ucu TUNEL pozitif boyanmis bazi hiicreleri isaret etmektedir.
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Sekil 42: GLP grubundaki bir hayvana ait TUNEL ydntemiyle boyanmig CA3/4 kesiti.
Oklarin ucu TUNEL pozitif boyanmis bazi hiicreleri isaret etmektedir.

w 20 pm

Sekil 43: CLP grubundaki bir hayvana ait TUNEL yéntemiyle boyanmisg DG kesiti.
Oklarin ucu TUNEL pozitif boyanmis bazi hiicreleri isaret etmektedir.
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imminohistokimya sonuglari morfometrik olarak degerlendirildiginde;
incelenen beyin bélimleri icerisinden SVZ, MnPO, DG, CA1, CA3 ve CA3/4
bdlgelerinde gerek kontrol gerekse sham grubuna kiyasla CLP grubunda
anlamh dizeyde yUksek oranda TUNEL pozitif hicre saptandi (Tablo-8,
Sekil-44). Sham grubunda MnPO, SVZ, DG, CA1 ve CAS3 alanlarindaki
TUNEL ydntemiyle belirlenen apoptotik hicre sayisi kontrol grubuna oranla
daha sik gorilmekle birlikte, iki grup arasinda istatistiki bir fark ise
saptanmadi (Tablo-8, Sekil-44).

Tablo 8: GLP, sham ve kontrol gruplarinda TUNEL ydntemiyle pozitif boyanan
mm?deki hiicre sayilari (ortalama+SEM). (®, kontrol grubuna gére anlamiilik, p<0.01; 1,
kontrol grubuna gére anlamlilik, p<0.05; mm, sham grubuna gére anlamlilik, p<0.01; ¥, sham
grubuna gére anlamiilik, p<0.05).

SVB MNPO DG CAl CA3 CA3/4
CLP 9,70+1,30%™ 6,31£1,49™™ 7,65+0,72%™ 6,00+0,99%™ 3,03+0,99%™ 0,92+0,40"*
Sham 0,63+0,28 0,50+0,02 0,50+0,02  0,50+0,02 0,50+0,02  0,50+0,02

Kontrol 0,17+0,06  0,20+0,02  0,20+0,02  0,20+0,02 0,20+0,02  0,20+0,02

o,
mCLP
m Sham
s Kontrol
t#
CAl

CA3 CA3/4

12

10

@,
I @,
@ T

I
. l= l- l
svz
Sekil 44: CLP, sham ve kontrol gruplarinda TUNEL ydntemiyle pozitif boyanan

MNPO DG
mm?®deki hlicre sayisi grafidi. (®, kontrol grubuna gére anlamiilik, p<0.01; t, kontrol
grubuna gére anlamiilik, p<0.05; 1, sham grubuna gére anlamlilik, p<0.01; }, sham grubuna
gére anlamlilik, p<0.05).
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Kaspaz immunohistokimya boyamasi ve transglutaminaz ydntemiyle
boyanan alternatif kesitlerin incelenmesi sonucu CLP grubunda, TUNEL
boyamasini destekler bir sekilde MnPO, SVZ, DG, CA1 ve CAS3 alanlarinda
kaspaz ve transglutaminaz yéntemiyle pozitif boyanan apoptotik hicrelerin
siklikla bulundugu goérulda (Sekil-45, 46).

o

NN ; :
aa pr
[ ‘::I
' b
) | % } f o
A 2 / 145 pm B X 145 pm
S )
» » ¢
o P s d
¢
€
i 5
’ | R | ¥
35 ' : 3
c - T N , SERETT) N
)
D €
(4
% ‘,
3 G o 2

W

35 pm 35 um
— F B

—
7
—_—

Sekil 45: CLP grubunda kaspaz-3 imminohistokimya yéntemiyle boyanmis histolojik
kesitler. Oklarin ucu kaspaz-3 pozitif boyanmig bazi hiicreleri isaret etmektedir.
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Sekil 46: CLP grubunda transglutaminaz immanohistokimya yéntemiyle boyanmis
histolojik kesitler. Oklarin ucu transglutaminaz pozitif boyanmis bazi hiicreleri isaret
etmektedir.
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TARTISMA

CLP modeli, sepsisle iliskili calismalarda oldukca sik kullanilan ve
sepsis arastirmalari igin “altin standart” olarak kabul edilen bir model olarak
gbze carpmaktadir (212). Yogun bakim Unitelerindeki hasta cesitliligi ve genis
¢apl klinik galismalarin maliyetinin yiksek olmasi gibi olumsuz faktorler
nedeniyle sepsis patofizyolojisinin agiklanmasinda ve yeni tedavi rejimlerinin
ortaya konmasinda septik hayvan ¢alismalari tercih edilmektedir. Fakat CLP
disindaki diger deneysel sepsis modeli ¢calismalarn dikkate alinarak ortaya
konan tedavi yobntemlerinin sepsisli hastalara uygulandiginda basarili
sonuglar vermemesi hatta mortalite oranlarini arttiriyor olmasi, septik hayvan
c¢alismalarinin gavenilirliligini azaltmakta ve insanlardaki klinik sepsisi ne
derece yansitabildikleri konusunu gindeme getirmektedir (184, 185, 187,
201, 202). Bircok arastirmaciya gére CLP modeli, hem laboratuar bulgulari
acisindan hem de ortaya cikan klinik sepsis tablosu acisindan insanlarda
gelisen sepsisi iyi bir sekilde taklit edebilmektedir (170, 175, 212, 214, 215,
430, 436). Bizim calismamizda da operasyon sonrasi 24. saatte CLP
grubundaki hayvanlarin timinde sepsisle iligkili klinik bulgularin gézlenmis
olmasina karsin kontrol ya da sham grubundaki hayvanlarin hicbirinde bu tr
klinik bulgulara rastlanmamis olmasi GLP ydnteminin glvenilir bir model
oldugunu ve sepsisli hastalarda ortaya ¢ikan klinik sepsis tablosunu iyi bir
sekilde yansittigi distncesini destekler niteliktedir. Ayrica sepsise iligskin
klinik bulgularin hi¢birinin sham ya da kontrol grubunda g6zlenmemis olmasi;
ileriye yonelik olarak planlanacak c¢alismalar agisindan sham grubuna ek
olarak kontrol grubunun kullaniimasina veya her iki grubun birlikte
kullanilmasina gerek olmadidini disundirmektedir. Bu sayede CLP
modelinin kullanildigi deney sepsis calismalarinda, kullanilacak hayvan
sayisi azaltilabilecektir.

Kan Kiltira Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Calismadan elde edilen kan kiltiri sonuglan CLP grubundaki tim

kiltirlerde Gremenin meydana geldigini géstermektedir. CLP sonrasi 24.
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saatte toraks acimini takiben kardiak ponksiyon ile alinan kan érneklerinin
yarisinda tek basina E. Coli’nin, diger yarisinda ise E. Coli ve Klebsiella
thrlerinin birlikte Gredigi saptanmistir. Sepsis, kanitlanmig bir enfeksiy6z olay
sonucu gelisen SIRS olarak kabul edilmektedir (4). SIRS kriterlerini
kargilayan kisilerde sepsis tanisinin konabilmesi i¢in kan, periton veya idrar
gibi kdltdr érneklerinde Gremenin gdsteriimesi ya da gelismis gérintlleme
ybntemleriyle enfeksiy6z odagdin saptanmasi klinik agidan oldukga 6nem
tasimaktadir (42). Bizim ¢alismamizda GLP grubundaki hayvanlarin timdnde
kan Kkaltirt 6rneklerinde Ureme saptanmis iken kontrol ya da sham
grublarindaki hayvanlarin higbirisinde Gremenin gdsterilememis olmasi, GCLP
grubundaki hayvanlarda enfeksiy6z bir tablonun gelistigini destekler
niteliktedir. Brooks ve ark.larnin (430) vyaptiklari calismada, bizim
galismamiza benzer sekilde GCLP grubundaki hayvanlarin hepsinde enterik
bakterilerin Uredigi, kan kultdrlerinden izole edilen bakteriler arasinda E. Coli,
Proteus turleri ve Bacteroides tarlerinin ilk Gg¢ sirada yer aldigr gériimektedir.
Ayrica CLP uygulanan sekiz hayvandan besinde, birden fazla bakteri tlrindn
birlikte Uredigi gosterilmistir ki bu oran bizdeki ile benzerlik géstermektedir
(430). Bizim calismamizdaki kaltlrlerde ise bu sonuclardan farkh olarak
herhangi bir anaerop bakteri tiriine rastlanmamigtir. CLP modeli kullanilarak
yapilan diger bircok calismada da kan Kkultlrlerinde birden fazla bakteri
tarinin Gremesine (mikst Ureme) iligkin olarak bizim calismamizdakine
benzer oranlar bildirilmektedir (95, 213, 437). Junior ve ark.’larinin (438)
yaptiklari c¢alismada, operasyon sonrasi dokuzuncu saatte pozitif kan
kaltarlerinin orani GLP grubunda %80 iken kontrol grubunda ise %0 olarak
saptanmis fakat hangi etkenlerin Uredigi hakkinda bir bilgi verilmemistir.
Messaris ve ark’larinin  (439) vyaptiklari ¢alismada da bizim
calismamizdakine benzer sekilde kan kultlrleri agisindan GLP grubundaki
hayvanlarin timinde kan kultirlerinin pozitif geldigi gorilmekte iken sham
grubundaki hayvanlarin higbirisinde pozitiflik saptanmamigtir. Bu ¢calismadaki
kan kultdrlerinde iclerinde Escherichia coli, Proteus miribalis, Enterobacter
faecium, Enterobacter cloacae ve anaeroblar olmak Uzere birgok patojenin
dredigi gosterilmistir. Ghiselli ve ark.’larinin (440) yaptiklarn bir calismada
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operasyon sonrasi 72. saatte CLP grubundaki hayvanlarin hepsinde kan
kultarlerinin pozitiflik gbsterdigi ve izole edilen edilen bakteriler arasinda E.
Coli, Klebsiella tirleri ve Enterobakter tlrlerinin yanisira gram pozitif koklar
arasinda yer alan enterokoklarin da siklikla saptanmis oldugu goértlmektedir.
Abdominal enfeksiyon sonucu sepsis gelisen hastalar ile yapiimig bir
calismada bu hastalarin yaklasik olarak %95’inde kan kultirlerinde pozitiflik
saptanmisgtir. Bu oran CLP modeli kullanarak yapmis oldugumuz bu
calismadaki kan kdltdrlerinde saptamis oldugumuz %100 Ureme oraniyla
paralellik gostermektedir (441). Bizim c¢alismamizda GCLP grubundaki
hayvanlarin hepsinde enterik kdkenli bir bakteriyeminin ortaya ¢ikmasi fakat
sham ve kontrol gruplarindaki hayvanlarin higbirisinde bdyle bir sonuca
rastlanmamis olmasi CLP modelinin, deneysel bir sepsis modelinde
bulunmasi gereken sepsis tani kriterlerinden birisini yerine getirdigini
g6stermektedir (442). intra-abdominal kaynakl sepsisteki kan Kltdrd
sonuglari her zaman bakteri florasina ait mikrobiyolojiyi yansitmaktadir (443).
intraabdominal kaynakli sepsis, bakteri florasindan kaynaklanan birgok aerop
ve anaerop bakteri tirin0G icermekte ve otopsi ya da laparatomi sirasinda
bifazik patolojik 6zellik gbsterdigi, baslangicta akut peritonit gelismekte iken
daha sonrasinda bu tabloyu intraabdominal abse olusumunun takip ettigi
bildiriimektedir (443). Fakiltatif aerop bakterilerin tabloya baskin oldugu
durumda akut peritonitin inddklendigi ve ortaya g¢ikan bakteriyemi sonucu
mortalitenin ylksek seyrettigi, anaeroblarin baskin oldugu durumda ise akut
peritoniti takiben intra-abdominal abse olusumuna yatkinlhk gelistigi
bildirilmektedir (437, 443). Bakterilerin, fibrin pihti icinde intraperitoneal olarak
veriimesine iligkin sepsis modelinde intra-abdominal abse olusumuna zemin
hazirlandigi ve bunun neticesinde bakterilerin direkt olarak periton icine
veriimesine kiyasla mortalite oranlarinda azalmanin meydana geldigi
bildirilmektedir (175). Bizim calismamizda CLP grubundaki hayvanlara ait
kan kdltdrlerinin hi¢birinde anaeroplarin Grememis olmamasi ve Brooks ve
ark.’larinin  (430) yapmis oldugu calismada ise CLP grubundaki sekiz
hayvanin alti tanesinde anaeroblara kiyasla fakultatif aeroplarin baskin

olarak Uremis olmasi GCLP modelinin 24. saatte intra-abdominal abse
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olusumuna yol agmaktan ziyede akut peritonit tablosuyla seyretmeye devam
ettigini disindirmektedir. Gergekten de hem bizim yaptigimiz galismada
hem de daha 6nce yapilan bircok CLP modeli calismasinda, CLP sonrasi 24.
saatteki laparotomik degerlendirmede abdominal kavite i¢cinde herhangi bir
abse olusumuna rastlanmamigtir. Yapmis oldugumuz bu calismayla CLP
yonteminin ilk 24 saatlik dbnemde diger bazi sesis modellerinden farkli olarak
intraabdominal abse olusumuna yol agmadigi, cekuma acilan delikten fekal
icerigin yavas bir sekilde sizmasi sonucu akut peritonit tablosuyla seyrettigi
ve bunun neticesinde ortaya ¢ikan bakteriyemi ile kan kultdrlerinin hepsinde

dremenin meydana geldigi anlasiimigtir.

Laparatomi Bulgularinin Degerlendirilmesi

Mevcut ¢alismada, her ¢ gruptaki deney hayvanlarina ¢galismanin 24.
saatinde monitorizasyon iglemleri sonrasinda anestezi altindayken
laparotomi yapilarak batin boslugu degerlendirildi.  Kontrol ve sham
grubundaki hayvanlarda peritoneal kavitenin temiz ve peritoneal sivinin seffaf
gérindmld oldugu gézlenir iken CLP grubunda ise peritonel sivinin kétl
kokulu oldugu ve ¢cekum cevresinde yer yer ply olustugu géruldd. Bunlara ek
olarak CLP grubunda, bagl olan cekumun ileri derecede édemli, iskemik ve
mat gérindmli oldugu ve cevredeki ince barsak kivrimlariyla belirgin bir
bicimde yapigikhk gosterdigi gbzlendi. Maier ve ark.larinin (444) fareler
Uzerinde yaptiklari deneysel sepsis calismasinda, operasyon sonrasi 24.
saatte tek ya da iki delik agilarak olusturulan CLP modeli ile CASP modeli
(colon ascendens’e takilan stent ile olusturulan bir peritonit modeli)
arasindaki laparotomik bulgular arasindaki farkhliklar karsilastiniimistir. Bu
calismada iki delik acgilarak CLP olusturulan hayvanlardaki laparotomi
bulgulari ile bizim ¢alismamizdaki GLP uygulanan hayvanlardaki laparotomi
bulgulari arasinda benzerlik go6rUlmektedir. Maier ve ark.’larinin (444)
yaptiklari calismada operasyon sonrasi 24. saatte cekumda acilan
deliklerden persistan bir fekal igerik sizintisinin olmadigi fakat CASP modeli
uygulanan hayvanlarda ¢cekuma yerlestirilen stentlerden belirgin bir sekilde

feges cikisinin gergeklestigi bildiriimektedir. Hem bizim ¢alismamizda hem de
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Maier ve ark’larinin (444) vyaptiklari calismada, CLP uygulanan
hayvanlardaki baglanmis olan ¢ekumun kendisine komsu ince barsak
kivrimlariyla belirgin bir bigimde yapisiklik géstermesi, gekuma yakin ince
barsak kivrimlarinda belirgin bir vazodilatasyon g6zlenirken ¢ekumun
uzagindaki ince barsak kivrimlarinin normal gériinimde izlenmesi, puly
olusumunun ¢ekum cevresinde yer yer lokalize bir sekilde izlenmis olmasi;
GLP modelinin jeneralize peritonit tablosu olusturmak yerine ¢evre organlar
tarafindan sinirlandirilmig daha lokalize bir peritonit gelisimine yol agtigini
distundirmektedir. Bu durum g6z 6éninde bulunduruldugunda insanlardaki
yaygin peritonit tablosunu taklit edecek bir deneysel sepsis c¢alismasi
planlandiginda CLP modeli yerine CASP modelinin tercih edilmesi daha
uygun bir yaklasim gibi gézikmektedir. CLP modelinde orta hattan yapilan
bir insizyon ile ¢ekum ortaya c¢ikariimakta, ileogekal valvin distalinden
istenilen oranlarda ¢cekum baglanmakta ve degisik kalinliklardaki bir igneyle
¢ekumda delik olusturulmaktadir (213). Bu sayede fekal icerigin periton igine
gecmesi saglanmaktadir ki bu 6zelligi sayesinde CLP’nin insanlardaki rtptire
apadisiti veya perfore divertiklliti taklit eden bir yéntem oldugu
distnilmektedir (175). Bizim yaptigimiz g¢alismada GCLP grubundaki
hayvanlarda laparotomik bulgularin peritonit ile uyum goéstermesi ve kan
kiltirh 6rneklerinde yalnizca enterik bakterilerin izole edilmis olmasi CLP
modelinin, fekal icerik kokenli bir peritonit modeli oldugu dusincesini
destekler niteliktedir. Dolayisiyla bu c¢alismadan elde edilen Klinik,
laparotomik ve mikrobiyolojik sonuglar géz énliinde bulunduruldugunda CLP
modelinin, insanlarda gelisen klinik sepsis tablosunu iyi bir sekilde taklit ettigi
ve bu sebeple de diger noninvaziv yéntemlerden (iv yoldan canl patojen
veya LPS verilmesi gibi) daha agresif ve daha uzun sireli bir yéntem
olmasina ragmen, sepsise yonelik calismalarda tercih edilmesi gereken
sepsis modeli olma &zelligini hala korudugu gérulmektedir. CLP ve CASP
modelinin karsilastinimasina yoénelik gelecekte planlanacak olan yeni
caligmalar ile sepsis icin hangi modelin tercih edilmesi gerektigine iliskin

6nemli veriler saglanabilecektir.
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Vital Moniterizasyon Bulgularinin Degerlendirilmesi

Bu calismada, deneye alinarak monitorize edilen si¢anlarin GCLP
grubunda, kan basincinin ilk iki saatte azalma egilimine girdigi, bunu takip
eden 2 ila 6. saatler arasinda artig gosterdigi ve deney sirecinin 6 ila 24.
saatleri arasinda tekrar disus egilimi iginde oldugu goéruldd. 12. saatle birlikte
anlamli disUs gdsteren kan basinci, 2 ila 6. saatler arasindaki artis egilimini
6. saatten sonra birakmis, hiperdinamik bir safhadan, basing azalmasiyla
birlikte disUs gOsteren bir egri cizerek 24. saatte baslangi¢ seviyelerine gére
%43’l0k degerlere inmistir. Sham grubunda da CLP grubundakine benzer bir
sekilde kan basincinin ilk iki saatte azaldigi, 2 ila 6. saatler arasinda arttigi ve
6. saatten sonra tekrar disls egilimi iginde oldugu goéruldi. 6. saatten
itibaren ortaya cikan disme egilimi, 12. saatte en disik dederlere ulasmakta
ve baslangi¢ degerlerine gbre %75’lik seviyelere geriledigi gézlendi. Sham
grubunda CLP grubundan farkli olarak kan basincinin 12. saatten sonra
dizelme egilimine girdidi ve 24. saate gelindiginde baslangi¢ degerlerine
gbre %80’lik seviyelere ylkseldigi goérildi. Calismamizda monitorizasyonun
2. saatindeki kan basinci degerlerine bakildiginda, sepsis grubundaki
hayvanlarda %19 oraninda, sham grubundaki hayvanlarda ise %8 oraninda
dusls gorilse de istatistiksel olarak anlamlh bir farkhlik saptanmadi. Kan
basinci agisindan 2. saatte meydana gelen dustsin hem CLP hem de sham
grubunda gozleniyor olmasi, bu digtsin operasyon sirasindaki kan kaybina
ve kullanilan anestezik maddenin (tiyopental sodyum) kan basinci Gzerindeki
disUrlcU etkisine bagl olarak meydana geldigini distunddrmektedir. Nitekim,
literatirde tiyopental sodyumun genel anestezik dozlarda sicanlara
uygulanmasi sonucu kan basincinda distse yol actigini bildiren ¢alismalar
bulunmaktadir (445). CLP sonrasi 6. saatteki kan basinci degerleri CLP
uygulanan her bir hayvan igin ayri ayri incelendiginde, hayvanlardan iki
tanesinde baslangi¢ degerlerine gére artmis miktarlarda, dért hayvanda ise 2
ila 6. saatler arasinda meydana gelen artisa ragmen anestezinin 2. saatte
meydana getirdigi belirgin dislise bagli olarak baglangi¢ degerlerinin %83l
seviyesinde kaldigi gbzlendi. Diger iki hayvanda ise farkl olarak baglangigtan

itibaren deney boyunca digus egilimi gértldd. Hayvanlar arasinda gérilen bu
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farkl kan basinci seyrine bagli olarak CLP grubunda 2 ila 6. saatler arasinda
ortaya cikan ve hiperdinamik safhayla aciklanabilecek olan kan basinci artigi,
6. saatte baslangic dederlerine gbére ancak %91’lik seviyelere kadar
yukselebilmekteydi. CLP grubunda yer alan ve kan basincinda 2 ila 6. saatler
arasinda belirgin disls gbézlenen iki hayvanin hari¢ tutulmasi durumunda;
GLP ve sham gruplari arasinda 6. saatteki kan basinci degerleri agisindan
g6zlenen farkin iki kat artis g0Osterdigi gérilmekteydi. Buna ek olarak 6.
saatte kan basinci degerleri agisindan GLP ve kontrol gruplar arasinda
anlamli bir farklihk gézlenmez iken GLP grubundaki bu iki hayvan ¢alismadan
cikarildiginda CLP ve kontrol gruplarn arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamliik kazanmaktaydi (p<0.05). Sonug¢ olarak bu bulgular, CLP
grubundaki hayvanlarin %75’inde 2 ila 6. saatler arasinda hiperdinamik bir
fazin gelistigini destekler nitelikteydi. 6. saatten sonra ise CLP grubundaki
tim hayvanlarda hipodinamik bir faz gelismekte ve kan basinci ¢alisma
boyunca dusme egilimini sdrdirmekteydi. CLP grubunda ayni zaman
dilimlerine denk gelen kalp atim hizindaki artis da kan basincindaki distse
uygun korelasyon gbéstermekteydi. Mevcut calismada, kan basincinda dusis
egilimi ile birlikte buna eglik eden kalp atim hizinda gdbzlenen artis septik
tablonun gdstergesi olarak kabul edilmigtir. Sham grubunda dizelme
egilimine giren kan basinci ve belirgin bir egilim gbéstermeyen kalp atim hizi
parametreleri sonuclari da bu bulguyu desteklemektedir.

