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OZET

Bu deneysel calisma Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisi
(DETAE) laboratuvarinda  Haziran-Eylul 2009 tarihleri  arasinda
gerceklestirilmistir.

Amagcg: Bu deneysel calismada; intraperitoneal E. coli (Escherichia coli,
1104512 susu, 1mL 5x10’ CFU/mL) enjeksiyonu ile sepsis olusturdugumuz
sicanlarda, enteral ve/veya parenteral yolla glutamin kullaniminin intestinal
mukozaya, kan ve dokularda bakteriyel iremeye, kan glutamin, TNF-a ve IL-
10 duzeylerine etkilerini arastirmayr amacladik.

Gere¢ ve Yontem: Calismada, agirliklarr 210-250 g, 10 haftalik, Wistar-
Albino, 48 adet disi sican kullanildi. Uygun labaratuvar kosullarinda bakilan
sicanlar, deney suresince standart beslendiler. Girigsimsel iglemler, ketamin
50 mg kg’ im ve xylazine 5 mg kg im uygulanarak yapildi. Calisma
bitiminde tim siganlar sakrifiye edildi. 4 calisma grubu olugturuldu:

Grup C (Kontrol grubu, N=12): Sepsis + izotonik salin iv/enteral
Grup E (Enteral glutamin grubu, N=12): Sepsis + 0.5 g kg% giin*
glutamin enteral + 2 mL/gunizotonik salin iv

Grup P (Parenteral L Alanil-L Glutamin grubu, N=12): Sepsis + 0.4 g
kg giin™ L Alanil-L Glutamin (=0,27 g kg™ gun™ GIn) iv + 1 mL/giin izotonik
salin enteral

Grup EP (Kombine grup, N=12): Sepsis + 0.3 g kg™ giin® Ala-GIn
(=0,2 g kg™* giin™ GIn) iv + 0.3 g kg™ giin™® GIn enteral
Sicanlarin beslenmelerine, ip E. coli enjeksiyonundan 4 sa sonra baslandi.
Deneklerin baglangi¢ kanlarinda (bazal deger) ve beslenmeye basladiktan
itibaren 24. sa ile 96. saatte kan glutamin, TNF-a ve IL-10 duzeylerine
bakildi. Sicanlardan, bakteri Gremesini dederlendirmek lGzere mezenter lenf
nodu, karaciger, akcigerden, kan ve villus atrofisini degerlendirmek icin de
ince barsaktan doku 6rnekleri alindi.
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Bulgular: Bakteriyemi ve dokularda treme (E. coli, 1104512) oranlari; Grup
EP'de C'ye gore dusuk bulundu (bakteriyemi, EP-C, p=0,007; dokularda
ureme, EP-C, p=0,025). lleumda vill6z atrofi oranlari Grup EP, P ve E'de;
Grup C'ye gére dusuk bulundu (sirasiyla; p=0,001, p=0,019, p=0,003). Kan
glutamin, TNF-a ve IL-10 bazal degerlerinin; gruplar arasi
karsilastirilmalarinda, anlamli fark bulunmadi. Plazma glutamin degerlerinin,
gruplar arasi karsilastirimalarinda; 24. saatte Grup EP ve P’de diger
gruplardan diguk, 96.saatte ise yuksek (Grup EP’ de en yuksek olmak Gzere)
bulundu (p<0,05). 96. sa plazma glutamin degerlerinin, gruplarin kendi
icinde, bazal degerleri ile karsilastiriimalarinda; Grup EP ve P’de anlamli
artislar (Grup EP’ de en yuksek olmak tzere), Grup C ve E’de ise anlamli
dususler bulundu (p<0,01). Serum TNF-a ve IL-10 degerlerinin, gruplar arasi,
24.sa ve 96.saatlerde karsilastirimalarinda, Grup EP ve P’de diger
gruplardan dusuk bulundu (p<0,05). 96. sa serum TNF-a ve IL-10
degerlerinin, gruplarin kendi icinde, Grup C ve E’de; bazal degerleri ile
karsilastiriimalarinda, diger gruplardakilere gére daha belirgin artiglar (Grup
C en Dbelirgin olmak Uzere) bulundu (p<0,01). Ayrica; TNF-a ile IL-10
degerleri arasinda 24. saatte (r=0,746; p<0,01) ve 96. saatte (r=0,591;
p<0,01) pozitif yonli anlaml korelasyon bulundu. Enteral ve parenteral
glutaminin es zamanli uygulama maliyeti, enteral uygulamaya gore fazla

ancak parenteral uygulamaya yakin bulundu.

Sonug: Bu deneysel calismada, sepsiste GIn'in en etkili uygulama
yonteminin; intestinal mukozaya trofik etkisi, doku ve kan kultirlerinde
Uremeyi azaltmasi, immin modulator etkisi ve tum bu etkilerle birlikte
maliyetinin de parenteral uygulamaya yakin olmasindan dolayi, enteral ve
parenteral yolla kombine kullanimi oldugunu gosterdik.

Anahtar Kelimeler: Glutamin, sepsis, enteral ve parenteral, sitokinler, villus

atrofisi.
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ABSTRACT
EFFECTS OF ENTERAL AND/OR PARENTERAL GLUTAMINE ON
INTESTINAL MUCOSA AND ON LEVELS OF BLOOD GLUTAMINE,
TNF-a, IL-10 IN THE EXPERIMENTAL SEPSIS MODEL

This experimental study was conducted in Istanbul University, Institute of
Experimental Medicine Research (DETAE) laboratories between June-
September 20009.

Objective: In this experimental study, we aimed to investigate the effects of
enteral and/or parenteral administration of glutamine on intestinal mucosa,
bacterial growth in blood and tissues, levels of blood glutamine, TNF-a and
IL-10, on rats on which we formed sepsis with intraperitoneal E. coli
(Escherichia coli, 1104512 strain, 1mL 5x10° CFU/mL) injection.

Material and Method: 10 weeks old, 48 Wistar-Albino female rats with
weights 210-250 g were used in the study. They were fed standard during the
experiment under appropriate laboratory conditions. Ketamine HCI 50 mg kg™
im and xylazine HCI 5 mg kg* im were administered during interventional
operations. All the rats were sacrified at the end of the study. Four study

groups were formed:

Group C (Control Group, N=12) Sepsis + isotonic saline iv/enteral

Group E (Enteral glutamine group, N=12): Sepsis + 0.5 g kg day™
glutamine enteral + 2 mL/day isotonic saline iv

Group P (Parenteral L Alanil-L Glutamine group, N=12): Sepsis + 0.4 g
kg day™ L Alanil-L Glutamine (=0,27 g kg™ day™ GlIn) iv + 1 mL/day isotonic
saline enteral

Group EP (Combined group, N=12): Sepsis + 0.3 g kg™ day™ Ala-GIn
(=0,2 g kg* day™ GIn) iv + 0.3 g kg™* day™ GIn enteral

We began to feed rats 4 hours after ip. E. coli was injected. Blood

glutamine, TNF-a and IL-10 levels were examined at the beginning (basal



value) and at 24 hours and 96 hours after the experiment has started.
Samples of tissue from mesenteric lymph node (MLN), liver and lung and
samples of blood were collected to evaluate the bacterial growth and
samples of tissue were collected from small intestine to evaluate villus

atrophy.

Findings: Rates of bacterial growth in tissue and blood (E. coli, 1104512) of
Group EP were found lower than Group C (bacteremia , EP-C, p=0,007;
reproduction in tissue, EP-C, p=0,025). Rates of villus atrophy in ileum of
Group EP, P and E were lower than Group C (respectively; p=0,001,
p=0,019, p=0,003). No significant difference in basal values of blood
glutamine, TNF-a and IL-10 were found between groups. In the comparison
of plasma glutamine values, made between groups, the values were found
lower in groups EP and P at 24 hours, and higher at 96 hours (the highest in
Group EP) (p<0,05). When plasma glutamine values at 96 hours were
compared with their basal values, significant increases were detected in
Groups EP and P (the highest increase is in Group EP) and significant
decreases were detected in Groups C and E (p<0,01). Serum TNF-a and IL-
10 values were found lower for Groups EP and P when compared between
groups at 24 and 96 hours (p<0,05). When Serum TNF-a and IL-10 values at
96 hours were compared with their basal values more distinctive increases
were detected in Groups C and E than the other groups (p<0,01). Besides
significant positive correlation was determined between TNF-a and IL-10
values at 24 hours (r=0,746; p<0,01) and 96 hours (r=0,591; p<0,01).
Simultaneous administration cost of enteral and parenteral glutamine was
higher than enteral administration however it was found close to parenteral

administration.

Conclusion: In this experimental study we showed that the combined
administration of enteral and parenteral is the most effective method of
administration of Gln in sepsis for its trophic effect on intestinal mucosa,



cause of reduction in reproduction in tissue and blood cultures,

immunomodulatory effect and cost close to parenteral administration.

Key Words: Glutamine, sepsis, enteral and parenteral, cytokines, villus
atrophy.
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1. GIRIS

Sepsis, mikroorganizma ve toksinlerine kargi organizmanin gelistirdigi
sistemik yanit olarak tanimlanmaktadir. Ginimuizde medikal uygulamadaki
gelismelere ragmen tim dinyada énemli bir sorun olmayi surdirmektedir (1-
3). Sepsiste destek tedavisinin etkin ve dinamik bir sekilde yapilmasi klinik
seyri onemli derecede etkilemektedir (4). Sepsiste altta yatan nedenler
arasinda bakteriyel enfeksiyonlar bulunur; en fazla Gram negatif bakteriler ve
bunlarin endotoksinleri tarafindan olusturuldugu kabul edilmektedir (5, 6).

Sepsiste immun cevabin dizenlenmesinde hiicreler arasinda kimyasal
haberlesmeyi saglayan sitokinlerin énemli gorevleri vardir (7). Proinflamatuar
sitokinler immun cevabin baslamasi ve surdurilmesi icin gereklidirler. TNF-a
(Timor Nekroz Faktor-alfa) insan immun cevabinda temel proinflamatuar
sitokindir (8). Sepsite immiin yaniti dengelemek icin 1L-10 (interl6kin-10) gibi
antiinflamatuar sitokinlerin serum duzeyleri proinflamatuar mediatérlerle

birarada artig1 gosterilmistir (9).

Glutamin (GIn); insan vicudunda 6nemli miktarda bulunan, serbest,
non esansiyel, nétral aminoasittir (10,11). Bugtne kadar elde edilen veriler,
glutaminin insan immidn  sistem hicreleri  icin - 6nemini  kuvvetle
desteklemektedir (12). GlIn, kritik hastalarda kullanilan sayisiz biyolojik
Ozellikleri ile nutrisyonel mudahalede essiz  bir adaydir (13).
Immiinonitrientlerden biri olan GlIn, barsak hiicreleri ve lenfosit gibi hizli
cogalan hucrelerin 6nemli bir metabolik substratidir (14). Sepsis gibi
katabolik olaylar takiben hicre i¢i GIn depolart %50'den fazla, plazma
seviyesi ise %25'den fazla azalir ve uzun sire diuguk kalr (11,15).

Gastrointestinal (GI) butiinligiin devaminda énemli rolii olan GIn'in
barsak hiicrelerinde hiicre bolinmesi ve proliferasyonu Uzerine etkili oldugu

bilinmektedir (11,16-18). Plazma GIn konsantrasyonunun azalmasi intestinal



mukozanin yapisini bozar (20). GIn, barsak duvarinin butinliginin
korunmasina yardimci olarak, septisemi ve multipl organ yetmezligine yol

acabilecek bakteriyel translokasyonu onler (21).

GIn'n, ince barsak (IB) atrofisini ve bakteriyel translokasyonu azalttidi
Gl sistemde lenfoid atrofiyi 6nledigi ve GI immin fonksiyonlari dizelttigi
gosterilmistir. GIn’'in enterositler Gzerinde trofik etkisi vardir, boylece vill6z
atrofiyi 6nler (22-24).

Deneysel bagirsak hasari, atrofi ve katabolik stres modellerinde Gin ile
zenginlestirilmis parenteral ve enteral nitrisyon destegi, immin sistem
hiicrelerinin sayilarini  ve/veya fonksiyonlarini arttirmakta, Gl sistemde
mukozal buyime ve onarimi hizlandirmakta, sepsisi azaltmakta ve nitrojen

dengesini dizenlemektedir (12).

Sepsis hastalarinda GIn destegi ile ilgili sinirli sayida calisma
mevcuttur. Bu calismalarda da sadece parenteral veya enteral kullaniminin
etkileri arastirilmigtir. Bilgilerimiz dahilinde; literatirde su ana dek enteral ve
parenteral kombine yolla GIn destedinin etkilerini arastiran calisma
bulunmamaktadir. Klinikte enteral ve parenteral GIn’in sistemik ve Gl sisteme
trofik etkilerinin farkli olmasi nedeniyle, es zamanli kullanimini ile etkilerinden
daha fazla faydalanmayi amaclayarak ayni zamanda maaliyeti arttirmamak
icin de GIn dozlarini dusurerek etkinlik ve maaliyet acisinda maksimum fayda
saglamak mimkin olur mu sorusuna yanit aramak ve bu konuda
yapilabilecek klinik aragtirmalara 1sik tutmak amaciyla bu calismayi
planladik.

Biz bu calismada; ip Escherichia coli (E. coli) enjeksiyonu vererek
intraabdominal sepsis olusturdugumuz sicanlarda, enteral ve/veya parenteral
GIn kullaniminin intestinal mukozaya, kan ve dokuda bakteri tremesine, kan

GIn, TNF-aile IL-10 duzeylerine etkilerini arastirmay1 amacladik.



1.1.SEPSIS

Sepsis, mikroorganizma ve toksinlerine kargi organizmanin gelistirdigi
sistemik  yanit  olarak  tanimlanmaktadir. Gunumuzde medikal
uygulamalardaki gelismelere ragmen tim dinyada 6nemli bir sorun olmayi
surdurmektedir (1-3). Yogun bakim Unitelerinde tedavi géren hastalarin en
yaygin hospitalizasyon sebebi septik soktur (25). Bunun da yodun bakim
Unitelerinde en sik 6lum nedeni oldugu ve tim 6lim nedenleri arasinda

Uclncu sirada bulundugu bildiriimektedir (26).

Sepsiste altta yatan nedenler arasinda bakteriyel enfeksiyonlar
bulunur. Genel olarak en fazla Gram negatif bakteriler ve bunlarin
endotoksinleri tarafindan olusturuldugu kabul edilmektedir (5,6). Endotoksin,
sepsisteki olaylar dizisini baslatan anahtar molekuldir. Lipopolisakkarid
(LPS) deney hayvanlarina verildiginde letal etkiler izlenmistir (27). Yabanci
mikroorganizmalarin ve onlarin endotoksin gibi drtnlerinin, konakgcl
organizmanin htcresel savunma mekanizmalarini tetikleyerek TNF-a, IL-1
(Interlokin-1), IL—6 (interlokin-1), gibi “erken yanit sitokinleri” ile birlikte, cok
sayida inflamatuar mediatort aktive ettikleri saptanmigtir (28). Bunlar
arasinda pek cok karmagsik iligkiler ortaya cikmakta, nétrofiller asir ve
kontrolsiiz  bicimde  aktiflesmekte, kompleman sistemi, trombosit
agregasyonu, arasidonik asit metabolizmasi uyariimakta ve sonug¢ olarak
hedef durumdaki mikrovaskuler endotel hasari meydana gelmektedir (28)
Gelisen endotel hasari ve doku perfiizyonunda azalma neticesinde cesitli
organ fonksiyonlarinda bozulma meydana gelmektedir. Fonksiyonu bozulan
her organ ya da sistem, diger organ ya da sistemlere yik olusturmaktadir.
Sonugcta organizma, multipl organ disfonksiyonu ile kaybedilmektedir. TNF, IL
gibi sitokinlerin ve notrofillerin  sepsis ve multipl organ disfonksiyonu
sendromu (MODS:Multiple Organ Dysfunction Syndrome) fizyopatolojisindeki
rollerinin belirlenmis olmasi, sistemik inflamatuar yanitin (SIRS=Systemic
Inflammatory Response Syndrome) modiile edilmesine yonelik yaklasimlarin
popularite kazanmasina yol acmistir (5). Sepsis suresince proinflamatuar



sitokinlerin agiri salinimi kot gidisten sorumlu en 6nemli faktordur (29).
Erken tani ve ilk birka¢c saatteki tedavi sepsis ve septik sokta sonucu
etkilemektedir. Destek tedavisi etkin ve dinamik bir sekilde yapilmalidir (4).

Son yapillan calismalar, yogun bakim hastalarinda 6zel enteral
nutrisyonlarin klinik tedavide yararli adjuvan oldugunu goéstermistir. Yeterli
nitelik ve nicelikteki besinler hicresel metabolizmay! destekler, yara
iyilesmesini  hizlandirir, organ fonksiyonlarini, immuin  sistemi ve
gastrointestinal bariyeri giiclendirir. Gl bariyer, fonksiyonel ya da fiziksel
olarak tahrip oldugunda bazi bakteriler potansiyel patojen, belki de sepsis
kaynagi olabilirler. Bu durum 6zellikle immin yetmezligi olan, intestinal
permeabilitesi artmis ve normal GI mikroflorasi bozulmus olan hastalarda

meydana gelir (30-32).

Sepsisin erken tanimlanmasi ile kanita dayali protokollerle belirlenmig
tedavilerin sunulmasinin, sepsisteki mortalite ve morbiditenin azalmasini

sagladigi diisinulmektedir. (33-35)

1.1.1. Sepsis Tanimlamalari

Sepsise eslik eden klinik tabloyu ilk kez, M.O. 400 yilinda tanimlayan
Hipokrat, “akut bir hastalikta ekstremitelerin sogumasi kotl bir belirtidir”
ifadesini  kullanmigtir (36). Bu tanimlamadan vyaklasik 24 asir sonra
gunuamizde, sepsis fizyopatolojisindeki gelismelere kargin, terminolojideki
karmasanin surdigu gozlenmektedir. 1991 yilinda Society of Critical Care
Medicine ve American Collage of Chest Physicians'in konsensus
toplantisinda enfeksiyon, bakteriyemi, SIRS, sepsis, septik sok ve MODS’a

iliskin evrensel tanimlamalar geligtirilmistir (Tablo 1) (37-39).



Tablo—1: Enfeksiyon, Bakteriyemi, SIRS, Sepsis, Agir Sepsis, Septik Sok
ve MODS’a lliksin Tanimlamalar (38).

ENFEKSIYON | Mikroorganizma varligina veya normalde steril olan konakgci
dokunun bu organizmalarla invazyonuna karsi gelisen
inflamatuar yanitla karakterli mikrobiyal fenomen
BAKTERIYEMi | Kanda canl bakteri varligi

SIRS Sistemik inflamatuar yanittir. Asagidakilerden iki veya daha

fazlasi ile karakterize olur:
» Rektal vicut i1sisi >38 € veya <36 T
» Kalp atim hizi >90 atim/dk
» Solunum hizi >20 sol/dk veya PaCO2<32mmHg

> Lokosit sayisi >12000 hiicre/mm*® veya <4000

hiicre/mm? yada %10 immatiir (band) formda

SEPSIS Dokumante edilmis enfeksiyonla birlikte olan SIRS

AGIR SEPSIS | Organ disfonksiyonu, hipoperfiizyon veya hipotansiyonun eslik
ettigi sepsis. Hipoperfiizyon veya mental durumda akut bir
degisikligi icerebilir, ama bunlarla sinirli degildir.

SEPTIK SOK Bilinen bagka bir neden stz konusu olmaksizin sepsiste yeterli
sivi resusitasyonuna karsin hipotansiyon (SAB<90mmHg veya
SAB’da baslangi¢c degerine kiyasla 40 mmHg'lik bir dusus) ile
birlikte organ disfonksiyonu ve perflizyon bozukluklarinin (laktik
asidoz, oliglri veya mental durumda akut bir degisiklik) varhgi
MODS Organ  disfonksiyonlarinin,  homeostazisi  surdiremedigi

fizyolojik diizensizlik durumu

SAB: Sistolik Arter Basinci, SIRS: Systemic Inflammatory Response Syndrome=Sistemik inflamatuar Yanit
Sendromu, MODS: Multiple Organ Dysfunction Syndrome= Multipl Organ Disfonksiyonu Sendromu



Vicudun kendini savunabilmesi;
> Invazyon ve doku hasarina karsi eksternal bariyerleri
» Yabanci patojenler ve doku artiklarina karsi non spesifik sistemleri

» Ajan patojenlere karsi antijen-spesifik yanitlari iceren 3 temel
mekanizma ile saglanmaktadir (40).

Yabanci patojenler veya doku artiklarina kargl organizmada
nonspesifik bir defans mekanizmasi olusturan inflamasyon; mekanik,
kimyasal ve mikrobiyal stimuluslarla ortaya ¢ikan doku hasarlanmasina kargi
hizla artan, himoral ve selltler bir yanittir (41). S6z konusu uyaranlara karsi
baglangicta ortaya cikan ve koruyucu bir fizyolojik yanit olan lokal
inflamasyon, bu lokal kontrolin kaybi veya asiri bir aktivite olugsmasi
sonucunda, klinikte SIRS olarak tanimlanan artmig bir sistemik yanita yol
acmaktadir. SIRS; enfeksiyon (viris, bakteri, protozoa, fungus) sonrasinda
gelisebildigi gibi; travma, otoimmun reaksiyonlar, siroz ve pankreatit benzeri

nonenfeksiy6z etmenlerden de kaynaklanabilir (36, 38).

Bone (38), SIRS gelisiminde 3 evre tanimlamigtir:
|. Evre’de hasar boélgesinde, stimulusa yanit olarak, baslica etkileri
inflamatuar yaniti uyarmak, yara onarimini artirmak ve retikiloendoteliyal

hiicre gereksinimi saglamak olan sitokinler Uretilir,

Il. Evre’de lokal yaniti artirmak amaciyla, sitokinlerin kiguk bir miktari
dolagima girer. Makrofajlar ve trombositlerin hasarli bolgeye gocu
saglanirken, buyime faktorlerinin Gretimi stimtle edilir ve bir akut faz yanit
baslayabilir. Bu evrede, sitokin yanitinin patolojik veya anormal oldugu
dusunulmeyebilir. Aksine viicudun ana savunma hattinin bir bolimua olarak
kabul edilmelidir. Bu sitokin yaniti, normal kosullarda diger sitokinleri,
reseptdr antagonistlerini ve antikorlari iceren karmasik bir mediatér ag ile
regule edilmektedir. Bu mediyatorler, sitokin Uretimini azaltarak ve daha 6nce



serbestlesen sitokinlere karsit bir etki olusturarak, baglamis olan inflamatuar
yaniti kontrol altinda tutarlar. Bu yolla; enfeksiyonun kontrol altina alinmasi,
yara iyilesmesi ve homeostazisin restore edilmesi saglanabilir.
Homeostazisin yeniden saglanmasinin basarilamadigi durumlarda masif bir

sistemik reaksiyon olugmasiyla lll. Evre (SIRS) gelisir.

lll. Evre’de sitokinlerin hakim olan etkileri koruyucu olmaktan ¢ok yikici
olmaya baglar. inflamatuar mediyatér seli, cok sayida hiimoral kaskad
tetikleyerek mikrosirkulatuar buttnligin kaybi ile retikiloendoteliyal sistemde

inatci bir aktivasyona yol acar.

