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KISALTMALAR

AG: aminoguanidin

CDC: Center for Disease Control,
CLP: cecal ligation and puncture
cNOS: constitutive NOS
eNOS: endotelyal NOS

IFN-y: interferon

IL-1: interlokin-1

IL-6: interl6kin-6

INOS: induklenebilir NOS
L-Arg: L-Arginin

LPS: lipopolisakkarit

LBP: Lipopolisakkarit baglayici protein
MODS: multipl organ disfonksiyon sendromudur
NADPH: nikotinamid adenine dinukleotid fosfat

NNOS: ndéronal NOS
NF-k B: nuclear factorkappa B

NQOS: nitrik oksit sentaz
NO: nitrik oksit

PAF: trombosit aktive edici faktor



ROS: reaktif oksijen drtnlerinin

SF: serum fizyolojik

SH: aminoasitlerin thiol

S1YS: sistemik Inflamatuvar Yanit Sendromu

SOD: superoksit dismutaz
TLR: Toll-like receptor’e

TNF-a: tumor nekrozis faktor-alfa



OZET

Aminoguanidin ve L-Arginin’nin Sepsisde Notrofil Kemotaksisi ve Bakteriyel
Translokasyon Uzerine Etkileri: Deneysel Calisma

Amag: Bu ¢alismada nitrik oksit sentaz inhibitorii aminoguanidin ve nitrik oksit prekirsori olan
L-Arginin’nin sepsis modelinde nétrofil kemotaksisi ve bakteriyel translokasyon tizerindeki
etkilerini aragtirmay1 amacladik.

Materyal ve Metod: 60 adet erkek Wistar Albino rat randomize olarak 6 gesit gruba ayrildi. 1)
grup 1. Serum fizyolojik (SF, 0,6 ml/kg/sa, 4 saat inflizyon), 2) grup 2. Lipopolisakkarit (LPS ,10
mg-kg deneyden 2 saat énce periton igine), 3) grup 3. SF ve aminoguanidin (AG, 5mg/kg bolus ve
5 mg/kg/sat 4 saat inflizyon), 4 grup 4 LPS ve AG:5) grup 5, SF and L-Arginin (L-Arg, 100
mg/kg/sa, 4 saat inflizyon), 6 grup 6, LPS ve L-Arg. Tiim ratlara kemotaksis ¢aligmasi i¢in
deneyden 12 saat 6nce periton i¢ine 15 ml sodyum kazesnat enjekte edildi. Tiim hayvanlar 4 saat
inflizyon sonrasi sakrifiye edildi. Notrofil kemotaktik indeksinin hesaplanmast i¢in peritoneal sivi,
histolojik caligma ve baktariyel translokasyon ¢alismalari i¢in karaciger , dalak mezenterik lenf
nodu, ileum ve cekumdan doku drnekleri alindi. Istatistiksel analizler i¢in Duncan ¢oklu aralik
testi, Friedman testi ve Ki-kare testi kullanildi.

Bulgular: Lipopolisakkaritin intraperitoneal yolla verilmesi istatistiksel olarak bu modelde
notrofil kemotaksisini bozmus bakteriyel translokasyonu arttirmistir. Sepsis indiiksiyonundan 2
saat sonra verilen L-Arg ve AG tedavi edilmeyen sepsisli ratlarla karsilagtirildiginda istatistiksel
olarak kemotaktik indeksi arttirmig ve bakteriyel translokasyonu azalmigtir.Sepsiste AG verilen
grupta bakteriyel translokasyon insidansinda ve ¢ekal bakteri populasyonunda belirgin azalma
gorlilmesine karsin bu deger normal ratlarla karsilastirildiginda istatistiksel olarak yiiksek
bulunmuistur. L-Arg inflzyonu bakteriyel translokasyonu ve ¢ekal bakteri populasyonunu normal
ratlardaki seviyelere kadar indirmis histopatolojik incelemede ince barsal mukozal biitiinligl
korumustur.

Sonug: L-Arginin ve aminoguanidinin deneysel sepsis olusturulan ratlarda bozulan nétrofil
kemotaksisini diizelttigi, ek olarak L-Arginin sepsiste intestinal mukozal biitiinliigli korudugu ve
muhtemelen bu yolla bakteriyel translokasyonu engelledigi sonucuna varilmustir.



Anahtar kelimeler; Sepsis; aminoguanidin ve L-Arginin; notrofil kemotaksisi

1. GIRIS

Sepsis diinyada yogun bakim {initelerine en sik kabul edilme nedenleri
arasindadir. Tibbi teknoloji alanindaki ilerlemeler, immunsipressif
ilaclarin artan kullanimi ve populasyon yasinin ilerlemesi, sepsis
insidansindaki bu hizli artisa katkida bulunmaktadir [1, 2]. Septik
hastalarin hastanede kalis stireleri genellikle uzamistir, yogun bakim
unitelerinden nadiren 2-3 haftadan dnce ayrilirlar. Bu nedenle sepsis, tiim
diinyada saglik sistemi  i¢in 6nemli bir yiik olmaktadir [2]. Gelismis
yogun bakim {initelerine ragmen, sepsis Amerika Birlesik Devletleri gibi
gelismis iilkelerde dahi her y1l bir milyonun iizerinde insan1 etkilemekte
ve bunlarin 200.000’inden fazlasinda oliimle sonuglanmakta ve sepsis,

yogun bakim hastalarinda birinci 6liim nedeni haline gelmektedir [15].

Hiicre duvari bilesenleri ve salgilanan proteinler immiin sistemi aktive
eden en 6nemli mikroorganizma kaynakli Urlnlerdir. Gram-negatif
hiicre duvariin biiyiik ¢ogunlugunu olusturan ve sepsiste ortaya ¢ikan en
onemli bakteri Urtnleri lipopolisakkarit (LPS) veya bakteri endotoksinidir
[ 3 ].Hiicre duvar1 yapisinda bulunan lipid bilesenlerinden Lipid A immiin
sistemin c¢esitli yolaklarini aktive eder [ 4 ]. Bu ylizden LPS, sepsis
modelli hayvan ¢alismalarinda sik kullanilan bir ajandir. -Endotoksinin

ortaya ¢ikardigi jeneralize yanmit, proinflamatuar ve antiinflamatuar



mediyatorler (sitokinler, adezyon molekaulleri) ile birlikte hem hiicresel
hem de himoral yolu kapsar[100]. Genellikle inflamatuar reaksiyonlar,
sitokinler aracilifiyla baslatilir [ 63 ]. Inflamasyon bolgesindeki 16kosit
birikimi birgok asamay1 kapsayan ardisik olaylar zinciridir. Bu kaskada,
¢Ozlinmiis ve membrana bagli faktorler ile endotel hiicresi ve 10kosit

tizerindeki adezyon molekiilleri arasindaki iligki aracilik eder [37,100 ].