Rektal 1s1 parametresi hem CLP hem de sham grubunda ilk iki saatte
dusis egilimi gostermekte fakat sonrasinda ise deney boyunca kademeli
olarak artis egilimine girmekteydi. Rektal I1sI agisindan 2. saatte meydana
gelen dususin hem CLP hem de sham grubunda gbézleniyor olmasi
nedeniyle kullanilan anestezik maddenin vicut 1sisi Uzerindeki dusurici
etkisine bagl olarak meydana geldigi disundldd. Tiyopental sodyum gibi
barbitlrat grubu ilaglarin genel anestezik dozlarda siganlara uygulandiginda
vicut 1sisinda dasise yol actigi gesitli calismalarda bildirilmistir (446, 447).
Bizim calismamizda CLP ve sham gruplarina uygulanan operasyonlar
sirasinda anestezinin indukledigi hipotermiye karsi si¢anlarin vicut 1sisinin

korunmasini saglamak amaciyla isitict bir diizenegin kullanilmamis olmasi
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nedeniyle 2. saatteki rektal 1si dederlerinde CLP grubundaki hayvanlarda %5
oraninda, sham grubundaki hayvanlarda ise %8 oraninda digslis meydana
geldigi ve kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik olugturdugu gézlenmisgtir.

Galismadan elde edilen vital parametre bulgulari, literatirde yer alan
benzer calismalarla paralellikler gostermekteydi. Xie ve ark.lar (448)
tarafindan siganlarda olusturulan sepsis modelinde, operasyon sonrasi 24.
saatteki kan basinci degerlerinin  CLP grubunda sham grubuyla
karsilastirildiginda bizim ¢alismamizin sonuglariyla uyumlu olarak istatistiksel
olarak anlamlilik gbsteren bir dislis meydana getirdigi bildiriimistir. Mansart
ve ark.larinin (449) yaptigi calismada, operasyon sonrasi 24. saatte kan
basinci degerleri o6lciimis ve sham vya da kontrol gruplanyla
karsilastinldiginda GCLP grubundaki degerlerin belirgin bir bigimde disutk
oldugu gésterilmistir. CLP grubunda gbézlenen bu disis sham ve kontrol
gruplarina gore anlamli bir farklihk gdsterse de bizim galismamizda elde
ettigimiz seviyelere kadar dismedigi gorilmektedir. iki calisma arasindaki
farkhhdin olasi sebebi bizim galismamizda ¢cekum 22G’luk igne ile iki kez
delinmekte iken Mansart ve ark.’larinin (449) calismasinda kullanilan yontem
geregi cekumun 21G’lik igne ile vyalnizca tek sefer delinmesinden
kaynaklaniyor olabilir. Daha énce yapilmis olan ¢alismalar neticesinde CLP
yontemi kullanilarak olusturulan sepsis modelinde, ¢ekumun baglanma
yUzdesindeki artisla ya da ¢ekuma acilan deligin boyut ve sayisi ile kan
basincindaki digUs arasinda korelasyonun bulundugu ve hayatta kalma
oranlarinin etkilendigi gosterilmistir (450). Song ve ark.’larl (451) tarafindan
9G’lik igne ile ¢ekumun iki kez delinmesi sonucu olusturulan sepsis
modelinde, kan basincinin bizim ¢alismamizdan ¢ok daha erken zaman
dilimlerinde disls gosterdigi ve kalp atim hizinin buna uygun sekilde ilk 12
saatte kademeli olarak artig gbsterirken daha sonrasinda ise giderek azalma
egilimi icine girdigi gorlilmektedir. Bizim ¢alismamizda CLP grubundaki en
dislUk kan basinci degeri 24. saatte saptanmig, Song ve ark.larinin yaptigi
calismada ise ayni kan basinci degerlerine bizden 8 saat daha énce yani 16.

saatte ulasiimis ve kan basinci 16 ila 20. saatler arasinda da disme egilimini
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devam ettirerek 20-30 mmHg seviyelerine kadar inmistir. Song ve ark.’larinin
(451) calismasinda, bizim calismamizla karsilastirildiginda  vital
parametrelerin daha erken ve belirgin seyreden Kkotilesme egilimi
gbstermesinin olasi nedeni, hayvanlarda olusturduklari perforasyonun bizim
calismamizda kullandigimizdan ¢ok daha kalin bir igne kullanilarak
gerceklestirmeleri olabilir. Bizim calismamizda vital parametrelerin 24.
saatten sonra da izlenmeye devam ettiriimesi durumunda, sag kalan
hayvanlarda muhtemelen kan basincinin daha da disik degerlere inecegi ve
kalp atim hizinin ilk 24 saatteki kademeli olarak gdsterdigi artis egiliminin
yerini giderek azalma egilimine birakacagini distnmekteyiz. Bizim
calismamizda 12 ve 24. saatlerdeki kalp atim hizinin seyri agisindan sepsis
ve sham gruplar arasinda saptadigimiz farkhlik, Yang ve ark.’larinin (452) 18
G’luk igne ile cekumu iki kez delerek yaptiklar ¢calismada operasyon sonrasi
20. saatte bildiriimektedir. Bu ¢calismada CLP sonrasi 20. saatte kalp atim
hizi ve kan basinci parametrelerine bakilmis ve sham grubu ile
karsilastinldiginda CLP grubunda kalp atim hizinda anlamli bir artis
saptanmakta iken kan basincinda boyle bir farklilik gbsterilememistir. Bizim
¢alismamizdaki kan basinci agisindan gruplar arasinda ortaya g¢ikan farklihga
bakildiginda ise 24. saatte sham ve kontrol gruplari arasinda anlamli bir
farklilik saptanirken 12. saatte bdyle bir farklilik gézlenmemekteydi. Yang ve
ark.’larinin (452) 20. saatte CLP ve sham gruplari arasinda kan basincinin
seyri agisindan anlamli farklihk saptamamalarinin nedeni belkide farkin
hentz 20. saatte anlamh duzeye ¢ikmamasindan kaynaklanmaktadir. Yang
ve ark.’larinin (452) calismayr 20. saatte sonlandirmalari ve bizim
calismamizda bu zaman diliminde 6lgim yapilmayisi kargilagtirmaya olanak
vermemektedir. Feng ve ark.’larinin (453) anestezik madde olarak %2’lik
sodyum pentobarbital kullandiklari, ¢ekumun %20’sini bagladiklar ve
cekumda 20G’luk igne ile iki kez delik agtiklari sepsis modeli, bizim
calismamizda kullandigimiz sepsis modeli ile benzerlik géstermektedir. Bu
calismada kan basinci ve kalp atim hizi parametreleri operasyondan sonra 6
saat slre ile saatlik olarak takip edilmis ve gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlaml bir farkhlik saptanamamistir. Bizim calismamizda da ilk 6
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saatlik donemde kan basincinin seyri agisindan gruplar arasindaki farkhlik
istatistiksel olarak anlamlilik géstermemekte fakat Feng ve ark.’larindan (453)
farkll olarak operasyon sonrasi 6. saatteki kalp atim hizi parametresinde
sepsis ve sham gruplarn arasinda anlamli bir farkhlik oldugu gbze
carpmaktaydi.

Bizim calismamizda CLP grubunda rektal 1s1 parametresinin
operasyon sonrasi 2. saatte belirgin bir bigcimde dustigu goértlmektedir.
Brooks ve ark.lar (430), anestezinin indikledigi hipotermiyi 6nlemek
amaciyla operasyon sirasinda si¢anlarin isitiimasini saglayan bir dizenek
yardimiyla vlcut 1sisinin korunmasini saglamislardir. Bizim ¢alismamizda ise
bdyle bir yontemin kullaniimamis olmasi nedeniyle muhtemelen operasyon
sonrasi 2. saatte anestezinin indUkledigi derin bir hipotermi ile
karsilagiimaktadir. Vicut 1sisinda 2. saatte meydana gelen bu digtsin hem
GLP hem de sham grubunda gbézleniyor olmasi bu durumu destekler
niteliktedir. Sistemik Inflamatuar Yanit Sendromu (SIRS), birgcok agir klinik
bulguya neden olan sistemik inflamatuar cevap olarak tanimlanmakta ve
enfeksiydz ya da enfeksiy6z olmayan (pankreatit, yanik, multipl travma gibi)
nedenlere bagh gelisebilmektedir. SIRS tanisinin  konulabilmesi igin
aralarinda hipertermi (>38 C°) veya hipotermi (<36 C°)’ninde yer aldigi bir
takim tani kriterlerinden en az ikisinin var olmasi sarti aranmaktadir (4). Bizim
calismamizda operasyon sonrasi 24. saatte CLP grubundaki hayvanlardan
U¢ tanesinin hipotermik kalan bes hayvanin ise normotermik oldugu géraldu.
CLP grubundaki bes hayvanin vicut isisinda anlamli bir degisikligin
g6zlenmemis olmasi bu hayvanlarin sepsise girmemis oldugunu akla getirse
de, bu hayvanlarin rektal 1s1 disindaki diger vital parametre bulgularina ya da
kandaki total beyazklre degerlerine bakildiginda SIRS tani kriterlerinden en
az iki tanesini kargiladigi ve bu sebeple de sepsis tanisi almaya hak
kazandidi gértlmektedir. Bu bes hayvanin rektal 1s1 degerlerinin normotermik
olmasi toplamda da GCLP grubu agisindan ¢alismanin 24. saatindeki rektal 1si
degerlerinin  normotermi  gbstermesiyle sonuclanmaktadir. Brooks ve
ark.’larinin (430) yaptiklar calismada, bizdekinden farkli olarak operasyon

sonras! 20. saatte CLP grubunda vicut i1sisinin belirgin bir bicimde disik

124



oldugu ve bu dastsin kontrol ve sham grublarn ile kargilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamh bir farklilk olusturdugu bildirilmistir. Lang ve
ark.’larinin (454) yaptiklari galismada ise sepsisin indiklenmesinden 24 saat
sonra vlcut 1sisI parametresine bakilmis ve Brooks ve ark.larindan (430)
farkh olarak GCLP grubunda hiperterminin gelistigi saptanmis olup vicut
Isisinda meydana gelen bu artisin kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamlilik olusturdugu gésterilmistir. Eum ve ark.larinin
(455) yaptiklan calhgsma, operasyon sonrasi 24. saatte CLP grubuna ek
olarak sham grubunda da vicut Isisinin distigini ortaya koymaktadir. Bu
bulgu bizim ¢alismamizin yanisira literatirdeki diger pek ¢cok CLP modeli
calismasiyla da uyum gOstermemektedir. Daha &nce yapilan CLP
calismalarinda operasyon sonrasi 24. saatteki degerlere bakilir ise vicut
Isisinin  sham operasyon uygulanan gruplarda bizim c¢alismamizdakine
benzer sekilde normal dlzeylerde seyrettigi gorilmektedir (430, 441, 444).
Bizim calismamizda ve CLP modelinin kullanildigi diger bircok calismada
(171, 215, 456, 457), CLP grubundaki hayvanlarda sepsisli hastalardakine
benzer gekilde hiperdinamik ve hipodinamik evrelerin g6zleniyor olmasi,
viucut 1sis1 degerlerinin bazi hayvanlarda hipertermi bazilarinda ise hipotermi
seklinde 6lgtilmesi CLP modelinin insanlardaki klinik sepsis tablosunu vital

parametreler acisindan da iyi bir sekilde taklit ettigini gdstermektedir.

Hemogram ve Kan Laktat Degerlerinin Degerlendirilmesi

Bu calismada elde edilen énemli verilerden birisi de CLP grubunda,
kan laktat seviyelerinin kontrol grubu ile kargilastinidiginda istatistiksel olarak
anlamlihk goésteren dizeylerde yudkselmis oldugunun saptanmasidir. Kan
laktat seviyelerinin sham grubunda da hafif dizeylerde yikseldigi fakat
kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml bir farklihk
bulunmadigi goéralmastar. Brooks ve ark.’larinin (430), yaptiklart GLP modeli
calismasinda, bizim sonuclarimizdan farkl olarak kan laktat seviyelerinin,
CLP o6ncesi kontrol degerleri ile karsilastinldiginda CLP sonrasi 20. saatte
istatistiksel olarak anlamlihk gbstermeyen dizeylerde yUkselmis oldugunu

bildirmislerdir. CLP modeli kullanilarak yapilmis olan diger bazi ¢alismalarda
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ise bizim sonuclarimizla uyumlu olarak, CLP sonrasi 24. saatte herhangi bir
laparotomik islem uygulanmamis olan kontrol grubuna kiyasla CLP
grubundaki hayvanlarda kan laktat seviyelerinin belirgin bir sekilde artmis
oldugu gosterilmistir (458-460). Bizim calismamizda kan laktat seviyeleri
acisindan sham ile CLP grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik
saptanmaz iken literatlrdeki bircok ¢alismada (452, 461-463) sham ile GLP
gruplari arasinda ortaya konan farkliigin istatistiksel olarak anlamhlik
gOsterdigi gortlmektedir. Nakagawa ve ark.’larinin (461) yaptiklarn ¢alismada
kan laktat seviyeleri sham grubuyla kargilastinidiginda GLP grubunda %200
oraninda artis gdstermektedir. Bu ¢alismaya benzer sekilde Yu ve ark.’larinin
(462) yaptigi calismada da %67 oraninda artisg bildiriimekte ve her iki
calismada sirasiyla p<0.05 ve p<0.01 olmak Uzere istatistiksel olarak
anlamlilik gésteren bir diizeyde farkllik saptanmaktadir. Her iki gcalismada da
bizim ¢alismamiza benzer sekilde 22G’luk igne ile ¢cekumun iki kez delindigi
ancak farkh olarak ileogekal valvin hemen altindan g¢ekumun tamamina
yakininin baglandigi bildiriimektedir. Hui ve ark.’larinin (458) yaptiklari bir
baska calismada ise ¢cekum ileogekal valvin hemen altindaki bir seviyeden
baglanmis ve bizdekinden daha kalin (18G) bir igneyle iki kez delinmis olup
CLP grubunda, sham grubuna oranla kan laktat degerlerinde belirgin bir
artisin meydana geldigi gosterilmistir. Bu calismalarda CLP grubundaki
laktat seviyelerinin belirgin bir sekilde ylUksek seviyelerde saptanmasinin
olasi nedenlerinden biri yéntemler arasindaki bu farklilik olabilir. LiteratGr
verilerine bakildiginda CLP yéntemi ile olusturulan sepsis modelinde, kandaki
laktat dizeylerine gekumun baglanma ytzdesi, cekuma agilan deligin boyutu
ve sayisinin etkili olabildigi gdsterilmistir (430, 464, 465). Nitekim Yang ve
ark.’larinin (452) ya da Siddiqui ve ark.larinin (463) 18G’luk igne kullanarak
ve ¢cekumu ileogekal valvin hemen altindaki bir seviyeden baglayarak GCLP
olusturduklari g¢alismalarinda, bizim c¢alismamizdan farkli olarak CLP
grubunda kan laktat dlzeyinde sham grubuna oranla anlamli bir artisin
ortaya ¢iktigr gorilmektedir. Koo ve ark.larinin (466) yaptiklarn calismada,
CLP sonrasi 5, 10 ve 20. saatlerde kan laktat degerlerinin kademeli bir
sekilde artis gosterdigi, CLP grubunda sham grubuna kiyasla laktat