1.1.2. Sepsiste Etiyoloji

Gram negatif bakteriler insanda alt Gi sistem florasinda bulunmaktadir.
Konak ve patojen arasindaki bariyer oldukga iyidir ve predispozan bir durum
bulunmadik¢ga enfeksiyon beklenmez. Bariyerde hasar olusursa (medikal
veya cerrahi uygulamalar ile) Gram negatif bakteriler daha 6nce
kolonizasyonu olmayan dokulara vyayilir, 0zellikle de biytumekte olan
hicrelere invazyon gosterirler. Cogu Gram negatif enfeksiyonlar, Uriner,
genital, alt solunum vyollar, peritoneal kavite, yumusak doku ve cerrahi
yaralanmalardan orjin almaktadir (26, 42)

Her Gram negatif enfeksiyonun goruldigi bolgede bakteriyemi ortaya
¢cikmaz. Ancak Gram negatif enfeksiyonlarda bakteriyemi bulunmasi halinde
mortalite % 10 oraninda artmakta, immun suprese hastalarda ise bu oran
% 30’a ¢ikmaktadir (43).

Cogunlukla Gram negatif bakteriler olmak Uzere pek c¢ok
mikroorganizma, makrofaj ve monositi uyararak sepsis kaskatinin
baglamasina neden olur. Basta makrofaj olmak Uzere pek cok hicreden
sitokin salinimi baslar ve sire¢ organ yetmezliginden 6lime kadar gidebilir
(36).



Endotoksin

Gram negatif bakterilerin hticre duvari iki tabakadan olusmustur.
Distaki tabakada proteinlere ilave olarak LPS yapi iceren bir b6lum vardir. Bu
bolim, bakteriyemide toksisitenin asil sorumlusudur ve polisakkarit O
antijeni, core antijeni ve lipid A olmak Gzere U¢ bolimden olusur (Sekil 1). Bir
polisakkarid yan zincir olan O antijeni, core polisakkaridi araciliiyla bir
fosfolipid olan lipid A'ya baglanir. O antijeni Gram negatif bakteri suslarina
gore degisir ve belirgin serotipik farklilasmadan sorumludur. Lipid A bélgesi
toksisitenin ana sorumlusu olarak gorilmektedir. Pek ¢ok klinik ve deneysel
calismada, LPS enjeksiyonunun sitokin kaskadini baglatan ana sorumlu
oldugu ve sepsis sendromuna yol actigr gosterilmistir (26, 44).
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Sekil 1: LPS’in Yapisal Organizasyonu (45)

LPS, rahatlikla sistemik dolagima gecebilir ve makrofaj, monosit gibi
hicreleri uyararak sepsis kaskadini baglatacak sitokinlerin salinimina yol
acabilir. LPS’in lipid A bolumu, lokositlerin membranlarina; CD14, CD11,
CD18 ve “asetillenmis disuk doz lipoprotein” gibi reseptdrler araciligiyla
yapisir (46,47). Yapilan bircok caligmada, LPS’in patolojik dizeyde sitokin
salinimina yol actigi gosterilmistir. Erken evrede, LPS uyarimi ile olusan ¢
sitokinin salinimi 6nemlidir. Bu sitokinler sepsisin “santral” mediatorleri olarak
bilinen, TNF-a, IL-18 ve IL—6'dir. Bu molekdiller, diger sitokinlerin salinimini
baglatarak sepsisin ilerlemesine neden olduklari gibi aragidonik asit
metabolizmasinin ve kompleman sisteminin aktivasyonuna, integrin ve nitrik
oksit (NO) Uretiminde artisa da neden olurlar (48), (Sekil 2).
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Sekil 2: Bakteriyel Lipopolisakkaridin Etki Mekanizmasi (48)
LPS: Lipopolisakkarid, IL: interldkin, TNF: Timor nekroz faktor, IFN: interferon, TLR: Toll-like reseptor

1.1.3. Sepsisin Fizyopatolojisi

Deneysel endotoksemilerde plazmada sitokin seviyesindeki artmaya
paralel olarak klinik bulgu; ates, tasikardi ve hipotansiyon ortaya ¢ikar. Klinik
bulgular sitokinlerin varligi ile ilgili olup LPS inflzyonundan 90-120 dk sonra
goérulir (49). Ekzojen Gram negatif bakteri endotoksini verilen deney
hayvanlarinda, sirasiyla, TNF-a, IL-1, IL-6 ve IL-8 seviyelerinde artig

saptanmistir (50).



Endotoksinin yani sira enterotoksin, toksin-1, Gram pozitif veya
mantar hicre duvar drdnleri, viral ve fungal antijenler septik basamaklarda
baglatici olarak gorev alirlar (51). Sepsisin olusmasi icin nonenfeksiydz
uyaricillar da benzer fizyolojik cevaba sebep olabilir. Sirkilasyonda
endotoksinler; TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8 ve trombosit aktive edici faktorin
(PAF) mononikleer fagositler ve diger bazi hiicrelerden Uretimine sebep olur.
Bu mediatorler araciligiyla koagulasyon ve kompleman sisteminin de aktive
oldugu degisik calismalarda da belirtilmistir (5), (Sekil 3).

3 Complement
activation

Sensis

_pHaJeasa of granular enzymes f
+ ROS production

Depressed innate immune
functions (chemotaxis,
phagocytosis, Hz02 production)

Apoplosis ?

Sekil 3: Sepsis ve inflamatuar Mediatorlerin Salinimi (52)
LPS: Lipopolisakkarit, IL: interlékin, C5a: Kompleman 5a, NF-kB: Niikleer Faktér kappa B, ROS: Reaktif
oksijen bilesikleri, MIP: Makrofaj inflamatuar protein, MCP: Makrofaj kemotaktik protein
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TNF a, IL-1 ve PAF salinimindan sonra arasidonik asit metabolize
olur. Lokotrienler, tromboksan A2 (TxA2), prostoglandinler (PG) 0zellikle
PGE2 ve PGI2 olusur. IL-1 ve IL-6, T hucrelerini uyararak IL-2, IL-4 ve
granulosit makrofaj koloni stimule edici faktor (GMCSF) uretimini aktive eder.
Bu ajanlarin direkt etkisi daima vaskuler endotel Uzerinedir. Endotoksin, TNF-
a, PAF, lokotrienler (LT) ve TxA2 endotel permeabilitesini arttirirlar. Endotel
hicreleri bunun yani sira endotel-kaynakli gevsetici fakt6ér (EDRF,
Endothelium-Derived Relaxing Factor) ve endotelin—1 salinimina neden olur.
EDRF diuz kas gevsemesine ve trombosit agregasyonunun inhibisyonuna

neden olur. Endotelin—1 ise potent bir vazokonstruktordir (5).

Kompleman sisteminden 6zellikle C3a ve C5a vaskuler anormalliklere,
ve notrofil aktivasyonuna sebep olur. Noétrofile bagll hasar sonucu serbest
oksijen radikalleri ve lizozomal enzimler salinir. Mikroemboli formasyonu ve
endotele yapismada artis izlenir. Trombositlerin septik basamaklarda etkisi
tam olarak acik degildir. Endotel hasarlari iki yolla olur. Bunlar

vazokonstruksiyon ve notrofil stimtlasyonudur (52).

Septik basamaklarda etkili olan diger ajanlar adezyon molekdlleri,
kininler, miyokardial depresan faktor, B-endorfin ve 1si sok proteinleridir
(HSP=Heat Shock Proteins). Adezyon molekulleri ve trombin endotel
hasarini arttirir. Buna karsilik, IL-4, IL-8 ve HSP'nin bu hasara karsi

koruyucu etkileri mevcuttur (5).

intraabdominal Sepsiste Fizyopatoloji

Aerobik, anaerobik ve fakiltatif Gram negatif organizmalar
intraabdominal sepsisin yaygin patojenleridir. Fakultatif ve aerobik Gram
negatif organizmalar (Escherichia coli vb.); endotoksin ve endotoksinle iligkili
proteinler birakirlar. Endotoksin, periton tarafindan sistemik dolasima hizlica
emilir ve sistematik etkileri olusur (53-55).
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intraabdominal kaviteye bakterinin gegmesiyle inflamatuvar cevap ve
ardindan biyokimyasal degisiklikler baslar. Peritoniti takiben bakterilerin kan
akimina gegmesi sonucunda gram negatif bakterilerde LPS’den, Gram pozitif
bakterilerde ise lipoteikoik asid-peptidoglikan kompleksinden (pepG-LTA)
olugan bakteri duvari bilesenleri, |okositler ve parankimal hicrelerle
etkileserek inflamatuvar olayi baglatir. LPS’in en kritik bdlumi olan Lipid-A
fraksiyonu ile Gram pozitif bakterilerdeki pepG-LTA kompleksinin LTA parcasi,
lenfatikler tarafindan hizlica uzaklagtirilir ve sistemik dolasima gecerek
sistemik savunma mekanizmalari ile kargi karsiya kalirlar (53-55).

1.1.3.1. Sitokinler

20. yuazyihin baslarinda inflamasyonun komplike etkilesimleri hakkinda
ilk bildiriler ve gorugler ortaya atilmigtir. Sitokinlerin aktiviteleri ilk kez 1926'da
Zinsser ve Tamiya tarafindan tanimlanmis ve bunlarin |okositlerden
salgilanan c¢Ozunebilir Grinler olduklar ve damar duvari fonksiyonlarini
etkiledikleri bildirilmigtir. 1930 yilinda Rich ve Lewis makrofaj ve lokosit
goc¢undn uygun antijenle stimule edilmis lenfoid hicre kultirlerinde inhibe
edildigini goOstermiglerdir. 1966 yilinda David, uygun sekilde sensitive ve
stimule edilmis lenfositlerden salgilanan bir faktorun makrofaj géciindeki bu
inhibisyondan sorumlu oldugunu gostermistir. 1979 da 2. Uluslar Arasi
Calisma Grubu bircok sitokinin sadece tek bir hiicreden degil, birden fazla
hicreden salgilandiklarini ve immin sistemin degisik hucreleri arasinda
kompleks etkilesim icinde bulunduklarini vurgulamisti. Bu nedenle
I6kositlerden salinan birgok sitokin IL olarak adlandirilmaya baglanmigtir. Son
20 yilda yapilan calismalarda sitokinlerin immun sistem hucreleri diginda
fibroblastlar, dendritik hicreler, parietal hicreler, osteoblastlar, diz kas
hacreleri, hepatositler, cizgili kas ve sinir hicresi fonksiyonlarinda da énemli

dizenleyici gorevler Ustlendigi ortaya konulmustur.

Gunumuzde 200’Un Uzerinde insan sitokini tanimlanmistir. Sitokinlerle

ilgili caligmalarda karsilasilan bir problem, molekdllerin nadiren tek baglarina

12



salinmalari ve nadiren tek baslarina etki gostermeleridir (56). Sitokinler,
nonspesifik immin sistemde temel haberlesmeyi saglayan protein veya
glikoprotein yapisinda molekullerdir.

Hicrenin blyumesinde, degisiminde, dokunun tamiri ve yeniden
yapilanmasi ile immidn cevabin dizenlenmesinde hucreler arasindaki
kimyasal haberlesmeyi saglarlar (7). Bir sitokinin bagka bir sitokin yapimi ve
yanitl Uzerinde etkisi olabilir. Cesitli uyaranlara kargi cevap olarak 0Ozel
hicreler tarafindan salgilanir ve hedeflenen hcrelerin davranigini etkilerler.
Belli bir sitokin, cesitli hicreler tarafindan farkli dokularda salgilanir, fakat
ayni biyolojik etkiyi goOsterebilir (56). Monosit, makrofaj, granulli |6kosit,
endotel hicresi, dendritik hiicre, keratinosit, T ve B lenfosit, mast hicresi,
timor hicresi ve diger pek cok hicre, sitokin sentezleme ve salgilama

yetenegdine sahiptir (57, 58).

Sitokinler baslica 4 ana gruba ayrilmaktadir:
1. Dogal immunite mediat6rleri olan sitokinler;

a. Tip 1 Interferonlar (IFN)

b. TNF-a
c. IL-1
d. IL-6

e. Kemokinler

2. Lenfosit aktivasyonu, c¢ogalma ve farklilasmasini dizenleyen

sitokinler;
a. IL-2
b. IL-4

c. Transforming Growth Faktor (TGF)
3. Inflamasyonda diizenleyici rol oynayan sitokinler;

a. IL-10
b. IFN-y
c. Lenfotoksin
d. IL-12
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4. Hematopoezi uyaran sitokinler;
a. Stem Cell Faktor (SCF)

b. IL-3

c. M-CSF
d. G-CSF
e. IL-7

f. IL-9

g. IL-11 (59)

Sitokinler, immin ve inflamatuvar cevabin etkin mekanizmalarinin
coguna katilrlar. IL-2 ve IFN-y gibi yardimci T lenfosit Th1l grubundan salinan
sitokinler huicresel immunitede, IL-4, IL-5, IL-10 ve IL-13 gibi Th2 tip sitokinler
ise himoral immun cevaplarda etkilidirler (60).

Sitokinler hiicre yuzeyinde yer alan spesifik reseptorlere baglanarak
etki gosterirler. Baglanma ile baslayan sinyal transduksiyonu ve ikincil
haberci iletimi, gen aktivasyonuna, mitotik bo6linmeye, blyime ve
farklilasmaya, migrasyon veya apoptozise neden olur (61). Reseptor
molekiller membrana bagli olduklarn gibi serbest (soluble) halde de
bulunabilirler.  Sitokin reseptoérlerinin  en 6nemli fonksiyonlarindan Dbiri
ekstraselltler bir sinyali spesifik bir sitokin varliginda intraselller bir sinyale
donustirmektir. Reseptdr molekillerin ekspresyonu da sitokinlerin kontrolu

altinda bulunuir.

Sitokin molekullerinin etkisini ortadan kaldirabilen veya azaltabilen 6
grup molekudl vardir (62);

1. Reseptor Antagonistleri: Bu molekdiller reseptdér molekillerine
baglanarak sitokin etkisini bloke ederler.

2. Solubl Sitokin Reseptorleri: Solubl reseptorler genellikle sitokinleri
serumda baglayarak hiicreye olan etkisini ortadan kaldirirlar.

3. Sitokin Otoantikorlari: Sitokinleri spesifik olarak notralize ederler.
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4. Inhibitor Sitokinler: IL-10 ve IL-4'un tip1 sitokinler igin, IL-2 ve IFN-
y'nin tip 2 sitokinler icin baskilayici etki gosterdikleri bilinmektedir.

5. Sitokin Reseptoérinin Yoklugu: Bunun en tipik ornegi IFN-y
reseptorlerinin mutasyon sonucu silinmesiyle IFN-y’nin makrofajlari aktive
etmesinin dnlenmesidir.

6. Inhibitér Proteinler: Bazi insan proteinleri de sitokinlere baglanmak
suretiyle onlarin biyolojik etkilerini azaltabilirler.

Dogal imminitede sitokinler; mononikleer fagositler ve dogal éldurict
hicreler tarafindan Gretilirler. Kazanilmig immunitede ise, T hicreleri
tarafindan Uretilirler. Dogal immun cevaptaki TNF-a, IL-1 ve IL—6 gibi 6nemli
sitokinler, tek baslarina immin cevabin dizenlenmesinde rol oynamazlar,
fakat yardimci T hicre cevabina neden olarak edinsel immunitenin

gelismesine ve yayllmasina neden olurlar.

Insan immun cevabinda temel proinflamatuar sitokinler, TNF—a ve IL—
1 iken sekonder veya bunlara yardimci sitokinler ise, IL—6 ve IL—8'dir. Bunun
karsiti olarak antiinflamatuar sitokinler ise inflamasyonun daha sonraki
evrelerinde salinirlar ve inflamatuar cevabin kontrolint duzenlerler (8, 57,
63) (Tablo-2, Sekil-4).

Sitokinlerin etkileri reseptdr sayisi ve afinitesi, ikincil haberci, gen

kopyalamasi, sitokin Uretimi, salinmasi ve metabolizmasi ile diizenlenir (57).
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Tablo—2: inflamatuar Ozelliklerine Gore Bazi Sitokinlerin Siniflandiriimasi (47)

Proinflamatuar
TNF-a

TNF-B

IL-1

IL-2

IL-8

IL-12

IL-15

IL-17

IL-18

INF-y

Anti-inflamatuar

IL-10

IL-4

IL-11

IL-13

Cift etki
IL-6

TGF-B

TNF: Timeér nekroz faktér, IL: interlokin, TGF-B: Transforming Growth faktér-8, IFN-y: inteferon-y
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Sekil-4: Sitokin Kaskatinin Tetiklenmesiyle Proinflamatuar ve Antiinflamatuar
Sitokinlerin Salinmasi (63)
LPS: Lipopolisakkarit, TNF: Timér nekroz faktér, IL: interlékin, LBP: Lipopolisakkarit baglayici protein, TLR: Toll-like
reseptor, NF-kB: Nukleer Faktor kappa B, TGF: Transforming Growth faktér, MIF: Makrofaj migrasyon inhibitor
faktor, PAF: Trombosit aktive edici faktér, HMG-1: High mobility group-1

16



1.1.3.1.1. TNF-a

TNF-a Gram negatif bakterilere konak cevabinin temel mediyatori
olup bircok inflamatuar ve enfeksiydz hastaliklarin patogenezinde énemli role
sahiptir. TNF-a’'nin major kaynagi aktive olmus monosit ve makrofajlardir.
TNF-a, 233 aminoasit ve 26 kDA agirliginda proproteinden sentezlenir.
Proprotein, spesifik metalloproteaz (TNF-a Converting Enzime-TACE)
tarafindan 17 kDA, 157 aminoasitten olugsan monomerik formuna boélunur
(64).

TNF, yiksek konsantrasyonlu LPS'ye bagli doku yaralanmasinda,
damar ici pihtilasmada ve septik sokta temel mediyatordir. TNF'nin temel
hicresel kaynagi LPS’nin uyardigi mononukleer fagositlerdir. Ayrica bu
protein, antijen ile uyarilmis T hicreleri, aktive edilen dogal dldurtict hicreler
ve aktive edilmis mast hucreleri tarafindan salgilanir. Aktive olan htcrelerin

TNF sentez ve salgilamasi ¢ok sayida ardisik olayi icerir (65, 66).

TNF, sepsis patogenezinde ilk suglanan sitokindir. TNF-a ve TNF-3
birbiri ile yakin iligkili olan benzer biyolojik aktiviteleri paylasan proteinlerdir.
TNF-a, monosit ve makrofajlar tarafindan retilir. TNF-B ise, aktive edilmis T

lenfositleri tarafindan Uretilir (66).

TNF-a'nin biyolojik aktivite gostermesi icin TNF-RI (p55) ve TNF Rl
(p75) olmak Uzere iki adet reseptort vardir. Bu iki reseptdr, bircok hicre
tzerinde beraber bulunur. TNF reseptorleri ¢ozilebilir yapida olup TNF'yi
baglama yetenedindedir. Boylece TNF'nin akut etkilerini sinirlayabilmektedir
(67, 68). Deneysel caligsmalar gostermistir ki TNF-a’nin biyolojik etkin bir
sinyal olusturabilmesi i¢cin en Onemli reseptort TNF-RI'dir (64,69). TNF-RII
reseptdrlerinin de 6nemli gérevleri vardir. Apopitoz, lenfosit cogalmasi ve deri
nekrozu gibi olaylarda hucresel sinyal iletiminde 6nemli rol oynar. Bazi
calismalarda, TNF-RI; septik soktan 6len hastalarda, hayatta kalan hastalara

oranla daha yuksek seviyelerde bulunmustur (70).
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TNF-a’'nin vlcuttaki biyolojik etkileri ¢ok cesitlidir (Sekil 5). Dusuk
konsantrasyonlarda TNF-a, |6kosit ve endotel hiicrelerinin parakrin ve otokrin
duzenlenmelerine lokal olarak etki eder.

Cytokines. Antibodies
adhesion molecules,
coagulation factors,

iNOS \

TNF, other cytokines
-1,

IL-6 ™
e Endothelium
(o==)
_— \
S '

Stimulus Monocyte \
[ om 3 — TNF e Fover

M.,n:\m;;:mage // \\\‘ B Brain
\ Adipocyte '\_

/ l Inhibition of

Proteolysis IEN-B lipoprotein lipase
collagenase

Acute phase
proteins

Sekil 5. TNF a’nin Etkileri (71)

TNF: Timér nekroz faktér, IL: interlokin, IFN: interferon, INOS: indiiklenebilir NOS

Dusik konsantrasyonlarda TNF-a’'nin biyolojik etkileri su sekilde

Ozetlenebilir:

» TNF-a, vaskiler endotel hucrelerinin yeni vyilizey reseptori
olusturmasina yol acarak endotel yilizeyine I6kosit adezyonuna
neden olur. TNF-a, noétrofilleri uyarmada guclu bir aracidir. Ayni

zamanda eozinofil ve mononukleer fagositleri de aktive eder.

» TNF-a, mononikleer fagositlerden ve diger hicrelerden sitokin

dretimini uyarir.

» TNF-a, virtslere karsi koruyucu etki gosterir. Sinif | major
histokompatibilite (MHC) antijenlerinin ¢ogalmasina ve virlsten
etkilenen hucrelerin immin yanitla parcalanmasina neden olur
(72).
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Eger yetersiz TNF-a salinimi olursa, yetersiz infeksiyon yaniti olusur.
TNF-a uretimi icin gerekli uyari guglu ise, fazla miktarda sitokin tretir. Gram
negatif bakteriyel sepsislerde agiri TNF-a dolasim kollapsi ve yaygin damar
ici pthtilasmaya neden olmaktadir. TNF-a’nin notralizan antikorlari endotoksik
ya da septik sokda mortaliteyi 6nler.

TNF-a’nin yuksek konsantrasyonlarinda élimcul etkileri sunlardir:

» TNF-a, miyokardiyal kontraksiyonu engelleyerek doku kanlanmasini
bozar. Bu etkinin mekanizmasi, argininden NO ve sitrullin
dontsimini saglayan kardiyak miyozitlerdeki NO sentetaz

enziminin aktivitesinin arttirilmasidir.

» TNF-a, vaskiler diz kas hucrelerinin tonusunu azaltarak, kan
basinci ve doku oksijenasyonunu azaltir. TNF-a ; ya direkt etkisiyle
ya da prostasiklin ve NO yapimina neden olarak vazodilatator etki

olusturur.

» TNF-a, damar icinde tromblis olugsumuna neden olarak doku
kanlanmasini azaltir. Bu etkiyi; pihtilagsma sistemi ve notrofilleri,
mononukleer fagositik hiicreleri ve endotel hiicrelerini aktive ederek

yapar.

» TNF-a ciddi metabolik bozukluga neden olur. Kan glukoz
konsantrasyonunu yasamla bagdasmayacak sekilde disurir. Bunu,
kas hucrelerinde asiri glukoz tiketimine ve karaciger tarafindan
glukoz Uretiminde yetmezlige neden olarak yapar (72).

TNF-a, sepsisin patogenezinde birincil sitokindir. Bu proteine kasektin
adint vermiglerdir (73). TNF-a’'nin plazma ve serum duzeyleri sepsisli
hastalarda yuksektir. TNF-a dizeyiyle yasam orani arasinda ters bir iligki
vardir. Saglikli bireylere endotoksin enjeksiyonundan sonra 60-90 dk icinde
TNF-a dizeylerinde artis saptanir (74).
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Endotoksin enjekte edilen cesitli deney hayvanlarinda, anti TNF-a
antikorlarinin mortaliteyi azaltmasi ve TNF-a’ya kargi pasif immuinizasyonun
diger inflamatuar sitokinlerin sekresyonu engellemesi, bu mediatorlerin

TNF-a aktivitesi sonucunda salgilandiklarini gostermektedir (52).

