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OZET

EKER A., Kritik Hastahlk Miyopatisi Modelinde Plazma ve Kas TNF-a
Diizeylerinin Miyopati Olusumundaki Rolii ve Anti-TNF-a Ajanlarmin Kritik
Hastallk Miyopatisi Tedavisindeki Yeri, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi,
Noroloji Uzmanhk Tezi. Ankara, 2010. Kritik Hastalik Miyopatisi (KHM) yogun
bakimda 1 haftadan uzun siire kalis sonrasi ¢esitli risk faktorleri, en basta da sepsisle
tetiklenen, yaygin ekstremite ve solunum Kkaslar1 giigsiizliigiine eslik eden mekanik
ventilatorden ayrilma giigliigii ile karakterize bir Kklinik tablodur. Etkin bir tedavisi
yoktur. Sepsis sirasinda TNF-a artigi, kas yikimini tetiklemekte ve kas uyarilabilirligini
azaltmaktadir. Bu bilgi bize sepsis sirasinda olusan KHM i¢in TNF-o’nin kritik molekiil
oldugunu ve KHM’nin TNF-a azaltict ajanlar pentoksifilin ve etanersept ile
onlenebilecegini diigiindiirmustiir. KHM, ¢ekal ligasyon ve ponksiyon (CLP) ile sepsisin
tetiklendigi si¢anlarda incelendi. TNF-a seviyeleri plazma ve kastan operasyon sonrasi 2.
saatte Olciildii. Sinir iletim c¢alismalar1 48. saatte uygulandi. Birlesik kas aksiyon
potansiyelleri (BKAP) tibial sinir uyarmmui ile kaydedildi. Bir gruba pentoksifilin
(10mg/100gr,ip.), operasyondan 1 saat dnce ve takip eden 6 giin boyunca verildi. Diger
bir gruba etanersept (0,4 mg/kg,sc.) operasyondan 1 giin 6nce verildi ve 72 saat sonra
tekrarlandi. Altinci giin histopatolojik tan1 ve miyozin diizeyi 6l¢limii i¢in kas biyopsileri
alindi. Calisma sonucunda, hem pentoksifilin hem de etanersept gruplarinda mortalite
orant CLP grubundan daha diisiik bulundu. Sadece CLP uygulanan grupta kas TNF-a
diizeylerinin diger gruplar ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde
arttig1 saptandi. Yine bu grupta BKAP amplitiidleri anlamli sekilde diisiik bulundu. Kas
biyopsisindeki ana patolojik bulgular olan lif atrofisi ve bazofili artis1 en siddetli olarak
CLP grubunda izlendi. Miyozin diizeyleri CLP ve CLP+Pentoksifilin gruplarinda en
diisiik, CLP+Etanersept grubunda da kontrol grubu ile benzer saptandi. Bu ¢caligma TNF-
a antagonizmasinin septik sicanlarda mortalite hizinda bir artigsa yol agmadan bu siiregte

olusan néromuskiiler degisiklikleri 6nleyebilecegini gdstermistir.

Anahtar Kelimeler: Kritik Hastalik Miyopatisi, TNF-o, Cekal Ligasyon Ponksiyon,
Pentoksifilin, Etanersept
Bu tez ¢ahsmasi Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Fonu tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 010D06101010



ABSTRACT
EKER A., Role of Plasma and Muscle TNF-a Levels on Critical Illness Myopathy
in Septic Rat Model and The Effect of Anti-TNF-a Treatment on Critical Illness
Myopathy, Hacettepe University Faculty of Medicine, Thesis in Neurology. Ankara,
2010. Critical 1llness Myopathy (CIM) is characterized with generalized and respiratory
muscle weakness, accompanied with difficulty of weaning from mechanical ventilation
and occurs result of many risk factors mainly sepsis after 1 week intensive care stay.
There is no effective treatment. During sepsis, TNF-a causes muscle breakdown, also
influences muscle excitability. This knowledge has led us think that TNF-o might be the
critical molecule for CIM and CIM can be prevented by TNF-a decreasing agents
pentoxyphylline and etanercept. CIM have been searched with septic rats, induced by
cecal ligation and puncture (CLP). TNF-a and IL-1 levels were measured in plasma and
muscle at 2nd hour after operation. Nerve conduction studies (NCS) performed at 48th
hour. Compound muscle action potentials (CMAP) were recorded by tibial nerve
stimulation. In one group Pentoxyphylline (10mg/100gr,ip.), was given 1 hour before the
operation and for 6 days after. In the other group etanercept (0,4 mg/kg,sc.) was given 1
day before the operation and repeated after 72 hours. Muscle biopsies performed on 6th
day for histopathologic diagnosis and for detecting myosin level. This research showed
that, both pentoxyphylline and etanercept reduced mortality. Increased TNF-a levels of
muscle revealed statistically significant difference from other groups in CLP group. NCS
investigations revealed early decrease in CMAP amplitudes in the same group. The main
findings were fiber atrophy and basophillic fiber staining mainly and more severly in
CLP group muscle biopsies. Myosin levels were lowest in CLP and
CLP+Pentoxyphylline group and similar with control group in CLP+Etanercept group.
This study showed that TNF-a antagonism prevented the development of the

neuromuscular changes in septic rats, and did not cause any increase in mortality rate.

Key Words: Critical Illness Myopathy, TNF-a, Cecal Ligation Punction,
Pentoxyphillin, Etanercept.

This study was supported by Hacettepe University Research Fund. Project No:
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I. GIRIS ve AMAC

Yogun bakim {initelerinde son yillarda hastalarin daha uzun yasatilabilmesi
nedeni ile bu hastalarda izlenen noromuskiiler sorunlar da 6nem kazanmistir. Kritik
hastalik ve buna bagl gelisen néromuskiiler belirtiler, bir haftadan daha uzun siire
yogun bakim iinitesinde yatan hastalarda sik goriilmektedir. Hastalarda kritik hastalik
noropatisi ve/veya miyopatisi izlenebilmektedir. Kritik hastalik miyopatisi ekstremite
ve solunum kaslarinda meydana gelen kuvvet kayb1 ve bunlara eslik eden mekanik
ventilatdrden ayrilma giigliigii ile karakterizedir. Bir¢ok risk faktorii tanimlanmistir.
Bunlar; sepsis, septik sok, steroid kullanimi, ¢oklu organ yetmezligi, néromuskiiler
blokaj yapan ajanlar, immobilite, mekanik ventilasyon ve hiperglisemidir. Kritik
hastalik miyopatisinde sonug, kas uyarilabilirliginde azalma ve kas yikimidir.
Patofizyolojisine yonelik birgok goriis ve ¢alisma mevcuttur. Bu goriisler; sepsis
iligkili inflamasyon kaskadinin tetiklenmesi ve bu kaskat aracili doku hasar1 gelisimi,
sepsis sonucunda bir¢cok organda mikrodamarlarda endotel bozuklugu olusmast,
septik mikroemboliler gelismesi, sodyum kanali disfonksiyonu iligkili kas
uyarilabilirliginde azalma olusu, kas proteolitik sistemlerinin (ubikiitin, kalpain)
aktivasyonu, direkt steroid etkisi ve immobilitenin katkisi ile mitokondrial bir
patoloji olusu ydniindedir. Iyi tanimlanmus elektrofizyolojik ve biyopsi bulgulari
mevcuttur. Erken tani icin elektofizyolojik ve biyokimyasal belirtecler saptamaya
yonelik calismalar diizenlenmekle birlikte, glinlimiizde heniiz hedefe yonelik etkin
tedavi yaklagimi yoktur. Yogun bakimlarda pek de miimkiin olmayacak sekilde
yalnizca risk faktorlerinden kagmilmasi Onerilmektedir. Yaygin ekstremite
giicslizliigli ve mekanik ventilatorden ayrilamama gibi ciddi kisitlhilik yaratan
sonugclar1 olan bu durum i¢in tedavi gelistirilmesine yonelik ¢alismalar 6nemlidir.