126



seviyelerinin 5. ve 10. saatlerde anlamllik géstermezken 20. saatte anlamlilik
kazandigi bildirilmektedir. Benzer sekilde Huang ve ark.larinin (460)
yaptiklari calismada da CLP grubunda sham grubuna kiyasla kan laktat
degerleri acisindan saptanan farkhligin CLP sonrasi 4. saatte anlamhlik
gOstermezken 24. saatte istatistiksel olarak anlamli dlzeylere ulastigi
bildiriimektedir. Ayrica ayni ¢calismayla CLP grubunda, 24. saatteki kan laktat
degerlerinin, 4. saatteki degerlere oranla anlamli bir sekilde yiksek seyrettigi
gOsterilmistir (460). Bircok arastirmaciya goére kan laktat seviyelerindeki
artigin erken doéneme (hiperdinamik faz) kiyasla GLP y&nteminin geg
déneminde (hipodinamik faz) ortaya ¢ikmasi, bu yéntemin temel 6zellikleri
arasinda yer almaktadir (171). Bu durumun gbdzlenmesinde CLP’nin
hipodinamik evresinde ortaya ¢ikan hipotansiyon ve sok tablosunun,
organlarin perfizyonunda bozulmaya ve bunun neticesinde kan laktat
seviyelerinde yuUkselmeye yol acgtigi disindlmektedir (171). Cekumun
ileocekal valvin hemen altindaki seviyelerden baglandidi ve 18, 21 ya da
22G’luk bir igneyle delindigi CLP modeli galismalarinda genellikle galismanin
24. saatinde hipodinamik evreye denk gelen bir dénemde kan laktat
seviyelerinde sham grubuna kiyasla CLP grubunda belirgin ylkselmenin
oldugu gorilmektedir (452, 460-463, 466). Bizim calismamizda ise CLP
grubundaki hayvanlarda ¢ekumun s gibi daha az bir oranda baglanmis
olmasindan dolayr 24 saatlk zaman diliminde muhtemelen kan laktat
seviyeleri acisindan sham grubuna kiyasla GLP grubunda belirgin bir artigin
ortaya ¢cikmadigini ve kan laktat diuzeylerinin 24. saatten sonraki donemlerde
de odlcilmesi durumunda laktat seviyelerinin sham grubuna oranla anlamh
dizeyde yilksek olarak saptanabilecegini disinmek mumkindir. Sun ve
ark.’larinin (467) yaptiklari calismada CLP sonrasi serum laktat seviyelerinin,
organlardaki hasarlanma derecesiyle parallelik gosteridigi bildirilmistir. Ayni
calismada serum laktat seviyeleri ile kandaki LPS seviyeri arasinda da
paralellik oldugu bildirilse de bunun aksi yéninde sonuglar sunan g¢alismalar
da bulunmaktadir. Ornegin Bauer ve ark.’larinin (468) yaptiklari bir calismada
LPS’ye direngli (C3H/HeJ) ve LPS’ye duyarli (C3HB/Fed) farelere GCLP

modeli uygulanmis ve her iki hayvan grubunda da kendi sham gruplarina
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kiyasla kan laktat seviyelerinde belirgin bir artis saptanmis, LPS’ye direncli
ve LPS’ye duyarli hayvanlar arasinda ise belirgin farklilik gérilmemistir. Bu
durum kan laktat seviyelerinin artmasinda LPS’nin direkt olarak etkisinin
olmadigini disindirmektedir. CLP ve LPS modelinin birlikte kullanildigi bir
diger calismada (460), calismanin 4. ve 24. saatlerinde kan laktat seviyeleri
Olciimis ve iki model arasinda istatistiksel olarak anlamh bir farklihk
g6zlenmemistir. CLP modeli sonrasi kandaki LPS seviyelerinin disutk
dizeylerde seyrettigi fakat LPS modelinde ise uygulanan miktarlardaki
LPS’ye bagl olarak kandaki LPS seviyelerinin yiksek dizeylerde seyrettigi
g6z o6n0nde bulunduruldugunda LPS’nin  kan laktat seviyelerinin
yukselmesinde direkt olarak etkili olmadigi distncesi dogrulanmaktadir
(212). Sepsisli hastalarda kandaki laktat seviyelerinin ylkselmesinde iki farkli
mekanizmanin rol oynadigi dustunulmektedir; (1) sepsis sonucu ortaya ¢ikan
hipotansiyona, akcigerlerdeki fonksiyon bozukluguna (ARDS gibi) ve sok
tablosuna bagl olarak dokularin perflizyonunun bozulmasi ve O
ihtiyaglarinin  kargilanamamasi sonucu ATP Uretiminin glikoliz yoluna
sapmasi ile laktik asit seviyelerinde yUkselmeye yol agmasi (tip-1 laktik
asidoz), (2) normalde kandaki artmig laktik asit dizeylerini daslirmeye
ybnelik mekanizmalarin (laktik asitin glukoza gevrilmesi, okside edilmesi veya
karaciger ve bébrek yoluyla vicuttan atiimasi gibi) sepsisli hastalarda
bozulmus olmasi (tip-2 laktik asidoz) (469-471). insanlarda laktat
seviyelerinin normal sinin ortalama olarak 1,8+1,2 mmol/l olarak kabul
edilmekte ve serum laktat seviyelerinin 3 mmol/'nin GUstine ¢ikmasi
durumunda sepsisli hastalarda doku hipoperflizyonunun  gelistigi
disunUlmektedir (42). Ayrica kandaki artmis laktat seviyelerinin sepsisli
hastalarda mortalitenin erken bir habercisi oldugu ve yogun bakim (nitesine
yatirilan hastalarda ilk 12 saat iginde serum laktat seviyelerinin 3 mmol/I'den
yiksek olmasinin genellikle 6lUm ile sonuglandidi bildiriimektedir (472-474).
12 saat sonrasinda ise serum laktat seviyeleri 3 mmol/I'nin altinda olan
sepsisli hastalarda 6lim oranlart %16 iken 3 mmol/'nin Gstinde olan
hastalarda ise %56 olarak saptanmistir (474). Sonug olarak CLP modelindeki

kan laktat seviyelerinin, sepsisli hastalardakine benzer sekilde ilerleyen
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septik surecle birlikte kademeli olarak artis gdstermesi; CLP’nin, sepsisli
hastalardakine benzer biyokimyasal dedisikliklere (sepsiste ortaya c¢ikan
hipotansiyon sonucu ya da DIC ve ARDS gibi komplikasyonlar sonucu
organlarda Oz kullaniminin ve ATP Uretiminin hiicresel diizeyde bozulmasi ve
enerji Uretim yolunun glikolize sapmasi gibi) yol agtigi ve metabolizmada
ortaya cikan birtakim bozukluklar agisindan da klinik sepsisi iyi bir sekilde
yansittigini distindirmektedir.

Bizim c¢alismamizdaki diger kan degerlerine iliskin parametrelere
bakildiginda, CLP grubunda, kandaki nétrofil miktarlarinda herhangi bir
degisiklik gérilmez iken total beyazkire sayisinda (I6kosit), lenfosit ve bazofil
miktarlarinda dists, monosit ve eozinofil miktarlarinda ise artis tespit edildi.
Bu tam kan sayimi parametreleri arasinda yalnizca monosit miktarlarindaki
artis, kontrol ile CLP gruplarn arasinda istatistiksel olarak anlamh bir farkhlik
gbstermekteydi. Junior ve ark.larinin (439) vyaptiklari ¢alismada bizim
calismamizdakine benzer sekilde total beyazklre sayisinda dusis tespit
edilmis ancak bizdekinden farkli olarak GLP grubunda gérllen bu disisin
sham grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
olusturdugu goésterilmistir. iki calisma arasindaki farkliik muhtemelen Junior
ve ark.’larinin (439) kullandiklari sepsis modelinde ¢cekumun ileogekal valvin
hemen altindaki seviyeden baglanmig olmasi ve ¢gekumda delik agmak igin
kullanilan ignenin 18G’lik kalinlikta olmasindan kaynaklanmaktadir. Bunun
sonuncunda Junior ve ark.’larinin (439) CLP grubunda yer alan sicanlarda
periton icine feces sizigl daha fazla ve hizli olarak gerceklesmekte ve bu
durum daha agir bir sepsis tablosunun gelismesine ve muhtemelen artmis
sistemik inflamatuar cevap sonucu |6kositlerin tiketiminde ve periferik
dokulardaki birikme egiliminde ortaya ¢ikan artisa bagh olarak kandaki I6kosit
miktarlarinda belirgin bir distse neden olmaktadir. CLP ydntemi ile
olusturulan sepsis modelinde, gekumun baglanma ylzdesindeki artisla ya da
cekuma agilan deligin  boyut ve sayisinin artinlmasiyla kandaki
proinflamatuar sitokin seviyelerinde artisin meydana geldigi daha o6nceki
calismalarda goésterilmistir (464, 475). Buna ek olarak artmis proinflamatuar

sitokin seviyelerinin kanda yer alan lenfosit gibi beyazkire hicrelerinde
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artmis apoptotik hicre élumlerine yol agtigi bildirilmektedir (312). Bu bilgiler
Isiginda Junior ve ark.larinin (439) calismasindaki artmis proinflamatuar
sitokin dlUzeylerinin, kandaki I6kositler Uzerinde artmig oranlarda apoptoza
yol actigr ve buna bagli olarak daha agir bir 16kopenik tabloya yol agtigi
dasundlebilir. Croner ve ark.’larinin (476) ileogekal valvin hemen altindaki bir
seviyeden cekumu bagladiklari ve 18G’lik igne ile cekumu iki kez delerek
olusturduklari sepsis modelinde de I6kositopeninin  sham grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlilik olusturacak seviyelerde
saptanmasi yukaridaki bulgulari destekler niteliktedir. Molnar ve ark.’larinin
(477) yaptiklari bir calismada, operasyon sonrasi 5. saatte CLP grubundaki
hayvanlarda kandaki lenfosit miktarlarinda disls meydana geldigi ve bu
diststn sham grubu ile karsilastirildiginda belirgin bir farklihk olusturdugu
bildirilmistir. Bizim calismamizda da CLP grubundaki hayvanlarda lenfosit
yuzdelerinde distis meydana gelmekte fakat Molnar ve ark.larindan (477)
farkl olarak bu disids sham grubu ile kargilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamh bir farkhhk géstermemekteydi. Ayrica bizim c¢alismamizda CLP
grubunda deneyin 24. saatindeki nétrofil ylizdelerinde herhangi bir farkhlik
g6zlenmez iken Molnar ve ark.’larinin (477) yaptiklar g¢alismada ise notrofil
miktarlarinda sham grubuna kiyasla daslsin meydana geldigi
bildiriimektedir. Daha &6nce gergeklestirilen sepsis calismalarinda, CLP
sonrasl ilk 6 saatlik donemde nétrofillerin peritonel kavitede veya karaciger
parankiminde birikme egilimi icinde oldugu, karacigerdeki kupffer hicreleri
tarafindan nétrofillerin  fagosite edildigi ve bu sayede dolasimdan
temizlenerek nétropenik tabloda agirlasmanin meydana geldigi bildirilmistir
(450, 478, 479). Molnar ve ark.'larinin (477) yaptidi calismanin ilk bes saatlik
dénemi iceriyor olmasi nétropeninin  muhtemelen yukarida yer alan
mekanizmaya baglh olarak gelistigini disindUrmektedir. Oysa nétrofil
degerlerinin  24. saatte degerlendirildigi bizim c¢alismamizda, bu sire
icerisinde kemik iliginde kompansatuar beyazkire yapimindaki artis ile
kandaki nétrofil kaybini bir miktar kompanse edilmesi ve kan notrofil
miktarlarinda herhangi bir anlamli degisiklik meydana gelmemesi s6z konusu

olabilir. Sepsis modeli olusturmak icin CLP’nin kullanildigi calismalarda,
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septik olaylarin baslangicinda pro-inflamatur mediayatérlerin saliniminda
artisin meydana geldigi ancak sepsis yerlestikce anti-inflamatuar sitokinlerin
salinimindaki artisa bagh olarak immunsupresif bir safhanin ortaya ¢iktig
bildiriimektedir (480). Daha dnceki yapilan calismalarda IL-13, IL-6 ve TNF-a
gibi pro-inflamatuar sitokinlerin lenfositleri apoptoza surikledigi, bunun tersi
olarak IL-4, IL-10 ve IL-13 gibi anti-inflamatuar sitokinlerin ise lenfositleri
apoptozdan koruyucu yénde etkilerinin oldugu gdésterilmistir (481, 482). Bizim
¢alismamizda sepsisin hipodinamik fazina uyacak sekilde ileri bir ddbnemde
lenfosit miktarlarina bakildigindan ortaya ¢ikan lenfopeni tablosunun Molnar
ve ark.’larinin (477) calismasindaki kadar agir seyretmemesinin muhtemel
nedeni bu zaman dilimi igcinde kandaki anti-inflamatuar sitokin seviyelerindeki
artisa bagh olarak lenfositlerdeki apoptotik hiicre 6lim hizinda azalmanin
olabilecegi dustnulebilir. SIRS tani kriterleri arasinda |6kositoz, |6kopeni
veya geng hicre oraninin %10’dan fazla bulunmasi gibi bulgularin yer aldigi
gbrulmektedir (4). Bizim calismamizdaki tim septik hayvanlarda I6kopenik bir
tablo saptanmakta iken Nakagawa ve ark.'larinin (461) ve Neto ve ark.’larinin
(483) yaptiklari calismalarda ise bizdekinden farkli olarak CLP grubunda
I6kosit sayisinda sham grubu ile kargilastinldiginda istatistiksel olarak
anlamlilik gbsteren bir ylUkselisin meydana geldigi bildiriimektedir. Brooks ve
ark.’larinin (430) yaptiklari calismada sham ve kontrol gruplarina oranla CLP
grubundaki nétrofil ylzdelerinin daha ylUksek, lenfosit ylzdelerinin ise daha
disUk oldugu gérilmektedir. Buna ek olarak GCLP grubunda nétrofil/lenfosit
oranlarinin sham ve kontrol grublariyla kargilastirildiginda belirgin bir bicimde
yUkselmis oldugu ve bu farkhligin istatistiksel olarak anlamhlik gdésterdigi
g6ze carpmaktadir (430). Bizim calismamizda da lenfosit ylzdelerinde
gbrilen distse bagl olarak bu oran artmakta fakat sham ya da kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik olusturmamaktadir.
Neto ve ark.’larinin (483) yaptiklari calismada, CLP grubunda sham grubuna
kiyasla eozinofil ylzdeleri bakimindan azalmanin meydana geldigi
saptanmigtir. Bizim calismamizda ise bu calismadan farkh olarak CLP
grubundaki hayvanlarda eozinofil yUzdelerinin artmis dizeylerde oldugu

go6rilmekteydi. Neto ve ark.larinin yaptiklarn (483) calismada, kullanilan
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sepsis modeli geregi cekumun ileogekal valvin 1 cm distalinden baglandidi ve
sonrasinda 22G’lik igne ile cekumun doért kez delindigi bildiriimektedir. Belki
de bizim ¢alismamizdan farkh olarak cekumun doért kez delinmesi sonucu bu
calismadaki sistemik inflamatuar yanitta belirgin bir artis meydana gelmekte
ve bunu takiben kandaki artmis pro-inflamatuar sitokinler tarafindan
eozinofillerin aktive edilmesinde ve eozinofillerin damar endoteline tutunarak
periferik dokulara gecisindeki artisa bagll olarak kandaki eozinofil
yuzdelerinde dusus ortaya ¢ikmaktadir.

Hem sepsisli hastalarda hemde CLP modelinin kullanildidi birgok
calismada sepsis sonucu l6kositopeninin gelistigi gOsterilmistir (430, 438,
476, 477, 484). Sepsisin indukledigi l6kositopeninin yaslilarda ve
yenidoganlarda sik olarak goérildiglu ve koéti prognozla iligkili oldugu
bildiriimektedir (485). Sepsis sonucu I6kositopeninin ortaya ¢ikmasinda rol
oynayabilecek birgok mekanizma 6ne strilmus olup bunlardan birisi adezyon
molekullerinde ortaya c¢ikan disregulasyondur (162, 486). Vaskiler adezyon
molekdlleri, l6kositlerin endotel hicrelerine adezyonunda ve sonrasinda
ekstravaskuller alana transmigrasyonunda 6nemli rol oynamaktadir (487).
Sepsisli hastalarda ve CLP modeli kullanilan hayvan c¢alismalarinda,
inflamatuvar mediyatérlerin kandaki artmis seviyelerine bagl olarak endotel
yuzeyindeki interselliler adezyon molekili (ICAM)-1 ve vaskiler hicre
adezyon moleklli (VCAM)-1'niin sekresyonunda artis meydana geldigi
bildirilmektedir (488, 489). Bu sonugclarla uyumlu olarak sepsisli hastalarda ve
hayvan modeli galismalarinda, kan dolasimindaki l6kositlerin dolagimdan
ayrilarak birgok organda (akciger, beyin ve gastrointestinal oraganlar gibi)
birikme egilimi icinde olduklari g6sterilmistir (490-492). CLP modeli
uygulanan sigcanlarda I6kositopeninin ortaya ¢ikmasinda rol oynadigi
distntlen bir diger faktér ise hematofagositozun artmis olmasi sonucu
magakaryositler gibi hematopoetik hicrelerin aktive olmus monosit veya
makrofajlar tarafindan fagositoza ugramalaridir. Sepsisli hastalarda makrofaj-
koloni stimile edici faktér (M-CSF)’lin artmis seviyelerinin kemik iligindeki
makrofajlari uyarmasinin hematofagositozda rol oynadigi dustnUlmektedir
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(493). Fakat CLP yapilan hayvanlarda bu mekanizmanin gerceklestigini
gbsteren bir calismaya rastlanmamaktadir.

Bizim calismamizda GLP grubundaki hayvanlardan elde edilen kanlar
incelendiginde Hb, Htc ve eritrosit miktarlarinin yidkselmis, trombosit
miktarlarinin ise anlamli dizeyde azalmis oldugu goériimektedir. Croner ve
ark.’larinin (476) CLP modeli kullanarak yaptiklari sepsis calismasinda
operasyon sonrasi 5, 10 ve 20. saatlerde bir takim kan parametrelerine
bakilmig ve buradan elde edilen sonuglar arasinda bizim CLP modelinde elde
ettigimiz 24. Saatteki bulgular ile uyumlu olarak Htc degerlerinin zaman
icinde kademeli olarak yukseldigi, trombosit miktarlarinin ise kademeli olarak
distigu goésterilmistir. Sepsiste monontikleer hlcrelerden salinan sitokinlerin
¢ogu trombin yapimini uyarmakta, baslangigta doku faktérinin (TF)
ekspresyonundaki artisa bagli olarak ekstrinsik yol ve daha sonra faktér 12
aktivasyonu ile intrinsik yol araciligi ile koagtlasyon sistemi aktive olmaktadir
(74, 159, 160). Koagulasyon sisteminin aktivasyonu sonucu mikrovaskuler
yatakta fibrin trombuUsleri olusmakta ve sonu¢ olarak kandaki trombosit
seviyelerinde belirgin bir azalma ortaya ¢cikmaktadir (140, 141). Eger tabloya
DIC komplikasyonu da eklenmis ise bu tip vakalarda tlketim koagullopatisi
sonucu trombositopenin daha da agir seyrettigi gortlmektedir (162). Bu
bilgiler 1s1ginda CLP yapilan hayvanlarda trombositopenik bir tablonun ortaya
cikmasi beklenmektedir. Bizim ¢alismamizda da yukaridaki bilgileri destekler
nitelikte trompositopenik bir tablo gelismis ve GLP uygulanan hayvanlarin
hepsinde trombosit degerleri disuk olarak saptanmistir. Ayrica daha Once
yapiimis olan birgok CLP calismasinda da trombosit degerlerinin CLP
grubunda sham ya da kontrol grubuna oranla anlamli diizeyde distk oldugu
gOsterilmistir (430, 476, 494, 495). CLP sonrasi Htc degerlerinde ortaya
¢tkan degisim agisindan literatirde farkl sonuclarin bildirildigi géralmektedir.
Ornegin Nakagawa ve ark.’larinin (461) yaptiklari calismada Htc degerlerinde
herhangi bir degdisiklik gézlenmez iken Yang ve ark.’larinin (452) yaptiklari
calismada Htc degerlerinde artis, Hofer ve ark.’larinin (496) yaptiklari
calismada ise dusus saptanmistir. Buna ek olarak Hofer ve ark.’larinin (496)

yaptiklari calismada kan parametrelerinin élculdiglu 1, 6 ve 24. saatler
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arasinda da Htc degerleri acisindan farkli sonuglar elde edilmistir. Croner ve
ark.’larinin (497) yaptiklari ¢alismada operasyon sonrasi 1, 3, 5, 10 ve 20.
saatlerde Htc degerlerine bakilmis ve yine kendileri tarafindan 2005 yilinda
yapmis olduklari calismanin (476) tam tersi olarak Htc degerlerinde zaman
icinde kademeli bir disdsin ortaya c¢iktigr goésterilmistir. Htc degerlerinin
saptanmasina iligkin yukarida bahsi gegen bitin c¢alismalarda ayni tar
hayvanlar kullaniimig, benzer tip CLP modeli uygulanmig, ek bir sivi tedavisi
verilmemistir. Bu calismalarda Htc degerlerine operasyon sonrasi 20.
saatlerde bakilmis olmasina ragmen farkli Hic ylzdelerin 6lciimUs olmasi
muhtemelen Htc degerlerinin CLP yapilan hayvanlar arasinda oldukga fazla
degiskenlik gOsterebildigini ya da Htc degerlerinin élciminde birbirinden
farkli yontemlerin veya cihazlarin kullaniliyor olmasindan
kaynaklanabilecedini distindirmektedir.