1.1.3.1.2. IL-10

IL-10, 19 kDa molekll agirliginda, sitokin sentez inhibitor faktor (CSIF)
olarak da bilinen antiinflamatuar bir sitokindir (52). Kromozom 1 tzerinde tek
genden kodlanir. Primer olarak T lenfositler, monositler, makrofajlar,
B lenfositler ve noétrofiller tarafindan sentezlenen ve supressif bir sitokin olan
IL-10, konak¢inin Gram negatif sepsiste organ yetmezligi ve o6lumden
korunmasinda kritik bir rol oynar. imminoregiilatuar sitokinler arasindaki
dengede ¢ok 6nemli bir géreve sahip olan IL-10, koruyucu aktivitesini TNF-q,
IL-18, IL-8, IF-y, IL-6 ve PG metabolitleri gibi inflamasyon mediatorlerini
inhibe ederek gosterip negatif feedback icin mikemmel bir 6rnek sunar.
Bununla birlikte, bazi T lenfositleri, mast hicreleri ve B hucrelerini stimule
eder ve Ig G sekresyonunu sagdlar. IL-10, bircok sistemik hastalikta ve
inflamatuar durumlarda dolagimda dlculebilir. Enfeksiy6z, otoimmin ve

malign hastaliklar disregile ettigi distintlen énemli bir sitokindir (76).

IL-10, ilk kez fare Th2 lenfositlerinden koken alan sitokin olarak
tanimlanmig ve Thl hicrelerinde sitokin yapimini inhibe etmesi nedeniyle
"sitokin yapimini inhibe eden faktor" olarak isimlendirilmistir (77), (Sekil 6).

Th1 hiacre

CcD4™ i
hicre éi o Makrofaj aktivasyonu

Makrofaj aktivasyonunun
inhibisyonu

: " s I;L—“EO, IL.-4, ¥L~13|

Th2 hicre \’“’%“"

Sekil 6. T Hucreleri ve Sitokinlerin Etkileri (77)

TNF: Tiimér nekroz faktor, IL: interlkin, IFN: interferon, Th2: Thelper2
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Yapilan caligsmalar, Th2 ve CD8 T lenfositlerinin,
monosit/makrofajlarin, aktive olmus B lenfositleri ve Epstein Barr Virusu
tarafindan transforme edilen B lenfositlerinin IL-10 Uretim kapasitesine sahip
oldugunu gostermistir (78,79).

IL-10'un, hematopoetik hicre dizileri Gzerine multibl biyolojik etkileri
vardir. insanlarda B lenfositleri icin biiyiime ve differansiye edici faktor olarak,
fare modellerinde ise T lenfositleri i¢cin blylume faktori olarak etki gosterir.
IL-10’un Ozellikleri arasinda immunosupressif etkileri de belirlenmigtir. Thl
hicrelerinden IL-2 ve IFN-y yapimini, antijen spesifik T hicre aktivasyonunu
bloke eder, ayrica monosit ve makrofajlardan sitokin yapimini inhibe edebilir
(78). Travmaya maruz kalan hastalarda doku zedelenmesi, iskemi ve
hemorajiye kargi akut fizyolojik bir yanit olarak, genellikle ilk saatlerden
itibaren inflamatuvar olaylar ortaya cikar. Sitokinler ve diger endojen
mediatdrlerin sentezini ve karmasik bir etkilesimini iceren olaylar zinciri dogal
iyilesme surecini saglamaya yoneliktir. Inflamatuar yanitin asiri olmasi

organizma aleyhine olup, SIRS ve MODS ile sonuclanabilir.

1.1.4. Sepsisde Tani

Kan kadltart, sepsis hastasina yaklagimda en temel uygulamadir.
Sepsis tanisi, SIRS'In klinik ve laboratuar bulgulari ile kanda mikroorganizma
bulunmasi veya kanda mikroorganizma bulunmasa bile, radyolojik,
sonografik veya cerrahi olarak bir infeksiyon kaynaginin saptanmasi veya
bdyle bir infeksiyon kaynagindan suphe edilmesiyle konulur. Yogun
bakimlarda acik bir infeksiyon yokken sepsis bulgulari ve belirtileri olan
hastalarda sepsis tanisi konulmasi kolay degildir. Risk altinda olan hastalarin
bilinmesi ve bunlarin yakindan takibi erken tani ve iyi sonu¢ alma firsati
saglayabilir. Ozetle sepsis tanisi ve ideal yaklagim planlanmasinda net olarak
ortaya ¢ikan gercek etkili ve hizl bir igbirligidir. Fakat ginimuzde asil sorun
sepsisin dusunulebilmesinde, akla getiriimesinde yatmaktadir (80).
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Sepsite Biyobelirtegler:

Sepsis, infeksiyona inflamatuar bir reaksiyon olarak ortaya ¢iktigindan
ates ve lokositoz gibi klinik bulgularin yaninda 6nceleri inflamatuar yanitin
saptanmasinda CRP duzeylerinin 6lgulmesi gibi bazi laboratuar testleri de
kullanilmigtir. Ancak bu parametreler gtvenilir olmadigi gibi sepsise spesifik
de degildir. Sepsise bagli SIRST enfeksiyon disi nedenlere bagli olan
SIRS’dan ayirmada kullanilabilecek parametrelerin arayigi devam etmektedir.
Son yillarda enfeksiyona bagli SIRS'In potansiyel belirteci olarak dikkatler
cesitli sitokinler, akut faz proteinleri, prohormonlar, hiicre reseptorleri, insan
I6kosit antijeni (HLA-DR), miyeloid hicrelerde eksprese olan tetikleyici
reseptor-1 (Triggering Receptor Expressed On Myeloid Cells: TREM-1) ve
prokalsitonin (PCT) Uzerinde yogunlastinimistir (81, 82). Bunlarin ¢ogunun
tanisal performanslarinin kot olmasi, 6lgum gugclukleri veya her ikisi
nedeniyle sepsisin ‘iyi’ biyobelirtecleri olmadiklari kabul edilmektedir. Ayrica
bu biyobelirteclerin ¢ogu PCT haric hala deneysel evredir ve Kklinik

kullanimlari hentiz sonuglanmamistir.

Son yillarda sistemik inflamasyona eslik eden bakteriyel, parazitik ve
fungal infeksiyonlarda kalsitoninin bir propeptidi olan PCT'nin kan
duzeylerinde artis oldugu saptanmistir. PCT, normal kosullarda tiroid bezinin
C hdcrelerinde yapilan bir propeptiddir ve saglikl bireylerde kandaki dizeyi
saptanamayacak kadar disuk (<0.1 ng/mL) iken agir jeneralize
infeksiyonlarda 100 ng/mL ‘nin 0Ostine c¢iktigr saptanmigtir. Serum PCT
dizeylerinin sepsiste tanisal bir belirte¢ oldugunu ve ayrica sepsisin, agir
sepsis ve septik soktan ayirt edilmesine yaradigini gosteren calismalar da
mevcuttur (83, 84). Ancak yeni bazi metaanalizlerde, PCT’nin sepsis
tanisinda ‘sihirli degnek’ roli oynamadigi gosteriimektedir (81, 85). Bu
yuzden PCT'nin tanisal bir parametre olup olmadigr halen aktif olarak

arastiriimaktadir.
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Son vyayinlarda, miyeloid hiicrelerde eksprese olan TREM-1'in
infeksiyon belirteci olabilece@ini g0Osteren kanitlara rastlanmaktadir.
Immiinglobiilin stiperfamilyasinin bir tiyesi olan, TREM-1 ve miyeloid DAP12-
iligkili lektin (miyeloid DAP12-associating lectin: MDL-1), monosit aktivasyonu
ve inflamatuar yanitta 6nemli rol oynayan kisa sure 6nce kesfedilen 2
reseptordur (86,87). TREM-1 proinflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin

salinimina ve adhezyon molekdllerinin ylizey ekspresyonuna neden olur (88).

Sepsisin diger klinik ve laboratuar bulgulari, islev bozuklugu gelisen
organlar ile iligkilidir ve bu nedenle de ayni zamanda sepsiste organ

tutulumlarini yansitan bulgulardir.

1.1.5. Sepsisin yonetimi

Sepsisin, protokoller uyarinca yapilan taramalarin yardimiyla erken
tanimlanmasinin, kanita dayali protokollerle belirlenmis tedavilere olanak
taniyarak, sepsisteki mortalite ve morbiditenin azalmasini sagladigi
dusunulmektedir. Resusitasyon, enfeksiyon yonetimi ve yogun bakim birimi
destek hizmeti agisindan en iyi klinik uygulamalara iligkin kanitlar, Surviving
Sepsis Campaign (SSC) (Sepsiste Sagkalim Kampanyasi) araciligiyla
olusturuimus ve agir sepsis ve septik sokun yonetimi icin kanita dayal
kilavuzlar olarak yayinlanmistir (33).

1.1.6. Bakteriyel Translokasyon

Bakteriyel translokasyon; ilk olarak Berg ve Garlington (89-92)
tarafindan, canli mikroorganizmalarin yanisira cansiz mikroorganizmalar ve
endotoksinlerin barsak epitel mukozasini agsarak lamina propria ve oradan da
mezenter lenf dugumu, karaciger, dalak gibi organlara ve diger dokulara
gegcisi olarak tanimlanmigtir. Bu gecis normal sartlarda gerceklesmemektedir.

Immun sistem yetersizli§i, barsak mukozanin, yapi ve fonksiyonundaki
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degisiklikler, bakteriyel translokasyon mekanizmasindan sorumlu olan baslica
faktorlerdir (93). Sepsis, yanik, sok, cerrahi travma, aclik, mekanik intestinal
obstriiksiyon, safra yolu tikanikligi gibi durumlarda barsak bariyer
fonksiyonunun  ve mukozal batinlugunin  bozulmasi, bakterilerin
absorbsiyonunu arttirarak barsak digina c¢ikmasina, baska organlara
bakteriyel translokasyonuna neden olmaktadir (94, 95). Ayrica, caligmalar
bakteri translokasyonun iB yolu ile oldugunu gostermistir (96).

Bakterilerin, intakt barsak limenini gegcmesine neden olan tim olaylar
ayni zamanda bir sepsis nedenidir. Ote yandan sepsisin ilerlemesi sirasinda
bakteriyel translokasyon devam etmektedir. Kisaca sepsisin kendisi bir
bakteriyel translokasyon nedenidir (97).

E.coli, K.pneumonia ve diger enterobakterler, P.aeroginoza, enterokok,
laktobasiller, stafilokok cinsi bakteriler en sik translokasyona ugrayan
bakterilerdir. Translokasyona ugrayan bakteriler, intrasellller patojenlerdir ve
fagositoza direng gosterirler. Lokositlerin iginde ¢ogdalabilirler ve I6kositlerin
disinda da canli kalabilirler. Anaerob bakteriler nadiren translokasyona neden
olurlar. Bu durum, anaeroblarin mukozada kolonize olarak epitelyuma
baglanmamasi ya da epitele baglansalar bile fagositoza daha direngli
olmalari ile aciklanmaktadir (96).

Barsak bariyeri: Patojen mikroorganizmalara ve toksik Urtnlere karsi dnemli
bir savunma gorevi yapar. Barsagin hicresel bariyerini kolumnar epitel
hicrelerinin olusturdugu tabaka ve bunlarin arasina serpistiriimis goblet
hicreleri, lenfositler ve M hicreleri gibi 6zel hiicreler olusturur. Normal epitel
hicresinin yapi ve fonksiyonunun ve siki junctionlarin korunmasi bakterilerin

transepitelyal ve transsellller go¢ina dnler (98).
Barsagin immunolojik bariyeri: Peyer plaklari, lenf folikdlleri, lamina

propria lenfositleri, mezenterik lenfoid hicreler ve IgA'dan olusur. (99,100).
intestinal limene IgA sekresyonu, bakteriyel invazyona karsi ilk defans
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cizgisini olusturur. IgA, bakterilerin barsak duvarina yapismasini ve
fagositozu Onlemektedir, bu da lokal immiunitenin translokasyonu
engellemesini saglar (98, 100). Antijenik uyari sonrasinda, olusan T ve B
lenfositleri peyer plaklarindan ayrilarak, mezenter lenf digumlerine oradan
da lenfatikler yoluyla viicudun c¢esitli bélgelerine giderler (98, 99).

1.1.7. Kritik Hastalarda Beslenme

Guncel oneriler; gastrointestinal traktusun fonksiyonel oldugu

durumlarda enteral nitrisyona mimkun olan en kisa stirede baslaniimasidir.

Klinik ndtrisyon kilavuzlarinda, hastanin yogun bakima kabullinden
sonraki ilk 24-48 sa icinde erken nltrisyon destegine basglanmasi
onerilmektedir. Erken enteral nitrisyon yogun bakimda ilk basamak tedavi
olmahdir, ancak gerekli kalori hedefine ulasilamazsa, kombine enteral
parenteral nitrisyon destegine baglanmalidir (101, 102).

e Enteral beslenen kritik hastalarda yapilan bircok caligsmada; organ
yetmezliginin daha az, yara iyilesmesinin, gastrointestinal sistem
mukoza butinlaganin, visseral protein sentezinin, immunitenin daha
iyi ve yogun bakimda kalis siresinin daha kisa oldugu gosterilmistir
(105-107).

Enteral nutrisyon, enerji alimi hedeflerine ulasamadan basarisizliga
ugrayabilir ve komplikasyon riski 6nemli derecede yiiksek olabilir. Onceki
inaniglarin aksine yogun bakimda yapilan yeni calismalarin metaanalizleri,
parenteral ndtrisyonun artan mortaliteyle bir ilgisinin olmadigini, hatta

sagkalim oranlarinda artis ile iligkili bile olabileceg@ini de g&stermistir (108).
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1.2. GLUTAMIN

GlIn, 146.15 g/mol agirhdinda, notral, iki nitrojen azot atomu iceren,
nonesansiyel 5 karbonlu glikojenik bir aminoasittir (109) , (Sekil 7)

O O
\ /
“ ,C~CH—-CH2—-CH>~C

()
o) = NH3 (+) AN NH.

Sekil 7 : Glutaminin (GIn) Kimyasal Formuli (109)

L

GlIn, 0.5-0.8 mmol/L plazma konsantrasyonu ve 15-20 mmol/L kas
hicre i¢i konsantrasyonu ile vicutta en ¢ok bulunan non-esansiyel bir
aminoasittir (110,111).

GIn’in, katabolik durumlarda esansiyel hale gectigi gosterilmigtir.
Sepsis, travma, yanik, malnttrisyon, 7 ginden uzun siren oral beslenememe
ve ameliyat yaralarinin iyilesmesi gibi agir stres durumlarinda, Gin ihtiyaci,
sentez kapasitesini asar. Bu da GIn’in ‘duruma bagli esansiyel aminoasit’
tanimini almasina neden olur. Bu sartlar altinda GIn ilavesi gerekebilir
(109,112-117).

Erigkin bir insanda (=70 kg), ¢cogu intraselliler olmak tzere, yaklasik
80 g serbest GIn bulunmaktadir. Normal bir diyetle 5-10 g/gin Gln alinmakta,
emilen GIn’in ¢ogu visseral dokularda katabolize edilmekte ve periferal
dolagima gecmemektedir. Insanlarda bu GIn déngisi, GIn sentezinin
énemini gosterir. Gln déngilisi insanlarda 180-500 pmol kg™t sa™® iken,
sicanlarda 1300-3800 pmol kg* sa® tir (112, 117). Ayrica, sicanlardaki
plazma GIn konsantrasyonu yaklasik 0,75 mmol/L dir (117).
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GIn, nitrojeni alma ve verme kapasitesi ile dokular arasinda nitrojen
transferi icin 6nemli bir aragtir. Bazi durumlarda kanda tasinan aminoasit
azotunun % 80’inden fazlasini kapsar. GIn bir tampon olarak hareket eder.
GIn; glukozamin, guanozin trifosfat ve nikotin adenin dintkleotid sentezi igin
nitrojen temin eder. Renal amonyak sentezi i¢cin énemli bir kaynak olup hem
sindirim kanalinda hem de bobreklerde asit baz dengesinde dnemli bir role
sahiptir (110, 111, 116, 118, 119).

GIn’in vicutta kullanildigi yerleri soyle siralayabiliriz (110, 111, 116,
118):

» Protein sentezi

» Nitrojen, karbon transferi

» Amonyak tamponu

» Nukleotit biyosentezi

> Ure sentezi (karaciger)

» Glukoz/glikojen biyosentezi

» Metabolik yakit

» Aminoasit havuzu

» Glutatyon biyosentezi

» Amonyogenezis(bokrek)

GIn, vicutta en blaytk mobil nitrojen deposunu olusturmakla birlikte,
hicre icinde depolanmamaktadir. Hiicre hacminin osmotik regilasyonunda
onemli rol oynar. Proteinlerin fosforilasyonuna neden olur, bu da GIn’in

protein sentez diizenleyicisi oldugunu gostermektedir (110, 111, 118, 119).
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GIn karbohidrat metabolizmasinda glukoneogenezisin 6ncusu ve
karbon iskeletinin organlar arasi transport aracidir. Onemli bir intraselliiler
antioksidan ve hepatik detoksifiye edici madde olan glutatyon sentezinde de
GIn kullanilir (110, 111, 116,119).

GIn, hizli gcogalan ve metabolik olarak aktif dokularin fonksiyonlari ile
yapisini korumada gereklidir. Birgok canlida enterositler enerji kaynagi olarak
GIn’'i kullanmaktadir. Ayni zamanda Gln, fibroblast, lenfosit, makrofaj ve
kanser hucreleri gibi hizli ¢cogalan hicreler icinde de bir enerji kaynagidir
(110, 111, 116, 118 119).

1.2.1. Sepsis ve Glutamin:

Sepsiste glutamin eksikligi ¢cok ciddidir ve bu eksiklik travmaya bagli
hiperkatabolizmadakinden daha uzun sdrer (120). Plazmadaki dugtsiu
kompanse etmek icin erken donemde GiIn, iskelet kasina ilave olarak
akcigerlerden salinir. Ge¢ dénemde boébrekler devreye girer. Bobrekten
amonyum salgisi azalir. Bu degisiklik bobrek yetmezligine ve bdbregin asit-
baz dengeleme fonksiyonunun bozulmasina neden olur. Endotoksemi
durumunda intestinal glutamin tutulumu diser ve karacigerde tutulumu 10 kat
artar ve muhtemelen karacigerde glukoneogenezis, urogenezis, protein,

nukleotid ve glutatyon sentezinde kullanilir (121).

Sepsisin baslamasindaki dnemli etkenler arasinda sayilan bakteriyel
translokasyonu onlemek veya azaltmak igin barsak bariyer fonksiyonunu
artirict arunler denenmektedir. Bu amacla arastirilan trtnlerin basinda da

glutamin gelmektedir (122).

1.2.2. Glutamin Metabolizmasi

GlIn, sitoplazmada bulunan GIn sentetaz enzimi ile glutamat ve
amonyaktan sentezlenir ve glutaminaz enzimi ile mitokondride L-glutamik asit

ve amonyaga parcalanir. Glutamat, glutamat dehidrogenaz enzimi ile alfa
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ketoglutarata ve amonyaga donusur (Sekil 8). Glutamat ayrica alanin ve
diger maddelere de dénusmektedir (22, 110, 123), (Sekil 9).

Glutaminaz
H:NOCCHCH:CHNH:COO" ====== "O0CCH:CH:CHNH:COO" + NH;
Glutamin Glutamin Sentetaz Glutamat Amonyak

Sekil 8: Glutaminin (GIn) Sentezi ve Pargcalanmasi (110)

Laktat
Ure ?apuml Nlanin o Parivat__,, Asetil_Yaasitieri ,, Fosfolipidler
CoA
NHs NHy €0,  Malat \‘)‘@%—”ﬁ»m
Glutami Glutamat o ketoglutarat TCA  Oksaloasetat _pAspartat__,, Asparajin
siklusu A Metionin
N X Treonin
-NH, Q-I: \ [zolézin
Sitra COz Lizin
Karbomoil o Ure siklis Alanin ——  Pirvat Pirimidin
Fosfat = Pirimidin Oksolaasetat —® Aspartat Plirin sentezi

UTP ———CTP Serin sentezi
IMP ——» GMP

Aspartat—> Asparajin

Glukoz—» Glukozamin

NAD+ sentezi

IMP sentezi

Sekil 9. Glutamin (GIn) Metabolizmasiin $ematik Gorunimu (111)
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Bazi organ ve dokular, hem GIn sentetaz hem de glutaminaz
aktivitesine sahip olarak GIn sentez ve tiketimini yapabilirler. Bununla birlikte
enzimlerden birinin aktivitesi baskin olmakta ve dokuyu net Gin Ureticisi veya
tuketicisi yapabilmektedir. Net GIn dreticileri; kas dokusu, beyin, kalp,
akcigerler, deri ve yag dokusudur. Net GIn tiketicileri ise gastrointestinal

sistem, dalak, pankreas, boébrek ve bagisiklik sistemidir (111, 116).

Karaciger, GIn'i hem sentezleyen hem de tiketen bir organdir.
Periportal bolge glutaminaz igerir ve Ure sentezinde rol oynar. Hepatik vendz
cikis bolgesindeki hicrelerde ise GIn sentetaz bulunmaktadir. Bu fonksiyonel
organizasyon ¢zellikle asit baz dengesi icin 6nemlidir. Ure sentezi bikarbonat
harcar, buna karsin GIn sentezi bikarbonat korunmasini saglar ve bébrege
daha fazla GIn vererek amonyak atilmini duzenler. Bu nedenle asidoz
sonrasinda GIn sentezi artar, uUre sentezi azalir ve asit yukid icin renal
tamponlama kapasitesini arttirmak amaciyla Gin temin edilmis olur. Dusuk
proteinli diyet verildiginde ise karaciger daha fazla GIn sentezine yonelir. Gin,
hepatik glukojen sentezini ve lipogenezi arttirir, buna karsin lipoliz ve keton
cismi Uretimini azaltir. Sonug¢ olarak karacigerin Uretici ya da tuketici
olmasinda kan amonyak konsantrasyonu, pH ve metabolik stres derecesi rol
oynar. Stresin olmadidi normal fizyolojik durumlarda karacigerde GIn yapim
ve yikimi denge halindedir (116,124).

Bobrek, tokluk durumunda net bir GIn alicisidir. Asidoz sirasinda
bobregin GIn alimi ve glutaminaz enzim aktivitesi artar. Bu durum renal
amonyak ve bikarbonat Uretimini arttirir. Amonyak idrarla atilir, bikarbonat ise
kana verilir ve alkali depolari arttiriimaya calisilir (110, 116). iskelet kasinda
hiicre ici serbest aminoasit havuzunun % 60’ 1 GIndir. insanda, iskelet
kasinin hicre ici sivisi 20 mmol/L konsantrasyonunda GIn icerir ve bu miktar
kan konsantrasyonunun 30 katidir. Metabolik stres durumunda bu havuz
baslica GIn kaynagidir. Dinlenme doéneminde, iskelet kasindan serbest
dolagima gecen aminoasit kaynakli nitrojenin % 60’dan fazlasi alanin (Ala) ve
GIn dir. Bu miktar kas ici proteininde bulunan Ala ve GIn'den ¢ok daha
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fazladir ve diger aminoasitlarden sentezlendigini gosterir. Stresin olmadigi
normal fizyolojik durumlarda kas dokusu, diger organlar icin gerekli miktarda
GIn’i endojen olarak Uretir (110, 116), (Sekil 10).

Glutamine Metabolism
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Sekil 10: Glutamin (GIn) Metabolizmasi (125).

Normal ve septik durumlarda organlar arasi glutamin akisi. Normalde, kas ve akcigerler tarafindan serbestlenen
glutamini alan baslica organ ince bagirsaktir. Sepsiste ise; glutamini alan ana organ karacigerdir. Yine sepsiste
iskelet kasi da glutamini gdnderen baslica organdir.