TNF-a, akut inflamasyon sirasinda makrofaj/monositler tarafindan tiretilen
onemli bir inflamatuvar sitokindir. Hiicre i¢i sinyal yolaklarin1 degistirerek apoptoz
ve nekroza yol actigr bilinmektedir. Ayrica kasektin olarak da adlandirilir. TNF-
a’nin sepsis sirasinda ubikiitin sistemini tetikleyerek kas yikimina neden oldugu
bilinmektedir. Ayrica TNF-a’nin nitrik oksit sentezi iizerine ve membran sodyum

kanallarina etkileri ile kas kontraktilitesi ve uyarilabilirligine katkis1 olduguna
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yonelik caligmalar mevcuttur. Kritik hastalik miyopatisi patofizyolojisinde Gne
siiriilen hipotezler ile ortiisen bu durumlar TNF-o’nin bu siiregte kritik molekiil
olmas1 yoniinde sliphe uyandirmaktadir. TNF-o’nin kritik hastalik siirecinde inhibe
edilmesi ile kritik hastalik miyopatisi gelisiminin 6nlenebilecegi diistiniilmiistiir.

Sonug olarak kritik hastalik siirecinde ortaya ¢ikan ndromuskiiler tutulum
onemli bir morbidite nedenidir. Yillar i¢cinde kronik ve kritik siireglerle sonlanan
hastaliklarin artis1 ve yogun bakimda kalma siiresinin uzamasi ile bu siirecte
néromuskiiler komplikasyonlarin gdzlenmesi artmistir. Onlemler disinda heniiz
hedefe yonelik bir tedavi secenegi olmamasi Onemli bir sorundur. Tedavi
seceneklerinin gelistirilmesi, hastalar i¢in yataga bagimlilik, mekanik ventilasyondan
ayrilamama gibi 6nemli kisitliliklara neden olan bu durumun Onlenmesi igin
gereklidir. Kritik hastalik siirecinde tetiklenen immiin sistemin modiilasyonunun

tedavi siirecinde dnemli bir hedef olabilecegi diisiniilmiistir.



II. GENEL BILGILER
I1.1. Kritik Hastalik Miyopatisi
I1.1.1. Tanim ve Epidemiyoloji

Kritik hastalik ve kritik hasta; medikal olarak stabil olmayan yogun derecede
monitdrizasyon ve tedavi hizmetlerini gerektiren durum ve hasta olarak tanimlanir
(1). Giiniimiizde en sik sebebi sepsis, sistemik inflamatuvar yanit sendromu (SIRS)
ve coklu organ yetmezligidir. SIRS; viicut 1sisinin 38 °C’den yiiksek veya 36 °C’den
diisiik olmasi, kalp hizinin 90/dk’dan daha fazla olmasi, solunum sayisinin 20/dk’dan
daha fazla veya arteriyel karbondioksit basincinin 32 mmHg’dan daha diisiik olmasi,
16kosit sayisinin 12000 / mm®den yiiksek veya 4000 / mm®’den diisiik sayida olmasi,
veya geng hiicre formunun %10’dan fazla bulunmasi ile tanimlanir. Sepsis de bu

tabloya kanitlanmis enfeksiyonun eslik etmesidir (2).

Son yillarda daha iyi tanman bir tablo haline gelen kritik hastalik ile iligkili
noromuskiiler tutulum ilk kez akut astim atagi ile basvuran ve yiiksek doz
kortikosteroid ve noromuskiiler bloke edici ajan kullanilan bir hastada rapor
edilmistir (3).

Kritik hastalik iliskili noromuskiiler tutulum ekstremite ve solunum
kaslarinda meydana gelen kuvvet kayb1 ve bunlara eslik eden mekanik ventilatérden
ayrilma giicliigii ile karakterizedir. Bir haftadan daha uzun siireli yogun bakim
tinitesinde kalis sonrasi gelistigi diistiniilmektedir (4-6).

Kritik hastalik iligkili noromuskiiler tutulumlar olan polindropati ve
miyopatinin hastalarin biiyiik ¢ogunlugunda birlikte bulunduguna inanilmaktadir.
Farkl1 patofizyolojiye sahip iki ayr1 hastalik m1 yoksa ayni patolojik mekanizmanin
farklt manifestasyonlart mi1 oldugu net degildir ancak her ikisinin de oncelikle
sepsisle tetiklendigi bilinmektedir (7). Bir¢ok ¢alismada da noropati ve miyopati
ayrimi  yapilmadan ndromiyopati olarak ifade edilmistir. Kritik hastalik
néromiyopatisinin yogun bakimda 1 haftadan uzun siire kalan hastalar
arasinda %33’den %57‘e degisen siklikta izlenebildigi ancak sepsis veya SIRS
varliginda sikliginin %68’den %100‘e kadar arttig1 bildirilmistir (8-12). Eriskin 1421
hastanin bilgilerini i¢eren, birgok degisken sonucun oldugu, 6nceki 24 ¢alismanin

sonuglarinin degerlendirildigi bir sistematik derlemede kritik hastalarda (sepsis,
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coklu organ yetmezligi veya 7 giinden uzun mekanik ventilasyon siiresi olan)
noromuskiiler tutulumun ortalama prevelansi %46 (%95-giivenlik araligi %43-49)
olarak hesaplanmistir (13). Daha ¢ok noropatik degisikliklerin de birlikte incelendigi
prospektif gbzlem caligmalarinda hastalarda elektrofizyolojik
anormallikler %47°den %90’a degisen sikliklarda rapor edilmistir. Histolojik
incelemelerde de miyopatik degisikliklerin sikligi %48 ile %96 arasinda
saptanmustir (14,15).

Yogun bakim iliskili yaygin giigsiizligii olan hastalarin biiyiik kismi1 uzun
yillar ‘Kritik Hastalik Noropatisi’ (KHN) olarak adlandirilmistir. Ancak son
donemdeki birgok elektrofizyolojik ve patolojik incelemede esas patolojinin kasta
oldugu ve kritik hastalik miyopatisine sahip hastalarin bir kisminin néropati bagligi
altinda siniflanmis olabilecegi disiiniilmektedir (16,17). Bu nedenle ‘Kritik Hastalik
Miyopatisi’’nin (KHM) ger¢ek sikligini gegmis caligmalara bakarak belirlemek
guctur.