Agir sepsisin pek ¢ok belirti ve bulgusundan sorumlu olan da dolasimdaki
timor nekrozis faktor-alfa (TNF-a), interlokin-1 (IL-1), interlokin-6
(IL-6) gibi inflamasyon mediatorleridir [53,117 ]. Bunlarin aktiflesmesi

ile dokularda hasarlanma meydana gelir.

Bilimsel aragtirmalarda kullanilan lipopolisakkarit uygulanmasiyla olusturulan
deneysel septik sok modeli, bakteri inflizyon modeli, peritonit modeli3

deneysel septik sok modelli bulunmaktadir [35-40].

Calismamizda; nitrik oksit sentaz inhibit6rii aminoguanidin
(indiklenebilir NOS icin daha spesifik) ve nitrik oksit prektrsori olan
L-Arginin’ nin lipopolisakkarit uygulanmasiyla olusturulan deneysel
sepsis modelinde nétrofil kemotaksisi ve bakteriyel translokasyon

Uzerindeki etkilerini arastirmay1 amacladik.



2.GENEL BILGILER
2.1. SEPSIS

Sepsis; yogun bakim iinitelerinde en sik karsilasilan 6liim
nedenlerindendir. Iskemi, yanik, majdr travma gibi konaga zarar veren
infeksiyoz veya noninfeksiy0z bir siire¢ baslatildiginda, konagi korumaya
yonelik inflamatuar yanita neden olur. Normal kosullarda inflamatuar
yanit, konakta inflamasyonun zararli etkilerini inaktive etme yetenegine
sahip bazi antioksidan maddelerin salinimina sebep olur. Bu olayla; hem
konaga zarar veren hem de inflamatuar yanitla meydana gelen doku hasari
onlenmeye ¢alisilir. Ik baslarda konag korumaya yonelik olan bu
inflamatuar yanit ardindan toksik oksijen radikallerinin ve proteolitik
enzimlerin salinmasina yol agarak konaga zarar verebilir. Inflamatuar
yanit, konagin endojen yanitinin basa ¢ikamayacagi kadar siddetli ise
yayilarak doku hasarina neden olur. Bu progresif inflamatuar yanitin

Klinik akibeti ise multipl organ disfonksiyon sendromudur (MODS)][ 1, 2].

Sepsis, sepsis sendromu ve septik sok ayni hastaligin devreleri olarak
kabul edilebilir. Inflamatuar cevabin cesitli donemlerini ortaya koymak

tizere belli tanimlamalar yapilmistir [ 3].

Infeksiyon: Normal konakta, mikroorganizma invazyonu sonucunda



ortaya ¢ikan inflamatuvar yanittir.

Bakteriyemi: Kanda canli bakteri bulunma durumudur. Viriis (viremi),
mantar (fungemi), parazit (parazitemi) ve diger patojenlerin kanda

bulunmasina benzer sekilde ifade edilmektedir

Sistemik Inflamatuvar Yamit Sendromu (SIYS): Herhangi bir nedene
bagli olarak gelisen inflamatuvar yanit ile birlikte asagidaki bulgulardan

en az iki veya daha fazlasini icermesi durumudur.

= Viicut 1s1s1 > 38 C° veya <36 C°

- Kalp hizi> 90 vurus/dakika

* Solunum hizi> 20/dakika veya PaCO2 < 32 mmHg

- Lokosit > 12000/mm3 veya < 4000/mm3 , > %10 band formasyonu

SIYS, infeksiyon disindan; yaniklar, iskemi, travma, doku yaralanmalari

nedenli organ hasarlar1 sonucunda da gelisebilmektedir.

Sepsis: Infeksiyona bagli gelisen inflamatuvar yanit ile birlikte asagidaki

bulgulardan en az iki veya daha fazlasinin bulunmasi ile gergeklesir.

= Viicut 1s1s1 > 38 C° veya <36 C°
= Kalp hizi> 90 vurus/dakika

* Solunum hizi> 20/dakika veya PaCO2 <32 mmHg



- LOkosit > 12000/mm veya < 4000/mm3 , > %10 band formasyonu

Septik sok: Yeterli sivi destegine ragmen hipotansiyonun mevcut oldugu
durumdur; sistolik kan basincinin <90 mmHg olmasi1 veya baglangic

degerinin 40 mmHg altina diismesi s6z konusudur.

Multipl Organ Disfonksiyon Sendromu (MODS): Herhangi bir destek
tedavisi olmadan organ fonksiyonlarinin homeostazi koruyamadiklari

durumdur.

2.2. EPIDEMIYOLOJI

Sepsis olusan hastalarda genellikle altta yatan baska bir hastalik bulunur
ve klinik bulgular bu hastaliktan da kaynakli olabilecegi igin sepsisin
tanisinin konmasi zordur. Bu yiizden insidansi tam olarak

saptanamamaktadir [ 4 ].

Sepsis insidans1 Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde  her yil
artmaktadir. ABD Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (Center for
Disease Control, CDC) énemli mortalite ve morbidite nedenlerinden
olan sepsisin bakteriyemi ve septisemi kodlarina dayanarak, 1979’dan
1987°ye kadar insidansinda %139’luk artis bildirdi. Sepsis ABD’de
Ulusal Saglik Istatistikleri Merkezi (National Center for Health Statistic)
verilerine gore 1996°da 6liim nedenleri arasinda ilk 10°da yer almaktadir.