Iskelet kasinin yaninda akcigerler de ikinci biyik GiIn ureticisidir.
Akcigerler GIn sentezi icin gerekli glutamat ve amonyagi dolagimdan alirlar.
Endotel ve tip 2 alveolar hiicreler ise GIn tuketicisidir (116,126).

Gl sistem, viicutta en fazla GIn kullanan organlardan biridir. GIn, hem
barsak limeninden hem de kan dolasimindan elde edilebilir. GIn, barsaga
konsantrasyon bagimli olarak alinir. Enteral GIn alimi sonrasi, insanlarda
ileum ve jejunumdan amonyak atilimi olmaktadir. Bu durum barsakta
amonyak Uretiminin ¢ogunun barsak bakterileri kaynakli olmayip GIn
metabolizmasindan kaynaklandidini gosterir (116, 127).
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Enterositler, dusik GIn sentetaz enzim aktivitesine sahip olup daha
fazla miktarda glutaminaz enzimi icerdiklerinden hazir GIn kaynagina
bagimhidir (21, 128-133). Normal sartlarda Gl sistem cesitli maddeler
salgilayarak barsak mukozasini iyi bir sekilde korur. Epitel htcrelerini
korumak icin mukus, endotoksin gecisini azaltmak icin safra tuzlar ve
mukozal htcrelere bakteri yapismasini engellemek icin sig A salgilar. Gin,
sindirim kanali mukoza bariyer fonksiyonunda hayati rol oynamaktadir (21,
119, 128-131). GlIn, intestinal mukoza Uzerinde trofik ve permeabiliteyi
azaltici etkisi ile, barsak metabolizmasi ve fonksiyonunun devami igin
mutlaka gereklidir (109). Oral GIn desteginin barsak bazal membranini
korudugu ve cerrahi sonrasi komplikasyonlari azalttigi savunulmaktadir (11,
112, 134-136).

Kritik hastalik doneminde sindirim kanalinin aminoasit regulasyonunda
kritik bir 6neme sahip oldugunu bilinmektedir (110, 118, 119, 137, 138).
Yaralanma ve cerrahi stresi takiben, sindirim kanali, firgamsi kenarlari
boyunca GIn alimini arttirarak barsak metabolizmasi ve fonksiyonlarini korur
(139). Enterositler tarafindan GIn’in hizli bir sekilde kullanimi sonucu glukoz
birakilir ve bu glukoz stres boyunca diger glukoz bagimli dokular (beyin,
eritrositler) tarafindan kullanilabilir. Ayrica GIn metabolizmasinin parcalanma
dranleri glukoneogenezis ve hepatik trogenezis igin oncullere doénusebilir.
Enterositte, 1 mol GIn trikarboksilik asit siklusu ile tam olarak okside olunca
37 mol ATP Uretimi saglanirken glukoz sadece purivata ¢evrilir ve 2 mol ATP
aretimi saglanir (140). Kolonositler, GIn’i kullanir fakat baslica enerji kaynagi
olarak kisa zincirli yag asitlerini tercih ederler.

Lenf nodu, dalak, timis, peyer plagi, kemik iligi ve periferik kan
lenfositlerinde ylUksek dlizeyde glutaminaz aktivitesi tespit edilmigtir
(141,142). immin sistem hicreleri, GIn’i, enerji temininde, niikleotid
sentezinde ve hicre ¢ogalmasi icin kullanirlar (110, 141-145). Lenfositlerin
mitojenik stimilasyonu, hem glutaminaz aktivitesini hem de GIn kullaniima
oranini arttirir. Arasgtirmalar, immun sistem fonksiyonlari icin GIn'in gerekli
oldugunu gostermistir (110, 129, 141, 146-150).
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Lenfositlerin GIn kullaniminin baslica Urunleri, glutamat, aspartat,
laktat ve amonyaktir. Ayrica alanin (Ala) ve purivat da uretilir. GIn’in yaklasik
% 25’i tamamen okside olur (141, 146, 147, 151).

Sepsis vakalarinda glukoz metabolizmasi bozulmasina ragmen
barsakta aerobik GIn ve glutamat oksidasyonu devam eder (152). GIn'in
organlar arasi dongusu sekil 11’da gorulmektedir

! Karaciger
(glukoneogenezis, akut faz protein sentezi)

Sekil 11. Glutaminin (GIn) Organlar Arasi Dongustu (109, 119)

TNF: Timér nekroz faktér, IL: interlokin, IFN: interferon.

1.2.3. Glutamin Dengesini Etkileyen durumlar:

GIn, birgcok durumda sentez edilmektedir, ancak vicut ihtiyaci; travma,
sepsis ve yanik gibi stres durumlarinda sentez kapasitesini asar. Kritik
hastalarda kan ve doku GIn dizeyleri diger ve bu dusus hastanin anabolik
doneme gecigine kadar surer. Bu gibi durumlarda hticre ici konsantrasyonu
% 50’ den fazla duserken plazma konsantrasyonu normalin % 30’ una kadar
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azalir. Septik hastalarda iskelet kasi htcre ici GIn duzeyi % 75 azalir (120,
121, 153-155).

Plazma GIn dizeylerinin disik oldugu durumlarda;
» T-Lenfositleri baskilanir
» Notrofillerin bakterisidal fonksiyonlari bozulur

» Makrofajlarin fagositik aktiviteleri ve IL-1 yapimi azalir (156).

Aclik durumunda kas GIn diizeyi 3. ginden sonra azalirken, elektif
cerrahi vakalarinda 12 saatte, sepsis ve travma vakalarinda birka¢ saatte
azalir (154).

Major cerrahi girisim ile plazma GIn dizeylerinin 7 giin disuk kaldig,
herni onarimi gibi minor cerrahi girisim durumlarinda ise plazma Gin
dizeylerinin degismedigi saptanmistir (157). Katabolik stres durumunda kas
GlIn’'in azalmasinin sebebi, GIn kullaniminin artigi, Gln temininin olmamasi,
kas hicre membrani boyunca glutamin konsantrasyon farkinin, sabit

tutulamamasi sonucudur (119).

Iskelet kasindan GIn mobilizasyonunu takiben iB'da GIn tiketimi ve
oksidasyonu olusur (119). Cerrahi streste barsagin GIn kullanimi % 75
artarken diger organlarda da GIn kullanimi artmaktadir. Bu olay
glukokortikoidlere ve kan pH’'sina baglhdir. Renal GIn kullanimi da asidoz

sirasinda 10 kat artar ve amonyak uretimi desteklenir (119, 143, 158).

Stres sirasinda lenfosit ve makrofajlarin, GIn kullanimini arttirarak
diger biyokimyasal olaylari dizenledigi gosterilmistir (119). T lenfositler
optimal blyume ve fonksiyon i¢in GIn’e ihtiyag duyarlar ve kritik hastalarda
GIn eksikligi T hiicre stpresyonuna neden olur (114, 148, 159). IL-1, TNF-aq,
IF-y duzeyleri major cerrahide degismezken, IL-6 dizeylerinin Gln’e paralel
azalma gosterdigi tespit edilmistir (157).
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Yaralanma ve enfeksiyonda ilk metabolik cevap, kas dokusunda
protein katabolizmasinin ve GIn dretimin artmasidir. Protein yikiminin
artmasi, Ozellikle GIn ve Ala gibi aminoasitlerin visseral organlara akimini
arttinr.  Kas dokusunda protein yikimi sayesinde immin hucrelere,
enterositlere ve yara iyilesmesinde rol alan hiicrelere Gln saglanmaktadir. Bu
donemde artmis glukoneogenezde ve akut faz proteinlerinin tretiminde bu

aminoasit kullanilir (160).

Herhangi bir dokunun yaralanmasi kandan GIn’in dokulara ge¢cmesine
yol acar. Cerrahi, enfeksiyon, travma, yanik, sepsis veya diger ciddi
hastaliklari iceren akut stres durumlarinda glukokortikoid aciga c¢ikmasi
protein yikimini arttirir. Bunun i¢in 6nemli miktarda protein hizli sekilde yikilir.
Protein kaybinin ¢cogu iskelet kasinda olur. Hiicre ici GIn konsantrasyonunun
azalmasi sonucu negatif nitrojen dengesi ortaya cikar ve iskelet kas protein
sentezinde azalma olur. Artan kas proteolizi sonucu idrarla nitrojen kaybi
artar. Kas kitle azalmasi ile birlikte negatif nitrojen dengesi gozlenir. Sonugcta
ciddi hastalarda kas GIn duzeyi de tikenir ve plazma GIn dizeyini
destekleyemez. Plazma GIn dizeyi azaldik¢a yara iyilesmesi gecikir, barsak
gecirgenligi artar, bakteriyel translokasyon, sepsis ve multipl organ
yetmezligi 6nemli dlgtide artar (119, 160), (Sekil 12).
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Sekil 12: Stres Esnasinda Glutamin Metabolizmasi (161)

TNF: Timér nekroz faktér, IL: interlokin, GH: Growth hormon, BCAA: Dalli zincirli amino asidler, ala: Alanin

Gln'den fakir beslenme ile barsaklarda belirgin vill6z atrofi olugur,
gastrointestinal kanalin patojenlere gecirgenligi artar, bakteri ve toksinlerin
translokasyonu olur (Sekil 13). Bakteri translokasyonu da sitokin
bombardimanini baslatir. Boylece MODS olusur (128, 129, 139).

Barsak Limeni

Mnm mnmmw nnmls W\“

@% |
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Sekil 13: A: Normal Barsak Mukozasi, B: Glutamin Eksikliginde Barsak
Mukoza (Villus) Atrofisi ve Bakterilerin Gegisi (162)
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Ciddi travma vakalarinda en 6nemli morbidite ve mortalite sebebi
enfeksiyon oldugu icin, travma sonrasi immin fonksiyon ve barsagin
mukozal bariyer fonksiyonunun saglanmasi c¢ok ©nemlidir. CuUnkld bu
enfeksiyonlarin, barsak gecirgenliginin artmasi ve bakteriyal translokasyonun
bir sonucu olarak gelistigi dustunulmektedir (109, 110, 119, 141).

Plazma GIn dizeyi, yogun egzersiz yapan atletlerde de dusmektedir.
Sik, yogun ve agir egzersiz yapildigi durumlarda kas GIn dizeyi normale
yUkselecek zaman bulamaz. Egzersizler arasinda iskelet kasindaki GIn
depolarinin yerine koyulmamasi, egzersiz sirasinda plasma GIn dizeyinin
daha da azalmasina neden olur. Bu durum, immun hicreler ve fibroblastlar
icin uzun dénem GIn yararlanabilirligini azaltir. Bu atletlerde, enfeksiyon ve
allerji yiksek oranda goéruldr, lenf nodlarinda bliyume ve yara iyilesmesinde
gecikme tespit edilir. Ayni zamanda bu atletlerde immin fonksiyon
parametreleri azalmistir. Duslk yogunluktaki egzersiz ise, iskelet kasindaki
GIn dizeyini etkilemez ve immin sistem Uzerine zararli bir etkiye sahip
degildir (163).

1.2.4. Caligmalarda Glutaminin Etkileri

invitro Cali smalarda ve Hayvan Cali smalarinda Glutaminin Etkileri:

Cerrahi, yanlk ve travma sonrasi notrofillerin bakteri oldirme
kapasitesi azalir. Yanik vakalarinda; GIn desteg@inin, notrofillerin bakteri
oldirme kapasitesini invitro olarak arttirdigi bildirilmigtir (164). Periferik kan
lenfositleri kullanilarak yapilan invitro calismalarda, hicre ylizey aktivasyon
belirleyicilerinin ortaya c¢lkmasi ve lenfosit c¢ogalmasi direkt olarak
besiyerlerinin GIn konsantrasyonu ile ilgilidir (141).

Bircok calisma mekanizmasi net olmasa da GIn’li diyetin nétrofillerin
bakteri 6ldirme fonksiyonunu arttirdigini, GIn dizeyinde azalmanin ise

imminsupresif etki yaptigini géstermektedir (149,165)
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Deneysel calismalarda da, GIn'in, Gl sistem icin énemli bir besin
maddesi oldugu gosterilmigti. GIn destegi verilen sigcanlarda yapilan
calismalarda, GlIn'nin, enterositlere bakteri tutunmasini azalttigi, slgA
konsantrasyonunu stabilize ettigi ve bdylece bakteri translokasyon
insidansini azaltabilecegi bildirilmistir (21, 129, 130, 148, 150, 166, 167).

Oral glutamin uygulamasinin, intraven6z uygulamadan daha etkili
oldugunu goésteren hayvan calismalari da bildirilmistir (168). Oral glutamin
alan hayvanlarda parenteral beslenme alan gruba gore dalakta pozitif kalttr
insidansinda azalma, yagsam suresinde 6nemli bir iyilesme ve bakteriyel
translokasyonda azalma gozlenmistir. (168, 169). Oral GIn ile beslenen
sicanlarda, ince barsak villis yuksekligi, villis sayisi ve kriptalardaki mitoz
sayisinda artis oldugu gosterilmistir (119).

Klinik Cali smalarda Glutaminin Etkileri

Hastalarda parenteral GIn desteginin kas GlIn dizeyine etkisine ait
calismalar yapilmistir (154, 170, 171). Hastalara GIn iceren total parenteral
beslenme (0.285 g GIn kg™ giin™) veya standart parenteral beslenme sivilari
3 gun boyunca verildiginde iskelet kasi GIn dizeyi GIn grubunda % 25
duserken kontrol grubunda %40 diusmasttr. L Ala - L Gln ve GIn prekursorleri
(ornitin a-ketoglutarat veya a-ketoglutarat) iceren parenteral beslenme sivilari
kullanarak da benzer sonugclar elde edilmistir (154, 170, 171).

Cerrahi hastalarda ekzojen GIn ihtiyaci 12 g/gun, ciddi travma ve
enfeksiyon hastaliklarinda 25 gr/gun olarak bildirilmigtir. GIn katkili parenteral
beslenmenin ameliyat sonrasi nitrojen dengesini duzelttigi, periferik lenfosit
sayisini ve notrofillerde |6kotrien Gretimini arttirdidl, ameliyat sonrasi

hastanede kalis suresini kisalttigi gézlenmistir (172).

GIn destedi alan hastalarda total nitrojen dengesi ve iskelet kas
konsantrasyonunun daha iyi korundugu tespit edilmistir (173).
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Bazi klinik calismalarda; parenteral GIn desteginin, enteral
beslenmenin kesildigi saglikli hastalar ile kritik hastalarda, barsak
batinligind  korundugu  gOsterilmisgti, ancak barsak gecirgenligini
azaltmasinin klinik énemi net olarak tespit edilememistir. Ayni zamanda
bakteri ve endotoksinler mukoza yapisini deg@erlendirmede kullanilan
makromolekuillerden (laktiloz, mannitol, D-ksiloz gibi) birka¢ kez daha
blayuktur. Ek olarak insanlarda yapilan calismalarda bakterilerin gecisinde;
villis epitelyum tight junctionlarin (enterositler arasi siki baglanti)
zedelenmesinden ziyade hicre bulyukligindeki azalma (hipoplazi)
gOsterilmistir (21, 131, 137, 174).

GIn katkili parenteral beslenenlerde, lokositlerdeki sistein-lokotrien
(endojen, konakg¢l yanitini  dizenleyen potent lipid mediatori)

konsantrasyonunun normale dondigu bulunmustur (175).

Kemik iligi transplantasyonu yapilan hastalara GIn katkili parenteral
beslenme verildiginde sadece parenteral beslenme alana goére nitrojen
dengesinde belirgin diizelme, yatis siresinde kisalma, enfeksiyon sikliginda
azalma saptanmistir (176, 177).

GIn katkili parenteral beslenme alan transplant hastalarinda hticre digi
ve toplam vicut sivisinda artis en az olmustur. Bu durum GIn’in membran
potansiyelini etkileyerek hicre ici hidrasyon durumunu dizenledigini
dusundurmustar (htcre ici sivinin artmasi anabolik proliferatif bir sinyal iken,

hicre buzigmesi katabolik- antiproliferatif bir sinyaldir) (177).

Kritik hastalarda kullanilan oral GIn kaynagi toz halindeki serbest GIn
formulasyonlari veya proteine baglh glutamin kapsayan enteral Grlnlerle
sinirhdir (110,178).

Enteral GIn desteginin travma hastalarinda total parenteral beslenme
sivilarindan daha iyi bir koruma sagladigi 6ne surtlmustur (179-181).
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GIn, dodal proteinlerin aminoasit igeriklerinin % 4-8’ini olusturur. Bu
nedenle diyetle alinan GIn miktari 10 g/gun’ den azdir (111). Bazi besin
maddeleri GIn acgisindan zengindir. Bugdayin aminoasit miktarinin % 35'i
GIn’den olugmaktadir. Fasulye ve soya fasulyesi zengin bir GIn kaynagi olup
aminoasit iceriginin sirasiyla % 24.2 ve % 9.6’s1 GIn’den olusmaktadir. Peynir
ve slt tozu da glutamik asitten zengindir (110). Bununla birlikte diare
doneminde hastanin agizdan aliminin azalmasi ve uygun besin maddelerinin

alinamamasi sonucu diyetle GIn alimi azalr.

Bir besin maddesinin destegi ©nerilmeden ©6nce guvenilirligi
ispatlanmalidir. Daha 6nceki yayinlarda glutamin metabolizmasi ile toksik
konsantrasyonlarda amonyak ve glutamik asit Uretildigi disunulirken, son
yillarda glutamin destegi sonucunda toksik son Urlinlerde artis olmamis ve

intoksikasyon gozlenmemistir (110, 182, 183).

GIn'nin normal eriskinlerde 0.1 ve 0.3 g kg™ giin® dozunda giivenle
verilebilecegini goOstermiglerdir. Saglikli eriskin gonullilerde parenteral
glutaminin 0.0125 ve 0.025 g kg™ sa™ hizinda 4 sa infiizyon seklinde ve
0.285 ve 0.570 g kg™ giin™ dozunda 5 giin verildiginde yan etki gérilmedigi
bildirilmistir. Ayni zamanda kemik iligi nakil vakalarinda 4 haftaya kadar 0.570
g kg™t gun™ dozunda verildigi zaman parenteral GIn'in cok iyi tolere edildigi
gosterilmistir. Optimum GIn dozu tam olarak saptanmamigken, bircok
aragtirict erigkinlerde 20-40 g/gin dozunun immin fonksiyonu arttirmada,
glutatyon sentezini dizenlemede ve barsak yapisini ve fonksiyonunu
korumada yeterli oldugunu 6ne surmastir (111, 184). Enteral GlIn'in yanik ve
travma hastalarinda onerilen dozu; erigkinlerde 30 g/gin iken ¢ocuklarda 0.3-
0.5 g kg™ giin™ diir (185). Parenteral L Ala-L GIn’in (L Alanil-L Glutamin) ise
onerilen dozu 0.3-0.4 g kg™ guin™ diir (186).

ESPEN (European Society for Parenteral and Enteral Nutrition)
parenteral beslenme rehberinde; yodun bakim hastalarinda parenteral
nutrisyon endikasyonu oldugunda, aminoasit solusyonunun 0.2-0.4 g kg™
glin™ glutamin icermesi (6rn, 0.3-0.6 g kg™ giin™ Ala-GlIn, dipeptid) A diizeyi
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kanit ile onerilmektedir (Grade A), (187). Enteral yoldan GIn’in de 2009
ASPEN/SCCM  (American  Society for Parenteral and Enteral
Nutrition/Society of Critical Care Medicine) rehberinde, yanik, travma ve
karma yogun bakim hastalarinda standart enteral formile glutamin eklenmesi
B diizeyi kanit ile 6nerilmekte iken ESPEN enteral beslenme rehberinde ise

travma ve yanik hastalarinda kullanimi A dizeyi kanit ile 6nerilmektedir (35).

Yine ESPEN yogdun bakim enteral beslenme rehberinde uzman
komite, 24 saatten kisa sure icerisinde kritik hastalarin enteral beslenmeye

baglanmasini C dizeyi kanit ile 6nermektedir (35).

1.2.5. Glutamin Kullanimini Sinirlandiran Durumlar

GIn desteginin insanlarda bazi hasta gruplarinda (premattre, kemik
iligi taransplant hastalari, agir cerrahi hastalar ve sepsis gibi) guvenilirligi
gosteriimesine ragmen, her bilim dal glutamin verilmesinin riskli oldugu

durumlari saptamalidir.

Karaciger ve bobrek yetmezligi olan hastalarda glutamin destegi
onerilmemektedir (110, 176). Karaciger yetmezligi vakalarinda tre sentezi ve
amonyak atilimi bozuk oldugu icin, GIn metabolizma trlnleri toksik miktarda
birikebilir.

Hiperamonyemi ve ensefalopati varken GIn verilmesi ensefalopatiyi
arttirabilir. Bobrek hastalarinda da amonyak ve glutamik asitin renal atilimi
azalabilir (110).

GIn, barsak ve immin sistem gibi hizli ¢ogalan hicrelerin ana
metabolik yakiti olmasinin yaninda c¢ok hizli buyldyen timor htcrelerinin de
ana metabolik yakitidir. Bu hucreler de enterositler gibi glutaminaz
aktivitesine sahiptir. Tumoér blyumesi, iskelet kas GIn ve glutatyon icerigini
azaltir, enterositler icin daha az yakit birakir ve katabolik, kasektik bir durum
yaratir. Sonug olarak timdrler GIn kapani gibi ¢alisarak sistemik GiIn kaybini
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arttirir (188, 189). GIn’in teorik olarak timér dokusu buylumesini artirabilme

potansiyeli, rutin klinik uygulamada GIn kullanimini kisitlamaktadir.

Dipeptid Yapi: GIn tek basina oldukca kararsiz bir yapidadir ve suda ¢abuk
denattre olur. Ala ile birlesen GIn ve olusan dipeptid (L Ala-L GIn) yapt, sulu
cOzeltilerde stabil olarak kalir (Tablo 3), (21). Ayrica, enteral yoldan verilen
dipeptid yapinin enterosit dizeyinde aminoasit transferini artirdigi

savunulmustur (190).

Tablo 3: Glutamin (GIn) ile L Alanil-L Glutamin (L Ala-L GIn)
Yapinin Kimyasal ve Fiziksel Karsilastiriimasi (21).

Cozunurlak Stabilite GlIn orani
(g/L H,0 20°C'de) (9/20 g peptid)
GIn 36,0 hayir
L Ala-L GIn 568,0 evet 13.46

1.3.DENEYSEL ENFEKSIYON MODELLERI

Laboratuvar hayvanlarinda sepsis olusturmak amaciyla
kullanilabilecek  modelleri ilk defa Wichterman ve arkadaslari
siniflandirmiglardir (191). Bunlar:

» Canli mikroorganizmalarin intravendz infizyonu (E. Coli)

» Peritoneal kaviteye fekal materyal veya canli mikroorganizmanin

uygulanmasi

» Ekstremitelere, yumusak dokulara enfekte materyal implantasyonu ile

abse olusturulmasi
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» Cerrahi girisim ile gastrointestinal traktustaki normal bariyerlerin
hasarlanmasi seklindedir.

Sepsisin ideal hayvan modeli basit ve tekrar edilebilir olmalidir.
Kullanilan hayvanlar sitokine destekli klinik bulgu vermeli ve bakteriyolojik
sonuclar elde edilebilmelidir. Hastalik lokalize bir enfeksiyondan baslayip
artmali, sistemik sepsis ve multipl organ disfonksiyonuna ilerlemelidir (72).