Sepsiste, trompositopeni gelisimi prognoz agisindan énemli bir risk
faktérl olarak kabul edilmektedir (64). Sepsisli hastalardaki diisik trombosit
degerlerinin klinik tablonun ciddiyetiyle ve artmis mortalite oranlariyla
korelasyon gdsterdigi bildirilmistir (498-500). Trombosit degerlerin 50.000’nin
altina distigdu hastalarda 9%38-54 gibi yUksek mortalite oranlari
bildirilmektedir (501-505). Sepsisli hastalarda “sepsisle iliskili koagulopati” sik
olarak goérilmekte ve buna bagl olarak koagulasyon sisteminin aktive olmasi
sonucu trombositopeni gelisebilmektedir (506). Sepsisle iliskili koagulopati
gelisen hastalarin yaklasik olarak %20’sinde koagulopatinin daha ciddi bir
sekilde seyrettigi ve bunun neticesinde DIC’in ortaya ¢iktigi bildiriimektedir
(506). DIC gelisen sepsisli hastalarda ortaya c¢ikan yaygin damar ici
pihtilasma bozuklugu sonucu trombositlerin tiketiminde artis ve kandaki
trombosit miktarlarinda ise belirgin bir dislts gbézlenmektedir (162, 486).
Sepsisli hastalarda trombositopeninin gelismesiyle birlikte hemostazda
meydana gelen bozuklugun yanisira var olan enfeksiyonun ciddiyetinde artis
veya yeni enfeksiyonlara yatkinhk gelisebildigi bildirilmektedir (500, 507).
Bizim calismamizda CLP grubundaki hayvanlarda kontrol grubuyla
karsilastinldiginda belirgin bir trombositopeninin gelistigi gériimektedir. CLP
yapilan si¢canlarda, insanlardakine benzer sekilde pihtilagsma sistemindeki
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aktivasyona bagl  olarak  trombositlerin  tOketiminin  arttigr  ve
trombositopeninin  gelistigi  disindlmektedir (430). Ravindranath ve
ark.’larinin (508) CLP modeli kullanarak yaptiklari bir galismada, GLP yapilan
hayvanlarda DIC tablosunun da gelisebildigi gd&sterilmistir. Yogun bakim
hastalarinin %30’unda trombositlere ydnelik spesifik olmayan antikorlarin
gelistigi ve bu antikorlarin bir kisminin ise trombositlerdeki glikoprotein
lIb/llla’ya karsi otoantikor 6zelligi gosterdigi bildirilmektedir (509). Sepsisli
hastalarda trombositlere karsi olusan antikorlar sonucu trombositlerin imm(in
sistem hdcreleri tarafindan yikima ugradigi gosterilmistir (509). Fakat ayni
mekanizmanin CLP’li hayvanlardaki trombositopenide rolini arastiran
herhangi bir calismaya rastlanmamaktadir. Ayrica sepsisli hastalarda
etilendiamintetraasetik asit (EDTA)'ya baglanabilen antikorlarin ortaya
cikabildigi ve bunun neticesinde trombositlerin test tGbindeki EDTA’ya
baglanmasi ile psddotrombositopeninin ortaya c¢ikabildigi bildiriimektedir
(510, 511). Yukarnda tanimlanan immuin veya non-immin mekanizmalar
sonucu ortaya c¢lkan trombositopeninin sepsisli hastalardaki organ
disfonksiyonunu gdéstermesinde énemli bir belirte¢ oldugu disinidlmektedir
(512). Sepsisle iligkili koagulopati ve DIC gelisimi sonucu mikrovaskiler
yatakta meydana gelen fibrin trombdslerinin organlara giden kan akimini
engellemesiyle birlikte bircok organin beslenmesi ve oksijenizasyonunun
bozuldugu ve bunu takip eden slre¢ icinde akut organ disfonksiyonu ve
MODS tablosunun geligtigi bildiriimektedir (140, 141). CLP modelinde,
sepsisli hastalardakine benzer sekilde koagulopati ve DIC gelismesi sonucu
MODS’la iligkili olarak karaciger, akciger, ince bagirsak ve kalp gibi
organlarda ortaya ¢ikan fonksiyon bozukluklarinin morfolojik ve biyokimyasal
dlzeyde ortaya konmus olmasi (362, 363, 430, 513-515) ve yine sepsisli
hastalardakine benzer hematolojik sonuglarin CLP yapilmis si¢anlarda da
gosterilmis olmasi (430, 460, 466, 476, 477, 494, 495); CLP modelinin
insanlarda ortaya c¢lkan sepsis tablosunu klinik ve laboratuar bulgulari

acisinda da iyi bir sekilde yansittigini géstermektedir.
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Norolojik Degerlendirme

Bu ¢alismadaki nérolojik degerlendirme sonugclarina bakildiginda, GLP
ve sham gruplarinda, anestezinin etkisi sonucu ortaya ¢ikan biling kaybina
bagll olarak nérolojik degerlendirme skorunun baslangigta 0 (sifir) oldugu,
daha sonrasinda ise anestezinin etkisindeki azalmaya bagli olarak 2 ila 12.
saatler arasinda hem sepsis hem de sham gruplarinda kismi refleks cevap
alindigi gérilmektedir. Genellikle anestezinin indiksiyonu amaciyla distk
dozlarda (10 mg/kg, ip) kullanilan tiopental sodyum, bizim c¢alismamizda
genel anestezi olusturmak amaciyla daha yiksek dozlarda (50 mg/kg, ip)
kullanilmis ve bu sebeple de calismanin ilk 12 saatinde anestezinin
maskeleyeci etkisi sonucu refleks cevaplar net olarak degerlendirilememistir.
Sham ve CLP grublarinda 2, 6 ve 12. saatlerdeki nérolojik degerlendirme
skorlarinin birbiri ile benzerlik gdstermesi bu durumu destekler niteliktedir. 24.
saatteki degerlere bakildiginda ise refleks cevaplarin sham grubunda
dizelme egdilimi igine girdigi ve baslangic degerleri seviyesine kadar
yUkseldigi fakat CLP grubunda ise daha disik seviyelerde kaldigr géralda.
GLP grubunda 24. saatte gbézlenen disls, sham ve kontrol gruplariyla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamh bir farkhlik géstermekteydi. Bu
bulgu CLP grubundaki hayvanlarin bazilarinda ortaya cikan ensefalopati
tablosunun refleks cevaplarda koétlilesme meydana getirdigini ve sonug
olarak CLP grubu ile diger gruplar arasinda anlamh bir farklilik olusturdugunu
disundirmektedir. Kadoi ve ark.larinin (431) siganlarda, bizim
calismamizdakine benzer sekilde bir barbitlrat tlrevi olan pentobarbital
(10mg/kg, ip) ile anestezi olusturduklarn sepsis calismasinda, CLP sonrasi
30. dk ile 12, 24 ve 48. saatlerde refleks cevaplara bakilmistir. Bu ¢alismada
30. dakikada ve 12. saatte sham, kontrol ve GLP gruplari arasinda herhangi
bir degisiklik g6zlenmemekte iken 24. saatte CLP grubundaki refleks cevap
skorunda ¢ok az bir diigsis meydana geldigi ve bu dislsin 48. saatte daha
da belirginleserek sham ve kontrol gruplariyla karsilastirildiginda anlamli bir
farkhhk olusturdugu bildirilmektedir (431). Kadoi ve ark.’larinin (431) yapmis
olduklar ¢alismada muhtemelen bizim ¢alismamizdan farkli olarak 24. saatte

GLP grubundaki hayvanlarin blylk bir kismi ensefalopati tablosu
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gbstermemekte fakat 48. saate gelindiginde ise yasamaya devam eden
hayvanlar arasinda ensefalopatinin daha yaygin gézlenmesi sonucu refleks
cevaplar acgisindan diger gruplar ile karsilastirildiginda anlamh bir disis
ortaya cikmaktadir.

Beyin Elektriksel Aktivitesine Yonelik Bulgularin Degerlendirilmesi

ECoG kayitlarindan elde edilen verilerin bilgisayar yardimiyla kantitatif
olarak analizinde genellikle “hizl Fourier dénisim” (fast Fourier transform:
FFT) yéntemi tercih edilmektedir. FFT ydnteminde, frekansa karsi guc egrisi
cizilmekte ve glc¢ spektrumunu gésteren spektral bir grafik elde edilmekte ve
bu sayede her bir frekans noktasina denk gelen ve amplitidin karesi
(mikrovoltz) olarak gdbsterilen gl¢ degerinin ortaya konmasi mumkin
olmaktadir (Sekil-47). Elde edilen spektral grafigin %50’sinin altinda kalan
alani yansitan veya baska bir deyigle toplam gutclin %50’sini kargilayan
frekans degeri, medyan frekans (MF) olarak adlandiriimakta iken ayni grafik
Uzerinde toplam guclin %95’ini karsilayan frekans degeri ise spektral edge
frekansi (SEF95) olarak adlandirilmaktadir (516). Bunlara ek olarak spektral
grafik yardimiyla dnceden belirlenmig olan frekans bandlarinin (delta 0,5-3;
teta 4-8; alfa 8-13 ve beta 13-30 Hz) her birinin gugleri hesaplanabilmekte ve
total glic spektrum’una olan katkisi ylzde deger olarak ifade edilebilmektedir
(516) (Sekil-48).

Elektrokortikografi (ECoG) Giic spektrum egrisi

Hizh Fourier dontaisum (FFT)

Sekil 47: Elektrokortikografi kayitlarindaki amplitid ve frekans degisimlerinin, hizli
fourier yontemi (FFT) kullanilarak spektral bir egriye déntstirilmesi.

(Tonner ve Bein. 2006. Best Pract Res Clin Anaesthesiol.20: 147-159)
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Sekil 48: Gug spektrum egrisinde, medyan frekans (MF) ve spektral edge frekansi
(SEF95) degerlerinin gdsterilmesi.

(Tonner ve Bein. 2006. Best Pract Res Clin Anaesthesiol.20: 147-159)

Bizim calismamizdaki ECoG kayitlarindan elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde, operasyon sonrasi 24. saatte CLP grubundaki MF
(medyan frekans) ve SEF 95 (spektral edge frekansi) degerlerinde disls
meydana geldigi goértlmektedir. Fakat CLP grubunda gdézlenen bu disls
degerlerinin, sham ve kontrol grubundaki degerler ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir farklihk olusturmadiklari gézlenmistir. Sham
grubunda ise ilk iki saatte ortaya cikan disme egiliminin ardindan ilerleyen
deney sureci icinde MF ve SEF 95 degerlerinde artis meydana geldigi ve
CLP grubundan farkli olarak 24. saatteki degerlerin baslangic degerleri ile
ayni seviyelerde seyrettigi belirlenmigtir. ECoG kayitlarindaki daha énceden
belirlenmis frekans bandlarinin (delta 0,5-3; teta 4-8; alfa 8-13 ve beta 13-30
Hz) spektral gi¢ analizlerine bakildiginda, GLP grubunda g¢alismanin 24.
saatinde alfa, beta ve teta dalga aktivitesinde azalma, delta aktivitesinde ise
artmisg saptanmigtir. Alfa ve beta bantlarinin aktivitelerinde 24. saatte
belirlenen azalma o©ncesinde baslangigta ylkselme meydana geldigi
g6zlenmisti. Sham grubunda ise calismanin 24. saatindeki dalga

aktivitelerinin baslangi¢ degerleriyle ayni seviyelerde seyrettigi géralmastar.
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Buna ek olarak sham grubundaki delta dalga aktivitesinin, CLP grubundan
farkll olarak 2, 6 ve 12. saatlerde baslangi¢ degerlerine gbre belirgin bir
sekilde disuUk seviyelerde seyrettigi g6zlenmistir. Bizim ¢calismamizda, MF ve
SEF95 degerleri acisindan operasyon sonrasi ikinci saatteki ortaya cikan
distsin hem CLP hemde sham grubunda gdézleniyor olmasi anestezinin
etkisi sonucu ortaya ciktigini distndidrmektedir. BarbitGratlar gibi hipno-
sedatif ajanlarin, disik dozlarda uygulanmasinin paradoksal olarak EEG’de
aktivasyona (disuk amplitddll ylksek frekansli dalgalara) yol agtigi
bilinmektedir. Bu durumun beyin sapinin kaudal kisminda bulunan ve
retikiler aktive edici sistem U(zerinde tonik inhibitér etkinlik gdsteren
merkezlerin  barbitiratlar  tarafindan  inhibisyonu  sonucu  olustugu
disunudlmektedir (517-521). Fakat vicuda giren ilag miktarinin artmasiyla
birlikte ya da ylUksek miktarlarda ilacin en basta uygulanmasina bagl olarak
EEG aktivitesinde azalmanin (yiksek amplitidli yavas (5-12 Hz) dalgalarin)
ortaya ciktigl ve es zamanli olarak hastanin bilincinde kayip meydana geldigi
bildirilmektedir (518-521). Bizim ¢alismamizda anestezi olugturmak amaciyla
barbitUrat tlrevi bir ilag olan tiyopental sodyumun yliksek dozlarn kullaniimig
ve yukaridaki bulgulari destekler sekilde galismanin ikinci saatinde ECoG
kayitlarindaki dalga frekanslarini yansitan MF ve SEF 95 degerlerinde
azalma saptanmistir.

Sepsisli hastalarin blylk bir kismi, klinik tablonun agir seyretmesi
nedeniyle yogun bakim Unitelerinde tedavi gérmekte ve SIE sonucu ortaya
cikabilen ajitasyon veya deliryum gibi klinik bulgularin engellenebilmesi
bakimindan ya da mekanik ventilasyon cihazina uyum saglamalari agisindan
sedasyon altinda tutulmaktadir. Sepsisli hastalarda SIE tanisinin konabilmesi
icin ya da bu hastalarin ensefalopatiden ne derece etkilendiginin ortaya
konabilmesi agisindan klinik pratikte nérolojik muayene uygulanmakta fakat
bu hastalara uygulanan sedasyonun araya girmesi sonucunda ¢ogu zaman
net bilgiler elde edilememektedir. Bu gibi durumlarda hastalardan EEG veya
SEP kayitlan alinmakta ya da beyindeki hasarlanmayi yansittigi distinilen
S100B’nin kandaki seviyelerine bakilmaktadir (366, 369, 522-524). EEG,

yogun bakim Unitelerinde ensefalopati tanisinin konmasinda ya da
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derecesinin  belirlenmesinde sik olarak kullaniimakta fakat hastalara
uygulanan analjeziden veya sedasyondan etkilenmesi sonucu guvenilirligi
azalmaktadir. Sedasyon uygulanan hastalarda SEP’in, EEG’'ye gbére daha
guvenilir bir yéntem oldugu disundlmektedir. Literatlr verilerine bakildiginda
tiyopental sodyumun anestezik dozlarda sigan veya insanlara verilmesinin
MF ve SEF 95 degerlerinde dustse yol acgtigi goérilmektedir ki bizim
calismamizda operasyon sonrasi 2. saatte (si¢canlarda anestezinin etkisinin
devam ettigi bir saatte) elde ettigimiz sonuclar bu verileri destekler niteliktedir
(525, 526). Bunlara ek olarak Kuizenga ve ark.’lar (527), yuksek dozlarda
tiyopental sodyum verdikleri hastalarda bifazik EEG degisikliginin ortaya
ciktigini g6stermiglerdir. Buna gbére baslangicta alfa ve beta aktivitesinde
artis gézlenmekte fakat daha sonra alfa ve beta aktivitesinde azalma ve
eszamanli olarak delta aktivitesinde artis meydana gelmektedir. Bizim
calismamizdaki alfa, beta ve delta frekanslarina ait spektral gi¢ analizi
verileri bu calismayla uyum géstermektedir. Young ve ark.'lari (366), SIE’li
hastalarda klinik bulgularin ciddiyetiyle paralellik gésteren bes sinif EEG
paterni belirlemislerdir. Bunlar sirasiyla normal EEG, teta dalgalarinda orta
derecede yavaslama, difflz delta dalgalari, trifazik dalgalar ve siUpresyon
paterninden olugsmaktadir. Straver ve ark.larinin (20) ondért SIE’li hastada
yapmis olduklan EEG calismasinda ise tim EEG kayitlarinda azalmigs bir hiz
aktivitesi ve artmig oranlarda yavas dalga olusumu saptanmigtir. Bizim
calismamizda GCLP grubundan elde edilmis ECoG kayitlarina iligkin sonuglar
(alfa ve beta aktivitesinde azalmaya karsin duglk frekansli delta aktivitesinde
artma ve beyin elektriksel aktivitesindeki azalmaya isaret eder sekilde MF ve
SEF95 frekans degerlerinde azalma), Straver ve ark.larinin (20) sepsisli
hastalarda elde ettigi EEG sonuclarina (azalmis hiz aktivitesi ve artmis
oranlarda dlglk frekansl yavas dalga olusumu) benzerlik gdstermektedir.
ECoG cekimlerinde ydntem geregi elektrodlar direkt olarak kraniyuma
takilmakta ve beyin elekiriksel aktivitesi duramater Uzerinden kayit edilmekte
iken EEG’de ise elektrodlar kafa derisine tutturularak ya da elektrodlari igceren
bir baglik araciligi ile kraniyum Gzerinden kayit yapiimaktadir. ECoG

kayitlarinda kraniyum devre disi birakiimakta ve EEG’ye kiyasla daha az
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parazitli ve temiz kayitlar elde edilebilmektedir. Bizim calismamizda ECoG
kayitlarinda gézlemlemis oldugumuz delta aktivitesindeki artis ve dev delta
dalgalarinin goézlenmesi, Young ve ark.larinin (383) sepsisli hastalarda
tanimlamis olduklart EEG patern siniflandirmasindaki evre-3’e (delta
dalgalarinda yogun bir artis gérilmesi) denk geldigi goérilmektedir. Bizim
calismamizda CLP yapilan hayvanlardan dért tanesinde ECoG verilerinin
ensefalopatiyi destekler sekilde daha belirgin oldugu goérilmekteydi. Bu
durum g6z énunde bulunduruldugunda CLP yapilan hayvanlarin yalnizca bir
kisminda ECoG sonuglari agisindan ensefalopatik bir tablonun gelistigi ve
GLP grubundaki tim hayvanlardan elde edilen verilerin, kontrol ya da sham
grubuyla karsilastiriliyor olmasi nedeniyle de GLP grubundaki MF, SEF 95 ve
spektral gu¢ analizi de@erlerinde istatistiksel olarak anlaml bir degisiklik
gbzlenmemektedir. Bu bulgular neticesinde; CLP modeli uygulanan tim
hayvanlarda 24. saatte SIE bulgularinin gelismeyebilecegini ve CLP
uygulanan tim hayvanlarda SIE gelistigi varsayimina dayali deney
dizaynlarinin yeterli olamayabilecegini, yapilacak beyin c¢alismalarinda
ndrolojik degerlendirmenin yanisira ECoG ve SEP bulgulari ile SIE gelistigi
dusdndlen hayvanlarin, deney grubuna dahil edilmesinin daha dodru sonug¢
ve yorumlar elde etmeye yaracayacagini ifade etmek mimkuindur.