Kritik hastada ndromuskiiler tutulum gelismesi i¢in bircok risk faktorii
tanimlanmustir. Bunlar; sepsis, septik sok, steroid kullanimi, ¢oklu organ yetmezligi,
noromuskiiler blokaj yapan ajanlar, immobilite, mekanik ventilasyonun siiresi,
hiperglisemi, kadin cinsiyet ve ileri yastir. En dnemli risk faktorii sepsisin siiresi ve
siddetidir (10,18).

Gelisen teknolojiler ve medikal tedaviler ile giiniimiizde hastalarin yogun
bakimlarda yasamda kalma hizlar1 artmistir. Birgok hastanin yogun bakimda kalig
stiresi 1 haftanin tizerindedir. Bunun sonucunda SIRS ana yatis nedeni olabilecegi
gibi yogun bakimda yatisin komplikasyonu olarak da olusabilmektedir. ABD’de
yilda 500,000 sepsis vakasi bildirilmektedir. Ayrica takiplerinde mortalite
izlenmeyen ve taburcu edilebilen kritik hastalik néromuskiiler tutulumuna sahip
yogun bakim hastalarmin yarisindan azinin uzun dénemde ambulatuvar olabildigi
gozlemlenmistir (19).

Bu hastalarin klinik 6zellikleri; Kranial sinirlerde patolojinin eslik etmedigi,
bilateral alt ve tst ekstremitelerde simetrik flask paralizi, derin tendon reflekslerinin
kaybir ile mekanik ventilatorden ayrilma gii¢liigli, ayrilanlarda tekrar entiibasyon

ihtiyaci olmasi, hipoksi ve hiperkapnidir (20). Kritik hastalik miyopatisi tanisinda
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kullanilan 6zel bir biyokimyasal laboratuvar testi yoktur. Biyokimyasal
incelemelerde genelde akut nekrotizan formu hari¢ serumda kreatin kinaz (CK)
yiiksekligi gozlenmez. Bu hastalifin ana patolojisinin nekrotik bir siire¢ olmadigini
gosterir. Kritik hastalik miyopatisi kas miyozininin segici proteolizi ile giden primer

bir miyopatidir (16).

11.1.2. Patofizyoloji

Son yillarda kritik hastalik miyopatisinin daha 6nceden inanildig: gibi sadece
immobilite ile ortaya ¢ikmadigi, altta gok kompleks ve birgok sistemi ilgilendiren
patolojiler oldugu saptanmistir (21). Akut olarak ortaya ¢ikmasi kullanmama
atrofisinden farkli mekanizmalar ile olustugunu diisiindiirmektedir. Risk faktorleri iyi
tanimlansa da patolojik mekanizmas ile ilgili bilgiler kompleks yolaklar nedeni ile
hentiz yeterli degildir. Bilinen 6nemli risk faktorlerinin kas iizerine etkileri Tablo1‘de
Ozetlenmistir.

Patofizyolojiye yonelik hipotezler 0©ne silirebilmek kas kasilmasinin
basamaklarini anlamaktan geger. Kas kasilmasi kompleks seri sinyallerin devamu ile
yurttiiliir. Asetilkolinin néromuskiiler son plaga baglanmasi sonucu volta; bagiml
Na’ ve K" kanallarinin aktivasyonu ile aksiyon potansiyeli olusur. Olusan aksiyon
potansiyeli sarkolemma ve t-tiibiiller boyunca iletilir. Bunun sonucunda t-
tiibiillerinde bulunan Ca*? kanali, dihidropiridin reseptérii aktive olur. T-tiibiillerdeki
dihidropridin reseptorleri ile sarkoplazmik riyanodin kanallari arasinda protein-
protein ciftlenmesi meydana gelir. Sarkoplazmik retikulumdan Ca*? iyonlar: salinir.
Miyoplazmik Ca*? konsantrasyonu artisi ile Ca*? troponin C’ye baglanir ve
tropomiyozin molekiiliiniin pozisyonu degisir. Miyozinin aktin {izerinde baglanacagi
yer serbest kalir. Sitoplazmadaki serbest Ca*® iyonlar1 ayrica miyozinde bulunan
ATPaz enzimini aktive eder. Aktif duruma gecen ATPaz, ATP'nin hidroliz yoluyla
parcalanarak enerji agiga ¢ikmasini saglar. Bu enerji, kontraksiyon enerjisi olarak
kullanilir. Bu yolla aktin lizerine baglanan miyozin, aktin iizerinde ilerleyerek (kayan
filamanlar teorisi) kontraksiyonu gergeklestirir. Kalsiyum bu sistemde ana mesajcidir
ve bu siiregler i¢in ATP’nin varligi 6nemlidir(22,23). Herhangi bir basamakta

etkilenme olmasi kas gii¢siizliigii ile sonuglanir.
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Son donemdeki caligsmalar, yaygin kas gii¢csiizliigii ile giden kritik hastalik

miyopatisinde en Onemli patolojik mekanizmalarin membran uyarilabilirligi ve

kontraktil proteinlerdeki etkilenme oldugunu vurgulamaktadir (7,24).

Tablo 1: Kritik Hastalik Miyopatisi Risk Faktorleri ve Etki Mekanizmalari

Risk Faktori

One Siiriilen Mekanizma

Kortikosteroidler

Noromuskiiler Blokorler

Sepsis/SIRS

Ubikiitin-proteozom sistemi aktivasyonu

IGF etkisinin azalmasi: Daha az miyozin sentezi
Artmis protein dongiisii

Tip 2 lif atrofisi

Fas-Fas ligand1 indiiksiyonu ile apoptoz
Denervasyon

Jivenil AChR artmis regiilasyonu ve cevapsizlikta
artis

Plazma membran hipoeksitabilitesi

Embriyonik Na* kanali izoformlarmin (Nav1.5)
ekspresyonu

Artmis steroid sensitivitesi

ACh presinaptik ekzositoz ve saliniminda
bozukluk

Sitokin aracili olarak ubikiitin-proteozom sistemi
aktivasyonu (TNF-a, IL-1, IFN-3)

Katabolik metabolizma: Hepatik glukoneogenez
i¢in kas proteinlerinin mobilizasyonu

Bozulmus kas onarim mekanizmasi (6r. MyoD-
inhibisyonu)

Bioenerjitik azalim (ATP deplesyonu)
Mitokondrial disfonksiyon (apoptoz-tetikleyici:
Sitokrom C)

Edinilmis kanalopati (6r. RYR, Na*1 kanallarr)