Deneysel amagli sepsis modelleri 4 sekilde uygulanmaktadir:

a) Cekum Baglama ve Delme Modeli (Cecal Ligation and Puncture=CLP)

Bu yontemle polimikrobiyal bir sepsis olusturulmaktadir. Anestezi
altindaki hayvanlarda barsak gecigini bozmaksizin gcekumun standart bir iplik
ile baglanmasi ve daha sonra baglanan kismin standart élgtideki bir enjektor
ignesi ile bir veya iki kez delinmesi esasina dayanir. Operasyon sonrasinda
karin boslugu kapatilarak hayvanlara agirliklarina gore cilt altina sivi
(resusitasyon) verilebilir (192,193). Sivi replasmani 6zellikle bu modelde
hemodinamiye ve sagkalima etkilidir. Ayni zamanda modeli klinik duruma
yaklastirmak agisindan da oOnemlidir. Bu modelin kolay ve ucuz olmasi,
polimikrobiyal olmasi ve kliniktekine benzer bir sepsis olusturmasi gibi
avantajlari  mevcuttur. Dezavantajlari ise, farkli seviyelerde c¢ekum
baglanmasi, delme sayisi, igne capi, barsak gecisinin durmasi, hayvanlarin
a¢c veya tok olmasi, resusitasyon icin sivi verilip veriimemesi gibi farkli

uygulamalarin sonucu da degistirebilmesidir.

b) Damar veya Periton igine Canl Bakteri Uygulanmasi

Literatirde 0Ozellikle intravendz E.coli ile olusturulmus modeller
mevcuttur. Daha az siklikla P.aeruginosa ve Gram (+) sepsis olusturmak icin
S.aureus kullaniimaktadir. Ayrica E. coli ve B.fragilis kombinasyonu aerobik
ve anaerobik enfeksiyon tablosu olusturmak icin kullaniimaktadir. Bakteriler
tek seferde veya inflizyon ile verilebilir. Tercih edilen uygulama sekillerinden
biri de “jelatin kapsuller” icinde hazirlanan mikroorganizma veya fekal
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kaltdrin (inokdlum) orta hat insizyonu ile karin icine yerlestiriimesidir
(intraperitoneal kontrolli inokilasyon). Agar plaklari da kendi basina veya
feces ve bakteriyle beraber ayni gorevi yapar. inokiilasyon modellerinde
kontrol hayvanlarina steril jelatin kapsiiller yerlestirilebilir. intravenéz 102-10°-
10'° bakteri kg™* uygulamasi ile sicanlarda yaklasik 2 sa icerisinde septik

sokun hiperdinamik fazi olugsmaktadir (194).

Bu grup deneysel metodlara en o6nemli elestiri insan septik sok
tablosunda bu kadar kisa sure icinde yuksek miktarda bakteri ile
karsilasiimamasidir. Bazi arastiricilar ise bakteri miktarini azaltarak bakteri
ile feces-agar vb. maddeler vererek deneysel modeller kullanmiglardir (195).
lv ve ip (intraperitoneal) canl bakteri uygulamasi sirasinda laboratuvar
calisanlari ve arastirmacilar icin kontaminasyon riski oldugu g6z o©ninde

bulundurulmalidir.

c) Lipopolisakkarit ( LPS) Verilerek Olusturulan Sepsis Modelleri

LPS, Gram (-) bakterilerin hiicre duvarindan elde edilen, deneysel
hayvan septik sok modellerinde kullanilan, glikolipid yapidaki maddeler
grubudur. LPS, genelde liyofilize toz halinde ticari olarak temin edilir.
Liyofilizasyon islemi fenol ekstraksiyonu, triklorasetikasid ekstraksiyonu,
fenol-kloroform-eter ekstraksiyonu, jel filtrasyon gibi farkli kimyasal iglemler
uygulanarak uretici firma tarafindan yapilir. E. coli, Salmonella typhimurium,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa gibi bircok Gram (-)
bakteriden elde edilmesine ragmen, deneysel septik sok ¢alismalarinda, E.
coli'den elde edilen LPS’ler Gzerinde yogunlasiimistir. Bu grupta 026:B6,
0O55:B5, 0111:B4 gibi farkli serotiplere sahip farkli suslardan elde edilmig
LPS turleri mevcuttur. LPS ile septik sokta metabolik, immunolojik, fizyolojik,
toksikolojik ve farmakolojik caligsmalar yapilmaktadir. Literatirde LPS ve
endotoksin aslinda ayni anlamda kullanilsa da aralarinda fark vardir.
Endotoksin LPS’e ek olarak az miktarda hiicre duvari proteinleri, lipidler,

44



lipoproteinler ve polisakkarit icerir. LPS ise saflastiriimis glikolipid yapiya

sahiptir. LPS toksisitesi cogunlukla icerdigi Lipid A yapidan kaynaklanir.

d) Zymosan ile olusturulan MODS ve SIRS

Zymosan, Saccharomyces Cerevisiae mantarinin hicre duvarindan
elde edilir. Yapi olarak %73 polisakkarit, %15 protein, %7 lipid ve cesitli
inorganik yapilar icerir. Deney hayvanlarina verilmesini takiben bircok
inflamatuar mediatoérin acgiga cikisina ve uzamis inflamasyon yanitina neden
olur. LPS verilerek veya CLP ile olugturulan modellerin aksine zymosan daha
uzun donemli, G¢ fazh inflamasyon tablosu ortaya cikarir. Kronik caligsmalar

icin uygun bir modeldir.
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2. GEREC VE YONTEM

Bu deneysel calisma, Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu'ndan onay alindiktan sonra (Tarih:30/04/2009, karar no: 39)
Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisi’'nden (DETAE) temin
edilen sicanlar uzerinde, Istanbul Universitesi DETAE laboratuvarinda 15
Haziran - 25 Eylul 2009 tarihleri arasinda gercgeklestirilmistir.

Bu calismada on calisma ile birlikte agirliklari 210-250 g arasinda
degisen (Tablo 4), 10 haftalik, Wistar-Albino tirl, toplam 63 adet disi sican
kullanildi (Sekil 14). Normal oda isisI (21+ 2°C) ve nemine (%40-60) sahip,
12 sa aydinhk + 12 sa karanlik ortamda, metal kafeslerde tutulan tim
gruplardaki sicanlar, deney suresince standart sican yemi (15-20 g/gun) ve
su (25-30 mL/gun) ile beslendi. Sicanlarin timunde rektal ates dlcimi, kan

ve doku drneklerinin alinmasi gibi girisimsel islemler; ketamin hidroklortr
(Ketalar® flakon, 50 mg/ml, Eczacibas! llag ve Ticaret A.S. Istanbul) 50 mg

kgt im ve xylazine hidrokloriir (Rompun® flakon, 23,32 mg/ml, Bayer Turk
Kimya San. Ltd. Sti., Istanbul) 5 mg kg* im uygulanarak ve sicanlarin
spontan solunumu korunarak yapildi. Tum siganlara beslenmelerine ek
olarak gerekli sivi resusitasyonu izotonik salin solisyonu (5-10 mL/gun sc) ile
yapildi. Calisma sirasinda, her sican kendi grubu igcinde numaralandiriidi. Bu
calismada sepsis olusturmak icin intraperitoneal (ip) canli bakteri modeli
tercih edildi (196), (Sekil 15). 7 ve 8 adet sican iceren 2 6n calisma
grubundan sonra her grupta 12 adet sican bulunan 4 ana caligma grubu
olusturuldu. Sicanlar gruplara rastgele dagitildi. Tum gruplar ayri ayri ancak
kendi icinde es zamanl calisildi. Calisma bitiminde tiim sicanlar, 60 mg kg™
ketamin hidroklorir im uygulamasini takiben kalpten kan alinarak sakrifiye
edildi.
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2.1.Calisma Gruplari

On Calisma Gruplari

Grup | (N=8): Sepsis modeli olusturmada kullanilacak E. coli sugunu
ve miktarini belirlemek igin 1. 6n ¢alisma grubu.

Grup Il (N=7): Sepsis modeli olusturuldugunu kanitlamak icgin 2. 6n

calisma grubu.

Ana Caligma Gruplari
Grup C (Kontrol grubu, N=12): Sepsis olusturulup, standart
beslenmeye ek olarak 2 mL/gin iv ve 1 mL/gln oragastrik ile izotonik salin

solusyonu verilen kontrol grubu.

Grup E (Enteral GIn grubu, N=12): Sepsis olusturulup, standart
beslenmeye ek olarak 6 Ch oragastrik beslenme kateteri (Bigakcilar®,
istanbul, Tirkiye) ile 0.5 g kg™ giin™ GIn (Resourch glutamine®, toz, 20x5 g,
Nestle) 1 mL’ ye dilie edilerek ve 2 mL/gun iv izotonik salin soliisyonu verilen
enteral GIn grubu (Sekil 16).

Grup P (Parenteral Ala-GIn grubu, N=12):  Sepsis olusturulup,
standart beslenmeye ek olarak kuyruk veninden 26G branul (BD Neoflon®,
Helsingborg, Sweden) ile 0.4 g kg giin™® Ala-GIn (=0,27 g kg* gun™ GIn),
(Dipeptiven®, %20’lik L Ala-L GIn, 20 g [13,46 g L GIn] /100 mL iv soltisyon,
Fresenius Kabi) iv 2 ml'ye dilie edilerek 60 dk’da (0.03-0.04 ml/dk) ve 1
mL/giin oragastrik ile izotonik salin solisyonu verilen parenteral Ala-Gln
grubu (Sekil 17).

Grup EP (Kombine grup, N=12): Sepsis olusturulup, standart
beslenmeye ek olarak 0.3 g kg™t gun® Ala-GIn (=0,2 g kg™ gun® GIn) iv
soliisyonu 2 mLye ve 0.3 g kg™ giin® GIn 1 mL’ ye diltie edilerek oragastrik

ile verilen kombine grubu.
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2.2.Caligma Plani

On Calisma

Grup |, sepsis olusturmak icin kullanilacak E. coli sugsunu ve miktarini
tespit etmek amaci ile yapildi. 2 adet sigana triptik soy buyyonda 37 °C’lik
etiivde Ureyen bakteri, (1 nolu, 2 nolu) ip 1 mL (10° CFU/mL E. coli) enjekte
edilerek sepsis olusturulmaya calisildi. 4 sa sonra sicanlarin rektal isilarina
bakildi ve I6kosit sayimi yapildi. Gunlik yapilan degerlendirmelerde genel
durumlarinin iyi, rektal 1s1 ve I6kosit degerlerinin normal sinirlarda oldugu
gOzlendi. 96. saatte bu sicanlarin I6kosit sayimi ve mikrobiyolojik incelemeleri
icin kan drnekleri alindi. Ayrica akciger, karaciger ve mezenter lenf nodundan
(MLN) mikrobiyolojik, ileumdan ise histopatolojik inceleme icin doku 6rnekleri
alindi. Bu 2 sicanda I6kositoz, ileumdan alinan drneklerde viiloz atrofi, kan ve
doku kdltarlerinde de Ureme tespit edilmedi. Bu sus ile sepsis

olusturulamadigindan tanimlamasi yapilmadi.

Bunun Gzerine Grup I'e dahil olan 3 ve 4 nolu sicana baska bir E. coli
susu ip 1 mL (10° CFU/mL) enjekte edildi. 4 sa sonra bakilan rektal isilarinin
ve l6kosit degerlerinin yiksek oldugu tespit edildi. Takibinde 3 nolu sican 6
sa, 4 nolu sigcan ise 8 sa sonra eksitus oldu. Bu nedenle kullanilan bakterinin
API 20E testi ile tanimlamasi yapilarak E. coli 1104512 susu oldugu tespit
edildi.

Calismamiz igin si¢anlarin 4 gin beslenmesi planlandigindan eksitus
olan bu iki sicana verilen E. coli susu dilue edilerek 1x10® CFU/mL E. coli
Grup I'e dahil edilen diger 2 adet sicana (5 nolu, 6nolu) ip olarak 1 mL
enjekte edildi, 4 sa ve 24 sa sonra bakilan rektal 1si1 ve I6kosit degerlerinin
yuksek oldugu izlendi. Ancak, 5 nolu sican 36 sa, 6 nolu sican ise 32 sa

sonra eksitus oldu.

Bunun {zerine tekrar diliie edilerek, 5x10° CFU/mL E. coli 7 ve 8 nolu
sicanlara ip olarak 1 mL enjekte edildi, 4 sa sonra ve gunluk ol¢ulen rektal isi
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ve lokosit deg@erlerinin yiksek oldugu tespit edilen Grup l'in bu son 2
sicanindan da, 96.saatte ayni sekilde kan ve doku ornekleri alindi. L6kositoz
tespit edilmesi, kan ve doku kultirlerinde Gremenin olmasi ve histopatolojik
inceleme sonucunda ileumda Vvilloz atrofi tespit edilmesi Uzerine
calismamizda bu konsantrasyondaki E. coli 1104512 susunun sepsis

olusturmak icin kullanilmasina karar verildi (Tablo 5).

Grup Il ise 7 sican Uzerinde sepsis varligini ortaya koymak ve sepsis
olusturulduktan sonra GIn destegi verildigini géstermek icin olusturuldu. Bu
gruptaki sicanlarin bazal ates ve lokosit de@erleri 6lcllerek normal tespit
edildi. ip 1 mL 5x10” CFU/mL E. coli (1104512) enjeksiyonundan 4 sa sonra;
rektal 1s1 olgtimleri, I6kosit sayimi (Tablo 6), kan ve doku kulttrleriyle de
sepsis olusturuldugunu kanitladik.

Ana Caligsma

Ana calismadaki tim sicanlarin baslangi¢ kanlari alindiktan sonra ip
1mL 5x10° CFU/mL E. coli (1104512) enjekte edildi. Sicanlarin
beslenmelerine ve GIn destegine, ip E. coli veriimesinden 4 sa sonra
baslandi. Deneyin baslangicinda alinan kanlar bazal deger olarak kaydedildi.
Baslangi¢ kanlarinda (bazal deger) ve beslenmeye basladiktan itibaren 24.
sa ile 96. sa alinan kanlarinda plazma GIn, serum TNF-a ve IL-10
konsantrasyonlarina bakildi.

96. sa kan oOrnekleri alindiktan sonra siganlara, batin ve toraks 6n
duvari cerrahi saha dezenfeksiyonu saglanarak steril kosullarda sternotomi
yapildi. intrakardiyak ponksiyon ile yaklasik 5+1 mL kan alindi ve kan kiiltir
tipune konuldu. Takiben sag akciger alt lobundan yaklasik 1 g’lik doku 6rnedgi
alinarak kuoltir kabina konuldu. Laparotomi yapilarak yaklagik 2 g'lik
karaciger dokusu ve MLN alinarak farkh kaltor kaplarina konuldu. Tim
hayvanlardan bakteri tremesini belirlemek tzere MLN, KC, AC, kan ve villus
atrofisini belirlemek icin de IB doku érnekleri alindi (Sekil 18).
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Deney sirasinda Grup E'de 24. saatte kan alma islemi dncesinde
uygulanan anestezi sirasinda eksitus olan 1 olgunun 24. saat ve 96. saat kan
degerleri ve 96. saatte enteral glutamin verilmesi sirasinda solusyonun
endotrakeal aspirasyonu sonucu eksitus olan 1 olgunun da 96. saat kan GlIn,
TNF-a, IL-10 degerleri, intention-to-treat regresyon metodu kullanilarak
analize dahil edildi. Grup E’nin 2, Grup P’nin 1 ve Grup EP’nin de 1 si¢ani ilk
gun kan alma iglemi 6ncesi uygulanan anestezi induksiyonu sonrasinda

eksitus olduklari icin caligsmaya dahil edilmediler.

2.3.0rnekleri De gerlendirme Yontemleri
2.3.1. Mikrobiyolojik Yontemler

Bakteriyel translokasyon olup olmadigini arastirmak icin alinan doku
kultar 6rnekleri genel Uretici besiyerine alinarak, 37°C’lik etlivde 24 - 48 saat
tutuldu. llk 24 ve 48 saatte tiremenin oldugu bu sivi besiyerlerinden endo ve
cikolatamsi agara pasajlar alindi. 48 saat sonunda Ureme olmayan sivi
besiyerleri “bakteri Uremedi” olarak degerlendirildi. Endo besiyerlerinde
ureyen ve tek tek diisen bakteri kolonilerinden érnek alinarak API 20E testi ile
degerlendirildi ve Ureyen bakterinin E. coli 1104512 oldudu belirlendi.
intraabdominal sepsis olusturmak icin verilen E. coli 1104512 susu diginda E.
coli susu, B. fragilis, enterobakter, enterokok, pseudomonas ve staphlococus
tremesi olup olmadidi incelendi. Kan kdltard icin alinan kan BACTEC
hemokaultir tuplerine ekilerek 37 °C ettivde 48, 72, 96 ve 120 saat tutuldu. Bu
sure sonunda hemokadltir siselerinden steril enjektdr ile alinan érnekler endo
ve cikolatamsi agar besiyerine azaltma yontemi ile ekildi. Bu besiyerleri 37 °©
C’ lik etiivde 24 — 48 sa tutuldu. Ureme olmayan besiyerleri negatif olarak
degerlendirildi. Ureme olan besiyerlerinde tek tek diisen farkli kolonilerden
ornek alinarak gram boyama yapildi. Gram (+) ve Gram (-) 6zelliklerine gore
bakterilerin API 20E testi ile E. coli 1104512 susu oldugdu belirlendi.
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2.3.2. Histopatolojik Yontem

Histopatolojik inceleme icin terminal ileum dizeyinden yaklagik 3-4 cm’
lik doku 6rnegdi alindi. Alinan doku 6rnekleri % 10 formolde fikse edildikten
sonra Hemotoksilen-Eozin (H&E) ile boyandi ve 11k mikroskobu kullanilarak
villoz atrofi yoniinden degerlendirildi.

2.3.3. Biyokimyasal Yontemler

Beyaz Kire Sayimi

On calismamizda Grup Il'deki sicanlarin total beyaz kiire sayilarini
belirlemek icin Etilendiamintetraasetik asitli (EDTA) tipe 1 mL kan alinip kan
sayim cihazinda (Abacus, Diatron, Wien, Austria) olculmustdr.

Numune bilgileri cihaz kayit mentsunden girildikten sonra en az 5 dk
boyunca mikserde dondurilen kan 6rne@i cihaz probu tarafindan cihaza
aktarilir. Bu esnada ornekten otomatik olarak prob ile 20 pL pipetler ve 60
sn'de “impedans” yontemi ile kan hcrelerinin histogramini ve lokosit

histogramini olusturarak sonug raporlanir.

Plazma Glutamin Tayini

Sicanlarin kuyruk veninden plazma GIn duzeylerinin olgimleri icin
(deneyin baglangicinda, 24.sa ve 96.saatte) heparinli tipe birer mL kan
alindi. Ornekler 3000 rpm’de 10 dk santrifiij (Elektro-mag M4812P, Istanbul,
Tarkiye) edildi ve plazmalar ayrigtirildiktan sonra eppendorf tuplerine
aktarilip, GIn diizeylerine bakilana kadar -20 °C’de muhafaza edildi.

Plazma GIn dizeyi, GIn kiti (Glutamine/Glutamate Determination Kit,
GLN-1 SIGMA, USA) kullanilarak spektrofotometrik yontem (HUMAN
Humalyzer 2000, Germany) ile 340 nm dalga boyunda absorbansiyla
belirlendi (197). Sonuclarin deg@erlendiriimesinde linear regresyon ile
hazirlanan standart e@ri kullanildi.
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Glutamine dl¢timu iki adiml bir reaksiyondur:

» Reaksiyon (A): GIn deaminasyonu

Glutaminaz

L-glutamin+H,O--------------- >L-glutamat+NH,"

> Reaksiyon (B): Glutamat ve indirgenmis NAD" dehidrojenasyonu

L-glutamat+NAD " +H,0 --------------- > a-Ketoglutarat + NH;"+ NADH

Standart eg@rinin hazirlanisi icin 11 adet tipe 0,2 mL asetat tampon ile
glutaminaz 0,1 mL konuldu. Uzerine ise kitin prospektiisiindeki tabloya uygun
olarak, glutamin standarti ve deiyonize su eklendi. Yine prospektlsine gore
test ornekleri hazirlandi ve 340 nm dalga boyunda spektrofotometrik
yontemle absorbans okuma yapildi. Her iki absorbanslarin farki alindi.
Absorbanslari standart edri grafiginden pmol ile karsilastiriip GIn olarak

hesaplandi.

Serum TNF- a ve IL-10 Tayini

Sicanlardan serum TNF-a ve IL-10 duzeylerinin olgumleri igin
(deneyin baslangicinda, 24.sa ve 96.saatte) diz tipe 0,6 mL kan drnekleri
alindi. Ornekler 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi ve serumlari ayristirildiktan
sonra eppendorf tiplerine (Sekil 19) aktarilip, sitokin dizeylerine bakilana
kadar -80 °C’de muhafaza edildi.

Serum TNF-a ve IL-10 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
yontemi ile ELx 800 mikro ELISA okuyucu ve ELx 50 mikro ELISA yikayici
cihazlarinda (Bio-Tek, Instruments Inc, USA) calisildi. Serum TNF-a dizeyi
Rat TNF—a ELISA kiti (Rat IL-10, Invitrogen, ELISA Kit, Catalog KRC0101,
CA) ve IL-10 diizeyi Rat IL-10 ELISA Kkiti ile (Rat IL-10, Invitrogen, ELISA
Kit, Catalog KRC0101, CA) 450nm dalga boyunda absorbans alinarak
olculdu.
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TNF-a ve IL-10 igin, seyreltme islemleri ve standart deger ile optik

absorbans karsilastirmalari kitlerin prospekttistinde belirtildigi gibi yapildi.

TNF-a Proseduri:

Bir mikro ELISA reaksiyon plakasinda 96 test kuyucugu

bulunmaktadir. Sirasiyla:

Y V.V V VYV Y V V VYV VY

Y

Ik 8 kuyucuga 100 uL standart sulandirici tampon eklendi.

1. kuyucuktan itibaren hazirlanmis olan 8. standart tiptinden sirasiyla
100 uL pipetleme yapildi.

9. ve 10. kuyucuklara sirasiyla negatif ve pozitif kontrol serumu 100 pL
pipetlendi.

11. kuyucuktan itibaren drnek serumlar 100 uL pipetlendi.

Oda sicakliginda 2 sa boyunca inklbe edildi (karanlik ortam).

4 kez yikama cihazinda yikama yapildi.

100 pl biotin konjugat pipetlendi.

Oda sicakliginda 1 sa boyunca inklbe edildi (karanlik ortam).

4 kez yikama cihazinda yikama yapildi.

100 pl streptavidin-HRP soliisyon pipetlendi.

Oda sicakliginda 30 dk boyunca inklbe edildi (karanlik ortam).

4 kez yikama cihazinda yikama yapildi.

100 pL kromojen solusyon pipetlendi ve renk maviye donmeye
basladi.

Oda sicakliginda 30 dk boyunca inklbe edildi (karanlik ortam).

100 pL stop cOzeltisi pipetlendi ve 20-25 dk sonra 450 nm'de optik

okuma yapildi.

Sonuglarin deg@erlendirilmesi: Standart egri ile plakadaki ilk sekiz

kuyucugun absorbans egrisi oranlanarak hazirlanan grafik ile TNF-a degerleri

hesaplandi.
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IL - 10 Proseduri:

Bir mikroelisa reaksiyon plakasinda 96 test kuyucugu bulunmaktadir.

Sirastyla:

Y V VYV V V VYV VYV V

Y

Ik 8 kuyucuga 100 uL standart sulandirici tampon eklendi.

1. kuyucuktan itibaren yukarida hazirlanmig olan 8 standart tiipinden
sirasiyla 100 uL pipetleme yapildi.