SEP sonugclari degerlendirildiginde; operasyon sonrasi 24. saatte CLP
grubundaki dalga pikleri arasinda ve uyarinin baslangici ile P1 ve P2 dalga
pikleri arasindaki mesafelerde uzamanin meydana geldigi goértulmektedir.
Fakat CLP grubunda gbzlenen bu uzama degerleri, sham ve kontrol
grubundaki degerler ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlh bir
farklilik olusturmamaktaydi. Buna ek olarak CLP grubundaki 24. saate ait
degerler, 0. saatte elde edilen baslangi¢ degerleri ile karsilastirildiginda U-P1
ve N1-P2 mesafelerinde istatistiksel olarak anlamh bir uzamanin meydana
geldigi gbdzlenmekteydi. SEP kayitlarindaki pozitif ve negatif dalgalarin
amplitid degerlerine bakildiginda ise CLP grubunda P1, P2 ve Ni
dalgalarinin amplitidlerinde, operasyon sonrasi 24. saatteki degerlerin
baslangic degerleriyle karsilastinldiginda daha disik dizeylerde oldugu

fakat istatistiksel olarak anlamh bir farklihk olusturmadigi gérildi. Sham
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grubunda ise CLP grubundan farkli olarak 24. saatteki amplitid degerleri
baslangic degerleriyle ayni seviyelerde seyretmekteydi. Bunlara ek olarak,
GLP grubunda P1 dalgasina ait amplitid degerlerinin 12 ve 24. saatlerde
kontrol grubu ile kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli dizeylerde
azalmis oldugu goézlendi. CLP ve sham gruplarinda, kullanilan yiksek
dozdaki anestezik maddenin (tiyopental sodyum) SEP komponentleri (izerine
olan etkisinin en belirgin olarak gozlenebilecedi 2. saatteki SEP kayitlarina
bakildiginda, pozitif ve negatif dalgalara ait amplitid degerlerinde ve dalga
pikleri arasindaki mesafelerde belirgin bir degisiklik géze ¢arpmamaktadir.
Sepsis tanisi konan hastalar, genellikle yogun bakim 0nitelerinde tedavi
gbrmekte ve mekanik ventilasyon cihazina uyum saglamalari agisindan
sedatize  edilmektedir. SEP  yéntemi, hasta basinda kolayca
uygulanabiimekte ve SIE'nin tanmisinda giivenilir bir yéntem olarak
kullanilabilmesi  icin  hastalara uygulanan hipno-sedatif ilaglardan
etkilenmemesi gerekmektedir. Gergekten de literatlr verilerine bakildiginda,
insanlarda yapilan SEP ¢alismalari sonucu hem kortikal hem de subkortikal
SEP yolaklarindan elde edilen kayitlarda amplitid degerlerinin hastalara
uygulanan sedasyondan etkilenmedigi gdsterilmistir (368, 369, 528-531).
Buna ek olarak insanlardaki kisa-mesafeli SEP komponentlerinin hem
amplitdbd hem de uzama (latensi) degerleri acisindan sedasyondan
etkilenmedigi gOsteren calismalar da bulunmaktadir (532). Bunun tersi olarak
siganlardaki lazer uyarilmis potansiyellerin (LEP), isitsel uyariimig
potansiyellerin (AEP) ve Vertex Uzerinden yapilan somatosensoriyal
uyarilmis potansiyellerin (Vx-SEP) sedasyon yapici ilaglardan ve uyari
frekansindaki degisikliklerden etkilendigi bildiriimektedir (533-535). Fakat
bizim ¢alismamizdakine benzer sekilde primer somatosensoriyal korteks (Sl)
kullanilarak si¢anlardan elde edilmis SEP kayitlarinda (SI-SEP), 10-30
msn’lik zaman dilimi icinde yer alan SEP komponentlerinin uyar
frekansindaki degisikliklere karsi duyarsiz oldugu ve hipno-sedatif ya da
analjezik ilaglardan etkilenmedigi gosterilmistir (536). Bu sebeple bizim
calismamizda, SEP kayitlarindaki 30 msn’lik zaman dilimi iginde yer alan P1,

N1 ve P2 dalgalarina iligkin veriler kullaniimakta iken N2 dalgasina ait
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amplitid degerleri ve uzama mesafesine iligkin degerler (P2-N2 ve N1-N2
gibi) kullaniimamistir.

Tiyopental sodyumun sedatize edici dozlarinin sepsisli hastalarda SEP
kayitlarini etkilemedigi fakat anestezi olusturmak amaciyla daha yuUksek
dozlarda verildiginde SEP dalgalari Uzerinde etkisi oldugu gd&sterilmistir.
Drummond ve ark.larinin (537) yaptiklari ¢alismada, hastalara toplam dozu
77,5 mg/kg olacak sekilde 60 dk. sireyle yliksek doz tiyopental sodyum
verilerek anestezi olusturulmus ve n. medianus’un uyariimasi ile pirimer
somataosensorial korteks’ten elde edilen SEP kayitlarinda dalga pikleri
arasindaki mesafelerde uzama, dalga amplitiidlerinde ise belirgin bir disUs
gelistigi godsterilmistir. insanlarin disinda diger hayvan tiirlerinde de tiyopental
sodyumun yiksek dozlarinin SEP kayitlarini etkiledigi gdsterilmistir. Martoft
ve ark.’larinin (538) domuzlar Gzerinde yaptiklar bir galismada anestezik etki
olusturacak kadar ylksek dozlardaki tiyopental sodyumun, orta-mesafeli
isitsel uyarilmig potansiyelleri (MLAEP) hizli bir sekilde degistirdigi
bildiriimektedir. Takaya ve ark.larinin (539) vyaptiklari calismada ise
tiyopental sodyum tarafindan indiklenen derin koma durumunda, erigkin
kedilerden kortikal SEP kayitlari elde edilmis ve bu kayitlarda P1 ve N1
dalgasina ait amplitid dederlerinde disis gdzlenirken dalga pikleri
arasindaki mesafelerde ise kademeli doz artigina ragmen herhangi bir
degisiklik gbzlenmemigtir. Bizim calismamizda genel anestezi olusturmak icin
hipno-sedatif bir ajan olan tiyopental sodyumun yiksek dozlari (50 mg/kg, ip)
kullaniimis ve tiyopental sodyumun SEP dalgalari Gzerine olan etkisinin en
fazla gézlenebilecedi 2. saatteki SEP kayitlarinda belirgin bir degdisiklik géze
carpmamistir.  Bu durum, hipno-sedatif ilaglarin sedasyon olusturan
dozlardan ¢ok daha ylUksek dozlarda bile SEP kayitlarini degistirmedigini ve
boylelikle de SIE’ye yodnelik ¢calismalarda en azindan sigcanlar agisindan SEP
yénteminin gavenilir bir yéntem olarak kullanilabilecegini desteklemektedir.
Ayrica bizim calismamizda operasyon sonrasi 24. saatte anestezinin
etkisinin ortadan kalktigi g6z éntinde bulundurulur ise 24. saatte elde edilmis
olan SEP dalga amplitidlerinde ve dalga pikleri arasinda g6ézlenen uzamanin

yalnizca sepsisin beyin tzerinde olusturdugu etkiler sonucunda ortaya ¢iktigi
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distnilebilir. Yogun bakim dnitelerindeki sepsisli hastalarda SIE’nin gérilme
sikhgiyla ilgili olarak %8-70 arasinda oranlar bildiriimektedir (16-20, 365-369).
Bizim c¢alismamizda operasyon sonrasi 24. saatteki SEP kayitlarina
bakildiginda P1 dalgasinin GLP grubunda kontrol grubuyla kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli farkhlik olusturacak dizeylerde disik oldugu, U-
P1ve N1-P2 mesafelerinin ise baglangi¢ degerleriyle karsilastirildiginda
belirgin bir bicimde uzamis oldugu gérilmekteydi. Bu bakimdan U-P1 ve N1-
P2 mesafelerinde ve P1 dalgasindaki amplitid degerlerinde gézlenen anlaml
degisikliklerin ensefalopatiye ait serebral disfonksiyona isaret ettigi g6z
6nidnde bulundurulur ise bizim calhigmamizda CLP yapilan hayvanlarin
yaklasgik olarak %40’inda SEP bulgular agisindan ensefalopati tablosunun
gelistigi ortaya cikmaktaydi. Bu sonuglar, SIE'ye yonelik olarak ileride
yapiimasi planlanacak olan beyin caligmalarinda, SEP ya da ECoG
kayitlarindan elde edilecek olan veriler dogrultusunda SIE gelistigi diistiniilen
hayvanlarin ¢alismaya dahil edilmesinin daha dogru bir yaklagim olacagini
ortaya koymaktadir.

SiE'ye yonelik olarak daha ®nceki yapilmis SEP calismalarinda
birbiriyle uyusmayan sonuglar bildirilmektedir. Literatirde ensefalopati
sonucu SEP amplitidlerinde disls meydana geldigini gdsteren vaka
calismalarinin diginda SEP parametrelerinde herhangi bir degisiklik
olusmadigini bildiren insan ve hayvan calismalarina da rastlanmaktadir.
Schwarz ve ark.’larinin (540) sepsisle iligkili olarak yaptiklan vaka
calismasinda, SEP kayitlarindaki dalga pikleri arasindaki mesafelerde
uzama, dalga piklerine ait amplitid degerlerinde ise dislsin meydana
geldigi ve bu durumun ensefalopatinin ciddiyetiyle ve mortalite oranlarinin
artisiyla korelasyon gésterdigi bildirilmektedir. Ohnesorge ve ark.’lari (384)
pankreatit olusturduklari domuzlarda deneysel bir SIRS modeli gelistirmigler
ve ortaya ¢ikan SIRS sonucunda beyinde gelisen disfonksiyonu SEP ve EEG
kayitlari yardimiyla ortaya koymaya c¢alismiglardir. Bu calismada da
ensefalopatiye bagli olarak SEP dalgalarindaki amplitid degerlerinde disls
ve dalga pikleri arasindaki mesaflerde ise uzamanin meydana geldigi
gOsterilmistir (384). SIRS, bircok agir klinik bulguya neden olan sistemik
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inflamatuar cevap olarak tanimlanmis olup enfeksiy6z veya enfeksiy6z
olmayan (pankreatit, yanik, multipl travma gibi) nedenlere bagli
gelisebilmektedir (4). Sepsis ise kanitlanmis bir enfeksiyéz olay sonucu
gelisen SIRS olarak tanimlanmaktadir (4). Bu agidan bakildiginda birgok
aragtirmaciya goére Ohnesorge ve ark.larinin (384) kullandiklari deneysel
SIRS modeli, sepsis modelleri kadar genel kabul gérmese de insanlarda
gelisen SIE tablosunu aydinlatacak onemli veriler saglamaktadir. Bu
calismada SIRS’a ait klinik bulgularin ortaya cikmasindan ¢ok daha &énce
SEP kayitlan sayesinde ensefalopatiye ait serebral disfonksiyonun
saptanabilecegine isaret edilmektedir. Ohnesorge ve ark.larinin (384)
yaptiklari ¢alismada SIRS tablosunun ortaya konmasindan 2 ya da 4 saat
6ncesinde  SEP  dalga  amplitidlerinde  baslangic  degerleriyle
karsilastirildiginda %60’lara varan ve istatistiksel olarak anlamlik gdsteren
bir dislUs gbzlenmekte fakat buna benzer bir anlamlihk P15-20
mesafesindeki uzama degerlerinde goérilmemektedir. Daha Once yapilan
deneysel sepsis modeli calismalari, CLP sonrasi 6. saatte genellikle
hayvanlarda sepsisin gelistigini ve cogunlukla da sepsise ait hiperdinamik bir
fazin ortaya ¢iktigini ortaya koymaktadir (215). Bizim ¢alismamizda GLP
uygulanan sicanlarda, sepsisin gelistigi varsayilan operasyon sonrasi 6.
saatten dort saat kadar once cekilen 2. saat kayitlarina bakildiginda,
amplitiid degerlerinde ve dalgalar arasi uzama mesafelerinde Ohnesorge ve
ark.’larinin sonuglari ile 6rtisen benzer bir degisiklik gézlenmemektedir.
Ohnesorge ve ark.larinin (384) yaptiklari ¢alismada hayvanlarin SIRS
kriterlerini karsiladiklari zamandaki vital parametre degerlerine bakildiginda
kan basincindaki dislUse karsin kalp atim hizinda ve kardiyak out-putta
artigin ortaya c¢iktigi goérilmektedir. Ohnesorge ve ark.’lar (384) vital
parametreler acisindan gdézlenen bu durumu, hayvanlarda ortaya ¢ikan
hiperdinamik cevaba baglamiglardir. GLP yapilan hayvanlarda genellikle 6 ila
10. saatlerde hiperdinamik bir fazin, 14 ila 20. saatlerde ise hipodinamik bir
fazin (septik sok) gelistigi kabul edilmektedir (181, 479, 541-543). Ohnesorge
ve ark.’larinin (384), calismaya alinan hayvanlarin SIRS kriterlerini

karsiladiklar zamanda yani vital parametreler agisindan hiperdinamik bir
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evreye denk gelen zamanda cektikleri SEP kayitlarina bakildiginda sekiz
hayvanin altisinda ensefalopatiyi destekler sekilde P15-20 dalgasinin
amplitdd degerlerinde dlsls saptanmakta iken bizim c¢alismamizda
hiperdinamik evreyle uyumlu olan 6. saatteki SEP kayitlarina bakilir ise P1
dalgasinda 2/8 hayvanda, P2 ve N1 dalgasinda ise 1/8 hayvanda
ensefalopatik tabloyu destekleyen bir amplitid disUstne rastlanmaktaydi ki
bu oranlar Ohnesorge ve ark.larinin oranlariyla kiyaslandiginda oldukg¢a
distk dizeylerdeydi. Ohnesorge ve ark.’lar ile bizim calismamiz arasinda
SEP bulgularinin ortaya c¢ikis zamani ve amplitid degerlerindeki disls
miktarlari arasindaki farkliliklarin, iki calisma arasinda kullanilan deney
hayvanlari ve secgilen deney modelleri agisindan var olan farkhliklardan
kaynaklandigini disinmekteyiz.

Zauner ve ark.’larinin (369) yaptiklari calismada, ciddi sepsis ve septik
sok gelisen yodun bakim hastalarindan elde edilen SEP kayitlarindaki N9,
N13, N13-N20, N20, N20-N70 ve N70’e ait uzama (latensi) degerlerinin
kontrol grubu ile karsilastirildiginda belirgin bir bicimde uzamis oldugu
bildirilmistir. Bu calismada hastalarin %34’inde subkortikal SEP yolaklarini
gbsteren N13 ve N20 dalga pikleri arasindaki mesafelerde (N13-N20),
%84’Uinde kortikal SEP yolaklarini gésteren N20-N70 dalga pikleri arasindaki
mesafelerde (N20-N70) ve %57’sinde ise periferik sinir ileti hizini gésteren
uyarinin baslangici ile N9 dalga piki arasindaki mesafelerde (N9) belirgin bir
uzama gbze carpmaktadir. Hastalarin %34’Unde subkortikal, %84’Unde ise
kortikal yolaklarda SEP dalga pikleri arasindaki mesafelerde uzamanin
saptanmis olmasi, sepsis sonucu ortaya ¢ikan ensefalopatik tablodan kortikal
yapilarin, subkortikal yapilara kiyasla (talamus, beyin sapi ve medulla
spinalis gibi) daha fazla etkilenmis oldugunu ortaya koymaktadir. Bizim
yaptigimiz calismada SEP kayitlari yalnizca primer somatosensoriyal
korteksten alinmig oldugu icin kortikal ve subkortikal yollarin veya periferik
sinirlerin yapisal ve fonksiyonel durumu hakkinda tek tek bilgi sahibi olmak ya
da sepsisle iligkili ensefalopatiden bu yapilarin herbirinin hangi derecelerde
etkilenmis  oldugunu ortaya koymak mdimkdn olmamistir.  Bizim

gcalismamizdaki SEP kayitlarinda g6zledigimiz degisiklikler muhtemelen
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yukarida bahsi gegcen SEP yolaklarinin tek tek etkilenebilecedi gibi birden
fazla yolagin birlikte etkilenmis olmasindan dolay! ortaya ¢ikmaktadir. GLP
yapilan hayvanlarda n. ischiadicus gibi periferik sinirler Gzerinden yapilacak
olan sinir ileti hizi calismalari ile periferik sinirlerin degerlendiriimesi ya da
kuyruga verilen uyar sonrasi kortikal SEP yolaklarinin degerlendirilmesi
amaci ile her iki taraf primer somatosensoriyal korteksten elde edilen SEP
kayitlari arasindaki farkin ortaya konmasi mimkuindir ve mevcut ¢alismada
SEP kayitlarinda g6zlenen degisikliklerin nedenine 1sik tutabilir.

Bizim calismamiz neticesinde CLP modeli uygulanan si¢anlarda
SIE’nin gelisebildigi, norolojik degerlendirmeye ek olarak ECoG ve SEP
kayitlariyla da ortaya konmustur. Literattr verileri tarandiginda CLP’nin beyin
elektriksel aktivitesi Uzerine olan etkilerini géstermeye yonelik herhangi bir
caligsmaya rastlanmamaktadir. Bu duruma iligkin olarak bizim ¢alismamiz bu
konuda vyapilmis ilk calisma olarak gbéze c¢arpmaktadir. GLP modeli
uygulanan hayvanlarin bir kisminda sepsisli hastalardakine benzer sekilde
MODS’un bir komponenti olarak SiE’nin gézleniyor olmasi ve ortaya cikan
SIE tablosunun beyin elekiriksel aktivitesi agisindan sepsisli hastalardakine
benzerlik géstermesi nedeniyle CLP’nin SIE’yle iliskili olarak da klinik sepsis

tablosunu iyi bir sekilde yansittigr gortlmektedir.

immiinohistokimya Bulgularinin Degerlendirilmesi

Sepsiste ortaya c¢ikan patofizyolojik degisiklikler sonucu birgok
organda fonksiyon bozuklugu gelisebilmekte ve bu durumun ortaya
¢lkmasinda ise apopotik hicre 6lumlerinin de i¢inde bulundugu birgok farkli
mekanizma devreye girmektedir. Sepsisin kalp, akciger ve bdbrekler gibi vital
organlar Uzerinde apoptotik hicre 6élimleri agisindan meydana getirdigi
degisiklikleri inceleyen pek c¢ok calisma bulunmaktayken, merkezi sinir
sisteminde ortaya c¢ikan apopotik degisiklikleri gbstermeye yodnelik
galismalarin sayisi ise sinirhdir. Sepsis sonucu beyinde ortaya cikan
apoptotik hicre 6limlerini inceleyen vyalnizca bir postmortem c¢alisma
bulunmakta ve bu calismada septik soktan &len hastalarin beyinlerindeki

supraoptik nukleus, paraventrikiler nikleus ve meduller otonomik nikleus
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gibi santral otonomik merkezlerde apoptotik hicre 6lumlerinin gergeklestigi
bildirilmektedir (364). Sepsis sonucu beyinde ortaya c¢ikan fonksiyon
bozuklugunda apoptozun rolinid ortaya koymaya yonelik kisith sayida
hayvan calismasi yapilmis ve bu c¢alismalarin tamamina yakininda deneysel
sepsis olusturmak amaciyla LPS modeli kullaniimigtir (29, 407, 544, 545).
LPS modeli hernekadar calisma pratigi acisindan kolaylik saglasa da bu
modelin insanlardaki sepsisi iyi bir sekildeki taklit edemedigi gdsterilmigtir
(212). Bu nedenle bu calismalardan elde edilen sonuglar sepsise bagli olarak
insanlarda ortaya ¢lkan patofizyolojik olaylarin agiklanmasinda yetersiz
kalmaktadir. CLP modelinin ise insanlardaki sepsis Klinigini iyi bir seklide
yansittigr distinilmekte ve bu 6zelligi sayesinde sepsisli iligkili ¢alismalarda
glinumuUzde hala tercih edilen ydntem olma 6zelligini korumaktadir. Mevcut
literatir tarandiginda sepsisin beyin Uzerinde apoptotik hicre olimleri
acisindan meydana getirdigi degisiklikleri anlamamiza kaynak saglayacak
yalnizca bir CLP modeli ¢alismasina rastlanmaktadir (28). Messaris ve
arkadaslari (28) tarafindan yapilan bu calismada hippokampis’iin CA1 alani,
koroid pleksus hucreleri ve serebellumun purkinje hicrelerinde apoptozun
gerceklestigi gosterilmistir. SIE’nin, SVZ ve gyrus dentatus (DG) gibi yetigkin
beyinlerinde yeni ndéron Uretiminin (ndérogenez) gerceklestigi yerlerde
meydana getirdigi apoptotik degisikliklerin daha &énceden CLP modeli
kullanilarak incelenmemis olmasi nedeniyle bizim calismamizda bu
bélgelerdeki apoptotik hicre degisiklikleri  TUNEL ve kaspaz-3 gibi
immmanohistokimyasal yéntemlerle ortaya konmaya calisildi. SVZ, lateral
ventrikll’in lateral duvari boyunca uzanmakta iken DG ise hippocampus’da
yerlesim gbstermekte ve her iki olusum da yetiskin memeli beyinlerinde yeni
noéron Uretiminin (ndérogenezis) gerceklestirildigi germinal merkezler olarak
kabul edilmektedir. SVZ ve DG’ye ek olarak santral otonomik merkezler
Uzerinde de apoptotik hicre &6lumleri agisindan GLP yéntemi kullanilarak
yapiimis bir galismaya rastlanmamaktadir. Bu nedenle yapmis oldugumuz bu
¢alismada santral otonomik merkezler arasinda yer alan median preoptik
nukleus (MnPQO), anteroventral periventrikiler nukleus (AVPe), granuler

insular korteks (Gl) ve agranuler insular korteks (AIP), ventroposterior
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parvoselliler nikleus (VPPC), perifornikal nikleus (PeF), dorsomedial
hipotalamik nikleus (DMD) , zona incerta (Zl), rostralventrolateral retiktler
nukleus (RVLM), nucleus tractus solitarius (NTS) ve intermediate retikller
ndkleus (Irt) alanlarini iceren histolojik kesitlerde apoptotik hicre oélimleri
immunohistokimyasal ydntemlerle gbsteriimeye calisildi.