Buna ek olarak koroner dis1 yogun bakim tinitelerinde en sik 6liim sebebi



olarak bildirilmistir [ 5]. 1983-1989 yillar1 arasinda Hacettepe
Universitesi’nde hastanede yatan hastalar iizerinde yapilan bir calismada
gram negatif sepsis insidans1 4.2/1000 ve mortalitesi %45 olarak
bulunmustur. Bu oranin sadece gram negatif bakterilerden meydana
gelen sepsis oldugu diistintiliirse ve bir o kadarda gram pozitif
bakterilerden meydana gelen sepsis gelistigi varsayilirsa toplam oran
yaklasik 8/1000 oldugu sOylenebilir [ 6 ].  Sepsis vakalarinin ¢ogu
hastane ortaminda gelismektedir. Tan1 ve tedavi amagl girisimsel
teknikler dis ortama duyarli olan dokular icin zedeleyici ortam
olusturmakta ve sepsise zemin hazirlamaktadir. Bu nedenle infeksiyon
riski tagtyan her tiirlii girisim sepsis riskide tasimaktadir. Yogun bakim

tinitelerinde yatan hastalarin en sik rastlanan 6liim nedenleri sepsis

olarak bildirilmektedir [7,8 ].

2.3. ETYOLOJi

Sepsis tablosu bakteriler, virisler, mantarlar, parazitlerden
kaynaklanabildigi gibi agir travma veya pankreatit gibi noninfeksiyoz
olaylarla da gelisebilir. Sepsis olgularinin yarisinda etken
gosterilmemesine ve bu grubun ¢ogunlugunun antibiyotik tedavisine
yanit vermesi bu hastalarda etkenin bakteri oldugunu
diistindiirmektedir. Sepsise neden olan mikroorganizmlardan en sik

karsilasilanlar Escherichia coli (%22), Streptococcus pneumoniae (%16)



ve Staphylacoccus aureus (%12) olarak saptanmustir. 1950°1i yillarda
hastane iginde sepsise neden olan mikroorganizmalar gram pozitif
bakteriler 6n sirada olup siklikla Streptococcus aureus ve Streptococcus
pyogenes olarak gozlenmistir. Antibiyotiklerin kullanima girmesi ile
gram pozitif bakterilerin neden oldugu hastaliklar tedavi edilebilir hale
gelmis ve 1960-1980’11 yillarda gram negatif bakteriler sepsis olgularinin

%>50’sinden fazlasinda etken rol oynamustir [1].

1971-1990 yillan arasinda siklikla Streptococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli ve Klebsiella tiirleri baskin olarak
gorilmistiir. 1991-1995 yillar arasinda antibiyotige direncli gram
negatif mikroorganizmalar Enterococcus turleri, koagllaz negatif

Stafilokoklar, Pseudomonas aeruginosa ve Candida turleridir.

Bakteriyemili hastalarda 1970’lerden sonra antibiyotik tedavisinde
Amoksisilin ve Gentamisin kullanilmaya baslanmistir fakat 1980’lerin
basinda bu antibiyotiklerin yerini Sefalosporinler almistir.
Sefalosporinlerin kullaniminin artmasi antibiyotige direncli gram negatif

organizmalarin goriilmesini artirmistir [9-14].

Sepsisli hastalarda ¢cogunlukla kronik obstriiktif akciger hastaligi
(KOAH), kronik bobrek yetmezligi, siroz ve diyabet gibi eslik eden bir

hastalik, zemin hazirlayici bir faktor olarak bulunmaktadir [15].



2.4. ENDOTOKSIN

Gram negatif bakterilerin hiicre duvari iki tabakadan olusmaktadir.
Distaki tabakada proteinlere ilave olarak lipopolisakkarit (LPS) yap1
igeren bir boliim bulunmaktadir. Bu boliim, bakteriyemide toksisitenin
asil sorumlusu olup polisakkarit O antijeni, Core antijeni ve Lipid A
olmak tizere ii¢ boliimden olusur. Bir polisakkarid yan zincir olan O

antijeni, core polisakkaridi araciligiyla bir fosfolipid olan lipid A’ya

baglanir. O antijeni gram negatif bakteri suslarina gore degisken
yapidadir. Lipid A bolgesi toksisitenin ana sorumlusu olarak
goriilmektedir. Pek ¢ok deneysel ve klinik calismada, lipopolisakkaridin
enjeksiyonunun sitokin kaskadini baglatan ana sorumlu oldugu ve sepsis
sendromuna yol agtigi gdsterilmistir [16]. Makrofajlar, LPS gibi
bakteriyel toksinlerle ve proinflamatuar sitokinler ayni1 zamanda da diger
medyatorlerin salinimi ile de aktive olur. Portal vende LPS,
Lipopolisakkarit baglayici protein (LBP)’i baglar . LPS-LBP kompleksi
karaciger sinuzoidlerine ulasarak makrofaj ylzeyindeki LPS reseptori
olan CD14’e baglanir [17]. Hiicre icinde CD14 yoklugunda, LPS’ye
kars1 hiicresel yanit transmembranda bulunan ‘Toll-like receptor’e (TLR)
baghdir. TLR, sitokin ve diger medyatorlerin sentez ve salinimina
onculik eden sinyal yollarini indiikler [18]. TLR sitozol enzimlerini
aktive eder, 0zellikle I-kappaB kinaz enzimi ki bu enzim, “nuclear
factorkappaB” yi (NF-kB) aktive eder. p50 ve p65 (NF-kB’nin 2 alt

tiniti) makrofajlarin niikleusuna geger. Boylece sitokin sentezi i¢in



kopyalama baslamis olur. NF-kB, Immiin yanitin diizenlenmesinde bir
cok duruma katilan bir B hiicre immiinoglobulinidir, dogal ve edinilmis
immiiniteye katilir. NF-kB inflamasyonda, tistiinliigii olan bir maddedir
ve hem proinflamatuar sitokinlerin salgilanmasi olaylarina hem de
endotel hiicrelerinin masif aktivasyonuna katkida bulunur. Uyar1
sinyallerini alinca niikleusa go¢ eder ve promoter alandaki DNA
dizilerine baglanarak; sitokin, antimikrobiyal ve antiapoptotik

proteinlerin genlerinin aktivasyonunu saglar.