9. ve 10. kuyucuktan itibaren butin kuyucuklara 50 pL standart
sulandirici tampon pipetlendi.

9. ve 10. kuyucuklara sirasiyla negatif ve pozitif kontrol serumu 50 pL
pipetlendi.

11. kuyucuktan itibaren drnek serumlar 50 yL pipetlendi.

50 uL biotin konjugat pipetlendi.

Oda sicakliginda 2 sa boyunca inkibe edildi (karanlik ortam).

4 kez yikama cihazinda yikama yapildi.

100 pL streptavidin-HRP solusyon pipetlendi.

Oda sicakliginda 30 dk boyunca inklbe edildi (karanlik ortam).

4 kez yikama cihazinda yikama yapildi.

100 pL kromojen solisyon pipetlendi ve renk maviye ddonmeye
basladi.

Oda sicakliginda 30 dk boyunca inklbe edildi (karanlik ortam).

100 pl stop cozeltisi pipetlendi ve 20-25 dk sonra 450 nm'de optik
okuma yapildi.

Sonuglarin deg@erlendirilmesi: Standart egri ile plakadaki ilk sekiz

kuyucuk absorbans egdrisi oranlanarak hazirlanan grafik ile IL-10 degerleri

hesaplandi.

Histopatolojik, mikrobiyolojik ve biyokimyasal degerlendirmeler

orneklerin hangi gruba ait oldugunu bilmeyen kendi alaninda uzman patoloji,

mikrobiyoloji ve biyokimya arastirmacilari tarafindan yapildi. Histopatolojik

ornekler I.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Patoloji Laboratuvar’i ve S.B. Okmeydani

Egitim ve Arastirma Hastanesi Patoloji Laboratuvar’inda, kultiir érnekleri I.U.
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Cerrahpasa Tip Fakilltesi  Mikrobiyoloji ve  Klinik  Mikrobiyoloji
Laboratuvar’inda, biyokimyasal 6rnekler ise istanbul Bio-lab Klinik
Laboratuvar’inda degerlendirildi.

2.4.\erilerin istatistiksel Analizi:

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler
icin SPSS (Statistical Package for Social Sciences) for Windows 15.0
programi kullanildi. Calisma verileri degerlendirilirken tanimlayici istatistiksel
metotlarin (frekans, yiizde, ortalama, standart sapma) yani sira niteliksel
verilerin karsilastirlmasinda ise “Pearson Ki-Kare” testi kullanildi. Normal
dagilimin incelenmesi icin “Kolmogorov - Smirnov” dagilim testi kullanildi.
Niceliksel verilerin kargilastiriilmasinda ikiden fazla grup durumunda, normal
dagilim gostermeyen parametrelerin gruplar arasi karsilastirmalarinda
“Kruskal Wallis” testi ve farkliiga neden olan grubun tespitinde “Mann
Whitney U” testi kullanildi. Iki niceliksel verinin karsilastirlmasinda
“Spearman Korelasyon Analizi” kullanildi. Parametrelerin  grup igi
karsilastirmalarinda ise “Friedman” testi, ve farklihga neden olan grubun
tespitinde “Wilcoxon” igaret testi kullanildi. Sonuglar % 95 guven araliginda,
anlamlihk p<0,05 dizeyinde deg@erlendirildi. Grup E'de eksitus olan 2
denekten birinin 24. ve 96. sa; digerinin ise 96. sa kan GIn, Tnf-a, IL-10
degerleri, intention-to-treat regresyon metodu kullanilarak analize dahil edildi.
N sican sayisini, n ise 6rnek sayisini gostermektedir.
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Sekil 14. Agirliklarin Kaydedilmesi.

Sekil 15. Intraperitoneal Bakteri Enjeksiyonu Yapilmasi
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Sekil 16. Oragastrik Tup Yerlestirimesi

Sekil 17. Kuyruktan Damar Yolu Aclimasi
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Sekil 18. Doku Ornekleri Icin Laparatomi ve Sternotomi

Uygulanmsi

Sekil 19. Serumun Biyokimyasal Analizler icin Eppendorf

Tuplerine Aktariimasi
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3. BULGULAR

3.1.Tiim Deneklerin A girliklari ve On Cali sma Verileri:

On calisma gruplari olan Grup I-1l, ana calisma gruplari olan Grup C,

E, P, EP’inin agirliklari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi

(Tablo 4). Grup I'de 7. ve 8. sicanlarda, Grup II'de ise sicanlarin timuinde;

kan ve doku kilttrlerinde Greme (100%) saptandi. Yine Grup I'de bazal ates

(°C) ve I6kosit (/mm?) degerlerinin ortalamalari sirasiyla; 36,8+0,35,

8,08+1,05 tespit edildi. Grup | ve II'nin ates ve |6kosit degerleri ise, Tablo 5 ve

6’da gosterilmistir.

Tablo 4: Deneklerin Gruplara Gore Agirliklarinin Karsilastiriimasi

Grup Agirlik (g)
Ort+ SD p

C(N=12) 236,3 14,0

E(N=10) 227,9 13,1

P(N=11) 2273 10,1

EP(N=11) 226,0 12,6

Grup | (N=8) 237,3 9,5

Grup Il (N=7) 235,7 11,3 0,102*

C:Kontrol grubu, E: Enteral GIn grubu, P: Parenteral Ala-GIn grubu, EP: Kombine grup.
Grup I-IIl: On galisma gruplari, N:Sican sayis, *p>0,05: Gruplar arasi kargilagtirma.
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Tablo 5. Grup I'in Ates ve Lokosit Degerleri

Grup | Zaman Ate 5(°C) Lokosit (/mm )
Sican No.
4.sa 36,9 8,600
! 24, sa 37,0
48. sa 36,7
72. sa 37,0
96. sa 36,6 7,150
Ort+xSD 36,84+0,18 7,08+1,03
2T T4sa T 3710 7400 T 7
24. sa 37,2
48. sa 36,7
72. sa 37,1
96. sa 36,5 6,490
Ort+xSD 36,92+0,30 6,95+0,64
3 4. sa 39,8 16,740 6. sa eksitus
4 N0 A4%sa T 395 15,970 8. saeksitus
5 sa 38,9 14,800
39,3 36. sa eksitus
oy A & . 393 15340 T
39,1 32. sa eksitus
7 4. sa 38.8 15,100
24, sa 39.0
48. sa 39.0
72. sa 38.7
96. sa 38.9 14,700
Ort+xSD 38,88+0,13 14,90+0,28
'8 "4'sa 388 14,90 7
24, sa 38.8
48. sa 39.2
72. sa 39.4
96. sa 38.9 13,950
Ort+xSD 39,02+0,27 14,43+0,67

Grup I: On galisma grubu.
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Tablo 6. Grup II'nin Ates ve Lokosit Degerleri (4. sa)

Grup 1l Ates Lokosit
Sican No. ‘c) (/mm?)
1 38,9 13,900
2 39,4 16,700
3 39,6 15,600
4 38,9 14,100
5 38,6 13,800
6 39,0 17,000
7 39,1 15,350
Oort£SD 39,07+0,34 15,21+1,32

Grup II: On calisma grubu.

3.2.Kan ve Doku Kiiltiirlerinde Ureme:

Mikrobiyolojik incelemede, ip E. coli verilen sicanlarin karaciger,
akciger, MLN ve kan orneklerinde sadece c¢alismada kullandigimiz E. coli
1104512 susu uremigtir. Calismada higbir grupta verilen E. coli kokeni
disinda enterik bakteri irememigtir.

Bakteriyemi orani Grup EP’de Grup C'ye gore anlamli olarak dusuk
bulundu (p=0,007). Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmadi (Tablo 7, Sekil 20).
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Tablo 7: Deneklerin Gruplara Gore Bakteriyemi Oranlarinin
Karsilagtiriimasi

Grup Bakteriyemi (+) Bakteriyemi (-) p

C (n=12) 11 1

E (n=8) 2

P (n=11) 7 4

EP (n=11) 4* 7 0,007*

C: Kontrol grubu, E: Enteral GIn grubu, P: Parenteral Ala-GIn grubu, EP: Kombine grup.
*p<0,01: Grup C ile EP karsilastiriimasi.

100%
90% |
80% |
70% |
60% |
50% |
40% |
30% |

20%

10%

0%

Grup

Sekil 20. Deneklerin Gruplara Gore Bakteriyemi Oranlarinin Dagilimi
C: Kontrol grubu, E: Enteral GIn grubu, P: Parenteral Ala-Gln grubu, EP: Kombine grup.
*p<0,01: Grup EP ile C karsilastiriimasi
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Siganlarin doku ve kan kulturlerinden herhangi birinde Greme olmasi
“Ureme (+)” olarak, higbir kiltir 6rneginde Ureme olmamasi ise “Ureme (-)”
olarak kabul edildi. Grup EP’de, Gireme orani Grup C'ye gore anlamli olarak
distk bulundu (p=0,025). Diger gruplar istatistiksel olarak esit diizeyde
bulundu (Tablo 8, Sekil 21).

Tablo 8. Deneklerin Gruplara Gore Ureme Oranlarinin Karsilastiriimasi

Grup Ureme (+) Ureme (-) P

C (n=12) 12 0

E (n=8) 8 0

P (n=11) 10 1

EP (n=11) 7* 4 0.025*

C: Kontrol grubu, E: Enteral GIn grubu, P: Parenteral Ala-GIn grubu, EP: Kombine grup.
*p<0,05: Grup EP ile C karsilastiriimasi.

100%-

90%-

80%-

70%-

60%-

50%-

40%

30%-

20%-

10%

GnU

Grup

Sekil 21. Deneklerin Gruplara Gore Ureme Oranlarinin Dagilimi

C: Kontrol grubu, E: Enteral GIn grubu, P: Parenteral Ala-Gln grubu, EP: Kombine grup.
*p<0,05: Grup EP ile C karsilastiriimasi.
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3.3.Villoz Atrofi:

lleumda villoz atrofi orani Grup E'de (p=0,003), Grup P’de (p=0,019)
ve Grup EP’de (p=0,001) Grup C’ye gbére anlaml olarak dusuk bulundu.
Diger gruplar istatistiksel olarak esit dizeyde bulundu (Tablo 9, Sekil 22-24).

Tablo 9. Deneklerin Gruplara Gore Villoz Atrofi Oranlarinin
Karsilasgtiriimasi

Atrofi (+) Atrofi (-)
Grup p
C (n=12) 11 1
E (n=8) 2% 6 0,003
P (n=11) Gt 6 0,019
EP (n=11) 2%%* 9 0,001

C: Kontrol grubu, E: Enteral GIn grubu, P: Parenteral Ala-GIn grubu, EP: Kombine grup.
*p<0,01: Grup E ile C karsilastiriimasi,** p<0,05: Grup P ile C karsilastirilmasi, ***p<0,01: Grup EP ile C
karsilastiriimasi

100%-
90%-]
80%-]
70%]
60%-] %

50%-]

40%]

30%-| k%%

20%-

10%- e

0%

Grup

Sekil 22. Deneklerin Gruplara Gore Villoz Atrofi Oranlarinin Dagilimi
C:Kontrol grubu, E: Enteral GIn grubu, P: Parenteral Ala-GIn grubu, EP: Kombine grup.
*p<0,01: Grup E ile C kargilastiriimasi, **p<0,05: Grup P ile C karsilastiriimasi, ***p<0,01: Grup EP ile
C karsilastiriimasi.
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Sekil 23. lleum Mukozasinda Normal Villus Yapilarinin
Mikroskopik Goéruntlist (H&E)

Sekil 24. lleum Mukozasinda Villoz Atrofi ve Nekrozun
Mikroskopik Goéruntlist (H&E)
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3.4.Plazma Glutamin Konsantrasyonlari:

Grup C, Grup E, Grup P ve Grup EP’nin bazal GIn degerleri gruplar
aras! karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark saptanmadi (p>0,05).
Deneklerin gruplara ve zamana gore GIn degerlerinin dagilmi Tablo 10 ve
Sekil 25'te gosterilmistir.

24. saatte:

e Grup C'nin GIn deg@erleri; Grup E’'den (p<0,001), Grup P’den (p<0,001)
ve Grup EP’den (p<0,001) anlamli olarak yiksek bulundu.

e Grup E'nin GIn deg@erleri, Grup P'den (p<0,001) ve Grup EP’den
(p<0,001) anlamli olarak yiksek bulundu.

e Grup EP ile Grup P'nin GIn degerleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmadi (p>0,05).

96. saatte:

e Grup C'nin GIn deg@erleri; Grup E’'den (p<0,001), Grup P’den (p<0,001)
ve Grup EP’den (p<0,001) anlamli olarak dustk bulundu.

e Grup E'nin GIn deg@erleri, Grup P'den (p<0,001) ve Grup EP’den
(p<0,001) anlamli olarak disuk bulundu.

e Grup EP’nin GIn degerleri, Grup P’den anlamli olarak yiksek bulundu
(p=0,011).
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Grup C'de : 24. saatteki GIn degerlerinde meydana gelen artis, bazal
degerlere goére anlamli bulundu (ort. 0,15; p<0,01). 96. saatteki GIn
degerlerinde meydana gelen dusts; bazal degerlere gore (ort. 0,23; p<0,01)
ve 24. saatteki degerlere gore (ort. 0,38; p<0,01) anlamli bulundu.

Grup E'de: 24. saatteki GIn degerlerinde meydana gelen artisg, bazal
degerlere gore anlamli bulundu (ort. 0,09; p<0,01). 96. saatteki GIn
degerlerinde meydana gelen dusus; bazal degerlere goére (ort. 0,11; p<0,01)
ve 24. saatteki degerlere gore (ort. 0,20; p<0,01) anlamli bulundu.

Grup P'de: 24. saatteki GIn degerlerinde meydana gelen artis, bazal
degerlere gore anlamli bulundu (ort. 0,02; p<0,01). 96. saatteki GIn
degerlerinde meydana gelen artis; bazal degerlere goére (ort. 0,04; p<0,01) ve
24. saatteki degerlere gore (ort. 0,02; p<0,01) anlamli bulundu.

Grup EP’de: 24. saatteki GIn de@erlerinde meydana gelen artig, bazal
degerlere gore anlamli bulundu (ort. 0,02; p<0,01). 96. saatteki GIn
degerlerinde meydana gelen artis (ort. 0,07; p<0,01) bazal degerlere gére ve
24. saatteki degerlere gore (ort. 0,05; p<0,01) anlamli bulundu.
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Tablo 10. Deneklerin Gruplara ve Zamana Goére Plazma Glutamin
Degerlerinin Dagilimi (mmol/L)

Glutamin Glutamin Glutamin

Grup (Bazal De ger) (24. sa) (96. sa)

N Ortt SD Ortt SD Ortt SD
C 12 0,714 0,029 0,865* 0,037 0,483* 0,046
E 10 0,708 0,021 0,796* 0,019 0,599* 0,010
P 11 0,707 0,022 0,725* 0,029 0,748* 0,051
EP 11 0,712 0,016 0,730* 0,011 0,779* 0,018

C: Kontrol grubu, E: Enteral GIn grubu, P: Parenteral Ala-GIn grubu, EP: Kombine grup.
*p<0,01: Gruplarin kendi iginde farkli zaman dilimlerindeki ort. GIn degerlerinin karsilagtirimasi.

Grup

09
+ —-C
- E
08- —A—PpP
ot ® Ep

A +

0,7

Bazal
Deger
Plazma +
Glutamin
(mmol/mL)
0,5 -
1.
0,41
0 24. sa 96. sa
Zaman

Sekil 25. Deneklerin Gruplara ve Zamana Gore Plazma Glutamin
Degerlerinin Dagilimi.

C: Kontrol grubu, E: Enteral GIn grubu, P: Parenteral Ala-GIn grubu, EP: Kombine grup.
*p<0,05: Ort. GIn degerlerinin gruplar arasinda karsilastiriimalari.
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3.5.Serum TNF- a Konsantrasyonlari:

Grup C, Grup E, Grup P ve Grup EP’nin bazal TNF-a degerleri gruplar
aras! karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark saptanmadi (p>0,05).
Deneklerin gruplara ve zamana gére TNF a dizeylerinin dagilimi Tablo 11 ve
Sekil 26’da gosterilmistir.

24. saatte:

e Grup Cnin TNF-a degerleri; Grup E’den (p=0,015), Grup P’den
(p<0,001) ve Grup EP’den (p<0,001) anlamli olarak yiiksek bulundu.

e Grup E’nin TNF-a degerleri, Grup P’den (p<0,001) ve Grup EP’den
(p<0,001) anlamli olarak yiksek bulundu.

e Grup EPnin TNF-a degerleri, Grup P’den anlamli olarak yuksek
bulundu (p<0,001).

96. saatte:

e Grup Cnin TNF-a degerleri; Grup E’den (p=0,002), Grup P’den
(p<0,001) ve Grup EP’den (p<0,001) anlamli olarak yiiksek bulundu.

e Grup E'nin TNF-a degereleri, Grup P’den (p<0,001) ve Grup EP’den
(p<0,001) anlamli olarak yuksek bulundu.

e Grup EP’nin TNF-a degerleri, Grup P’den anlamli olarak dusuk
bulundu (p<0,001).
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Grup C'de: 24. saatteki TNF-a degerlerinde meydana gelen artis,
bazal degerlere gére anlamli bulundu (ort. 9,61; p<0,01). 96. saatteki TNF-a
degerlerinde meydana gelen artis, bazal degerlere gére anlamli bulundu (ort.
7,20; p<0,01). 96. saatte TNF-a degerlerinde 24. saate gore ise anlaml
dusus saptandi (ort. 2,41; p<0,01).

Grup E'de: 24. saatteki TNF-a degerlerinde meydana gelen artis,
bazal degerlere gére anlamli bulundu (ort. 8,33; p<0,01). 96. saatteki TNF-a
degerlerinde meydana gelen artis, bazal degerlere gére anlamli bulundu (ort.
5,73; p<0,01). 96. saatte TNF-a de@erlerinde 24. saate gore ise anlamli
dusus saptandi (ort. 2,59; p<0,01).

Grup P'de: 24. saatteki TNF-a degerlerinde meydana gelen artis,
bazal degerlere gére anlamli bulundu (ort. 4,22; p<0,01). 96. saatteki TNF-a
degerlerinde meydana gelen artis, bazal degerlere gére anlamli bulundu (ort.
1,47; p<0,01). 96. saatte TNF-a degerlerinde 24. saate gore ise anlaml
dusus saptandi (ort. 2,75; p<0,01).

Grup EP’de: 24. saatteki TNF-a degerlerinde meydana gelen artis,
bazal degerlere gére anlamli bulundu (ort. 4,85; p<0,01). 96. saatteki TNF-a
degerlerinde meydana gelen artis, bazal degerlere gére anlamli bulundu (ort.
1,14; p<0,01). 96. saatte TNF-a degerlerinde 24. saate gore ise anlaml
dusus saptandi (ort. 2,75; p<0,01).
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Tablo 11. Deneklerin Gruplara ve Zamana Goére Serum TNF-a
Degerlerinin Dagilimi (pg/mL)

TNF-a TNF-a TNF-a

Grup (Bazal De ger) (24. sa) (96. sa)

N Ortt SD Ortt SD Ortt SD
C 12 8,43 0,35 18,04* 1,04 15,63* 0,71
E 10 8,59 0,56 16,92* 0,97 14,32* 1,63
P 11 8,48 0,18 12,70 0,77 9,95* 0,39
EP 11 8,42 0,17 13,27* 0,66 9,57* 0,37

C: Kontrol grubu, E: Enteral GIn grubu, P: Parenteral Ala-GIn grubu, EP: Kombine grup.
*p<0,01: Gruplarin kendi i¢cinde farkli zaman dilimlerindeki ort. TNF-a degerlerinin karsilastiriimasi.

Grup
—+-C

20
18 - E
—A—p

%7 o EP

14
Serum
TNE-a
(pg/mL) 127

0 24. sa 96. sa
Zaman

Sekil 26: Deneklerin Gruplara ve Zamana Go6re Serum TNF-a
Degerlerinin Dagilimi.

C: Kontrol grubu, E: Enteral GIn grubu, P: Parenteral Ala-GIn grubu, EP: Kombine grup.
p<0,01: Ort. TNF-a degerlerinin gruplar arasinda kargilastiriimalari.
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3.6.Serum IL-10 Konsantrasyonlari:

Grup C, Grup E, Grup P ve Grup EP’nin bazal IL-10 deg@erleri gruplar
aras! karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark saptanmadi (p>0,05).
Deneklerin gruplara ve zamana goére IL-10 dizeylerinin dagilmi Tablo 12 ve
Sekil 27°'de gosterilmistir.

24. saatte:

e Grup C'nin IL-10 degerleri; Grup P’den (p<0,001) ve Grup EP’den
(p<0,001) anlamli olarak yiksek bulundu.

e Grup C ile Grup E'nin IL-10 degerleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmadi (p>0,05).

e Grup E'nin IL-10 degerleri, Grup P'den (p<0,001) ve Grup EP’den
(p<0,001) anlamli olarak yiksek bulundu.

e Grup P ile Grup EP’nin IL-10 degerleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmadi (p>0,05).

96.saatte:

e Grup C'nin IL-10 degerleri; Grup P’den (p<0,01) ve Grup EP’den
(p<0,01) anlamli olarak yuksek bulundu.

e Grup C ile Grup E'nin IL-10 degerleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmadi (p>0,05).

e Grup E'nin IL-10 degerleri, Grup P’den (p<0,005) ve Grup EP’den
(p<0,001) anlamli olarak yuksek bulundu.

e Grup EP'nin IL-10 degerleri, Grup P’den (p<0,05) anlamli olarak
dusik bulundu.
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Grup C'de: 24. saatteki IL-10 degerlerinde meydana gelen artis, bazal
degerlere goére anlamli bulundu (ort. 5,50; p<0,01). 96. saatteki IL-10
degerlerinde meydana gelen artis, bazal degerlere gére anlamli bulundu (ort.
1,67; p<0,01). 96. saatte IL-10 degerlerinde 24. saate gore ise anlamli disus
saptandi (ort. 3,83; p<0,01).

Grup E'de: 24. saatteki IL-10 de@erlerinde meydana gelen artis, bazal
degerlere goére anlamli bulundu (ort. 4,32; p<0,01). 96. saatteki IL-10
degerlerinde meydana gelen artis, bazal degere goére anlamli bulundu (ort.
1,15; p<0,01). 96. saatte IL-10 degerlerinde 24. saate gore ise anlamli dusis
saptandi (ort. 3,17; p<0,01).

Grup P’de: 24. saatteki IL-10 de@erlerinde meydana gelen artis, bazal
degerlere goére anlamli bulundu (ort. 2,48; p<0,01). 96. saatteki IL-10
degerlerinde meydana gelen artis, bazal degere goére anlamli bulundu (ort.
1,04; p<0,01). 96. saatte IL-10 degerlerinde 24. saate gore ise anlamli disus
saptandi (ort. 1,44; p<0,01).

Grup EP'de: 24. saatteki IL-10 degerlerinde meydana gelen artis,
bazal degerlere gére anlamli bulundu (ort. 2,80; p<0,01). 96. saatteki IL-10
degerlerinde meydana gelen artis, bazal degere goére anlamli bulundu (ort.
0,72; p<0,01). 96. saatte IL-10 deg@erlerinde 24. saate gore ise anlamli disus
saptandi (ort. 2,08; p<0,01).
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Tablo 12. Deneklerin Gruplara ve Zamana Goére Serum IL-10 Dlzeylerinin
Dagilimi (pg/mL)

IL-10 IL-10 IL-10
Grup (Bazal De ger) (24. sa) (96. sa)
n Ort+ SD Ortx SD Ort+ SD
C 12 13,67 0,85 19,17~ 1,17 15,34* 0,94
E 10 13,94 0,55 18,25* 0,95 15,08* 0,45
P 11 13,45 0,63 15,93* 0,81 14,49* 0,40
EP 11 13,18 0,58 15,98* 0,43 13,90* 0,59

C: Kontrol grubu, E: Enteral GIn grubu, P: Parenteral Ala-GIn grubu, EP: Kombine grup
*p<0,01: Gruplarin kendi i¢inde farkli zaman dilimlerindeki Ort. IL-10 degerlerinin karsilastiriimasi.