Nucleus tractus solitarius (NTS), beyin sapinin dorsomedialinde yer
almakta olup kardiyovaskuler afferent liflerin (baroreseptdr, kemoreseptér ve
kardiyak reseptdrlerden gelen lifler gibi) pekgodunun ilk sinapsini burada
yaplyor olmasi nedeniyle NTS’de ortaya ¢ikan lezyonlarda hipotansiyona
karsi gelisen tasikardik cevapta bozulma meydana geldigi bildiriimektedir
(546-552). Bir diger otonomik merkez olan RVLM, kardiyovaskiler
reflekslerin dizenlenmesinde gérev yapmakta ve Uzerinde ¢ok fazla sayida
arastirma yapilan bir alan olarak géze carpmaktadir (553). Anestezi altinda
yapilan birgok tavsan, kedi ve sigan calismalari sonrasinda birgok hayvan
tirinde sempatik uyarilarin blytk cogunlugunun, ventrolateral medulla’nin
rostral parcasindan kaynaklandigi goérGimustir. Bu hayvan tlrlerinde
RVLM’nin inhibe edilmesi sonrasinda bdbrek, kas ve splanknik yapilara ait
vaskuler yatakta ve kalbe giden sempatik sinir aktivitesinde azalma meydana
gelmekte ve bunun neticesinde ise kalp atim hizi ve ortalama arteriyel
basingta Onemli bir disls ortaya cikmaktadir (554, 555). RVLM’nin
kardiyovaskuler reflekslerin  kontroll disinda respiratuar reflekslerin
dizenlenmesinde de énemli rol oldugu dusunltimektedir. RVLM’de yer alan
“Bétzinger kompleks” iginde ekspirasyonla iligkili néronlarin yer aldigi, caudal
ve ventral yerlesimli olan “ventral respiratuar grup”i¢inde inspirasyonla iligkili
néronlarin yer aldigi ve “pre-Bétzinger kompleks” iginde ise respiratuar
siklisun dizenlenmesinde gérev alan néronlarin bulundugu gdésterilmistir
(556). Hipotalamusun otonomik fonksiyonlarin diizenlenmesinde merkezi bir
role sahip oldugu uzun bir suredir bilinmektedir. Hipotalamusta yer alan
MnPO ve AVPe’nin lezyonlarinda su igcme hissinde goérilen azalmadan
baslayip plazma osmolarite ve kan basincinda ortaya ¢ikan bozulmaya kadar
ilerleyebilen  cesitli  seviyelerde sivi-elektrolit  dengesi  bozukluklar

gorulebilmektedir. Buna ek olarak bu tip lezyonlar termoregilasyonda
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bozukluk ve immin stimUlasyon sonrasi ortaya ¢ikan ates cevabinda kayip
gibi bulgularla da iligkilidir (553). Santral otonomik merkezler arasinda yer
alan insular korteksin elektriksel veya kimyasal olarak uyarilmasinin gesitli
otonomik cevaplara yol acabildigi gdsterilmistir. En kaudal bdélgenin
uyariimasi depressoOr ve bradikardik cevaplara yol agmakta iken biraz daha
rostral alanlarin uyarilmasi sonucunda tasikardi ile birlikte kan basincinda
artis gézlenmektedir (553). Santral otonomik merkezler arasinda yer alan bu
nikleuslarda meydana gelen fonksiyon bozukluklarinin sepsiste ortaya ¢ikan
hemodinamik degisikliklere ya da septik soklu hastalarda gézlenen direngli
hipotansiyona katkida bulunabilecegi dusintlmektedir (367). Yapmis
oldugumuz bu calismada SIE’nin AVPe, GI, AIP, VPPC, DMD, NTS ve RVLM
gibi otonom merkezler Gzerinde, hippocampus’'un CA1, CA3 ve CA3/4
alanlar ile erigskin beyinlerinde yeni néron Urretiminin gerceklestigi SVZ ve
DG U(zerinde apoptotik hicre o6limleri agisindan ortaya ¢ikardigi
degisikliklerin incelenmesi amaciyla kaspaz-3, transglutaminaz ve TUNEL
yéntemi gibi immunohistokimyasal isaretleme yéntemleri kullanildi.

Bu calismadaki kaspaz-3, transglutaminaz ve  TUNEL
immunohistokimya sonuglari degerlendirildiginde, CLP grubuna ait histolojik
kesitlerde sham ve kontrol grubu ile kargilastirildiginda MnPO, SVZ, DG,
CA1, CA3 ve CA3/4 alanlarinda TUNEL pozitif boyanmis hlcre sayisi
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir artis gdzlendi. AvPE, Gl, AIP, VPPC,
PeF, DMD, ZI, NTS, Irt ve RVLM alanlarinda ise gruplar arasinda TUNEL
pozitifligi acisindan herhangi bir farkliik saptanmadi. Apoptotik hlcrelerde
DNA internikleozomal bélgelerden yaklasik 180-200 baz cifti ve bunun
katlari olacak sekilde parcalanmakta ve bu sayede TUNEL ydntemi ile
apoptotik hlcrelerde ortaya c¢ikan DNA kiriklart  in  situ  olarak
g6zlenebilmektedir (291, 292). Fakat bir diger hiicre 6lim sekli olan nekrotik
hiicre élimlerinde de DNA’nin non-spesifik olarak pargalanmasi neticesinde
TUNEL yoéntemi ile yanhg pozitiflikler saptanabilmektedir (269). Bu sebeple
TUNEL ybéntemine ek olarak apoptoza daha spesifik oldugu duistnulen
kaspaz-3 yontemi ya da M30 yontemi gibi ek yOntemlere ihtiyag
duyulmaktadir (277). Bizim calismamizda da TUNEL pozitif boyali hiicrelerin
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g6zlendigi beyin alanlarinda apoptozun gergeklestiginin dogrulanmasi
amacityla TUNEL yOntemine ek olarak kaspaz-3 ve transglutaminaz
immuanohistokimya boyamasi yapildi. CLP grubunda TUNEL boyamasini
destekler sekilde MnPO, SVZ, DG, CA1 ve CAS3 alanlarinda kaspaz-3 ve
transglutaminaz pozitif boyanan apoptotik hicrelerin bulundugu gézlenmekte
iken Gl, AIP, VPPC, AvPE, PeF, DMD, ZI, NTS, Irt ve RVLM gibi TUNEL
pozitifligi saptayamadigimiz beyin alanlarinda kaspaz-3 ve transglutaminaz
ybntemiyle de apoptotik hicre bulunmadigi saptandi. Semmler ve ark.’larinin
(29) siganlar Uzerinde intraperitonel olarak LPS vererek yaptiklar sepsis
modeli ¢calismasinda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda LPS verilen grupta
korteks, serebellum, hippocampus ve mezensefalon’daki TUNEL pozitif
hiicre sayisinin belirgin bir bigimde artmis oldugu bildirilmigtir. Bu ¢alismada
LPS sonrasi 4, 8 ve 24. saatlerde siganlardan elde edilen beyin kesitlerinde
TUNEL boyamasi yapiimig ve yalnizca 24. saatteki kesitlerde TUNEL
pozitifligi agisindan LPS verilen grupta kontrol grubuna gdére anlaml farklihk
g6zlenmistir. Ayrica ayni beyin bdlgeleri, bax antikorlari (apoptozun
gOsterilimesinde kullanilan bir baska yéntem) ile isaretlenmis ve LPS verilen
grupta TUNEL pozitifligini destekler sekilde bax immunoreaktivitesi agisindan
kontrol grubuna kiyasla anlamh bir artis saptanmistir. Bizim calismamizda
da, Semmler ve ark/’larininkine benzer sekilde CLP yapilan gruptaki
hippocampus’larda TUNEL pozitif hiicre sayisinin belirgin bir bicimde artmig
oldugu gb6zlenmekteydi. Fakat bu c¢alismadan farkh olarak bizim
¢alismamizda, granuler ve agranilar insuler korteks gibi kortikal alanlarda
TUNEL pozitifligi agisindan kontrol ve GLP gruplari arasinda anlamli bir
farkhlik gbéze carpmamaktaydi. Hem bizim yaptigimiz ¢alismada hem de
Semmler ve ark.’larinin yaptiklari ¢alismada, ayni agirliklara (=300gr) sahip
benzer tur hayvanlar kullaniimis ve her iki ¢galismada da sig¢anlarin beyinleri
24. saatte cikartilmis olsa da korteksdeki TUNEL pozitif hicre sayisi
acisindan gézlenen farkhligin muhtemel nedeni bu iki gcalismada farkh sepsis
modellerinin kullaniliyor olmasidir. Semmler ve ark.’lari (29), Bregma’nin 0.20
mm ilerisinden aldiklari beyin kesitlerinde TUNEL pozitifligi agisindan kortikal

yapilari de@erlendirmigler fakat korteksin hangi alanlarindan sayim
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yaptiklarini net olarak bildirmemiglerdir. Bu seviyeye uyan beyin kesitlerinde
primer ve sekonder somatosensoriyal alanlara ve cingulat kortekse ek olarak
granudler ve agranuler insular korteks de degerlendirilebilmektedir. Bu durum
g6zéninde bulunduruldugunda Semmler ve ark.larinin (29) yaptiklan
calismada, granller ve agranller kortekste TUNEL pozitif hicrelere
rastlanmamis olabilecegi gibi tam tersine TUNEL pozitiflik gdsteren hicreler
sayllarak kortekse ait toplam hicre sayisina eklenmis de olabilir. Eger
Semmler ve ark.’larinin (29) calismasinda ikinci durum gerceklesmis ise yani
granuler ve agraniler kortekste TUNEL pozitif hiicrelere rastlanmig ise bizim
calismamizdan farkli bir sonugla karsilasiimaktadir. Bizim g¢alismamizda,
GLP grubundaki sicanlara ait kesitlerin hicbirinde graniler ya da agraniler
kortekste TUNEL pozitif hdcreye rastlanmadi. Bu durumun ortaya
¢lkmasinda, hippocampus’e oranla kortikal yapilarin, LPS’ye veya sitokinlere
karsi daha az duyarl olmasi ya da sepsis sonucu ortaya c¢ikan
hipotansiyonun tetikledigi iskemiye karsi hippocampus’'un daha duyarli
olmasi olasi nedenler olarak dugunulebilir. Ancak daha énceki yapiimis olan
calismalara baktigimizda bu olasi faktorleri destekleyecek higbir literatlr
verisine rastlanmadi. Aksine Kim ve ark.larinin (557) yaptiklar bir calismada,
LPS’nin indUkledigi nérotoksisiteye duyarlilik agisindan sigan beyinlerindeki
bolgesel farklihklar in vivo ve in vitro (hucre KkultGrlerinde) olarak
degerlendiriimis ve mezensefalonda yer alan substantia nigra’nin korteks ve
hippocampus’e kiyasla LPS’nin indiikledigi nérotoksisiteye daha fazla duyarli
oldugu fakat hippocampus ve korteks arasinda LPS ndérotoksisitesi agisindan
herhangi bir farklilik gézlenmedigi bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda TUNEL
pozitifligi acgisindan kortikal yapilar ile hippocampus arasinda gdzlenen
farkliikta muhtemelen sepsisle iligkili ensefalopatinin patofizyolojisinde rol
oynayan birgok farkli mekanizma devreye girmekte ve ortaya ¢ikan karmasik
olaylar dizisi sonucunda apoptoz acisindan bdlgesel farkliliklar ortaya
cilkmaktadir. Sepsis sonucunda beyindeki mikroglial aktivasyonda artis
gerceklesmesinin ve buna bagli olarak aktive olmus mikroglialardan salinan
NO (nitrik oksit) gibi inflamatuar mediyatérlerin ya da TNF-a ve IL-1 gibi

proinflamatuar sitokinlerin komsu néronlarda apoptoza yol agmasinin sepsisli
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hastalarda ortaya c¢lkan ensefalopatik tabloya katkida bulundugu
dusandlmektedir (15, 18, 21, 23, 24, 29, 71, 364, 393-396, 404, 407, 412-
414, 558-577). Bu durum g6z Oninde bulunduruldugunda bizim
calismamizda, apoptotik hiicre 6limlerinin daha fazla saptandigi bélgelerde
muhtemelen mikroglial aktivasyon da artmis dizeylerdeydi ve bunun
neticesinde komsu hucrelerde ortaya ¢ikan noéronal apoptoza bagh olarak
TUNEL ve kaspaz-3 pozitifliginde artis gdzlenmektedir. Ayrica bizim
galismamizda, DG ve SVZ gibi yetigkin memeli beyinlerindeki yeni néron
dretiminin  (nérogenezis) gerceklestigi germinal merkezlerde, artmis
dizeylerde TUNEL ve kaspaz-3 pozitifligine rastlamigs olmamiz bu
bélgelerdeki normal olarak gerceklesmekte olan apoptotik hicre élimlerinin
sepsis sonrasi daha fazla indUklenmis olabilecegini dustndirmektedir.
SVZde Uretilen yeni néronlarin daha sonrasinda rostral gé¢ akimina (RGA)
katilarak bulbus olfactorius’a dogru goég¢ ettigi gosterilmistir (578-581). Fareler
ile yapilan caligmalar neticesinde SVZ'de bilateral olarak hergtin 30.000 yeni
hiicrenin dretildigi hesaplanmis fakat bu hlcrelerin ne kadarinin RGA’ya
katilarak bulbus olfactorius’a go¢ ettigi ne kadarinin ise SVZ'de kalmaya
devam ettigi net olarak ortaya konabilmis degildir (578). Hippocampus’'un DG
bélgesinde ise SVZ'dekine benzer bir gé¢ yolagi tanimlanabilmis degildir
(578). Bu durumda yeni yapilan hicrelere yer acilabilmesi icin eski hicrelerin
apoptoz gibi hlcre 6lim mekanizmalariyla ortadan kaldiriimasi
gerekmektedir. Daha 6nce yapilmis olan ¢alismalar bu dislnceyi destekler
sekilde tarla faresi, laboratuvar faresi ve sigan gibi kemirgen beyinlerinin SVZ
ve DG bolgelerinde yeni néron Uretimine ek olarak apoptozun da
gerceklestigini ortaya koymaktadir (581-583). Muhtemelen sepsis sonrasi
beyin dokusunda ortaya ¢ikan néroinflamasyona bagl olarak bu bélgelerde
normal zamanlarda da gerceklesmekte olan apoptotik hicre élimleri daha
fazla tetiklenmekte ve sonug olarak artmis dizeylerde TUNEL ve kaspaz-3
pozitifligi ile karsilasiimaktadir. SVZ, yetiskin beyinlerinde progenitdr hiicreler
acisindan énemli bir depo gbérevi gébrmekte ve muhtemelen burada yerlesim
gbsteren noral kdk hucrelerin kullaniimasi ile ndrodejeneratif hastaliklarin

tedavisinde yeni acilimlar saglanabilecedi distnilmektedir. GUndmizde
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SVZ-bulbus olfactorius sistemi néral kék hiicre, nérogenezis, geng néronlarin
migrasyonu ve differansiyasyonu gibi konularin aydinlatilabilmesi agisindan
gitgide yogdun olarak calisilan deneysel bir model haline gelmektedir. Literatlr
verileri tarandiginda apoptotik hiicre élimleri agisindan SVZ’nin sepsisten ne
derece etkilenmis oldugunu aciklamaya ydnelik hayvanlar Gzerinde yapilimig
olan herhangi bir sepsis modeli calismasina rastlanmamaktadir. Bizim
calismamiz, sepsis iliskili ensefalopatiden SVZ'deki apoptotik hiicre &6lim
oranlarinin nasil etkilendigini ortaya koymaya yonelik ilk ¢calisma olarak gbze
carpmaktadir. Laboratuvarimizda, CLP modeli kullanilarak gergeklestirilen bir
bagka calismada, SVZ'deki nérogenezin nasil etkilendigi aydinlatiimaya
calisiimis ve bu bélgede artmis oranlarda yeni néron olugsumunun
gerceklestigi yoninde deliller elde edilmistir (Yayinlanmamis veri). CLP
sonrasl nérogenez acisindan sigan beyinlerindeki SVZ'de gbézlenen artisin,
apoptotik htcre o6lumlerinde gbézlenen artisi kompanze etmek igin mi
gerceklestigi yoksa artmis nérogeneze uyum saglamak amaciyla apoptozda
mi artis ortaya c¢iktig1 ise gelecekte aydinlatiimasi gereken bir diger unsuru
olusturmaktadir.

Hippocampus, beyindeki diger bircok bdlgeye gbre sepsisten
etkilenme derecesi yuksek bir beyin dokusu olarak 6ne c¢ikmaktadir.
Hippocampus’un beyindeki yerlesimine bakildiginda, SIE’nin
patofizyolojisinde rol oynadigi disdndlen ¢ézinmuUs ligandlarin (aromatik
aminoasitler ve glutamat gibi) ve inflamatuar mediyatérlerin (TNF-a, IL-1, IL-6
ve NO gibi), kan ya da beyin omurilik sivisindan hippocampus’a dogru gegis
yapabilecekleri gérilmektedir. Hippocampus, zengin kan igerigi ile plexus
choroideus’un, BOS agisindan da ventrikillerin komsulugunda yer almakta
ve bu 6zellikleri ile septik durumlar agisindan etkilenebilir bir doku konumu
arz etmektedir (584). Semmler ve ark.larinin (29) LPS modeli kullanilarak
yapmis olduklari deneysel sepsis ¢alismasinda, LPS’nin indikledigi sistemik
inflamatuar yanita karsi hippocampus’un diger beyin bdlgelerine gére daha
duyarli oldugu ve apoptotik hicre dlimlerinde belirgin derecede artis ortaya
ciktigi gosterilmistir. Bizim calismamizda da bu sonuclari destekler sekilde
hippocampus’un CA1, CA3, CA3/4 ve DG alanlarinlarinda sham ve kontrol
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grubuna kiyasla apoptotik hicre 6limlerinde belirgin bir artis saptanmigtir.
Hippocampus, limbik sistem yapilari arasinda yer almakta ve 6zellikle kisa
sureli hafiza ve uzamsal hafiza olmak Uzere bilissel (kognitif) fonksiyonlarda
gérev alan anatomik bir yapi olarak gdze carpmaktadir (585-589). LPS
injeksiyonu sonucu ortaya ¢ikan kronik néro-inflamasyonun, siganlarda
uzamsal hafizada azalmaya neden oldugu bildiriimektedir (590). Hafizanin
olusumunda &énemli rol oynadidi dudslnllen glutamata ait NMDA
reseptdrlerinin hippocampus’da yuksek oranlarda bulundugu saptanmistir
(591, 592). Biegon ve ark.larinin (593) yaptiklari bir calismada intrasisternal
olarak LPS verilmesinden bir hafta sonra, hippocampus’da aktive olmus
mikroglia hlcrelerinde artis (yaklasik 2.5 kat) ve NMDA reseptérlerinde
aktivasyon azalmasi oldugu, ayrica antioksidan tedavinin bu durumu tersine
doéndardigu bildirilmistir. Rosi ve ark.’larinin (594) sicanlar Gzerinde yaptiklari
calismada da LPS’nin dérdinct ventrikll icine injeksiyonundan 28 gliin sonra
hippocampus’'un DG, CA3 ve CA4 alanlarinda, NMDA-R1 reseptérlerinin
sayisinda belirgin bir azalmanin meydana geldigi bildiriimektedir. Beyindeki
lokal inflamatuar olaylarin hafiza ve bilissel fonksiyonlarin ayarlanmasinda
bozukluga neden oldugunu gdésteren caligsmalarda bulunmaktadir. IL-1, IL-2
ve IL-6'nin lokal inflzyonu ile hippocampus’da hafizanin olusumunda rol
oynayan “uzun sdreli guglendirme” (long term potentiation, LTP)
fonksiyonunun ve ilgili néronal platisite islemlerinin inhibisyona ugradigi
bildirilmistir (595). Sepsis sonucu hippocampus’da inflamatuar sitokinlerin (/L-
1, IL-6 ve TNF-a gib)) artmis seviyelere ulasmasi, LPS’nin NMDA
reseptodrlerinin aktivasyonunda azalmaya yol agmasi ve hippocampus’daki
hiicrelerde apoptozun artis gbstermesi neticesinde muhtemelen sepsisli
hastalarin akut dénemlerinde 6grenme ve hafiza ile ilgili problemler ortaya
cilkmaktadir. Bu dislnceyi destekler sekilde Shimizu ve ark.lari (596)
tarafindan CLP modeli kullanilarak yapilan bir sican caligsmasinda, GLP
grubundaki hayvanlarda operasyon sonrasi 24. saatte pasif kagma
hareketine iliskin hatirlama yeteneginde (passive avoidance retention)
bozulma meydana geldigi gdsterilmistir. Septik hasarin uzun dénem etkileri