2.5. PATOFIZYOLOJIi

Sepsiste ilk basamak mononiikleer 16kosite endotoksin baglanmasidir.
Bu baglanma niikleer faktor-kappa B (NF-kB) ve gesitli sitokinlerin
salgilanmasina neden olur. Erken proinflamatuar yanitta ilk rol oynayan
primer hticreler ise notrofillerdir. Bu hticreler, IL-1, TNF-a, kompleman
fragmanlari (6rnegin C5a) veya makrofaj gibi hiicrelerden, diger
notrofillerden, trombositlerden ve PAF (trombosit aktive edici faktor),
interferon (IFN-vy), IL-8 ile aktive olurlar. Aktive olan nétrofiller hizla
local inflamasyon bolgesine go¢ ederek yerlesirler. Bu nétrofiller,
fagositoz ve degraniilasyonla patojenleri yok etmeye calisirlar ancak bu
sirada lokal doku hasarinada yol agabilirler. N6trofilin bakteri
oldiirmesindeki asil etki mekanizmasi i¢indeki primer ve sekonder

granullerdeki miyeloperoksidaz, lizozim, elastaz ve nikotinamid adenine



diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz enzimini salgilamasidir. NADPH
oksidaz, bir reaktif oksijen radikali olan superoksidi treterek
mikroorganizmaya direkt oldiiriicii etki olusturur. NADPH, molekuler
oksijen ve serbest elektronlardan siiperoksid tiretimini katalizler. Olusan
superoksidin organizmaya zarar vermemesi i¢in stperoksit dismutaz
(SOD) enzimi tarafindan hidrojen perokside dontistiiriiliir.
Miyeloperoksidaz da hidrojen peroksiti gicli bakteriyal etkili asidik
yapida ajanlara ¢evirir. Siiperoksid iiretim hiz1 ve nétrofillerden salinan
reaktif oksijen iirtinlerinin (ROS) miktar1t NADPH oksidaz sistemi
tarafindan regiile edilir. Uyarilan nétrofillerden fazla miktarda salgilanan
toksik oksijen metabolitleri, multipl organ sistemlerinde disfonksiyona
yol agan otoimmiin doku hasarina neden olur. Aynm1 zamanda aktive
notrofiller pozitif feedback ile IL-1, TNF-a, IL-6, IL-8, makrofaj

koloni stimiile eden faktor salinimini artirir [19].

Komplemanin dolayli ve dolaysiz proinflamatuar etkileri bulunmaktadir.
Ornegin C5a dolasimdaki notrofiller i¢in temel kemotaktik faktordiir ve
endotele adezyonlarinda rol alir. Notrofillerden reaktif oksijen tiirlerinin
veya proteolitik enzimlerin salinmasina yol agmaktadirlar. Sitokinler,
sepsis patofizyolojisinde anahtar rol oynayan baska sistemleri de aktive
eder. Normalde notrofiller, vaskuler sistemde endotelle fazla temas
etmeden dolasirlar. Inflamatuar bir uyar gelistiginde nétrofiller
inflamasyon bolgesine go¢ eder, endotelyal duvarda kiimelesir ve

vaskiiler endotelyal hiicrelere yapisir. Notrofilin vaskiiler endotele



adhezyonunu saglayan integrin ve selektin gibi proteinler vardir.
Integrin, 16kositlerin tiim yiizeyinde lokalize olur ve endotelyal hiicre
yilzeyine protein (intraselliler adezyon molekili ICAM-1 ve ICAM-2)
baglanmasini saglar. Sitokin salinimini takiben ICAM-1 Uretimi artar.
Selektin, l16kositlerde ve endotelyal hticrelerde bulunur ve aktive
olduklarinda nétrofil ve trombosit adhezyonunu saglar. Notrofillerin
lokal adezyonu, konak savunmasinin bir pargasi olmasina ragmen agir
sepsiste notrofillerin sistemik aktivasyonu ve adezyonuna neden olur.
Ayrica hasar yaratan oksidanlarin, endotelyal hasar1 ve mikrovaskiiler
permeabiliteyi artiran fosfolipaz ve proteazlarin salintmini artirir. Organ
sistem disfonksiyonuna neden olan mekanizmalardan biri de budur [20].
Sistemik IL-1 ve TNF-a diiz kas damarlarinda dilatasyona neden olur ve
vaskiiler permeabiliteyi artirirlar. Dolasim sisteminde olusan kollaps ve
genis dagilimli mikrotrombozis, sepsiste coklu organ yetmezligine neden
olur. MODS’un nedeni bir¢ok faktore bagli olsa da sepsis sendromunda
ve organ yetmezliginde asil patoloji, 6zellikle makrofajlardan sitokin
saliniminin ger¢eklesmesidir. Son calismalara gére hem proinflamatuar
sitokinler (IL-1, IL-6 ve TNF-a) hem de antiinflamatuar sitokinler
(IL1ra, IL-10) MODS patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir [21].

2.6. SEPSISTE NiTRIiK OKSIT'IN ROLU

L-Arginin aminoasitinden NOS (Nitrik Oksit Sentaz) katalizi ile



L-sitriilin ve nitrik oksit {iriinleri meydana gelir. Immiin sistemde
belirgin etkileri olan Nitrik Oksit; suda ¢6zilebilen, renksiz, soliisyonda
yar1 omrii 0.1-10 saniye olan bir gazdir [22]. NO reaksiyonunu
katalizleyen NOS’un indiiklenebilir NOS (iNOS), endotelyal NOS
(eNOS) ve noronal NOS (nNOS) olmak iizere bilinen ii¢ tipi vardir.
nNOS ve eNOS birlikte constitutive NOS (¢cNOS) adin1 alir. NOS, NO
liretiminin yaninda siiperoksit iiretimini de saglar. L- arginin varliginda
stiperoksid tiretimi inhibe olur yoklugunda ise artar [22]. Endotoksin ve
proinflamatuar sitokinlerin (baz1 interlokinler, TNF-alfa) iNOS’ u
indiikleyerek NO tiretimini artirdig1 gosterilmistir [23,24].
Vazodilatasyon, ekstravazasyon, vaskiler permeabilite, 16kosit
migrasyonu ve aktivasyonundan sorumlu olan nitrik oksit inflamasyon
esnasinda onemli bir rol oynar. Makrofajlar tarafindan iNOS aracilig
ile immiinolojik uyar1 ile sentezlenen NO protozoa ve tiimor hiicrelerine
kars1 gelisen nonspesifik sitotoksisiteye neden olur. Olusan sitotoksik
aktivitenin mekanizmasi ag¢iklanamamistir. Ayni zamanda NO,
mitokondrial solunum zincirinde demir siilfidril grubunu baglayarak
apopotoza neden olur [22]. Serbest oksijen radikali olarak NO oldukca
reaktiftir ve birgok madde ile etkilesebilir. NO kanda hemoglobinin hem
grubu ile etkileserek hizli bir sekilde nitrit ve nitrata metabolize olur.
Kanda nitrat, NO’ in esas stabil biyoreaksiyon iiriiniidiir. Hemoglobin
olmayan doku kiiltiiriinde esas {iriin nitrittir. NO ayrica proteinlerin ve

aminoasitlerin thiol (-SH) gruplar ile reaksiyona girer ve sonugta sabit



nitrozothioller olusabilir [23,24].