Gru
20 p
-+ C
1) & E
AP
15 ~® EP

17

Serum 16 -
IL-10
(pg/mL) 15

Baza+4
Deger
13 4

12

24. sa 96. sa
Zaman

Sekil 27. Deneklerin Gruplara ve Zamana Goére Serum IL-10 Degerlerinin
Dagilimu.

C: Kontrol grubu, E: Enteral GIn grubu, P: Parenteral Ala-GIn grubu, EP: Kombine grup.
24. saatte; Grup C ve Grup E'nin IL-10 degerleri, Grup P ve Grup EP'den yiksek bulunmustur (p<0,01).
Ancak, (Grup C ile Grup E) ve (Grup P ile Grup EP) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur.
96. saatte; Grup C ve Grup E karsilastirmalari disinda diger gruplar arasinda fark vardir (p<0,05).
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3.7.TNF- a ile IL-10 Korelasyonu

TNF-a ile IL-10 degerleri arasinda 24. saatte (r=0,746; p<0,01) ve 96.
saatte (r=0,591; p<0,01) pozitif yonlt anlamli korelasyon bulunmustur. 24. ve
96. saatte TNF-a ile iIL-10 degerlerinin birlikte artis gdsterdigi saptanmistir
(Tablo 13).

Tablo 13. TNF-a ile IL-10 Olgiimlerinin lligkisi

Olciim Olgiim n r
TNF (24. sa) IL-10 (24. sa) 44 0,746*
TNF (96. sa) IL-10 (96. sa) 44 0,591*

*p<0,01
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4. TARTISMA

Sepsis, yillar boyunca tip dinyasinin tedavisi gi¢c ve mortalitesi
yUksek sorunlarindan biri olmustur (22, 39, 54). Sepsisdeki hastalarda kan ve
doku GIn duzeyleri duger ve bu dusus hastanin anabolik doneme gecisine
kadar surer. GIn, plazmada en yutksek miktarda bulunan bir non-esansiyel
aminoasit olup, 6zellikle sepsis gibi katabolik durumlarda esansiyel hale
gelmektedir (114, 115, 153, 198). Sepsisde hizlanan metabolizma; protein
katabolizmasina, Ozellikle GIn’in yikimina ve depolardan ttiketiimesine neden
olur (22, 39, 54, 199). Ayni zamanda barsakta GIn emilimi azalirken karaciger
ve immun sistemde fazla miktarda kullanilir (16-18, 200, 201). Bu hastalarda
endojen GIn dretimi, tUketiminden az oldugu icin diyetle GIn verilmesi
gerekmektedir (120, 154, 161). Dusik GIn duzeyleri; immin sistem
disfonksiyonu, intestinal batinligin bozulmasi ve mortalite oraninin artmasi
ile iligkilidir (114, 202-204). Bu konu birgok klinik ve deneysel calisma ile
desteklenmistir. (186, 205-210).

Sepsisde nutrisyon deste@i olarak kullanilan GIn’in olumlu etkilerini
sunmak icin yapiimis deneysel ve klinik ¢caligsmalarda asil tartisma noktalari,
GIn’in yararh etkilerinin olup olmadigindan ziyade farkli verilis yollari
arasindaki etki, doz ve maliyet farki konusundadir. Bu amagla GIn’in enteral
veya parenteral kullanimi ile ilgili yapilmis ¢ok sayida calisma mevcuttur.
Ancak bilgilerimiz dahilinde literatlrde enteral ve parenteral Gln’nin kullanimi
ile ilgili bir caligmaya rastlanmamistir. Biz de bu ¢alismamizi 6ncelikle, genel
olarak bakildiginda sepsisde vyararli oldugu kanitlanan, ancak yapilan
calismalarla biyoyararlaniminin distk oldugu gosterilen, enteral Gin ile
parenteral GIn'nin es zamanh kullanilmasi; aditif etki olusturur mu ve bu
kombinasyon alternatif bir yol olarak kullanilabilir mi sorularina yanit bulmak
amacltyla gerceklestirdik. Ayrica sepsisde enteral+parenteral kombine verilen
GIn dozunun daha dusik olmasi ile maliyetten saglanan kazanci gostermek

ise ikinci amacimizdi.
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Calismamizda GIn’in etkilerini yansitmak amaciyla kan GIn, TNF-a, IL-
10 konsantrasyonlari ile intestinal mukoza histopatolojik incelemesi, kan ve
doku kltarleri degerlendirilmistir.

Literatirde abdominal kaynakli enfeksiyonlarin en sik gorulen etkeni
E. coli olarak gosteriimektedir (211). Calismamizda, ayni bakterinin patojen
susunun ip enjeksiyonu ile intraabdominal kaynakli sepsis modeli
olusturulmustur. Kullanilan mikrobun virulansi deneysel modelinin en dnemli
Ozelligini olusturur ve bu model, canl etkenler kullanildigindan dolayi, klinik
sepsisi ¢ok iyi taklit eder (196, 212). Bu nedenle bizim ¢alismamizda da bu
model tercih edilmigtir.

Feuerstein ve arkadaslari (213), sicanda LPS vererek olusturduklari
Gram (-) sepsisinde, lokosit sayisinin zamana bagli olarak iki kati kadar
artigini, bazi hayvanlarda ise 4000 /mm®un altina diserek I6kopeni
gelistigini gostermiglerdir. Friedland ve arkadaslari (214) da sicanlarda
yaptiklari deneysel E. coli menenijit modelinde, |6kosit sayilarinin 2. saatten
sonra arttigini ve bu artisin TNF-a ile birlikte oldugunu saptamislardir. Bizim
de ana calismamizdaki modellerde, sepsis olusturuldugunu kanitlamak icin
olusturdugumuz 6n calisma gruplarimizdan Grup IlI'deki sicanlarda, yuksek
ates ve lokositoz saptanmig olup, kan ve doku kdlttrlerinde Greme (% 100)
tespit edilmigtir.

GIn, enterositler ve lenfositler icin hem yakit kaynagidir, hem de trofik
bir etkiye sahiptir. GIn’den zenginlestiriimis beslenmenin ince barsak vill6z
atrofiyi, Gl sistemde lenfoid atrofiyi onledidi, bakteriyel translokasyonu
azalttigi ve immun fonksiyonlari duzelttigi gosterilmistir (22, 23, 110, 118,
128, 137, 184). Enterositler, dusik glutamin sentetaz enzim aktivitesine sahip
olup daha fazla miktarda glutaminaz enzimi icerdiklerinden, hazir GiIn
kaynagina bagimhdir (128-133). Windmueller ve arkadaslarinin (215) yaptigi
calisma GIn’'in, enterositlerin major enerji kaynagi oldugunu gosterirken,

Newsholme ve arkadaslari (216) ise kolonositlerde de benzer etkiyi
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saptamiglardir. Sepsis durumunda ise, GIn’nin intestinal tutulumu duser,
karacigerde tutulumu 10 kat artar ve muhtemelen glukoneogenezis,
Urogenezis, protein, nukleotid ve glutatyon sentezinde kullanilir (121, 217).
Basoglu ve arkadaslarinin (218) yaptigi deneysel calismada, glutaminin
barsak mukozasi Uzerindeki etkileri aragtiriimis ve glutamin verilen denek
grubunda  verilmeyenlere  gbére  barsak  mukozasinda  glutatyon
konsantrasyonunun 6nemli derecede yuksek oldugu tespit edilmigtir. Bu
calismada GlIn icerikli beslenmenin ince barsaklar iskemi ve reperflizyon
hasarindan da korudugu gosterilmigtir.

Fujita ve arkadaglarinin (219) yapmig olduklari ¢alismada; % 2’lik GIn
desteginin, endotoksemiyi azalttigi, ancak ornitin dekarboksilaz seviyeleri
incelenerek, mukozal rejenerasyon uzerine bir katkisi olmadigi gosterilmigtir.
Apteker ve arkadaglarinin (220) yaptiklari caligsmada ise, lavman seklinde
GIn uygulanmasinin makroskopik ve mikroskopik hasar skorunu ve ayrica

myeloperoksidaz aktivasyonunu azalttigr gosterilmistir.

GlIn'in, intestinal mukoza Uzerine trofik etkilerini gostermek amaciyla
yapilan caligmalarda, enteral uygulamanin parenteral uygulamaya gore
intestinal villis nekroz ve atrofisini daha belirgin olarak azalttigi goértlmektedir
(95, 119, 134, 135, 167, 168). Van der Hulst ve arkadaglarinin (21) yapmis
olduklari calismada, saglikli gonullilerde standart Gin'siz parenteral
beslenme ve GIn iceren parenteral beslenme sivilarinin (0.23 g/kg/gin
serbest glutamin) etkilerini incelemislerdir. Yaklagik 2 hafta GIn’siz parenteral
beslenme alan hastalarda, total mukoza kalinliginda, duedonum villis
yuksekliginde 6nemli bir azalma ve barsak gecirgenliginde énemli bir artis
(triner laktiloz ve mannitol yolu ile) go6zlenmigtir. Gln grubunda intestinal
villis yuksekligi ve barsak gecirgenliginde degisiklik gdzlenmemistir. Bu
sonuglar parenteral glutamin desteg@inin enteral beslenmenin kesildigi saglikl
vakalarda ve ciddi hastalarda barsak butlnligini korudugunu gostermistir.
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Literattr ile uyumlu olarak bizim ¢alismamizda da GIn destegi verilen
tum gruplarda intestinal villis atrofi oranlari kontrol grubuna goére anlamli
duzeyde azalmistir (Grup C'de 12 sicanda 11 (+), Grup E’de 8 sicanda 2 (+),
Grup P’de 11 sicanda 5(+), Grup EP’de ise 11 sicanda 2(+); Grup C ile Grup
EP, P, Enin karsilastirimasi, p<0,05). Enteral uygulamada parenteral
uygulamaya gore intestinal villis atrofi oranlarinin daha fazla azaldig
gorulmus fakat bu fark istatiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu sonug,
enteral destegin verilemeyecegi durumlarda intestinal trofik etkilerinden
faydalanmak icin, parenteral glutamin destegi verilebilecegini ortaya
koymaktadir (21). Calismamizda, enteral uygulamada parenteral uygulamaya
gore atrofi oraninin daha az olmasi, barsaklarin enteral glutamini daha secici
olarak almasina ve GIn'in, enterositlerin direkt enerji kaynagl olmasina
baglanmistir. Kombine grupta atrofi oranlarinin enteral gruba gére daha az
olmasi ise, parenteral destek ile saglanan immin modulator etkinin,
bakteriyemi ve organlardaki Uremeyi azaltmasi sonucu sepsis kaynakl
intestinal hasarin azalmasina bagl olabilir. Ancak kombine GIn uygulanan
grupta atrofi oranlari enteral uygulanan gruba gére daha az olmasina ragmen
bu fark istatiksel olarak anlamli bulunmamistir. Eger GIn'’in, sadece intestinal
mukoza uzerine olan trofik etkilerinden faydalaniimak istenirse, maliyeti de
g6z 6nune alinarak enteral uygulanmasinin en iyi yol olacagi tartismasizdir.
Ancak daha oOnce de belirttigimiz gibi sepsisde imminmodulator etkinin
onemi kacginilmaz bir gergektir.

Barsak Dbariyerinin devami, g¢esitli savunma mekanizmalarinin
komplike etkilesimini gerektirir (119, 128-130). Intestinal bariyer bozuldugu
zaman, bakteriyel translokasyon gerceklesir (203). Literaturde, GIn destegi ile
bakteriyel translokasyon arasindaki iligkiye dair bircok calisma
bulunmaktadir. Kritik hastalarda GIn’den fakir beslenme ile barsaklarda
belirgin vill6z atrofi olusur, gastrointestinal kanalin patojenlere gecirgenligi
artar, bakteri ve toksinlerin translokasyonu olur. Bakteri translokasyonu da
sitokin bombardimanini baslatir. Bdylece multipl organ yetmezligi olusur
(110, 119, 128, 129, 139, 141, 160). GIn katkili beslenme ise; villus atrofisini,
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mezenter lenf nodlarinda pozitif kdltir sayisini ve bakteriyemi sikhgini
azaltmakta, pozitif nitrojen dengesini saglamakta, immin sistemi
desteklemekte ve mortaliteyi digturmektedir (21, 130, 148, 150, 167, 219).

Calismamizda, sicanlarin higbirinde bakteriyel translokasyon tespit
edilmemesinin sebebinin, sicanlarin 96 sa sdreli takip edilmesine bagli
oldugunu dusunltyoruz. Eger deneyimizin suresini daha uzun tutsaydik,
yapilan arastirmalardan ve mevcut verilerimizden yola cikarak bakteriyel
translokasyonun tespit edilebilecegi ve GIn destedi verilen gruplarda
bakteriyel translokasyon oranlarinin daha az olabilecedi inancindayiz.
Calismamizda intestinal mukoza trofik etkileri ile plazma GIn dizeyinin en
yiksek saptandigi grup kombine grubumuzdur. Bu nedenle de, kombine
grupta bakteriyel translokasyonun en az olacagi kanisindayiz.

Bazi kontrolli caligsmalar ve vaka serilerinde, TPN ile beslenen
vakalarda, intestinal adaptasyonun gerceklesmesinde GIn’in faydali oldugu
ve immun fonksiyondaki roli nedeni ile bakteriyemi ile sepsis insidansinda
azalmaya neden oldugu rapor edilmistir (220-222). Buna karsin, akkiz
enfeksiyon gelismesinde GIn’in etkisini arastiran Griffiths ve arkadaslarinin
(222) calismasinda, TPN ile birlikte GIn verilmesinin, akkiz enfeksiyon

gelismesini 6nlemedigi, fakat 6lum riskini azalttigi bildirilmistir.

Houdijk ve arkadaslarinin (223), 72 multipl travmali hastayl dahil ederek
yaptigi calismada, standart enteral beslenmeye GIn eklenmesiyle;
bakteriyemi, pnémoni ve sepsis, 5. ginde GIn grubunda (n=29) kontrol
grubuna (n=31) gore belirgin olarak daha az gorulmustar.

GlIn'in I6kosit-makrofaj fonksiyonunda modulator etkisi ve buna bagli
olarak da dolasan bakteri sayisini ve klinik enfeksiyon oranini azalttigi ortaya
konmustur (224). Ogle ve arkadaslarinin (164) yaptigi calismada; cerrahi,
yanik ve travma sonrasi, nétrofillerin bakteri dldiirme kapasitesinin azaldigi

ve yanik vakalarinda GIn desteginin, nétrofillerin bakteri 6ldirme kapasitesini
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invitro olarak arttirdigi bildirilmistir. Furakawa ve arkadaslarinin (149) yaptigi
bagka bir calismada invitro olarak cerrahi vakalarindan, postoperatif
1. ginunde alinan nétrofillerin ortamina konan GIn miktari 0.5 mmol/L'den
1 mmol/L'ye c¢ikartildiginda, E. coli miktarinin % 26 azaldigini saptamiglardir.
Ayni calismada, GIn desteginin arttirilmasi ile 6zellikle plazma GIn dizeyi

dusuk olan vakalarin nétrofillerinin E.Coli 6ldirme aktiviteleri artmigtir.

Yapilan calismalar gostermektedir ki Gln iceren diyetle; hayvanlarda
kilo kaybi, mezenterik lenf nodlarinda pozitif bakteri kultir sayisi, bakteriyemi
ve endotoksemi azalmakta, pozitif nitrojen dengesi olusmakta ve mortalite
dusmektedir (21, 148, 167). Foitzik ve ark. (225) deneysel pankreatit
olugsturduklari bir calismada, parenteral beslenme ile GIn verilmesinin (0.5
g/kg/giin) pankreas enfeksiyon oranini % 86'dan % 33’e dusurduguni
saptamislardir. Ziegler ve ark. (176) allogenik kemik iligi transplant
vakalarinda, 45 katabolik hastada GIn destekli parenteral beslenmenin klinik
ve metabolik etkilerini randomize, c¢ift kor kontrolli bir calismada
incelemislerdir. GIn grubu 0.57 g kg™* gin® L-GIn almistir. GIn iceren
parenteral beslenme grubunda, standart parenteral beslenme grubuna goére
klinik enfeksiyon (3/24, 9/ 21 hasta p =0.041), pozitif bogaz kultart (13/24,
18/21 hasta: p=0.028) ve pozitif digki kltart (10/24, 16/21 p=0.034) oranlari
ile transplant sonrasi hastanede kalma suresinde (29+1, 36+2 gun p=0.017)

azalma bildirmiglerdir.

Literatirdeki calismalara bakildiginda kan ve doku kiltirlerinde
Uremeyi azaltici etkinin parenteral GIn uygulamalarinda daha belirgin oldugu
belirtiimekle beraber, bu etki acisindan enteral ve parenteral uygulama ile
kombine kullanimi karsilagtiran calisma bulunmamaktadir. Ancak parenteral
GIn uygulamasinin kan glutamin dizeyini dakikalar icinde yukseltigi g6z
onune alinirsa, GIn’in endotoksemiye yanitinda parenteral destekte bu etkinin
daha fazla olmasi olasidir (226, 117). Bizim calismamizda, GIn destegi ile
kan ve doku kdlturlerinde Ureme oranlarinda azalma tespit edilmis ve bu

sonugclar literatlr ile uyumlu bulunmustur. Kombine grupta kontrol grubuna
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goOre kan ve doku kultiri dreme sonugclar anlamli derecede dusuktur (Grup
EP-C Kkarsilastirimasi) ancak diger gruplarda kontrol grubuna gore bu
oranlarin daha fazla dusmesine ragmen, gruplar arasi yapilan istatiksel
karsilastirmada anlamli fark tespit edilmemistir. Her ne kadar barsak yilizey
alanini, enteral yolla verilen Gln daha iyi korusa da, bakteriyemi orani enteral
grupta daha fazla ¢cikmistir. Bu sonucun sistemik etkinin enteral uygulamada
daha az olmasindan kaynaklandigini dustnidyoruz. Kombine uygulanan
grupta ise daha belirgin bir azalma tespit edilmis ve bu azalma kontrol grubu
ile kargilastiriidiginda istatiksel olarak anlamli bulunmustur. Bu sonuclardan
hareketle, GIn’in immin modulatoér etkisinin en fazla enteral ve parenteral
olarak kombine yolla GIn verilen grupta oldugu ve bu etkisi ile kan ve doku
kiltarlerinde Uremeyi belirgin olarak azalttigini belirtebiliriz. Kombine Gin
uygulanmasinda immin modulatér etkinin parenteral uygulamaya gore daha
fazla olmasinin, enteral Gln desteginin sitokin bombardimanini dnlemesine

bagl olabilecegini distinmekteyiz.

GIn desteginin, 0©zellikle de kombine GIn verilmesinin, immin
modulator etki ile dolasan bakteri sayisini azaltmasi sonucu, sepsisin spesifik
tedavisinde kullanilan antibakteriyel tedavi maliyetlerini de azaltabilecegini
dusunmekteyiz. Ancak bu distincemizin, bu yondeki calismalarla
desteklenmesi gerektigi kanaatindeyiz.

Sepsis, GIn’in hem tuketiminde, hem de Uretiminde belirgin artiglara
neden oldugu halde, doku gereksinimleri vicudun GIn Uretme becerisini
geride birakir ve zamanla doku ve plazma seviyeleri duser (114, 115, 153,
154, 227). Dusuk plazma seviyesi, kritk hastalarda koti sonuglarla
baglantilidir (204). GIn desteginin, plazma ve doku GlIn seviyelerini arttirdigi
gosterilmistir (13, 228).

Sepsisde, ilk metabolik cevap olarak; iskelet kasinin GIn depolarini

tiketinceye kadar GIn'i plazmaya saldigi ve akcigerden de GIn saliniminin
arttigi tespit edilmistir (160, 229, 230). Austgen ve arkadaslari da (231)
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barsaklardan GIn aliminin  azaldigini, karacigerden ise arttigini
gostermiglerdir. Yine sepsisde, bagisiklik sisteminin blyik bir GIn tiketicisi
haline geldigi Newsholme ve arkadaslari (224) tarafindan da belirtiimistir.

Peng ve arkadaslarinin (232) yaptiklari calismada, yanik sonrasi
plazma GIn seviyeleri disen hastalara enteral Gln verilmesinden 14 gin
sonra saglikli kontrol grubuyla (Grup C ) karsilastirildiklarinda GIn’in ayni
seviyelere c¢iktigini ama plasebo grubunda (n=23) (Grup B) bu gelismenin
gozlenmedigi gosterilmistir.  Ayni calismada, yanik sonrasi hicresel
immanitenin agir bir sekilde baskilandigi ama GIn verilmesinden 14 gln
sonra bunun dizeldidi gosterilmistir (LTR [Lenfosit degisim orani, cpm x 10]:
2.28'den 3.26'ya, NPI (notrofil fagositoz indexi, % 23'den 32'ye, CD4+/CD8+
: 1.33'den 1.56ya, IL-2 (mg/L): 4.65'den 6.79a. p < 0.01). Yine ayni
calismada GIn grubunun hastane yatis surelerinde anlamli bir dusus
gOzlenmistir (Grup B: ~ 55.68 gtin, Grup GIn: ~ 46.59 gun. p < 0.05).

Literatirde invivo olarak, GIn ve LPS’nin beraber enjeksiyonu sonucu
vlcut enerji miktarinda artma, termoregulasyon ve klinik durumlarda iyilegsme
kanittanmigtir (233). Sepsiste, GIn plazma konsantrasyonlarinin zaman
icindeki degisimlerine dair net bir bilgi bulunmamaktadir. Robin ve
arkadaslarinin (117) yaptiklari ¢calismada, endotokseminin erken doneminde
(2. sa) plazma GIn konsantrasyonlari azalirken, 6. saatte GIn verilmeyen
grupta bazal seviyelere yaklastigi, GIn verilen grupta ise bazal seviyeleri
astigl tespit edilmistir. Ancak bu calismada, 6 saatlik kan GIn duzeyleri
calisildigi icin sonraki zaman dilimlerindeki diizeyleri hakkinda bir veri ortaya

konulamamisgtir.

Bizim calismamizda ise, plazma GIn dizeylerine 24. ve 96. saatte
bakildigi i¢in ilk 24 saate kadar olan seyri icin verilerimiz bulunmamaktadir.
Kontrol grubunda, 24. saatte plazma GIn dizeylerinin bazal degerlere gore
arttigr  tespit edilmistir. 24. saatteki bu artisin, sepsis sonucu, iskelet
kaslarindan GIn desarjina bagli oldugunu dusinmekteyiz (160). Yine bu
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grupta 96. saatte ise plazma GIn dizeylerinin belirgin olarak azaldigi ve
bazal degerlerin ¢cok altina dustigu gorilmektedir. 96.saatte dlcllen glutamin
duzeylerinin 24. saatteki degerlere gére daha dusik olmasi ise, sepsisde
artan GIn ihtiyacinin organizma tarafindan karsilanamadigini goéstermistir.
Enteral olarak uygulanan glutaminin buyidk bolimid muhtemelen splanknik
alanda metabolize olmustur. Enteral uygulamaya daha dusuk bir plazma
glutamin cevabi, bunu aciklayabilir (234-236). Literatirdeki calismalar,
enteral olarak verilen glutaminin splanknik alanda kullanilan miktarinin %50—

70'i kadar oldugunu gostermektedir (237).