olarak ortaya cikabilen noérolojik ve psikiyatrik problemlerin temelinde de
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hippocampus ve prefrontal korteks gibi beyin boélgelerindeki akut donemde
ortaya cikan ve blyuk kismi geriye dénusli olabilecek bu tlr hasarlanmalarin
rol oynadigi dusuntlmektedir (18). Yogun bakim Unitesinde tedavi gérdikten
sonra taburcu olan sepsisli hastalarda, kognitif fonksiyonlarin uzun sdreli
olarak bozulabilecegi bildiriimektedir. Sepsisten kurtulmayr basaran bu
kisilerde dikkat ve konsantrasyon yeteneginde azalma, hafizada bozulma,
kognitif fonksiyonlarda global bir kayip, depresif sendromlar ve hayat
kalitesinde azalma gibi sikayetler ortaya cikabilmektedir (597, 598).
Genellikle sepsis sonrasi ilk bir sene icinde birgok kognitif fonksiyonda
kademeli olarak bir dizelme meydana gelse de 6zellikle hafizada tam olarak
bir iyilesmenin ortaya ¢ikmadigi bildirilmektedir (597, 599, 600). CLP modeli
kullanilarak yapilan hayvan calismalarinda CLP’nin kognitif fonksiyonlar
Uzerine olan etkisi ortaya konmaya calisiimistir (601-606). CLP modeli
uygulanan ve yasamayi surdlren (kan kultirleri negatif olan, septik strecgten
tam olarak ¢ikmig ve enfeksiyona dair herhangi bir klinik bulgu géstermeyen)
hayvanlarda CLP sonrasi 10. ve 30. glinlerde 6grenme yetenegi, uzamsal
hafiza, tehlikeli uyarandan kaginmaya ya da objelerin taninmasina iligkin
hafiza gibi kognitif fonksiyonlarda bozulma meydana geldigi bildirilmigtir (602-
604, 606). Ayrica CLP sonrasinda anksiyete ve depresyon benzeri
semptomlarin da ortaya cikabilecegi bildiriimektedir (605, 606). Hayvan
¢alismalarinda deneysel bir depresyon modeli olarak kullanilan zorlu yizme
testi (force swimming test) calismalariyla CLP grubunda sham grubuna
kiyasla depresyon benzeri semptomlarin belirgin sekilde artmis oldugu ve
imipramin gibi antidepresanlar ile bu semptomlarin azaltilabildigi gésterilmistir
(605, 606). Semmler ve ark.’larinin (607) LPS modeli kullanarak sicanlar
Uzerinde yapmis olduklar bir ¢alismada LPS verilmesinden 3 ay sonra
Isinsal-labirent (radial-maze) testiyle degerlendirilen uzamsal (spatial)
hafizada bozulmanin oldugu fakat tehlikeli bir uyrandan kacginmaya iligkin
hafizanin  saglam oldugu g0sterilmisgti.  Ayrica ayni  calismada
hippocampus’'un  NeuN ile immunohistokimyasal olarak boyanmasi
sonrasinda kontrol grubuna gére LPS verilen grupta hippocampus’un CA1 ve

CA2 alanlarinda mm?®deki néron sayisinda belirgin bir azalmanin oldugu
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saptanmistir (607). Sepsis sonucu bilissel (kognitif) fonksiyonlarda meydana
gelen uzun sireli bozulmanin noérobiyolojik mekanizmasi tam olarak
anlasilabilmis degilse de SIE’nin patofizyolojisinde rol oynadigi diisiiniilen bir
takim faktorlerin (oksidatif stresteki artig, proinflamatuar sitokinlerin beyindeki
artmis ddzeyleri, néron ve glial hiicrelerdeki artmis apoptotik hiicre élimleri
ve hicresel diizeyde ortaya ¢ikan mitokondrial fonksiyon bozuklugu gibi)
hippokampus ve prefrontal korteks gibi beynin degisik alanlarinda meydana
getirdigi  hasarlanma sonucu ortaya c¢iktigi disdndlmektedir (607-611).
Sepsisten kurtulan bazi hastalarda hafiza gibi kognitif fonksiyonlarin kalici
olarak bozulabildigi bildiriimektedir (599, 600). Bu durumun ortaya
clkmasinda muhtemelen hippocampus’un geriye doénlssiz olarak ileri
dercede hasarlanmis olmasi ve bunun sonucunda eskisi gibi fonksiyon
gbérememesi rol oynamaktadir. Bizim ¢alismamiz da dahil olmak Uzere CLP
yontemi kullanilarak ya da LPS verilerek yapilmis olan c¢alismalarda,
hippocampus’daki apoptotik hiicre élimlerini géstermeye yodnelik calismalar
ilk 24 saati kapsamakta fakat 24. saatten sonraki ddénemleri kapsayan
herhangi bir c¢alismaya rastlanmamaktadir. Bu nedenle CLP sonrasi
hiperdinamik (6-10 saat), hipodinamik (14-24 saat) ya da daha sonraki (>24
saat) evreleri karsilayan zaman dilimlerinde yapilacak olan GCLP modeli
calismalari ile hippocampus’da ortaya cikan apoptozun nasil bir seyir
gbsterdigi veya hippocampus’da ortaya cikan apoptozun derecesi ile kognitif
fonksiyonlarda ortaya ¢ikan bozulma arasinda korelasyonun bulunup
bulunmadig gibi konular aydinlatilabilcektir.

Sharshar ve ark.’larinin (364) vyaptiklari c¢alismada, septik sok
nedeniyle 6len hastalardan post-mortem olarak beyin dokulari elde edilmis ve
bu beyinlerdeki amigdala, supraoptik nikleus, paraventrikiler nikleus ve
meduller otonomik nukleuslar gibi kardiyovaskiler sistemle iligkili otonomik
merkezlerde ISEL ve kaspaz-3 immunohistokimya boyamasi ile néronal ve
glial apoptotik hulcrelerin varligi gdsterilmistir. Bu c¢alismada otonomik
merkezlerdeki apoptotik skor ile iskemik skor arasinda korelasyon
saptanamamis ve bu sebeple beynin bu bdlgelerinde meydana gelen

apoptozun septik sok sonucu ortaya cikan iskemi ile aciklanamayacag!

157



bildirilmigtir (364). Ayrica bu calismada apoptotik skor ile mikroglial TNF-a
ekspresyonu arasinda korelasyon saptanmaz iken apoptotik skorun beyinde
yer alan endotel hiicrelerindeki INOS ekspresyonu ile korelasyon gdsterdigi
ve bu durum g6z O6nlnde bulunduruldugunda kardiyovaskuiler otonomik
merkezlerde gerceklesen apoptozun TNF-a’dan bagimsiz bir sekilde beyin
parankimindeki artmis NO seviyeleri sonucu indiklendigi gésterilmistir (364).
Semmler ve ark.larinin (29) sicanlar Gzerinde LPS modeli kullanarak
yaptiklari calismada da apoptotik hicre dlimlerinin artmis oldugu bdlgelerde
iINOS ekspresyonu godsteren hiicre sayinda artis meydana geldidi
bildiriimektedir. Semmler ve ark.’larina (29) gbére sepsis sonucu beyindeki
astrosit ve mikroglial hicrelerde aktivasyon gerceklesmekie ve daha
sonrasinda aktive olmus olan bu hucrelerden salinan NO ile néronlarda ve
mikroglial hicrelerde apoptotik hiicre élumleri gerceklesmektedir. Nitrik oksit
(NO) sentaz’in indiklenebilir formu olan iINOS enziminin, sepsis ve SIRS’In
patofizyolojisinde rol oynadigi distnilmektedir. Sepsis sonrasinda néron ve
glial hlcreler de dahil olmak Uzere periferik bircok dokuda iINOS
ekspresyonunda artigin oldugu bildirilmistir (409-411, 563, 564, 567, 612,
613). iINOS enzimi Ca*®den bagimsiz olarak islev gdrmekte ve aktivitesi
gunlerce surebilmektedir (614). Bunun sonucunda ylksek miktarlarda
dretilen NO’nun, dokularda hasarlanma meydana getirdigi ve hUcreleri
apoptoza surekledigi bildirilmektedir (29, 412-414, 560, 562, 568, 569, 571).
Daha énce yapilan ¢alismalarda, NO aracili apoptotik hiicre élimlerine kargi
ndronlarin belirgin bir bicimde duyarli oldugu gbésterilmistir (559, 560, 565,
566). Sicanlardan elde edilmis ndéron ve mikroglial hicrelerin birlikte
kullanildidi in vitro kiltdr ¢alismalarinda, sitokinler tarafindan mikroglial
hiicrelerin aktive edilmesi sonrasinda aktive olmus bu hlcrelerden artmis
dizeylerde NO Uretiminin gergeklestigi ve bunun sonucunda ise néronlarin
hizla apoptoza sureklendigi gérilmektedir (412-414, 560). LPS’nin tek basina
veya IFN-y ile birlikte sican hippocampus’larina injeksiyonu sonrasinda ya da
hayvanlarda olusturulan deneysel sepsis model calismalarinda iINOS
ekspresyonundaki artisin néronal apoptozda artisa yol actigr gdsterilmistir
(29, 568, 569). Bunun tersi olarak L-NNA gibi iNOS inhibitérleri ile NO
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dretiminin engellenmesi sonucu néronlardaki artmig dizeylerdeki apoptotik
hiicre élimleri azaltilabilmektedir (568). NO’ya maruz kalan néronlarin nasil
olupta apoptoza surekledigine iliskin dedisik mekanizmalar ileri
sUrllmektedir. Hippocampus’dan elde edilmis néronlarin NO’ya maruz
birakilmasi sonrasinda bu néronlarda anti-apoptotik bir protein olan bcl-2'nin
azaldigi fakat pro-apoptotik bir protein olan bax’in ise artttigi ve bu sayede
sitokrom-c’nin mitokondriden sitoplazmaya salinimindaki artisa bagli olarak
apoptozun intrinsik yolunun aktive oldugu distntlmektedir (615-617) . Ayrica
iINOS enzimi, NO olusumu sirasinda yan Urin olarak sUperoksit anyonu
olusumuna da yol agmakta ve bu durum ise beyindeki oksidatif stresin
artisina neden olarak muhtemelen néronlarda apoptozu induklemektedir
(393, 394). Glial hucrelerdeki arjininosiksinat sentaz ve INOS
aktivitelerindeki artis sonucunda yliksek konsantrasyonlara ulagsan NO’nun
mitokondriden enerji Uretimini engelledidi bildirilmigtir. NO'nun bu etkisini
muhtemelen sitokrom-c’nin  OJ’'ye olan afinitesini azaltarak yaptigi
disUntlmektedir. Buna ek olarak NO’nun sitokrom-c gibi hem grubu iceren
enzimleri inhibe edebildigi goésterilmistir (397). Sitokrom-c’nin inhibisyonu
sonucunda mitokondri membran potansiyelindeki azalmaya bagh olarak
sitokrom-c’nin mitokondriden saliniminda artis meydana geldigi ve sitokrom-
c’nin sitoplazmaya c¢ikmasi sonucunda ise kaspaz 9'u aktiflestirerek hlcreyi
apoptoza géturdiigt  bildirilmektedir (352, 415-417). SIE'li hastalarda
beyindeki artmis NO seviyelerine bagli olarak NO’dan peroksinitrit
olusumunun arttiyi ve artmis peroksinitrit konsantrasyonu neticesinde ise
beyin dokusundaki oksidatif streste artis meydana geldigi gdsterilmistir (151).
Peroksinitritin - artmis  seviyeleri DNA’y1, hicresel proteinleri ve hUlcre
membranindaki lipidleri oksitleyebilmekte ve bu sayede hiicrede toksik etkiler
meydana getirebilmektedir. Peroksinitrit'in mitokondriyal elektron transport
zincirinde yer alan kompleks I, Il ve V’i inhibe edici etkisi de bulunmaktadir.
Bunlara ek olarak peroksinitritin okside olmasi vicut igin en toksik serbest
radikal olan OH™ (hidroksil radikali) olusumuyla sonug¢lanmaktadir.
Peroksinitritin olusturdugu tim bu etkiler neticesinde apoptozun intrinsik

yolunu aktive ettigi ve bu sayede hicreleri apoptoza sirikledigi
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disUnilmektedir (23, 151, 352, 419, 420). Sharshar ve ark.larinin (364)
post-mortem olarak yaptiklari ¢calisma ile otonomik merkezlerde gerceklesen
ndronal ve glial apoptotik hiicre élimlerinde NO’nun éneminin ortaya konmus
olmasi; sepsisli hastalarda ortaya cikan ensefalopatik tabloda NO’nun énemli
bir rol oynayabilecegini ve beyindeki artmis NO seviyelerini azaltmaya
ybnelik stratejiler (L-NNA, L-NMA, L-NIL ve L-NIO gibi spesifik iNOS
inhibitérlerinin - verilmesi) ile bu hastalarda ortaya c¢ikan ensefalopatik
tablonun ve bunun sonucunda da mortalite oranlarinin azaltilabilecegi
distnudlmektedir (29, 364). Otonom merkezlerdeki anatomik ve fizyolojik
anomalilerin kardiyovaskuller homeostazisin bozulmasina neden oldugu
bilinmektedir. Buna ek olarak otonom merkezlerde meydana gelen bu
lezyonlarin  septik soklu hastalarda ortaya c¢ikan tedaviye direncli
hipotansiyona katkida bulunabilecedi dustnulmektedir (407). Bu agidan
bakildiginda kardiyovaskiler otonomik merkezlerde gerceklesen apoptozun
Onlenebilmesi muhtemelen bu hastalarin hemodinamik parametrelerine
olumlu yénde katkida bulunacaktir.

Bizim calismamizda TUNEL ve kaspaz-3 yOntemiyle apoptoz
saptanan hucrelerin néron mu yoksa glial kdkenli mi oldugunun ayirt
edilmesinde hlcrelere ait morfolojik karakteristikler kullaniimis iken Semmler
ve ark.’larinin (29) yaptiklari calismada ise hicre morfolojisine ek olarak
TUNEL yéntemiyle es zamanl olarak NeuN boyamasi (néronlara 6zgu
oldugu disunidlen immunohistokimya boyamasi) da yapilmis ve bunun
sonucunda apoptoza giden hicrelerin yaklasik olarak %15’inin néron, geri
kalan hdcrelerin  blydk bir kisminin ise mikroglial hucreler oldugu
gOsterilmistir (29). Bu calismada ilging bir sekilde mikroglial aktivasyonun
saptandigi alanlarda es zamanli olarak mikroglial apoptozun da artis
gbsterdigi  bildiriimektedir.  Sepsis  sonucu  beyinde  gerceklesen
noroinflamasyona bagh olarak apoptotik hicre 6limlerinin  yalnizca
néronlarda indiklenmeyip mikroglial hiicrelerde de indiklenmesi muhtemelen
beynin kendisini korumaya ydnelik bir mekanizma olarak devreye girmekte ve
apoptozla ortadan kaldirilan mikroglialarin daha fazla aktive olmasi ve bunun

neticesinde néronal apoptozun artigi engellenebilmektedir.
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Chan ve ark.larinin (407) siganlar Gzerinde intraperitonel olarak LPS
vererek yaptiklari sepsis modeli calismasinda, LPS verilen sicanlarda
yikselmis NO konsantrasyonlarina bagli olarak rostral ventrolateral
medullada (RVLM) yer alan sempatik premotor néronlarda apoptotik hicre
6limlerinin  gerceklestigi ve RVLM’deki artmis apoptoz sonrasinda ise
sempatik vazomotor desarjdaki azalmaya bagl olarak arteriyel kan
basincinda disUs ortaya c¢iktigi bildiriimektedir. Bizim yaptigimiz ¢calismada
ise RVLM’deki apoptotik hicre Olimlerinin yansitan TUNEL ve kaspaz-3
pozitifliginde herhangi bir degisiklik géze ¢arpmamaktaydi. Bizim yaptigimiz
calismada, Chan ve ark.’larinin (407) kullandiklar LPS modelinden farkh bir
sepsis modeli kullaniimis ve bunun neticesinde iki model arasinda kan sitokin
seviyeleri ve hemodinamik parametreler agisindan gézlenen farklilik
muhtemelen RVLM'de apoptoz oranlari agisindan gdézlenen farkhliga yol
acmaktadir.

Yapmis oldugumuz bu calismada CLP grubunda yer alan sigcanlarin
MnPO nikleuslarindaki hiicrelerde apoptozun artmis oranlarda gerceklestigi
gosterildi. MnPO nikleusu, hipotalamusta yerlesim gbéstermekte olup santral
otonomik merkezler arasinda kabul edilmekte ve bu nukleusa ait lezyonlar
neticesinde hemodinamide ve termoregulasyonda bozulma ortaya
¢ikabilmektedir (553). Bizim galismamizdaki GLP sonrasi MnPQO’da ortaya
cikan apoptotik hicre élimlerinin, sepsiste gbzlenen kan basinci, kalp atim
hizi ve rektal 1s1 parametrelerinde meydana gelen degisikliklere katkida
bulunabilecegini diisinmekteyiz. Sepsis sonucu kandaki artmis seviyelerde
seyreden sitokinler, sirkimventrikller organlar gibi kan-beyin bariyerinin
bulunmadig! yerlerden beyin parankimine gegis yapabilmektedir (21). Buna
ek olarak hipotalamusta, kandaki sitokinlere baglanabilen &6zel sitokin
tastyicilarinin yer aldigi ve bu sayede sitokinlerin hipotalamus igine gegis
yapabildigi gbsterilmigstir (618, 619). Hipotalamusta yerlesim gésteren sitokin
tastyicilarinin engellenmesi ile LPS tarafindan indiklenen ates olusum
mekanizmasinin sekteye ugratilabildigi bildiriimektedir (618-621). Bu agidan
bakildiginda bizim yaptidimiz ¢alismada vicut 1sisinin dizenlenmesinde

g6rev alan bir hipotalamik nikleusta (MnPQO’da) artmis miktarlarda apoptotik
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hiicre élimleri ile karsilasiyor olmamizda muhtemelen CLP sonrasi kandaki
seviyeleri artan sitokinlerin, sitokin tasiyicilarini kullanarak MnPO’da birikim
gOstermeleri ve bunu takiben néron ve glial hiicrelerde apoptozu daha yogun
bir sekilde indiklemeleri rol oynuyor olabilir. Daha énce yapilmis olan in vivo
ve in vitro galismalarda TNF-a ve IL-1 gibi inflamatuar sitokinlerin, néronlarin
da icinde yer aldidi pek ¢cok hlcre tipinde apoptozu indikledigi gdsterilmistir
(622-625). Sharshar ve ark.larinin (364) insanlar Uzerinde post-mortem
olarak yapmis olduklari calismada, hipotalamusa ait paraventrikiler ve
supraoptik nikleuslarda gerceklesen apoptotik hiicre élimlerinin TNF-a’dan
bagimsiz bir sekilde NO araciligiyla gerceklestigi gdsterilmis olsa da
sicanlardaki MnPO’da gerceklesen apoptozda tam tersi olarak TNF-a rol
oynuyor olabilir ya da TNF-a disinda apoptozu indikledigi bilinen diger
sitokinlerin (IL-1 ve IL-6 gibi) MnPO’daki artmis dlzeyleri bu nikleustaki
ndron ve glial hiicreleri apoptoza srdkllyor olabilir. Hipotamustaki apoptotik
hicre o6lumleri saptanan ndkleuslarda, apoptozun hangi mekanizmalarla
gerceklestigini ortaya koyabilmek icin ya da bu nikleuslar arasinda apoptotik
hicre 6lumleri agisindan gozlenen farkliliga aciklik getirebilmek igin histolojik
(hdcrelerdeki iINOS, bax ve bcl-2 immdiinoreaktivitesinin gdsterilmesi gibi) ya
da molekiler (NO, sitokin ve sitokin tasiyicilarina ait mRNA ekspresyon
seviyelerinin ortaya konmasi gibi) dlzeylerde yapilacak olan daha ileri

caligmalara ihtiyac duyulmaktadir.
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SONUC