2.7. KLINIK BELIiRTI VE BULGULAR

Sepsis evresine gore klinik belirti ve bulgular degisir. Klinik tablo bir
evreden digerine gecebilir. Bu belirti ve bulgular1 olan hastalardan
slratle kan  kiiltiirii, enfeksiyon odagindan kiiltiirler alinmali ve uygun
tedavi hemen baslanmalidir. Sepsisli hastalarin biiyiik cogunlugunda
viicut 1s1s1 yiikselir. Ates ile beraber titreme de gozlenir. Bazi hastalarda
viicut 1s1s1 normal sinirlarda olabilecegi gibi, hipotermi de gorulr.
Sepsise bagli hipotermi, bebeklerde, ileri yaslarda, liremi veya alkolizm
gibi kronik altta yatan hastalig1 olan hastalarda goriiliir. Hipotermi
sepsiste kotii prognozun bir isareti olarak yorumlanmaktadir. Notropenik
ve immunsupressif hastalar sistemik enfeksiyona yatkindirlar. Ates
goriilmeden sepsis gelisebilir. Hipotansiyon, oligiiri, trombositopeni ve
kanamanin gézlenmesi, bu hastalarin sepsis yoniinden
degerlendirilmesini gerektirir [25, 26]. Hiperventilasyon, sepsisin en
erken belirtisi olabilir. Ates, titreme ve diger belirtiler daha sonra gelir.
Yogun bakim tinitelerinde devaml takip edilen hastalarda
hiperventilasyon ve respiratuvar alkaloz gézlenmesi, sepsisi ilk planda
disiindiirmelidir [26-28]. Santral sinir sistemi tutulumu olmaksizin

mental degisikliklerin olmasi sepsiste dnemli bir bulgudur. Klinik tablo



bir ensefalopatidir. Oryantasyon bozuklugu, konflizyon, letarji, ajitasyon
ve suurda kiintliik seklinde klinik tablo ortaya ¢ikar [26, 27]. Sepsiste
seltlit, eritrodermi, erizipel, fasiit, ektima gangrenozum, petesi, purpura
ve ekimoz gibi deri lezyonlar1 goriilebilir. Bu lezyonlar {i¢ kategoride
degerlendirebiliriz; 1.Deri ve derialtt dokusunun bakteriyel enfeksiyonu,
2. Sepsise bagli sok ve/veya DIC tablosu sonucu, bakteriyel invazyon
olmadan gelisen deri lezyonlari, 3. Mikroemboli ve immiinkompleks
vaskulit sonucu end-arteriyel obstriiksiyona bagli gelisen deri lezyonlart;
infektif endokarditte goriilen deri lezyonlar1 buna ornektir [26]. Sepsis ve
DIC, hastalarda, el ve ayak parmaklarinda, kulak ve burun u¢larinda
nekroza kadar giden akrosiyanoza yol acabilir. Bu lezyonlar simetrik
periferik gangren olarak da isimlendirilmektedir. Genellikle gram negatif
bakteriyel sepsislerde gorulir. Gram pozitif bakteriyel sepsislerde
nadiren gozlenir [29, 26, 30]. Sepsisin erken doneminde kalp atim hacmi
artar. Periferik dammar direnci azalir. Arteriyel kan basinci diiger. Bu
erken hiperdinamik fazda, periferik vazodilatasyon vardir. Pek perfiizyon
bozulmaz. Bu donemi sok takip eder. Sepsisli hastalarda sistolik kan
basincinin 90 mmHg nin altina diismesi, klinik olarak sok kabul
edilmektedir. Hastalarda, hipotansiyon, tasikardi, takipne ve periferik
vazodilatasyon gozlenir. Deri sicaktir (sicak sok). Sokun uzamasi ile
periferik vazokonstriiksiyon gelisir. Organ perfiizyon bozukluklari
belirtileri ortaya cikar, aniiri gelisir, deri soluk ve soguktur. Tedavi

edilmeyen veya tedaviye cevap vermeyen vakalarda organ yetmezligi ve



olum gelisir [31,32, 25]. Hiperventilasyon, sepsisin en erken belirtisi
olabilir. Hatta ates, 16kositoz veya hipotansiyon olmadan bile
gozlenebilir. Respiratuvar alkaloz (arteriyel CO2 basinct < 30 mmHg)
gelisir.  Sepsiste akciger komplikasyonlart 6nemli yer tutar. Bunlar
hiperventilasyon, ARDS ve solunum adalelerinde yetersizliktir. Sepsis,
pnomoniyi takiben gelisebilecegi gibi, bakteriyemi sonucu da diffiiz
pnomoni gelisir. Akciger tutulumu klinik tabloyu agirlastirir. ARDS
veya sok akcigeri, gram negatif bakteriyel sepsislerde daha stk gortliir.
ARDS, sepsis klinik tablosunun baslangicinda goriilebilecegi gibi daha
sonra da gelisebilir [26,28, 33]. Sepsiste gorulen en onemli
komplikasyonlardan biri de organ yetmezlikleridir. Yetmezlik yoninden
risk altinda olan organlar; kardiyovaskiiler sistem, akcigerler, bobrekler,
karaciger, pankreas, gastrointestinal sistem, koagulasyon sistemi ve
santral sinir sistemidir. Sepsiste hipotansiyon ile beraber oligtri gozlenir.
Hastanin soka girmesi ile aniiriye kadar giden bobrek fonksiyon
degisiklikleri goriiliir. Bazen septik sok gelismeden de hastalarda,
glomerulonefrit veya interstisyel nefrit sonucu akut veya subakut bobrek
yetmezligi gelisir. Bakteriyel endokardit, ventrikiiloatriyal sant
enfeksiyonu, piyojenik organ enfeksiyonlar1 ve viicudun herhangi bir
yerinden enfeksiyon odagi varliginda, glomeriiler orijinli bobrek
yetmezligi gelisebilir. Primer hepatobiliyer hastalik olmaksizin sarilik sik
gorilir. Direkt biliriibin artisi ile beraber hiperbiliriibinemi, alkalen