24. ve 96. saat plazma GIn duzeylerindeki artis ve azalmalar, hem
bazal degerlere gére hem de kendi aralarinda istatiksel olarak anlaml
bulunmustur. 96. saatte bazal degere goére enteral ve parenteral grubunda
GIn degerlerindeki bu azalma sepsiste artan GlIn ihtiyacinin yetersiz
karsilanmasindan kaynaklanmaktadir (154). Kontrol grubundan elde ettigimiz
sonug, sepsiste artan ihtiyacin karsilanabilmesi icin GIn destegine gereksinim
oldugudur. Asil sorun; bu deste@in hangi yolla yapildiginda daha etkili
oldugunun saptanmasidir. Bu sorunun acikliga kavusturulmasi igin
calismamizda enteral, parenteral ve es zamanli olarak enteral+parenteral GIn

destegi verilmistir.

Tum gruplarda elde edilen bazal GIn dederleri arasinda istatiksel
olarak fark bulunmamistir (Plazma GIn, bazal deger, mmol/L; Grup C:0.714,
Grup E:0.708, Grup P:0.707, Grup EP:0.712). 24. sa GIn duzeyleri
incelendiginde, enteral grupta en fazla olmak tzere bazal degerlere gére GIn
dizeylerinin belirgin olarak artis gosterdigi, ancak bu artiglarin kontrol
grubuna gore anlamli diizeyde distk oldugu tespit edildi (24. sa plazma GIn,
mmoll/L; Grup C:0.865, Grup E:0.796, Grup P:0.725, Grup EP:0.730). 24.
saatte enteral grupta GIn duzeyleri parenteral ve kombine gruba goére anlamli
duzeyde yuksek, kontrol grubuna gore ise anlamli dizeyde dusuk bulundu.
Bu sonuclar; enteral verilen GIn’in plazma GIn konsantrasyonuna olan etkisi

daha gec¢ donemlerde ortaya ¢ikacagi icin kas dokusundan olan Gln desarjini
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tam olarak engelleyemedigi seklinde yorumlanabilir. 24. saatte parenteral ve
kombine grupta, plazma GIn duzeyleri kontrol ve enteral gruba gore anlamli
dizeyde dusuk bulundu. Bu sonug, parenteral yolla verilen Gln’'in plazma
seviyesinin  hizlh  yikselmesine ve kas dokusundan GIn desarjini
engellenmesine baglandi. Kombine uygulanan grup ile parenteral uygulanan
gruplar arasinda 24. saat plazma glutamin diuzeyleri agisindan anlamli bir
fark gozlenmedi.

Calismamizda 96. saat plazma GIn dizeyleri incelendiginde kombine
uygulanan gruptaki GIn dizeyleri tum gruplardan anlamli diizeyde yuksek
bulundu (96. sa plazma GIn, mmoll/L; Grup C:0.483, Grup E:0.599, Grup
P:0.748, Grup EP:0.779).. Parenteral gruba gore anlamli dizeyde yuksek
bulunmasi, enteral GIn’'in de plazma GIn konsantrasyonuna zamanla katki
saglamasina bagland. Enteral grubundaki plazma GIn
konsantrasyonlarindaki dugsusit ise su sekilde de aciklayabiliriz: Enteral
olarak verilen GIn, splanknik alandaki metabolizmasi ile glutamat ve
sitrulinine donusur. Gerdien ve arkadaslarinin yaptigi calismada (226),
glutamat, parenteral uygulama yoluyla degil, enteral uygulama ile artmistir.
Barsak mukozasinin paraseliler gecirgenligini azaltmak i¢in GIn'in glutamata
deaminasyonu gerektiginden, plazma glutamat konsantrasyonundaki bu
artis, enteral olarak verilen GIn’'in bagirsak butunligune yararl etkisine
katkida bulunabilir ancak yeterli kan GIn konsantrasyonlarina ulasmasi igin
yapilan vyayinlarda da belirtildigi gibi daha yuksek doz uygulanmasi
gerekmektedir (21, 226, 238).

TUm gruplardaki GIn dizeylerinin, bazal deger, 24. saat ve 96. saatteki
artig ve azaliglari grup iclerinde istatiksel olarak anlamli dizeyde farkli
bulundu. Menghua Luo ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada (239), parenteral
Ala-GIn desteginin kritik hastalarda enteral destege gore plazma Gin
konsantrasyonunu daha fazla arttirdig1 gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda da

parenteral grupta benzer sonuglar elde edilmesine ragmen, plazma GIn
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duzeylerini optimum konsantrasyonda tutabilmek icin en etkili yolun enteral

ve parenteral GIn'in es zamanl verilmesi gerektigi tespit edildi.

Ayrica, L GIn’in veya dipeptidin, durumu ciddi olan hastalarda guvenli
sekilde tolere edilen ve plazma seviyelerini dizenledigi gorilen 10-30 g
GIn/gun doz araliginda zararli etkilerini gdsteren ¢alisma yoktur (240).

Calismamizda, GIn’'in immmunolojik parametreler Uzerine etkilerini
gOsterebilmek icin sepsis surecinde agiri saliniminin kotd gidisten sorumlu en
onemli faktor olan proinflamatuar sitokinlerden TNF-a ile antiinflamatuar etki
ile krittk 6neme sahip olan IL-10 dizeylerine bakilmigtir (77, 241, 242).
Sepsiste, sitokinler son derece karmasik bir davranig sergilemektedirler.
TNF-q, sepsisin patogenezinde birincil sitokindir ve mikroorganizmalara karsi
immun cevapta kritik 6neme sahiptir (73). T lenfositler optimal bluyime ve
fonksiyon icin Gln’e ihtiyac duyarlar ve kritik hastalarda GIn eksikligi T hiicre
baskilanmasina neden olur (243). Ayrica GlIn, strese bagdimh 1si sok
proteinlerinin  (HSP-70, HSP-72) ekspresyonunu ile denatire ve hasarli
proteinlerin onarilmasini, nikleer faktor kB (NF-kB) sinyal iletim aktivitesini
baskilayip nétrofil infiltrasyonunu ve sitokin olusumunu azaltir (205, 208, 210,
244, 206).

TNF-a'nin septik sok veya endotoksemide esas rol oynayan mediator
olduguna iligkin gorusler, deney hayvanlarinda ve insanlarda gercgeklestirilen
bir dizi arastirmalarin sonuglarina dayanmaktadir. Saglikli bireylerde
endotoksin enjeksiyonundan sonra 60-90 dak icinde TNF a duzeylerinde
artis saptanir (245). DusUk konsantrasyonlarda vyararl etkilere, yuksek
konsantrasyonlarda ise olumcul etkilere sebep olabilmektedir (72). TNF-a’'nin
etkileri endotoksik sokta gelisen doku yikimi ve metabolik bozukluklari taklit
eder. Insanlarda septik sokta dolasimdaki TNF-a konsantrasyonu yiiksektir
ve TNF-a duzeyiyle yasam orani arasinda ters bir iligki vardir (245). Casey ve

arkadaslar1 (246) sepsisli hastalarda proinflamatuar sitokin olan TNF-a
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yuksekliginin  klinik gidisin g0Ostergesi olarak kullanilabilecegi ve seri

olcimlerin yararl olabilecegini gostermistir.

IL-10 ise konakginin, sepsiste organ yetmezligi ve o6limden
korunmasinda kritik bir rol oynar ve immunoregulatuar sitokinler arasindaki
dengede en dnemli antiinflamatuar sitokindir (76, 242). IL-10 antiinflamatuar
etkisini TNF-a, IL-18, IL-8, IF-y, IL-6 ve PG metabolitleri gibi inflamasyon

mediatorlerini inhibe ederek gosterir (242).

Oliveira ve arkadaglari (247) deneysel abdominal sepsis modelinde
parenteral GIn’in akciger ve distal organ hasarini azaltmasi ile ilgili yaptiklari
bir calismada, bronkoalveolar lavaj ve periton sivisinda IL-10 dizeylerinin
arttigini  belirtmiglerdir. Ancak bu calismada plazma GIn dizeyleri
calisiimadigi icin bu artisin GIn destegine mi bagli yoksa sepsisin indukledigi
bir artis mi oldugunu belirtmek olanaksizdir. Robin ve arkadaslarinin (117)
yaptigi calismada ise parenteral GIn desteginin sepsiste endotokseminin
tetikledigi ve 2. ve 6. saatte bakilan TNF a ve IL 10 artisini baskiladigi
gosterilmistir. Bizim ¢calismamizda da GIn destegi ile TNF a ve IL 10 artisinin
azaldigi ortaya konulmustur. Ancak biz sitokin dizeylerini 24. ve 96. saatte
inceledik. Robin ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada (117), 2. ve 6. saatte
Olcllen sitokin duzeyleri bazal dederlere gore cok yiksek olculirken, bizim
24. ve 96. saat sitokin duzeylerimiz bazal degerlerin 2 - 3 kati Uzerinde
bulunmustur. Sitokinlerin ilk 24 saatlik stredeki seyri konusunda net bilgiler
bulunmadigindan, bu seyrin ortaya konulabilmesi icin daha sik araliklarla kan

dizeylerinin olgilmesine ihtiyag vardir.

Calismamizda GIn destedi verilen tim gruplarda sitokin artiglarinin
suprese oldugu gortlmekle birlikte bu etkinin en fazla kombine grupta oldugu
tespit edildi.

TNF-a dizeyleri incelendiginde; bazal deg@erlerin tim gruplarda esit
oldugu ve 24. saatte arttigi 96. saatte azaldidi, fakat bazal dizeyin altina
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inmedigi tespit edildi. 24. saat TNF a duzeyleri; kontrol grubunda diger tim
gruplara gore anlamli dizeyde yuksek bulundu. Bu durum GIn desteginin
immin modulator etkisine baglandi. Enteral grubun 24. saatteki TNF a
duzeyleri parenteral ve kombine gruba gore anlamli dizeyde yuksek
bulundu. Bu durum, Robin ve arkadaslarinin (117) yaptigi calisma ile
desteklendigi Uzere parenteral verilen GIn’in plazma dizeylerine dakikalar
icinde etki ederek, GIn’in endotoksemiye erken dénemdeki yanitina bagli
oldugu dusuldl. 24. saat parenteral grup TNF a diizeyi kombine gruba gore
anlamli dizeyde duguk bulundu. Bu sonug ise parenteral grupta verilen GIn

miktarinin daha yuksek olmasi ile agiklandi.

Ozetle 24. saat TNF a duzeyleri lizerine olan supresyon etkisi en
belirgin olarak parenteral grupta tespit edilmistir. Bu durum kan GiIn
konsantrasyonunun erken dénemde yeterli miktarda saglanmasi ile GIn'in

endotoksemiye olan erken yanitinin en etkili olacagi seklinde yorumlandi.

96. saat TNF-a dizeyleri de; kontrol grubunda diger tum gruplara gore
anlamli dizeyde yuksek bulundu. Enteral grubun 96. saat TNF-a diuzeyi ise
parenteral ve kombine gruba gore anlamli diizeyde yiksek bulundu (serum
TNF- a, 24. ve 96. sa; Grup EP ve P’'de < Grup E ve C, p<0,05). Bu sonug¢
Gerdien ve arkadaslarinin (226) yaptiklari arastirma ile uyumlu olarak enteral
grupta kan GIn duzeylerinin yeterli konsantrasyonda tutulamamasina
baglandi. Kombine gruptaki 96. saat TNF a diizeyi ise parenteral gruba gore
anlamli diizeyde digtk bulundu. Bu durum kan GIn konsantrasyonunun 96.
saatte parenteral gruba gore daha yiiksek olmasina baglandi. Ozetle 96. saat
TNF a dizeyleri tzerine olan supresyon etkisi en belirgin olarak kombine
grupta izlenmigtir. Bu durum, sepsisde zamanla kan GIn konsantrasyonu
arttikca TNF a Uzerine olan supresyon etkisinin arttigini géstermektedir. Tim
gruplardaki, bazal deger, 24. saat ve 96. saat TNF a dizeylerindeki artis ve
dususleri grup ici karsilastirmalarda istatiksel olarak anlamli bulundu.

88



Sepsisde antiinflamatuar sitokinlerin serum duzeyleri ayni paralelde
proinflamatuar mediatorlerle birarada artar. Bundan dolay! antiinflamasyon,
hiperinflamasyon procesi ile gelismesini ayni zamanda gosterir. Her nekadar
yuksek duzeydeki antiinflamatuar mediatorlerin  varligi, bu hastalarin
mortalitesi ile birarada olsa da hiperinflamasyon ve hipoinflamasyon
arasindaki siklik degisimin klinik rolti heniiz net aciklanmamistir (248). Bizim
calismamizda, IL-10 dizeyleri incelendiginde ise; TNF-a ile benzerlik
gOsterdigi, aralarinda pozitif korelasyon oldugu gortlmuastir (24. sa; r=0,746,
p<0,01 ve 96. sa; r=0,591, p<0,01). Ayrica Steinhauser ve arkadaslari (9)

tarafindan IL-10'un bakteriyel temizligi de sagladigi belirtiimistir.

Calismamizda, enteral ve kombine gruplarin serum 1I-10 duzeyleri 24.
ve 96 saatlerde degerlendirildiginde kontrol grubu ile enteral gruplarin
degerlerinden daha disik oldugu saptanmistir (p<0,05). Enteral ve kontrol
grubunun, 24. ve 96. saat IL-10 dluzeyleri arasinda istatiksel olarak anlaml
fark tespit edilmemistir. Bu sonug¢ enteral uygulamanin IL-10 Uzerine olan

immin supresyon etkisinin yetersiz oldugunu gostermektedir.

Ertel ve arkadaslarinin (249) yaptigi deneysel calismada, sepsiste,
vicudun doku nekrozu ve multipl organ yetmezligini geciktirmek icin
kompanzasyon mekanizmasi ile inflamasyonu azaltmaya c¢alistigi ve bunu da
IL 6 ve TNF-a kan duzeylerini dusuk tutarak sagladigi gosterilmistir. Bu
calismada 24. saat TNF-a dizeylerinin sepsis grubunda bazal degerlerin
altina dustigu gorulmektedir. Karaca ve arkadaslarinin (250) yaptiklari
deneysel sepsis modelinde de benzer sonuglar ortaya konulmustur. Bizim
calismamizda da kontrol grubunda sitokinlerin azalma egiliminde oldugu
gorulmektedir. Ancak 24. saat TNF-a duzeylerinin bazal degerin 2 - 3 katl
Uzerinde oldugu, 96. sa TNF-a dizeylerinin ise azalma gdstermekle birlikte
bazal degerlerin altina inmedigi gortlmektedir. Bizim calismamizdaki bu
farklihk, mikroorganizmanin virulansina ve konakgl yanitinin degiskenligine
bagh olabilir. Sepsiste sitokin dizeylerinin distk tutulmasi ile saglanan bu
kompanzasyon mekanizmasi, GIn destegi ile 6zellikle de kombine GIn
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destegi ile daha belirgin olarak ortaya cikmaktadir. Bir bagka ifade ile, GIn
destegi sepsiste organizmanin kendini korumak icin ortaya koydugu bu

kompanzasyon mekanizmasina énemli 6l¢ciide katki saglamaktadir.

Bu calismamizda eger ilk 24 saatlik donemde kan glutamin ve sitokin
duzeyleri daha sik periyodlarda Olcllebilseydi, sepsiste kan GIn
konsantrasyonlarinin sitokin duzeyleri tzerine olan etkilerini ortaya koyacak
daha net bulgular elde edilebilirdi. Bu amacla yapilacak deneysel ¢calismalar
ile sepsiste immin yanitin karmasik seyrinin daha iyi aydinlatilabilecegi

kanaatindeyiz.

Su an yazim asamasinda olan parenteral nutrisyona Gln ve/veya
selenyum ilave edilerek 500 kritik hastay! iceren genis capli ¢cok merkezli
SIGNET calismasindan elde edilen sonugclar ile enteral ve/veya parenteral
nutriyona GIn ve/veya antioksidan ilave edilen 1200 kritik hastada yapilan
REDOX (REducing Deaths from OXidative Stress) calismasinin sonuclari
ilgiyle beklenmektedir (251, 252).

Katabolizmanin hizlandigi vakalarda GIn destekli parenteral beslenme
sivilarinin - maliyet etkinlik analizinin de 0Onemi bazi calismalarda
vurgulanmistir (180, 253). Yapilan ¢alismalar gostermistir ki kemik iligi nakli
yapilan vakalarda, GIn destekli parenteral beslenme 10687 USD maddi
kazan¢ saglamistir. Yogun bakim hastalarinda Gin destedinin yatis siresini
5-7 gun azalttigi ve hastanede yatis maliyetini %15 (6373 USD /hasta)
dusurdagi bulunmustur (137, 254). Cerrahi vakalarinda ise glutamin destekli
parenteral beslenme vaka bagina 3000 USD kazang saglamistir (254).

GIn'in hastane yatis surelerini ve maliyetleri dusurdagia yapilan
aragtirmalarla vurgulanmistir. Zhou ve arkadaslarinin (255) calismasinda da
siddetli yanik sonrasi enteral GIn kullaniimasiyla 30. ginde; plazma GIn
seviyelerinin desteklendigi, bagirsak gecirgenliginin dizeldigi, baslangic
plazma endotoksin seviyelerinin dustigu gozlenmis ve bu degisiklikler; kilo
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kaybinda (Kontrol:-17.4 kg, GIn:-12.1 kg) ,hastane yatis suresinde (Kontrol:
73 gun, GIn: 67 gun), maaliyette dusus (Kontrol:8343 USD, GIn: 7593 USD),
yara iyilesmesinde hizlanma (Kontrol: %72, GIn: %86) ile iligskilendirilmistir.

Calismamizda kullandigimiz dozlar ile erigkin hastada (70 kg) su anki
eczane satig Ucretleri Uzerinden (Resourch glutamine®, toz, 20x5 g, Nestle:
95.95 TL; Dipeptiven®, %20’lik L Ala-L GIn, 20 g [13,46 g L GIn]/100 mL iv
solusyon, Fresenius Kabi: 56.38 TL .[25.02.2010]) 7 gunlik maliyet analizi
yapildiginda;

e 0,5 g kg™ giin® GIn enteral destegi, 245 g 70 kg™ 7 gun™, 7 ginlik
maliyeti ise: 235.08 TL.

e 0.4 g kg gin™ Ala-GIn (=0,27 g kg* giin® GIn) parenteral destegi,
196 g 70 kg* 7 gun™, 7 giinlik maliyeti: 552.52 TL.

e Parenteral 0.3 g kg™ giin™ Ala-GIn (=0,2 g kg™ giin™ GIn) ve enteral
0.3 g kg™ giin™ GIn verilen kombine GIn destegi, 147 g 70 kg™ 7 gun™
enteral + 147 g 70 kg 7 gun® parenteral, 7 ginlik maliyeti:
555.44 TL.

Yukarida goruldigu gibi dustik dozda es zamanl kullanim ile 7 gunlik
tedavide 1 hastadan parenteral kullanim maliyeti 555.44 TL dir. Parenetral
GIn’in enteral Gln’e gore bircok Ustlnligu olmasina ragmen parenteral Gin
desteginden kacinilmasinin en énemli nedenlerinden biri maaliyetin yiksek
olmasidir. Enteral yolla GIn destegi saglanmasi maliyeti parenteral uygulanim
kadar arttimamaktadir ancak bu yolla plazma GIn duzeylerini optimum
duzeylere getirmek gugtir (256). Her nekadar es zamanli uygulama maliyeti,
enteral kullanima gore fazla, parenteral uygulama maliyeti ile hemen hemen
esit olsa da yukarida belirttigimiz biyolojik kazancglari nedeniyle ilk tercih
olmalidir kanaatindeyiz. Ancak bu konuda daha net veriler icin hastanede
yatis surelerini de kapsayan maliyet analizlerinin yapildigi genis caplh Klinik
calismalara ihtiyag vardir.

Ozetle; yukarida literatiir bilgileriyle birlikte belirtildigi Uizere:
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» GIn’in enteral yolla verilmesini; enteral beslenmenin normal fizyolojiye
daha uygun olmasi, barsaklarin enteral GIn’'i daha secici olarak
almasiyla enteral GIn'nin mukazanin direkt beslenmesine faydali
olmasi ve daha ucuz olmasi nedeniyle tercih ettik. Ancak enteral

GIn'in:

e ESPEN enteral beslenme klavuzunda cerrahi ve yogun bakim

hastalarinda enteral Gin kullanimi igin yeterli kanitin olmamasi

e Enfeksiy6z komplikasyonlari azaltsa da mortalite acisindan

yeterli verinin olmamasi
e Biyoyararlaniminin parenteral GIn’e gore daha az olmasi
e Her hastada es deger tolere edilememesi
e Hedeflenen plazma GIn konsantrasyonlarina ulagilamamasi
e Enteral destegin aspirasyon riskinin olmasi

e Immiin modiilator etkinin parenteral GIn’e gére daha az olmasi

gibi sinirlandirmalar mevcuttur.

» GIn'in parenteral yolla verilmesini ise; sistemik etkilerinin daha belirgin
olmasi, biyoyararlaniminin daha fazla olmasi, daha kisa sirede
istenilen plazma konsantrasyonlarina ulasilabilmesi, immun modulator
etkinin daha iyi olmasi ve periferik venlerden de uygulanabilmesi
nedeniyle tercih ettik. Ancak parenteral Gln’in:

e Barsak mukozasina trofik etkileri enteral Gln’e gore daha az

olmasi

e Maliyetin  yiksek olmasi gibi durumlar  kullanimini

sinirlandirmaktadir.

Enteral ve parenteral GIn’'in metabolizmalarinin farkli olmasi nedeniyle

her iki yolla verilmesinin olumlu etkilerinden faydalanmak amaciyla es
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zamanl kullanimini tercih ettik. Ayrica maliyeti arttirmamak icin de her iki

yolla kullanilan GIn dozlarini dusurduk.
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5. SONUC

Calismamizda ip E. coli enjeksiyonu ile deneysel sepsis modeli
saglanmis olup gruplarimiza, enteral ve parenteral kombine olarak farkli
uygulama yollariyla GIn destegi verildi ve deneyimiz, 96. saatte son 6rnekler
alindiktan sonra sonlandirildi. Verilerimiz intestinal villus atrofisi ve kan ve
doku Ureme oraninin kombine grup lehine oldugunu gostermektedir. Plazma
GIn  konsantrasyonunun en  yiksek, serum TNF-a ve IL-10
konsantrasyonlarinin da en disitk oldugu grubun yine kombine grup oldugu
tespit edilmistir. Maliyet acisindan degerlendirildiginde de, GIn dozlari
azaltlmis kombine uygulamanin, parenteral uygulamaya yakin oldugu
saptanmistir.

Sonu¢ olarak; sayisiz biyolojik oOzellikleri ile sepsisde nutrisyonel
destek icin essiz bir aday olan Gln'den en iyi yararlanimin; plazma GIn
konsantrasyonlarini etkin seviyede tutarak, intestinal mukozaya trofik
etkisinden, immin modulator etkisinden, doku ve kan kudltirlerinde Uremeyi
azaltmasindan dolayi, enteral ve parenteral yolun es zamanli kullanilmasiyla
mumkin oldugunu gosterdik. Ayrica kombine yolla distk doz kullanilan
Gln’nin, tim bu olumlu etkilerin yaninda maaliyetinin de parenteral
uygulamaya yakin olmasindan dolay klinikte tercih edilmesinde bir sakinca
olmadigini duisundyoruz. Ancak bu hipotezimizin daha ileri calismalarla
gelistirilmesi gerektigi kanisindayiz.
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