I1.1.2.1. Membran Uyarilabilirliinde Degismenin Mekanizmalari

KHM’de kasin hipo/ineksitabilitesi, sepsis ve steroidlerin membran iyon
kanallarin1 etkilemesi ile olusur (Sekil 1) (19). Bu etki sepsisin ¢ok erken
donemlerinden itibaren gozlenmektedir. Sepsis olusmasi sonrast bir saat iginde
membran istirahat potansiyellerinde azalma oldugu not edilmistir (25,26). Sepsisin
baslangi¢ fazinda yogun inflamatuvar aktivite on plandadir. Ozellikle TNF-q, IL-1 ve
IL-6 c¢ok yiiksek seviyelerdedir. Bu sitokinler hipotalamik-hipofizer aksi stimiile
ederler ve dolasan glukokortikoid seviyeleri artar. Sonugta immiin cevap ve daha
fazla proinflamatuvar sitokin salgilanmasi baskilanir. Cok agir sepsis veya septik
sokta yogun sitokin salimimi, ayrica eslik eden adrenal yetmezlik olusu
sitokin/glukokortikoid oranmin takip eden donemlerde ters donmesini engeller.
Sepsis ile endojen veya ekzojen kaynakli olsun steroidlerin, membran tizerine etkileri
benzerdir. Bu etkiler ¢esitli invivo ve invitro arastirmalar ile gosterilmistir. Yiiksek
doz steroid verilen ve denervasyon ile kritik hastalik myopatisi modeli olusturulan
bir deneyde Na® ineksitabilitesi ile ilgili 6nemli sonuclar elde edilmistir (27-29).
Istirahat potansiyelleri depolarize olurken, membran rezistansinda azalma ve Na*
akim amplitiidlerinde %50 azalma izlenmistir (30). Ayrica denervasyon embriyonik
Navl.5 kanal izoformlarinin da belli bir oranda kasta artmasina neden olur. Bu
durum hiperpolarizasyon yoniinde kaymayi daha da arttirir. Sonugta membran
eksitabilitesinin belirgin azalmasi ile kas lifleri aksiyon potansiyeli iiretemeyecek
duruma gelir (31-34). Ancak Na’ kanal1 elde edilebilirliginde azalmanin tam olarak
lif ineksitabilitesini agiklamadig1, ayrica heniiz tam olarak bilinmeyen mekanizmalar
ile direkt kanallardan gegcise etkileri ile de sepsis ve steroidlerin ineksitabiliteye
katkida bulundugu disiiniilmektedir (7). Ayrica daha yavas sekilde gelisen
inaktivasyon da mevcuttur. Voltaj bagimli Na® kanali inaktivasyonu, gen
ekspresyonunda degisiklikler ve posttranslasyonel modifikasyonlar ile devam
ettirilmektedir. Sepsis durumunda da tablo benzerdir. Memelilerde septik soktan
sonra belirgin depolarizasyon ile aksiyon potansiyeli amplitiidlerinde diisme oldugu
gosterilmistir (26,35). Yiiksek dozlarda endotoksin maruziyeti sonrasi TNF-a’nin

plazma konsantrasyonlarinda artisi ile iskelet kasinda yaklasik 15 mV’luk
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depolarizasyon meydana gelmektedir (36). Ilging olarak kritik hastalik miyopatisine
sahip bireylerin serumlarinin invitro olarak iskelet kasina eklenmesi ile dakikalar
icinde akut depolarizasyon gozlenmistir. Sepsis durumunda akut donemde
depolarizasyonla birlikte kompansatuar olarak hizli Na® kanali saglama ile bir
hipereksitabilite donemi oldugu ancak sonugta bu kompanzasyonun yetmedigi ve
hipoeksitabiliteye doniisiin gergeklestigi diistiniilmektedir (37).

Ozet olarak sepsis ve steroidlerin etkisi ile istiranat membran direncinde
depolarizasyon, Na" kanali sayis1 elde edilebilirliginde azalma, Na® kanallarinda
voltaj bagimli inaktivasyon meydana gelmekte ve kas uyarilabilirliginde azalma
ortaya ¢ikmaktadir. (4,38).

Steroidler Sepsis
Denervasyon Sitokinler
Na 14

A
Na
kanah Hipoeksitabilite

membran potansiyeli (mV)

Sekil 1: Steroid ve sepsisin Na* kanal1 ve kas ineksitabilitesine etkisi

I1.1.2.2. Kontraktil Proteinlerde Proteolizin Mekanizmalari

Septik kasta diger miyofibriler proteinler (6r. Troponin-T, tropomiyozin,
aktin) etkilenmezken segici olarak kalin filaman yikimi gozlenmektedir. Miyozin
agir zincirleri, erigkin kasta miyofibriler proteinlerin %40’ 1n1 olusturmaktadir. Segici
miyozin agir zincir etkilenmesinin neden oldugu halen bilinmemektedir. Ancak nasil
yikildigina dair bilgiler ¢oktur. Bu siirecte birgok karmasik yolak yer alir. Bu
yolaklar sitokinler, o&zellikle de TNF-a tarafindan tetiklenmektedir. Yikim
yolaklarindan biri kalsiyum bagimli, kalpainlerdir (39,40). Kritik hastalik ile
tetiklenen miyopatide atrofik liflerde erken donemde kalpain artig1 gosterilmistir (39).
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Bir kalsiyum antagonisti olan dantrolen tarafindan septik si¢anlarda kalpain aracili
yikim etkisinin geri dondiiriilebildigi gosterilmistir. Diger bir yikim yolagr da
ubikiitin-proteozom sistemidir. Erken donemde kalsiyum aracili olarak baslayan
mekanizmalar ile miyofibrillerde disintegrasyon olusmakta ve sonraki agsamalarda bu
miyofibriller ubikiitin-proteozom sisteminin hedefi haline gelmektedir (41).
Sitokinler ve 6zellikle TNF-a ile tetiklenen NF-kB ve ubikiitin-proteozom sisteminin
sepsisteki esas kas yikimindan sorumlu yolak oldugu diisiiniilmektedir (42-47). Tiim
bu yolaklar ATP bagimlidir. Sepsis sirasinda olusan ATP deplesyonundan da
etkilenmektedir (Sekil 2 ve 3). Ayrica NF-«B, mitokondrial disfonksiyonun
sonucunda ve TNF-a direkt etkisi ile olusan reaktif oksijen tiriinleri (ROS) etkisiyle
de aktive olmaktadir (48,49). Bu yikim yaninda sepsis sirasinda 6zellikle TNF-o’nin
yiiksek diizeyleri ve IFN-6 etkisi ile miyozin agir zincir yapimimin da azaldigi
bilinmektedir. Sitokinler bu transkripsiyon inhibisyonunu miyojenik farklilagma
faktor MyoD aracili olarak yapmaktadirlar. Steroidler de direkt olarak ubiquitin-

proteozom ATPaz mRNA aktivitesi ile kas nekrozu ve apoptozunu arttirlar (50,51).
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Sekil 2: Sitokinler ve miyozin yikimimnin mekanizmalari
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I1.1.2.3. Sepsisle Tetiklenen Kas Yetmezliginde Diger Hedefler
Insiilin direnci sonucu olusan biyoenerji yetmezligi, sitopatik hipoksi,
dislipidemi, artan ROS nedeni ile antioksidatif kapasitede azalma, mitokondrial
disfonksiyon, hormonal diizenlenmenin bozulmasi ve mikrodolasimdaki degisiklikler

sepsisin kas tizerindeki diger etkileridir (7,52,53).