fosfataz ve transaminaz seviyelerinde artis goriiliir [26, 29,34].  Sepsis



en sik akut DIC nedenidir. Trombositopeni, intravaskuler thrombin
olusumu, fibrin birikimi, pthtilagsma faktorlerinde azalma ve fibrinoliz ile
karakterizedir. Deri ve mukozalarda petesi ve purpura, hemorajik biiller,
akral siyanoz ve bazen de gangrenler gérulebilir. Cerrahi veya travmaya
bagl yarasi olan hastalarda yara yerinde kanama, damardan enjeksiyon
yerlerinde ve intraarteriyel kateter yerlerinde sizinti, biiylik derialti
hematomlar1 ve derin doku i¢ine kanamalar sik goriiliir. Uzayan sok DIC
tablosunu agirlastirir. DIC, hem gram negatif bakteriyel sepsislerde ve
hem de gram pozitif bakteriyel sepsislerde gorultr. Gram negatif
bakteriyel sepsislerde goriilme siklig1 daha fazladir. Sepsisin erken
doneminde hastalarin gogunda hiperventilasyona bagh respiratuvar
alkaloz gorullr. Hipotansiyonun uzamasi ve sok gelismesi ile metabolik
asidoz gelisir [25,29,30]. Sepsiste hipoglisemi gordlebilir. Diyabetli
hastalarda ise hiperglisemi enfeksiyon gelismesinin en 6nemli ipucu

olabilir [26].

2.8. DENEYSEL SEPTiK SOK MODELLERI

Bilimsel arastirmalarda kullanilan deneysel septik sok modelleri esasen 3

ana baglik altinda toplanabilir;
1- LPS uygulanmasiyla olusturulan deneysel septik sok modeli

2- Bakteri inflizyon modeli



3- Peritonit modeli

2.8.1. LPS Uygulanmasiyla Olusturulan Deneysel Septik Sok
Modeli

Gram-negatif bakterilerin hiicre duvarindaki endotoksinin yapisinda
proteinler, lipidler, lipoproteinler ve lipopolisakkarit (LPS) yer
almaktadir. Endotoksin 1s1ya direngli yliksek molekiil agirlikli bir
maddedir. Endotoksin i¢erisindeki LPS bileseni, endotoksikoz
olusturmakta kullanilan, dayanikli yapisi ile liyofilize halde
depolanabilen, genelde liyofilize toz halinde ticari olarak temin
edilebilen, gerektiginde bolus veya siirekli inflizyon seklinde
uygulanabilen ve bu nedenlerle sepsis ¢alismalarinda siklikla tercih
edilen bir molekdlddr. LPS, Escherichia coli, Salmonella typhimurium,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa gibi birgcok
gram-negatif bakteriden elde edilmesine ragmen deneysel septik sok
calismalarinda 6zellikle E. coli’den elde edilen LPS’ler lizerine
yogunlasilmistir. E.coli’den elde edilen LPS’lerin O26:B6, O55:B5,
O111:B4 gibi farkl serotiplere sahip farkli suslardan elde edilmis tiirleri
vardir [35,36]. LPS’nin intraperitoneal (i.p.) veya i.v. olarak deney
hayvanlarina verilmesi sepsis benzeri bir tablonun olusmasina neden

olmaktadir [37]. Literatiir incelendiginde uygulanacak dozun 1 mg/kg ile



80-100 mg/kg araliginda genis bir doz araligina sahip oldugu
g6zlenebilir. Ayrica hayvanlarin endotoksine verdigi cevap tiirler
arasinda buiyiik farkliliklar géstermekte, ayni tiir i¢inde yas, cinsiyet,
agirlik gibi faktdrlerden de etkilenebilmektedir. Insan, tavsan, koyun ve
domuzlar LPS’ye kars1 oldukca duyarli iken siganlar ve babunlar gibi
bazi tiirler LPS’nin etkilerine kars1 goreceli olarak daha direnclidir [38].
LPS ile deneysel olarak olusturulan sepsis ile klinik sepsis arasinda
onemli farklar vardir [39,40]. Klinikte sepsisli hastalarda sirasiyla
hiperdinamik donem ve hipodinamik donem olmak tizere iki ayr
hemodinamik evre gozlenmektedir. Ancak LPS verilmesiyle olusturulan
deneysel septik sok modelinde ¢ogunlukla hiperdinamik donem
olusmadan direkt olarak hipodinamik donem gelismekte ve inflamatuvar
sitokinlerde hizli fakat gecici bir yiikselis olmaktadir [37]. Klinikte ise
inflamatuvar sitokinlerdeki artis daha geg¢ ve goreceli olmaktadir ve
kandaki seviyeleri daha uzun siireli yiiksek kalmaktadir [35]. Klinik
sepsiste TNFa ve IL-1 gibi sitokinlerdeki artis LPS uygulanmasiyla
olusturulan deneysel septik sok modelindeki kadar bariz degildir. TNFa
antikorlariyla TNFa blokajinin saglanmasi LPS uygulanmasiyla
olusturulan deneysel septik sok modelinde sagkalimda diizelme
saglarken klinik sepsiste diizelme saglamamistir [41]. LPS
uygulanmastyla olusturulan deneysel septik sok modelinde sadece gram

negatif bakterilerin neden oldugu sepsis tablosu olusur [42, 43].