Genel Bir Bakis

Sepsis insidansinin, yogun bakim Gnitelerindeki teknik gelismelere ve
infeksiy6z hastaliklarin tedavisindeki ilerlemelere ragmen artis géstermeye
devam ettigi gértlmektedir (3, 48). Sepsiste ortaya cikan sistemik inflamatuar
yanit neticesinde organlarda fonksiyon bozuklari gelisebilmekte ve hastalik
sUreci ciddi sepsis, septik sok ve en sonunda MODS gelisimine kadar
ilerleyebilmektedir (140, 141). Septik soklu hastalarda ortaya g¢ikan direngli
hipotansiyon ve MODS gelismesi sonucu birgcok organda ortaya c¢ikan
yetmezlik tablosu, sepsisteki &limlerin ana nedeni olarak karsimiza
cikmaktadir (156). Sepsiste ortaya ¢ikan patofizyolojik strecin septik sok ve
MODS’a kadar ilerlemis oldugu durumlarda mortalite oranlari %70-80 gibi
yuksek degerlerde bildirilmektedir (7, 164). Bu nedenle sepsisin erken
evrelerinde uygulanacak tedavi ydntemleriyle sepsisli hastalarda MODS
gelisiminin engellenmesi hayati 6nem tasimaktadir. Bu amaca yoénelik olarak
deneysel sepsis modeli (intravendz yoldan lipopolisakkarid veya canli bakteri
verilmesi gibi) caligmalari dikkate alinarak geligtirilen tedavi yéntemlerinin,
sepsisli hastalar Uzerinde yapilan genis c¢apli ve ¢ok merkezli Klinik
calismalarda basarili sonuclar vermemesi hatta codu kez mortalite
oranlarinda artisa yol acmasi; CLP disindaki diger sepsis modellerinin
sepsisli hastalardaki klinik sepsisi tam olarak yansitamadigini géstermektedir
(184, 185, 187, 201, 202). Diger deneysel sepsis modellerine kiyasla CLP
modelinin insanlardaki klinik sepsisle daha uyumlu oldugu distnUilmekte
fakat bu konuya agiklik getirmek amaciyla Brooks ve ark.larinin (430)
yaptiklari c¢alisma disinda genis caph olarak planlanmig bir calismaya
rastlanmamaktadir. Bu sebeple yapmis oldugumuz bu g¢alismada, GLP’nin
temel karakteristik 6zelliklerinin anlasilabilmesi ve insanlardaki klinik sepsisi
ne derece yansitabildiginin ortaya konabilmesi amaciyla; CLP’nin klinik ve
laparotomik bulgular, nérolojik degerlendirme bulgulari, mortalite oranlari,
beyin elektriksel aktivitesi, kan kdltirl, hemogram, serum laktat seviyesi, kan

basinci, kalp atim hizi ve rektal 1s1 gibi parametreler Uzerine olan etkisi
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degerlendiriimeye calisiimistir. Bu calismadan elde edilen verilerin diger
sepsis modelleri ile yapilacak olan karsilastirmalarda degerli bir referans
noktasi olusturacagini disinmekteyiz. Ayrica CLP sonucu beynin degisik
bdlgelerinde apoptotik hicre dlimleri acisindan ortaya ¢ikan artisin TUNEL,
kaspaz-3 ve transglutaminaz immonohistokimyasal boyama ydntemleriyle
gosterilmis olmasi; SIE’'nin patofizyolojisinde apoptotik hiicre éltimlerinin de

rol oynayabilecegine iligkin dnemli ipuglari saglamistir.

Bir Klinik Sepsis ve SIE Modeli Olarak CLP

Bu calismadan elde edilen sonuclar, siganlarda uygulanan CLP
modelinin yaklasik olarak 24 saatlik dénem acisindan sepsisli hastalarda
ortya ¢ikan klinik sepsis tablosuna benzerlik gbsterdigini ortaya koymaktadir.
CLP yapilan hayvanlarda CLP sonrasi 24. saatte hipotansiyon, tasikardi,
letarji (azalmis motor aktivite), bakteriyemi, |6kositopeni, trombositopeni ve
hiperlaktatemi’nin gérultyor olmasi; CLP modelinin insanlarda gelisen klinik
sepsis bulgularini iyi bir sekilde kargilayabildigini gdstermektedir. Bu
bulgularin hicbirinin sham ya da kontrol grubunda gbzlenmemis olmasi
nedeniyle ileriye yonelik planlanacak galismalar agisindan sham grubuna ek
olarak kontrol grubunun kullanilmasina ya da her iki grubun birlikte
kullaniimasina gerek olmadidi ve bu sayede kullanilacak hayvan sayisinin
azaltilabilmesinin mimkuin oldugunu distndirmektedir.

Literatirde deneysel bir sepsis modeli kullanilarak yapilmis olan
herhangi bir beyin elektriksel aktivitesi ¢calismasina (ECoG, EEG ve SEP gibi)
rastlanmamaktadir. Bu agidan SEP ve ECoG kayitlarindan elde ettigimiz
veriler septik hayvan ¢alismalarn agisindan bir ilk olma 6zelligi tagimaktadir.
Bu c¢alisma neticesinde beyin elekiriksel aktivite kayitlari ve norolojik
degerlendirme sonuglar kullanilarak GLP modeli uygulanan si¢anlarda
MODS’un bir komponenti olarak SIE’nin gelisebildigi yoéniinde klinik ve
elektrofizyolojik deliller ortaya konmustur. CLP grubundan elde edilmis ECoG
ve SEP kayitlarina iliskin bulgularin sepsisli hastalarda gérulen bulgulara
benzerlik géstermesi, ECoG ya da SEP bulgulan g6z 6énlinde

bulunduruldugunda bizim calismamizdaki %40’k SIE gelisme oraninin,
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sepsisli hastalarda bildirilen oranlar ile benzerlik géstermesi; CLP’nin SIE
acisindan da Klinik sepsis tablosunu iyi bir sekilde yansittigini
distndirmektedir. Bu calismadan elde edilen ECoG ve SEP bulgular
neticesinde; CLP modeli uygulanan tim hayvanlarda 24. saatte SIE
bulgularinin gelismeyebilecegini ve CLP uygulanan tiim hayvanlarda SIE
geligtigi varsayimina dayali deneysel dizaynlarin yeterli olamayabilecegini,
gelecekte yapilmasi planlanacak olan SiE’ye iliskin beyin calismalarinda
norolojik degerlendirmenin yanisira ECoG ve SEP bulgulari ile SIE gelistigi
disunllen hayvanlarin deney grubuna dahil edilmesi neticesinde daha dogru
sonuglar ve yorumlar elde etmenin mimkin olabilecegi gérilmektedir.

Sonug¢ olarak mevcut calismadan elde edilen veriler 1siginda CLP
modelinin, diger noninvaziv sepsis modellerinden daha agresif ve daha uzun
sureli bir ydntem olmasina karsin bir gok parametre agisindan klinik sepsis
ve SIE ile benzerlik gdstermesi nedeniyle sepsis patofizyolojisini agiklamaya
ya da yeni tedavi protokollerinin gelistiriimesine ydnelik calismalarda,
deneysel bir sepsis modeli olarak tercih edilmesinin uygun bir yaklasim

olacagina dair deliller ortaya konmustur.

CLP ve Beynin Degisik Bolgelerinde Ortaya Cikan Apoptotik Hicre

Oliimleri

SIE’nin patofizyolojisi giinimiizde tam olarak anlasilabilmis degilse de
olusum mekanizmasinin mdaltifaktériyel oldugu dustnilmektedir (21). Daha
6nce yapiimis kisith sayidaki sepsis ¢alismasi dikkate alindiginda apoptotik
hiicre éliimlerinin, SIE’'nin patofizyolojisinde rol oynayabilecegdi dair bilgiler
elde edilmistir (27-29). SIE sonucu beyinde ortaya cikan apoptotik
dedisikliklerin arastiriimasinda kullanilan ¢alismalarin tamamina yakini LPS
modeli kullanilarak yapilmis olup GCLP modelinin kullanildigr yalniz bir
calismaya rastlanmaktadir (28). SIE’nin, subventrikiler bélge (SVZ) ve gyrus
dentatus (DG) gibi yetiskin beyinlerinde yeni néron Uretiminin (ndérogenez)
gerceklestigi yerlerde ve santral otonomik merkezlerde meydana getirdigi
apoptotik degisikliklerin daha énceden CLP modeli kullanilarak incelenmemis

olmasi nedeniyle bizim calismamizda bu bdlgelerdeki apoptotik hicre
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degisiklikleri TUNEL, kaspaz-3 ve transglutaminaz immmunohistokimya
ybntemleriyle ortaya konmaya calisildi. Bu calismadan elde edilen sonuclar
neticesinde, CLP grubuna ait histolojik kesitlerde MnPO, SVZ, DG, CA1, CA3
ve CA3/4 alanlarinda TUNEL pozitif boyanmis hiicre sayisi agisindan belirgin
bir artis gbézlendi. TUNEL boyamasinda, kullanilan yéntem sonucu nekrotik
hicrelerde de yanls pozitiflik saptanabilmekte ve bu sebeple TUNEL
immuUnohistokimya sonuglarinin bagka bir apoptoz saptama ydntemiyle
dogrulanmasinin uygun bir yaklasim olacag bildirilmektedir. Bu amagla bizim
calismamizda da TUNEL boyamasina ek olarak kaspaz-3 ve transglutaminaz
immuUnohistokimya boyamalar yapiimis ve TUNEL pozitifligini destekler
sekilde MnPO, SVZ, DG, CA1 ve CA3 alanlarinda apoptotik hicre
6lumlerindeki artisi dogrulayan kaspaz-3 ve transglutaminaz pozitifliginde
artis saptanmistir.

Bu calismadaki CLP sonrasinda, santral otonomik merkezlerden biri
olarak kabul edilen MnPO nlkleusunda ortaya c¢ikan apoptotik hicre
6luimlerinin, sepsiste gbzlenen kan basinci, kalp atim hizi ve rektal 1si
parametrelerinde meydana gelen degisikliklere katkida bulunabilecegini
disinmekteyiz. Kardiyovaskller otonomik merkezlerde gerceklesen
apoptozun M-791, Z-VAD.fmk, M-867 ve M-826 gibi kaspaz inhibitorleri
kullanilarak  engellenmeye calisiimasi  muhtemelen bu  hastalarin
hemodinamik parametrelerine olumlu ydnde katkida bulunabilecegini
disindldrmektedir.

Daha Once yapilmig hayvan calismalriyla sigan gibi kemirgen
beyinlerinin SVZ ve DG bdlgelerinde yeni néron dretimine ek olarak
apoptozun da gercgeklestigini gosterilmistir (584-587). Bizim calismamizda
GLP grubundaki hayvanlarda SVZ ve DG bdlgelerinde artmis duzeylerde
TUNEL ve kaspaz-3 pozitifliginin saptanmis olmasi, muhtemelen CLP
sonrasl beyin dokusunda ortaya c¢ikan néroinflamasyona bagli olarak bu
bélgelerde normal zamanlarda da gerceklesmekte olan apoptotik hiicre
6lumleri daha fazla tetiklenmis olabilecegini digtindUrmektedir.

CLP modeli’nin, sicanlarda operasyon sonrasi 24. saatteki pasif

kacma hareketine iligkin hatirlama yeteneginde (passive avoidance

166



retention) bozulmaya yol actigini ve CLP sonrasi 10. ve 30. giinlerde kognitif
fonksiyonlarda daha uzun sdreli bir bozulmanin ortaya c¢iktigini bildiren
calismalar bulunmaktadir (596, 602, 603, 604, 606). Ayrica sepsisten
kurtulan hastalarda uzun sureli kognitif fonksiyon bozuklari gelisebilmekte ve
ilk bir sene iginde ¢ogu bulgu gerilese de hafiza fonksiyonunun tam olarak
geriye dobnemedigi bildiriimektedir (597, 599, 600). Sepsisin kognitif
fonksiyonlar Uzerinde bu tir kalici etkilerinin ortaya gikmasinda SIE’nin
patofizyolojisinde rol oynayan akut dénemdeki olaylarin, geriye dénligssiz
olarak hippocampus’da kalici hasarlanma olusturmasina ve gyrus dentatus’ta
dretilen yeni néronlarin, sinir agina (néronal network’a) katilamayarak
fonksiyonel olarak islev gbrememesine baglanmistir. Mevcut ¢alisma, CLP
uygulanan sicanlarda incelenen tim hipokampal bdlgelerde anlamli dizeyde
apoptotik hiicre artisinin gerceklestigini gdstererek, sepsis ve SIE sonrasi
6grenme ve hafizayla ilgili kognitif (bilissel) fonksiyonlardaki bozulmanin

patofizyolojisine 11k tutmaktadir.

Calismadan Elde Edilen Bulgularin Getirdigi Acilimlar

1- Bu calismayla CLP modeli’'nin diger bircok sepsis modeline (LPS modeli
ve bakteriyel inflizyon modeli gibi) gbére insanlardaki klinik sepsisi daha iyi bir
sekilde taklit edebildigi anlasiimis olsa da yéntem geredi cekumdan periton
icine feces icerigi yavas bir sekilde sizmakta ve bunun neticesinde sepsisli
hastalarda ortaya c¢ikan hiperdinamik ve hipodinamik fazin tam olarak
g6zlenebilmesi icin 14-24 saat gibi gdreceli olarak uzun bir zaman dilimi
gerekmektedir. Ayrica bu cgalismada laporatomi bulgulariyla lokalize bir
peritonit tablosunun gelistigi anlagiimis olup jenarilize peritonit ¢galismalari igin
uygun bir model olmadigr anlasiimigtir. CASP modeli, deneysel sepsis
modeli ¢alismalarinda kullanilan bir diger peritonit modeli olup c¢ekuma
takilan stent vasitasiyla surekli olarak sizan fekal igerik sayesinde jenarilize
peritonit tablosuna yol aciimasi saglanmaktadir (175). CLP ve CASP ydntemi
arasindaki farklilhklari bircok parametreyi de icine alacak sekilde

karsilagstirmaya yoOnelik gelecekte planlanacak olan yeni ¢alismalar ile hangi
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modelin klinik sepsisi daha iyi bir sekilde yansittigina iliskin énemli veriler

saglanabilecektir.

2- Bu galismada norolojik degerlendirme amaciyla Kadoi ve ark.’larinin (431)
kullanmig olduklari bir skorlama sistemi kullaniimistir. Kullanmis oldugumuz
bu nérolojik degerlendirme ydntemi, sepsisli hastalarda yapilan noéroljik
muayeneye gore bircok acidan (kas gicl muayenesi, duyu muayenesi ve
kranial sinirlerin tutulumunun degerlendiriimesi gibi) yetersiz kalmaktadir.
Sigan gibi kemirgenlerde nérolojik degerlendirme agisindan daha kapsaml
veriler saglayacak yeni skorlama sistemlerinin gelistiriimesiyle CLP modeli
sonrasi ortaya ¢ikan SIE'nin klinikk agidan daha iyi bir sekilde

degerlendiriimesi mimukdn olabilecektir.

3- Yapmis oldugumuz bu ¢alisma; CLP modelinin, beyin elektriksel aktivitesi
Uzerine olan etkilerini ortaya koymaya yoOnelik ilk calisma olarak gbze
carpmaktadir. Bu sebeple bizim calismamizdaki ECoG ve SEP kayitlarindan
elde ettigimiz verilerin dogrulanmasi agisindan daha fazla sayida hayvanin

kullanildigi yeni calismalara ihtiyag duyulmaktadir.

4- Bizim calismamiz da dahil olmak Gzere CLP ydntemi kullanilarak ya da
LPS verilerek yapilmis olan deneysel sepsis modeli calismalarinda,
hippocampus’daki apoptoz acgisindan ortaya ¢ikan degisiklikler ilk 24 saati
kapsamakta olup 24. saatten sonraki dénemleri kapsayan herhangi bir
calismaya rastlanmamaktadir. Bu nedenle CLP sonrasi hiperdinamik (6-10
saat), hipodinamik (14-24 saat) ve daha sonraki (>24 saat) evreleri
kargilayan zaman dilimlerinde yapilacak olan GCLP modeli calismalari ile
hippocampus’da ortaya c¢ikan apoptozun nasil bir seyir gdsterdigi
anlasilabilecektir.

5- CLP modelinin, hafiza ve 6grenme gibi kognitif fonksiyonlar Gzerindeki
etkilerini ortaya koymaya yonelik ¢alismalarin oldukga kisitli sayida oldugu
g6rilmekte ve CLP sonrasi 30. glinden sonrasini kapsayan davranis modeli
calismalarina rastlanmamaktadir. Bu sebeple CLP’nin beyinde olusturdugu

uzun dénem etkileri ortaya koymaya yoénelik yeni davranig calismalarina
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ihtiyac bulunmaktadir. Ayrica hippocampus’da ortaya c¢ikan apoptozun
derecesi ile kognitif fonksiyonlarda ortaya ¢ikan bozulma arasinda
korelasyonun bulunup bulunmadigina iligkin es zamanl olarak yapilmig
calismalara rastlanmamaktadir. Bu nedenle apoptotik hicre oélumlerini
inceleyen calismalarin, davranis modeli ¢alismalariyla birlikte yapilimasi ile
hippocampus’da ortaya ¢ikan apoptotik hiicre 6ltimlerinin sepsisteki konginitif

fonksiyon bozukluklarinda ne derece etkili oldugu anlasilabilecektir.

6- Yapmigs oldugumuz bu calismadaki SEP kayitlar yalnizca primer
somatosensoriyal korteksten alinmis oldugu icin kortikal ve subkortikal
yollarin veya periferik sinirlerin yapisal ve fonksiyonel durumu hakkinda tek
tek bilgi sahibi olmak ya da sepsisle iligkili ensefalopatiden bu yapilarin
herbirinin hangi derecelerde etkilenmis oldugunu ortaya koymak mimkin
olmamistir. Bizim ¢alismamizdaki SEP kayitlarinda gézledigimiz degisiklikler
muhtemelen yukarida bahsi gecen SEP yolaklarinin tek tek etkilenebilecedi
gibi birden fazla yolagin birlikte etkilenmis olmasindan kaynaklanabilir. CLP
yapilan hayvanlarda n. ischiadicus gibi periferik sinirler Gzerinden yapilacak
olan sinir ileti hizi calismalari ile periferik sinirlerin degerlendiriimesi ya da
kuyruga verilen uyari sonrasi kortikal SEP yolaklarinin degerlendirilmesi
amaci ile her iki taraf primer somatosensoriyal korteksten elde edilen SEP
kayitlari arasindaki farkin ortaya konmasi ve mevcut calismada SEP
kayitlarinda go6zlenen degisikliklerin temel nedeninin aydinlatilabilmesi

mUmkinddr.

7- SIEnin eslik ettigi sepsisli hastalarda mortalite oranlarinin belirgin bir
bigimde artmis oldugu gorilmektedir. Bu sebeple SIE’'de ortaya ¢ikan
patofizyolojik degisikliklerin engellenmesi ile mortalite agisindan yiz
guldirict sonuglarin  alinabilecegi  6ngo6rilmektedir. Bizim yaptigimiz
calismayla SIE'deki patofizyolojik degisikliklerde en azindan SVZ, DG, CA1,
CA3 ve MNPO alanlari igin apoptotik hiicre élumlerinin rol oynayabilecegine
iliskin 6nemli deliller elde edilmistir. Bu sebeple apoptotik hiicre dlumlerinin
engellenmesini saglayan bir takim farmakolojik ajanlarin (M-791, Z-VAD.fmk,

M-867 ve M-826 gibi) verilerek yapildigi CLP modeli calismalariyla, apoptotik
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hiicre 6limlerinin  SIE’'nin  patogenezinde gergekten de rol oynayip
oynamadigi anlagilabilmesi ve buna ek olarak sepsisli hastalarda bu ilaglarin
kullaniimasiyla SiE’de ortaya c¢ikan ylksek mortalitenin azaltilip

azaltilamiyacagina iligkin én veriler elde edilebilmesi mumkdnddr.
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