Sonug olarak néromuskiiler bloke edici ajanlar ve steroidlerin katkisi olmakla
birlikte kritik hastalik miyopatisi olusumunda kas iizerinde birgok yolaga etkileri
nedeni ile sepsis en 6nemli risk faktoriidiir. Inflamatuvar mediatorler araciligi ile
olusan voltaj bagimli iyon kanal iliskili membran eksitabilitesinde etkilenme, Na*
kanallarinin inaktivasyonu ile olusan edinilmis kanalopati, intraseliiler protein
sinyalleri sonucunda miyozin proteini basta olmak iizere kas proteinlerinin yikim1 en

On plana ¢ikarilan mekanizmalardir (24,33,54).
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Sekil 3: SIRS sirasinda miyofibril yikimi ve kontraktil disfonksiyon mekanizmalari
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11.1.3. Elektrofizyolojik Bulgular

Sinir iletim ¢alismalarinda genellikle diisiik amplitiidli, iletim blogu
gOstermeyen ve siireleri uzun birlesik kas aksiyon potansiyelleri (BKAP) elde edilir.
Duyusal sinir iletim ¢alismalarinin normal olmasi beklenir, ama eslik eden noéropati
durumunda veya ekstremitelerde 6dem varsa diisiik amplitiidlii duyusal potansiyeller
de saptanabilir. Hasta sedatize edilmemisse veya ensefalopati tablosu yoksa igne
EMG c¢alismasinda istemli kasida kisa stireli, kiiglik amplitiidlii, polifazik motor tinite
aksiyon potansiyelleri (MUAP) ve erken giris aktivitesi izlenir. Istirahat halinde
yapilan incelemede pozitif keskin dalgalar ile fibrilasyon potansiyelleri saptanabilir
(4,16,55). Spontan potansiyeller noropati olgularinda da goriilebilecegi igin istemli
kas1 yapamayan hastalarda ndropati-miyopati tanilarinin elektrofizyolojik ayriminda
direkt kas uyarmi tekniginin de elektrofizyolojik incelenmeye eklenmesi miyopati ve
noropati ayriminin daha duyarl olarak yapilmasini saglamaktadir. Direkt kas ve sinir
uyarimi ile elde edilen BKAP amplitiidlerinin oranina gore etkilenimin sinir veya kas
agirlikli m1 oldugu yoniinde gilivenilir yorum yapilabilir (56-59). Ayrica miyopati
hakim olgularda BKAP distal latansinda uzama olmamasi, duyu sinir aksiyon
potansiyelinde (DSAP) patoloji gozlenmemesi néropatiden ayrim igin yardimcidir.
Mekanik ventilatorden ayrilamayan hastalarda frenik sinirin sinir iletim galismalar1
ve diyafram kaslar ile goglis duvarit kaslarinin igne EMG incelemeleri KHM
tanisindan ~ siiphe edilen hastalarda uygulanabilecek diger elektrofizyolojik
yontemlerdir. Frenik sinir ¢calismasinda BKAP’de amplitiidde diisme veya kayip ile
diyafram igne EMG’sinde denervasyon potansiyelleri izlenir. Kritik hastalik iligkili
gligsiizliikte miyopatinin daha 6n planda oldugunu destekler bir¢ok elektrofizyolojik
calisma vardir (58). Ayrica daha Onceki inancin aksine BKAP’de diisiiklik ve
ozellikle siirede uzama motor aksonal noropatinin bulgusu degil miyopatinin ve kas
uyarilabilirliginde azalmanin bulgusu olarak yorumlanmaktadir (27). Direkt kas
uyarimi tetkiki ile bu bilgi desteklenmektedir. Sinirlerin ardisira uyarim ile elde
edilen yanitlarda kritik hastalik noéromuskiiler tutulumunda, néromuskiiler kavsak
patolojisini  diisiindiirir bulgular elde edilmemistir (60). Elektrofizyolojik
incelemelerde bulgularin sepsis sonrast ¢ok erken donemde ortaya ciktigi hem

insanlarda yapilan incelemelerde hem de hayvan deneylerinde gézlenmistir.
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Elektrofizyolojik incelemelerde 72 saat iginde %350 hastada noromuskiiler
disfonksiyonu yansitan elektrofizyolojik bulgular izlendigi belirtilmistir (59). Erken
donemde bu elektrofizyolojik degisikliklerin ortaya ¢ikmasi sepsisin mortalitesi ile
de korele bulunmustur (61). Yirmibes hastalik bagka bir ¢aligmada yine 72 saat
icinde hastalarin ¢ogunda (%76) kritik hastalik polindropatisi gozlenmistir (62).
Daha kiiciik bir c¢alismada da sepsisten sonra 2. giin gibi erken dénemde
noromuskiiler bulgularin ortaya ¢iktig1 belirtilmistir (63). Septik modellerde ise sinir
iletim ¢aligmalarinda ilk bulgularin 24. saatte gozlendigi ve 48. saatte belirginlestigi
belirtilmistir (64). Ancak tim bu c¢alismalarda da miyopati ve ndropati ayrimi
yapilmamistir. Miyopati ve noropatiyi ayri tutarak yapilan bir baska ¢aligmada septik
hastalar yogun bakim iinitesine (YBU) yatisin ilk 72 saatinden sonraki 10 giine kadar
degerlendirilmislerdir. Sinir iletim ¢alismalarinda bozukluk ilk 72 saatte %63 hastada
saptanmigtir. Bunlarin da inceleme aninda %71’inde KHM ve KHP’nin birlikte
bulundugu, %10’unda miyopati oldugu belirtilmistir. Erken dénemde sinir iletim
calismasinda bozukluk saptanmasinin mortalitede artis ile anlamli iliski i¢inde
oldugu saptanmustir (61).

Son yillarda ayrintili elektrofizyolojik incelemeler ile erken donemde ortaya
¢ikan elektrofizyolojik anormalliklerin bir¢ok hastada, bastan beri ana patoloji olarak
diistiniilen duyusal ve motor liflerde aksonal tutulumdan farkli olarak kas etkilenimi
ile giden ana bir patoloji ile iligkili oldugunu savunulmaktadir (65). Bu savunulan kas
patolojisi kas uyarilabilirliginde azalmadir. Bu etkilenmenin uzun bir siiregte gelistigi
bilinen aksonal etkilenimden, ¢ok daha erken ortaya ¢iktig1 ve temel patoloji oldugu
diistiniilmektedir. Bunu yansitan en 6nemli elektrofizyolojik bulgu da erken donemde
ortaya motor liflerde birlesik kas aksiyon potansiyeli amplitiidiinde azalma ve
stiresinde uzamadir (60,65). Bu bulgu kas yorgunlugu sirasinda da gozlenir ve enerji
bagimli Na'/K" gradientinde disfonksiyon ile iliskilendirilir (66). Erken dénemde
kritik hastalikta olusan bu elektrofizyolojik degisiklik bircok invivo calisma ile Na*
kanali disfonksiyonu sonucunda gelisen membran ineksitabilitesiyle agiklanmistir.
Geri dontislii elektrofizyolojik degisikliklere normal biyopsi bulgularinin eslik etmesi
elektrofizyolojik incelemelere erken donemde yansiyan kasta uyarilma problemi ile

iliskili bir etkiyi desteklemektedir (16,67). Sepsisteki hastalarin kaslarina yapilan P31
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niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopi incelemesinde de sadece denervasyon ile
iliskilendirilemeyecek sekilde kaslarda biyoenerjitik rezervde azalma izlenmistir (68).
Ayrica sepsis olusturulmus sicanlarda benzer sekilde geri dontisiimlii EKG amplitiid
diisiikliikleri de bildirilmektedir (69)

Elektrofizyolojik incelemeleri yogun bakim sartlarinda uygulamak bazi

kisitliliklar tasimaktadir ancak noninvaziv bir yontem olan EMG, kritik hastalik

noromuskiiler tutulumundan siiphe durumunda ilk tercih edilecek tetkiktir.