2.8.2. Bakteri infiizyon Modeli

Bu model tiirtinde laboratuvar sartlarinda elde edilmis bakteri izolatlar1
1.p. veya 1.v. olarak hayvanlara verilmistir. Daha ¢ok E.coli,
Pseudomonas gibi gram negatif bakteriler ve S.aureus, grup B streptekok
gibi gram pozitif bakteriler kullanilmistir. Ancak olusan septik sok
tablosu verilen bakterinin miktarina, cinsine, verilis yoluna, verilis
stiresine gore ¢ok ciddi farkliliklar gostermektedir. Bu modelde verilen
bakteri miktar1 klinik sepsisteki bakteri miktarindan oldukca fazla
olmaktadir. Bu ylizden bazi ¢calismalarda verilen bakteri miktarini
azaltmak i¢in feces, miisin, fibrin, agar gibi yardimec1 maddeler

kullanilmigtir. Ancak bu maddelerle ve bakterilerle kontaminasyon riski

modelin dezavantajidir. Bununla birlikte klinik sepsisle uyumsuzluk,

modeli sinirlandirmaktadir [44].

2.8.3. Peritonit Modeli

Peritonit modeli olarak esasen ¢cekum baglama ve delme (cecal ligation
and puncture=CLP) metodu kullanilmaktadir. CLP modeli, insanlardaki
rupture apandisiti veya perfore divertikudliti taklit eden bir yontem
olmasindan dolay1 deneysel septik sok olusturmak ic¢in oldukga sik
kullanilan bir model olarak gdze carpmaktadir. Baslangicta siganlar
tizerinde gelistirilmis bir yontem olsa da fare, koyun ve domuz gibi diger

tiirlerde de basari ile uygulanabilmektedir [45]. CLP modelinde karin



orta hattindan yapilan 2 cm’lik bir insizyon ile ¢ekum ortaya
cikarilmakta, ileogekal valf distalinden ¢ekum baglanmakta ve 18, 20
veya 22 G (gauge) boyutlarindaki bir igne 1le ¢cekumda 1ki delik
olusturularak fekal i¢erigin batin i¢cine ge¢mesi saglanmaktadir [46,47].
Kullanilan igne kalinligi, cekumun baglanma yiizdesi ve hayvanin yasi
olusan septik sok tablosunu etkileyebilmektedir. Bu durum az da olsa
modeli sinirlayabilir [35]. CLP ile olusturulan septik sok modelindeki
sitokin seviyeleri klinik sepsisle benzer bir seyir gostermektedir .Ayrica
sepsiste gorilen erken hiperdinamik dénem ve ge¢ hipodinamik
donemin ikisi de bu yontemde izlenebilmektedir, yine klinige uygun
olarak polimikrobiyal bir septik sok tablosu olusumu s6z konusudur [48].
CLP modelinin invazif ve daha uzun siireli bir yontem olmasi

dezavantajidir [38].

3. MATERYAL ve METOD

Calisma, Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi Deney
Hayvanlar1 Etik Kurulunun karari ile uygun bulunmustur. Calismada
agirliklart 150-290 gr. arasinda degisen Vistar Albino cinsi 60 erkek rat
kullanilmistir. Tiim hayvanlar, Tarim ve Kdyisleri Bakanligi’nin
Deneysel ve Diger Bilimsel Amaglar I¢in Kullanilan Deney
Hayvanlarinin Korunmasi, Deney Hayvanlarinm Uretim Yerleri ile

Deney Yapacak Olan Laboratuvarlarin Kurulus, Calisma, Denetleme,



Usul ve Esaslarina Dair Yonetmeligi’nde belirtildigi {izere, tiiriine uygun
boyutlardaki polikarbonat kafeslerde ve her bir kafeste 3 veya 4 adet
olacak sekilde yerlestirilmistir. Sicanlar deney siiresince, oda sicakligi
21+£2 oC, bagil nemi % 40-60, kafes i¢i 151k siddeti 40 liiks, 1s1k periyodu
12 saat aydinlik/ 12 saat karanlik, giiriiltii diizeyi 85 dB’in altinda
kalacak sekilde kontrollii ve hava degisimini 10-15/saat olacak sekilde
saglayabilen havalandirma sisteminin mevcut oldugu bir ortamda

barindirilmis ve bakilmistir.

Ratlar standart laboratuvar yemi ve su ile beslenmislerdir. Randomize

olarak 6 esitgruba ayrildilar.
1) Grup 1

Ratlara kemotaksis ¢alismasi i¢in deneyden 12 saat 6nce periton icine 15
ml sodyum kazegnat enjekte edildi ve 4 saat inflizyon sonrasi sakrafiye
edildi. Periton icerisine serum fizyolojik(SF) 0,6 ml/kg/sa olacak

sekilde verildi.
2) Grup 2

Ratlara deneyden 12 saat dnce periton i¢ine 15 ml sodyum kazecnat
enjekte edildi ve 4 saat inflizyon sonrasi sakrafiye edildi. LPS 10 mg/kg

deneyden 2 saat Once periton igerisine verildi.
3)Grup 3

Ratlara deneyden 12 saat dnce periton icine 15 ml sodyum kazecgnat



enjekte edildi ve 4 saat inflizyon sonrasi sakrafiye edildi. Serum
fizyolojik ve aminoguanidin(AG) 5mg/kg bolus ve 5 mg/kg/sa, 4 saat

inflzyon seklinde periton icerisine verildi.
4)Grup 4

Ratlara deneyden 12 saat 6nce periton icine 15 ml sodyum kazecgnat
enjekte edildi ve 4 saat inflizyon sonrasi sakrafiye edildi. LPS, 10
mg/kg olacak sekilde deneyden 2 saat 6nce periton icerisine ve
sonrasinda AG, 5mg/kg bolus ve 5 mg/kg/sa, 4 saat infUzyon seklinde
uygulanda.

5) Grup 5

Ratlara deneyden 12 saat dnce periton i¢ine 15 ml sodyum kazecnat
enjekte edildi ve 4 saat inflizyon sonrasi sakrafiye edildi. Serum
fizyolojik ve L-Arginin (L-Arg), 100mg/kg bolus ve 5 mg/kg/sa 4 saat

inflzyon seklinde periton icerisine verildi.
6)Grup 6

Ratlara deneyden 12 saat dnce periton i¢ine 15 ml sodyum kazecnat
enjekte edildi ve 4 saat inflizyon sonrasi sakrafiye edildi. LPS 10 mg/kg
deneyden 2 saat Once periton igerisine ve deney sirasinda L-Arg,

100mg/kg bolus ve 5 mg/kg/sa, 4 saat inflizyon seklinde verildi.