8

Sekil 4: Kritik hastalik miyopatisi elektrofizyolojik bulgular

Normal kontrol (B) ile karsilagtirildiginda, kritik hastalik myopatisinde (A)
kiigiik amplitiidlii ve uzamis stireye sahip birlesik kas aksiyon potansiyelleri izlenir.

Direkt kas uyariminda (C) kas lifi iletim hizinda genis bir aralikta yayilim
izlenir. (en yavas: 1.2 m/s; en hizli: 3.9 m/s; hizli/yavas orani: 3.25).

Igne EMG (D) incelemesinde kii¢iik amplitiidlii ve kisa siireli miyopatik
potansiyeller gozlenir. (Kaynak 70’ten alinmistir.)
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11.1.4. Histopatolojik Bulgular

Kas biyopsisi tani1 sirasinda invaziv bir yontem oldugu igin rutin pratikte
genellikle tercih edilmez. Bu konudaki bilgiler daha ¢ok hayvan ¢alismalar1 ve otopsi
calismalarindan elde edilmistir. KHM’de goriilen genel histopatolojik bulgular kas
lifi ¢ap farkliliklari, lif atrofisi ve kalin filaman miyozin kaybidir. Raporlar en sik
olarak tip 2 lif atrofisi oldugunu daha az olarak da sira ile her iki lif tipinde atrofi ve
tip 1 |lif atrofisinin de izlenebilecegini belirtmektedir (25). Inflamatuvar
degisikliklere rastlanmaz (57,71). Nekroz ve vakouler degisiklikler ise ¢ok nadiren
gozlenir (4).

Kritik hasta kas biyopsilerinde nadiren noropati ile iliskili denervasyon
bulgular (angiiler atrofik lifler) da izlenebilir. Ayrica bir otopsi ¢alismasinda sinir
biyopsisi incelemesinde distalde daha belirgin lif kaybi, primer aksonal dejenerasyon
gozlendigi, inflamasyon izlenmedigi belirtilmistir (16).

Daha onceki ¢alismalardan elde edilen bilgiler ile ‘Kritik Hastalik Miyopatisi’
histopatolojik olarak 4 grupta siniflanir (4).

Bu gruplar;

1- Kalin Filaman (miyozin) Kaybi

2- Kasektik Miyopati

3- Akut Rabdomiyoliz

4- Akut Nekrotizan Miyopati’dir.

En yaygin formu ‘Kalin Filaman Kayb1’ formudur. Miyozinin segici kayb1
KHM i¢in Kkarakteristik olarak tanimlanir ve kalin filaman kaybi formunun KHM ni
temsil ettigi belirtilir (72). Miyozin kaybi genelde difiizdiir ancak yamali da olabilir.
Diger miyofibrillerde etkilenme izlenmez (16,39,60).

Immiinhistokimyasal ¢alismalarda miyozin, NADH, ATPaz, SDH, COX
boyalari ile kas lifi tiplerine gore atrofi farki gosterilmektedir.

Elektron mikroskopi ¢alismalarinda nekrozda erken dénemde izlenen plazma
membrani yikimi, kalin filamanlara eslik eden erken aktin filaman kaybi ile Z
diskinde bozulmadan farkli olarak kalin filamanlarda segici yikim ile iskelet kas1 Z

disklerinde korunma ve A bandinda disintegrasyon dikkati ¢ekmektedir. (39)
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Sonug olarak Kritik hastalik miyopatisi histopatolojik ve immiinhistokimyasal
incelemelerinde segici miyozin yikimi onemlidir. Hizli kasilan kaslarda yavag
kasilanlara gore, tip 2 liflerde tip 1 liflere gore ve hizli miyozin agir zincirde , yavas
miyozin agir zincire gore daha fazla yikim izlenmektedir.

Sekil 5: Kritik hastalik miyopatisi kas biyopsi drnekleri
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Sekil 5: A (Hematoksilen&Eozin) ve B (Gomori-Trikrom): Bazi liflerde atrofi
sonucu ¢ap farkliliklari. C (NADH) , D (COX), E (ATPaz pH 4.3), F (ATPaz pH
4.3)’de Tip 2 liflerde atrofi. G (Miyozin hizli zincir IHC) ile H ve I’daki elektron
mikroskobi incelemesinde miyozin kalin filaman kaybi.(Kaynak 70’ten alinmustir.)



16

Bu bilgiler 1s181nda ‘Kritik Hastalik Miyopatisi’ igin ana tanisal 6zellikler;
1- iki veya daha c¢ok sinirde DSAP amplitiidlerinin normal alt limitin %80
tistlinde olmasi
2- Igne EMG’de kisa siireli ve kiigiik amplitiidlii MUAP’ler, erken veya normal
giris aktivitesi olmasi (fibrilasyon potansiyelleri var veya yok)
3- Ardisira uyarimda dekremental yanit gézlenmemesi

4- Kas histopatolojik incelemesinde miyozin kayb1 ile miyopati bulgular1 olmasi

Destekleyici ozellikler:
1- BKAP amplitiidlerinde iki veya daha fazla sinirde blok olmadan % 80’den
fazla diisme olmasi
2- CK’da yiikselme

3- Kas uyarilabilirliginde azalmanin gosterilmesi

Kesin tani i¢in 4 ana 6zellik gereklidir. Ug ana, 1 veya daha fazla destekleyici
Ozellik varsa muhtemel, ana Ozelliklerden 1. ve 3. veya 2. ve 3. ana Ozelligin
yaninda 1 veya daha fazla destekleyici ozellik olmasi ile olasi kritik hastalik

Mmiyopatisi tanisi konur (72).
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11.1.5. Tedavi

Glinimiizde kritik hastalik miyopatisinin etkin bir tedavisi yoktur. Erken
donemde fizyoterapi uygulanmasi, siki kan sekeri kontrolii, néromiyopatik ilaglardan
ozellikle steroid ve noromuskiiler blokor ajanlardan kaginilmasi ve en Onemlisi
sepsisin kontrolii onerilmektedir (73). Hiperglisemiden kaginmak i¢in agresif insiilin
tedavisinin koruyucu oldugu gosterilmistir (74). Adrenal yetmezligi onleyecek stres
dozunda steroid kullaniminin zararli olmadig1 disiiniilmektedir. Ciddi sepsis i¢in
aktive protein C kullanim1 desteklenmektedir. Beslenme destegi i¢cinde glutamin,
arjinin veya omega 3 yag asitlerine yer verilmesini dneren ¢alismalar ile antioksidan,
fosfodiesteraz inhibitor kullaniminin faydalarini belirtir yayinlar mevcuttur (75).
Immobilizasyondan bagimsiz primer miyopati olmas1 nedeni ile kas egzersizlerinin
tedavi edici yonii olmadigi, destekleyici oldugu belirtilmistir (76). En 6nemli riskin
sepsis oldugu diisiintilen bu tablo icin sepsisin Oniine ge¢ilmesi dnerilse de bu birgok
durumda olas1 degildir. Bu nedenle sepsis sirasinda tetiklenen immdiin sistemin
modiilasyonu iizerinde bazi ¢alismalar yapilmistir. Bu amagla TNF-o antagonistleri,
IL-1 antagonisteleri, PAF antagonistleri ve N-asetilsistein kullanilmistir. Calismalar
fayda agisindan degisken sonuglar igermektedir (77-80).

Ozellikle sepsis ile tetiklenen ve miyozin agir zincir yikimi ile sonlanan
kritik hastalik miyopatisinin kompleks kaskadinda daha hedefe yonelik tedavilere
ithtiyag¢ vardir.
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11.2. TNF-a

TNF-a bircok fonksiyonu olan proinflamatuvar polipeptid yapida bir
sitokindir. Kasektin olarak da anilmaktadir. 1985’te Beutler endotoksine maruz kalan
hiicreler tarafindan iiretilen ve kaseksiye yol acan bir molekiil tesbit etmis ve bunu
kasektin olarak adlandirmistir (81). 1986’da Caput, kasektin ve TNF-o’nin ayni
molekiil oldugunu belirmistir (82). TNF-o’nin immiin cevaplari ve antitiimor etkileri
tetiklemesi yaninda lipid metabolizmasi, koagiilasyon, insiilin direnci, endotelyal
fonksiyon ile farklilagsma ve apoptoz siireglerinde 6nemli rolii vardir. Makrofaj ve
lenfosit basta olmak iizere ¢esitli immiin ve somatik hiicrelerde sentezlenir. TNF-a
prohormon seklinde membrana entegre halde bulunur. Uyaranlara yanit olarak
membrana bagli mMTNF, TNF doniistiiriici enzim (TACE) tarafindan yikilir ve olgun,
¢ozliniir form sTNF olusur (Sekil 6).
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Sekil 6: TNF-a aktiflestirilmesi ve reseptor baglanmasi sonrasi Sinyalizasyon

asamalar1 (Kaynak 83’ten alinmistir.)
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Olusan ¢ozlnir molekiillerden ticli bir araya gelerek aktif homotrimerik

yapiy1 olusturur (Sekil 7).

Sekil 7: TNF-a homotrimerik yapisi

TNF-o normalde kanda diisiik miktarlarda bulunmaktadir. TNF sentez ve
salinmasin1 uyaran bir¢ok faktor vardir. Uyart sonucu yarim saat iginde TNF-a
ekspresyonu baglar ve 90-120 dk arasinda en iist seviyeye ulasir. Dort saat i¢inde de
diizeyi IL-1 ve IL-6 ile inhibe edilmesi sonucu belirgin olarak diiser. Gram pozitif
bakteriler, mantarlar, parazitler, viriisler, kompleman aktivasyon tiriinleri, sitokinler
ve TNF-a’nin kendisi salinimi uyarir (77). Sepsis, kanser ve romatolojik
hastaliklarda seviyesi belirgin sekilde yiikselir. Yiiksek dozda TNF-o enjeksiyonu da
septik soka neden olmaktadir.

TNF-o’nin fonksiyon gostermesi i¢in baglandigi reseptor aileleri vardir.
Molekiil agirliklarina gore isimlendirilmis en 6nemli 2 adet reseptorii p55 reseptorii
(TNFR1) ve p75 reseptoriidiir (TNFR2). Her ikisi de kasta eksprese edilmektedir.
Reseptor-ligand baglanmast ile postreseptor kompleks sinyal basamaklari
aktivasyonu baslatilir (84). Bu yolaklar hiicre tipine gore farklilik gosterirler. TNFR1
bircok biyolojik etkinin baslamasindan ayrica kas katabolizmasi ve kontraktil
disfonksiyonundan sorumlu ana reseptordiir (85). TNF-o’nin reseptorii TNFRI1 ile
birlesmesi sonucu o6nemli proteinler iceren (TRADD, TRAF2, RIP, FADD)
proksimal reseptor kompleksinin olusumu baslar (Sekil 1-3). TNF-a’nin reseptorii ile
baglanmasi ile tetiklenen en az 3 onemli sinyal yolagindan bahsedilebilir. Birinci

yolak, Fas ile iligkili 6lim bolgesi (FADD) aracili olarak kaspazlar tetikleyerek
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apoptoza yol agmaktadir. ikinci yolak Jun-N-terminal kinazlari (IJNK) ve
traskripsiyon faktdrii AP-1°i aktive ederek yine apoptoza yol agar. Uciincii yolak
TNF-a traskripsiyonu kontroliindeki ana mediat6r olan ve inflamasyona da katkida
bulunan NF-«kB’y1 aktive eder (Sekil 6-8).

L
it S Kaspazlar
e = Y - ‘._'_'_m'?m'_"‘r

Apopitoz inflamasyon Apaopitoz

Sekil 8: TNF-a reseptor sonrasi sinyal basamaklar1 (Kaynak 86’dan alinmistir.)

TNF-a gen transkripsiyonu, transkripsiyon faktorleri, protein kinazlar, protein
fosfatazlar, kaspazlar yaninda reaktif oksijen triinleri (ROS), reaktif nitrojen tiriinleri
(RNS) ve mitokondrial proteinler ile de iligkilidir.

TNF-o’nin aktif homotrimerik yapisi hiicre zarma fiizyon yaparken sodyum
girisine de neden olur. Bu da membran potansiyellerine katkida bulunur. Ayrica
hiicre i¢i kalsiyum diizeylerine de etki ederek azaltir. Trombomodiilin sentezini
azaltarak endotel hiicresindeki antikoagiilan etkinligini engeller ve ekstrinsik yoldan
pihtilagsmay1 baglatir. Plazminojen aktivatorlerini de azaltarak antifibrinolitik etki

gosterir. Tiim bunlarin sonucu yaygin damar i¢i pihtilasma (DIC) meydana gelir.
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Sekil 9: TNF-a koagiilan ve antifibrinolitik etkileri (Kaynak 87°den alinmustir.)

11.2.1. TNF-a ve Kas

Literatiirde sitokinlerin, kas adaptasyonundan gen ekspresyonuna
kadar kasin fonksiyonuna etkisi ile ilgili bilgiler giderek artmistir. Ayrica iskelet kas,
katabolik sitokinlerden TNF-a, IL-1 ve IL-6’y1 eksprese edebilmektedir (88,89).
TNF-a da bu sitokinler i¢inde kas {lizerinde en 6nemli etkisi olan sitokindir. TNF-
a’nin kas lizerine etkileri uzun yillardir bilinmekle birlikte etki mekanizmasini
aydinlatmaya yonelik calismalar son yillarda hiz kazanmistir (90). Kas iizerine
etkileri ok kompleks postreseptor sinyal iletimi ile olmaktadir. Ug ana mekanizma
tizerinde durulmaktadir. Bunlar Kkatabolizmada hizlanma (protein kaybi, insiilin
direnci), kontraktil disfonksiyon ve miyogenezin kesintiye ugramasidir. Sepsis
sirasinda onemli bir mediatdr olan TNF-o kasta da sentezlenmektedir. Bu sitokin

salgilama fonksiyonu kasin adaptasyonunda endojen bir mediator olarak kabul
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edilmektedir (88-92). iskelet kasinda ayrica hem TNFR1 hem de TNFR2

bulunmaktadir. Bu reseptorlere hem ¢6ziiniir hem de lokal TNF-a etki etmektedir.