Notrofil kemotaktik indeksinin (notrofilin kemoatraktan bir madde ile

aldig1 yolun boliimi) hesaplanmasi i¢in peritoneal sivi, histolojik ¢alisma



ve bakteriyel translokasyon galigsmalari i¢in karaciger, dalak, mezenterik

lenf nodu, ileum ve ¢cekumdan doku 6rnekleri alind.

Istatistiksel analizler i¢in Duncan ¢oklu aralik testi, Friedman testi ve

ki-kare testi kullanild.

4. BULGULAR

Lipopolisakkaritin intraperitoneal yolla verilmesi istatistiksel olarak bu
modelde no6trofil kemotaksisini bozmus bakteriyel translokasyonu

arttirmistir.

Sepsis indiiksiyonundan 2 saat sonra verilen L-Arg ve AG tedavi
edilmeyen sepsisli ratlarla karsilastirildiginda istatistiksel olarak
kemotaktik indeksi arttirmis ve bakteriyel translokasyonu

azaltmistir(tablo 1).

Tablo 1

Gruplar Kemotakrik Mezenterik lenf Cekal intestinal
indeks nodlarina bakteri | popllasyonu Mukoza
(ortalama #s.d) translokasyonu (/gram-doku) Hasar

Skoru

SF 1,60(£0,23) 0/10%** 0,4+1,08** 98

LPS 1,26(+0,10) 9/10 5,5%4,2 21

SF+AG 1,04(+0,04) - - -

LPS+AG 1,80(+0,16)* 1/10# 2,312,4% 16

SF+L-Arg 1,68(+0,03) - - -

LPS+L-Arg 1,79(+0,01)* 0-10# 0,5+1,1* 118

Sepsiste AG verilen grupta bakteriyel translokasyon insidansinda ve



cekal bakteri populasyonunda belirgin azalma gorilmesine karsin bu
deger normal ratlarla karsilastirildiginda istatistiksel olarak yuksek

bulunmustur.

L-Arg inflizyonu bakteriyel translokasyonu ve ¢ekal bakteri
populasyonunu normal ratlardaki seviyelere kadar indirmis,
histopatolojik incelemede ince bagirsak mukozal blttinltgin

korumustur.

5. TARTISMA ve SONUC

Diinya niifusunun gittikce yaslandigi bugiinlerde 6liim nedenleri arasinda
10. sirada olan sepsis ¢esitli risk faktorlerinin artmasi nedeniyle
muhtemelen ilerleyen yillarda daha oncelikli 61iim nedenlerinden biri

olacaktir.

Tedavisi konusunda her ne kadar kanita dayal1 tibbi yaklasimlar
cercevesinde klavuzlar 1s1ginda protokoller gelistirilmis olsa da kiiratif
bir yaklasim bulunmamaktadir. Gliniimiiz tedavi yontemlerinin ¢ogu

destek ve semptomatik yaklasim yontemleridir.

Sepsisin bir¢ok faktdrden olusan birbirini tetikleyen fizyopatolojik
yolaginda herhangi bir basamagi engelleyerek siirecin ilerlemesine
miidahale edilebilir. Bu fizyopatolojik siire¢lerdeki degisikliklere yonelik

deneysel calismalar stirmektedir.



Sepsisin ilerlemesi organizmadaki bir¢ok organ ve sistemi (akciger,
karaciger, bobrek, kardiyovaskiiler, hematolojik, gastrointestinal,

norolojik, endokrin ve immiin) etkiler (13).

Sepsisi tetikleyen molekiillerin basinda, gram negatif bakteri hiicre
duvar1 komponentlerinden endotoksin gelir.  Arjinin desteginin
intestinal obstriiksyona bagli bakteriyel translokasyona etkilerini
arastiran bir ¢alismada, siganlara giinliik enerjinin % 2’sini olusturacak
sekilde oral arjinin verilmistir. 7 giinliik arjinin destegi sonrasi intestinal
obstriiksyon gelistirilen siganlarda, kanda, mezenterik lenf nodu,
karaciger, dalak ve akcigerlerde bakteriyel translokasyonun anlamli

derecede azaldig1 saptanmustir.

Septik sok tanili 8 kritik hasta {izerinde kisa donemli (8 saat) doza
cevabin arastirildig1 bir ¢calismada; baslangigta artmis protein yikimi
oldugu, arjinin inflizyonu ile hem protein yikiminin hem de protein

sentezinin azaldig1 goriilmiistiir.

Sonugta; sepsiste plazma arjinin degerini 4 kat arttirabilecek bir dozda
arjinin desteginin, hemodinamik parametrelere olumsuz bir etkisi
olmaksizin, yeniden sentezlenen arjinin ve nitrit oksit dozlarini
diizenleyebilecegi ve tiim viicut protein yikimini azaltabilecegi

saptanmustir (49).

Calismamizda; nitrik oksit sentaz inhibitOrli aminoguanidin ve nitrik

oksit prekirsori olan L-Arginin' nin lipopolisakkarit uygulanmasiyla



olusturulan deneysel sepsis modelinde notrofil kemotaksisi ve bakteriyel

translokasyon Uzerindeki etkilerini degerlendirdik.

Sepsiste AG verilen grupta bakteriyel translokasyon insidansinda ve
cekal bakteri populasyonunda belirgin azalma goriilmesine karsin bu
deger normal ratlarla karsilastirldiginda istatistiksel olarak yuksek

bulunmustur.

L-Arg inflizyonu bakteriyel translokasyonu ve ¢ekal bakteri
poplasyonunu normal ratlardaki seviyelere kadar indirmis, histopatolojik

incelemede ince bagirsak mukozal butlnligini korumustur.

Calismamizda, L-Arginin ve aminoguanidinin deneysel sepsis
olusturulan ratlarda bozulan n6trofil kemotaksisini diizelttigi, ek olarak
L-Arginin'nin sepsiste intestinal mukozal butlinligl korudugu ve
muhtemelen bu yolla bakteriyel translokasyonu engelledigi sonucuna

varilmistir.
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