11.2.1.1. Kontraktil Disfonksiyon

Inflamasyon durumunda ¢ogu zaman kas disfonksiyonu belirgin protein kayb1
olmadan da olugmaktadir. Kontraktil disfonksiyon akut olarak TNF-a stimiilasyonu
ile olusur. TNF-o artisi1 ile saatler i¢cinde, membran istirahat potansiyelinde azalma
sonucu aksiyon potansiyeli olusturamama ve giicte azalma ortaya ¢ikmaktadir (25).
TNF-o’nin kontraktil disfonksiyona neden oldugu uzun siiredir bilinmektedir. Hiicre
membraninda, kasta ise sarkolemmada depolarizasyona neden oldugu, voltaj bagimli
kalsiyum kanallarinin sekresyonunu azalttigi daha 6nce gosterilmistir (36). Ancak
buradaki esas mekanizma olarak TNF-oa’nin redoks yoluna etkileri ile kas
kontraksiyonunu etkiledigi bilgileri daha sonradan gelmistir. Deneysel olarak
endotoksemi ile TNF-a ekspresyonunun ve oksidatif hasarin indiiklendigi ve sican
diyaframinda kontraktil disfonksiyon ortaya ¢iktigi gosterilmistir (93-95). TNF-a
ayrica NO artisini PAF aracili olarak da etkileyerek kasta kontraktil disfonksiyona
katkida bulunmaktadir (96). Bu etkisini akut olarak ve cok yiiksek seviyelere
¢ikmadan da yapmaktadir. Diyafram, ekstansor digitorum longus, gastroknemius gibi
tip 2 lif yogunlugu fazla, hizli kasilan kaslarda bu etkileri daha belirgindir (97,98).
Bu kas gruplarinda ayrica daha fazla NOS bulunmaktadir (99). Kaslar iNOS ve
cNOS icermektedirler. TNF-a, PAF aracili NO artisin1 daha ¢ok cNOS iizerinden
saglamaktadir. TNF-o’nin patolojik yiiksekliklerinde NO {iretimine iNOS da
katilmaktadir. Kontraktil disfonksiyon TNF-a, PAF diizeyi ve NOS aktivitesi ile
koreledir (100). NO sentaz inhibitorleri, PAF sentez inhibitorleri veya antagonistleri
ve antioksidan tedaviyle kontraktil disfonksiyon geri dondiiriilebilmektedir
(91,101,102). Reaktif oksidatif iiriinler hem miyofilamanlar {izerine etkileri ile
kontraktil fonksiyonu etkileyerek hem de transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu
etkileyerek TNF-a artisi ile giden durumlarda kas disfonksiyonuna neden olur (Sekil
11-12) (78,103). Bir inflamasyon sirasinda her iki sistem de tetiklenmektedir. Bu iki
sistem sonug olarak redoks duyarli kinazlarin aktivasyonu, hiicre igi kalsiyum

regililasyonu, transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu ve gen ekspresyonunu etkiler.
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TNF-a intraseliiler kalsiyum konsantrasyonunun artmasini engelleyerek de
kas kasilmasinda disfonksiyona yol agmaktadir.
Sepsis sirasinda ve ¢esitli kalp yetmezligi durumlarinda kalp kasi da iskelet
kas1 gibi TNF-a’nin endojen bir kaynagi haline gelmekte ve TNF-a’nin katkilar ile
kontraktilite disfonksiyon daha da ilerlemektedir (104,105)

Sekil 10: TNF-o’nin reaktif oksijen ve nitrojen liriinleri tizerinden etkileri
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Sekil 11: TNF-o’nin reaktif oksijen tiriinleri ve transripsiyon faktorlerine etkisi
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11.2.1.2. TNF-0’min Katabolizmadaki Rolii

TNF-a’nin sepsiste 6zellikle miyofibriler yikim iizerine etkisi oldugu uzun
stiredir bilinmektedir ancak mekanizmalar {izerine c¢alismalar yenidir (106).
Miyoblast farklilagsmasini ve satellit hiicrelerin rejeneratif cevabini azaltarak veya
apoptozu tetikleyerek katabolizmada rol oynar. Apoptozda direkt ve indirekt
mekanizmalar ile rol aldigini gosteren caligsmalar vardir.

TNF-a indirekt olarak insiilin, glukokortikoidler gibi hormonlar tizerindeki
etkileri ile kas biliyiimesinin engellenmesine, IL-1, PGE2 gibi diger katabolik
sitokinlerin sentezine katkilart ve anoreksiyi tetiklemesi ile kas katabolizmasina
katkida bulunmaktadir. Ancak en oOnemli yikim direkt etkileri sonucunda
olugsmaktadir (107).
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Direkt yolla TNF-a, NFxB’y1 regiile eden genlerin ekspresyonunu etkileyerek
protein kaybimi indiikler (108,109). NF«kB redoks sensitif bir transkripsiyon
faktoriidiir. ROS’in mitokondrideki elektron transport zincirindeki primer alam
ubikinondan elektron transportu ile TNF-o/ NF«B sinyal yolagi diizenlenir (110,111).
Bu yolagin ROS tarafindan diizenlenmesi tim hiicrelere 6zgii degildir, spesifik
dokularda bulunur (111,112). Kas da bu dokulardan biridir. TNF-a iskelet kasinda
NF«kB’nin aktivasyonu ve translokasyonunda 6nemlidir (113,114).

NF«B bir transkripsiyon faktoriidiir. Gen ekspresyonunun arttirilmasi veya
baskilanmasinda gorevlidir. Kas hiicreleri sitoplazmalarinda inaktif heterotrimerik
kompleks olarak bulunur. DNA‘ya baglanan proteinler p50 ve p65 ile inhibitor
protein I-kB’den olusur. TNF-a, ubikiitinin I-xB ile baglanmasini ve sonrasinda 26S
proteozom tarafindan I-kB yikimini tetikler. NFkB aktive olur ve miyotiip
niikleusuna yer degistirir (Sekil 2) (42-44). NFkB hem TNFR1, hem de TNFR2
tarafindan uyarilabilmektedir. Ancak TNF-a esas olarak TNFR1 araciligi ile kas
protein yikimina rol agmaktadir. Bu yolak redoks sensitiftir. Bu siirece mitokondrial
elektron transport zincirinden kaynaklanan ROS‘ler aracilik eder (49). Proteozom
inhibitorleri, antioksidanlar deneysel sepsis modellerinde rodent kasinda protein
yikimimi engellemistir (48,49,115). Etkileri uzun siireli olsa da TNF-a artis1 ile doz
bagimli olarak hizli sekilde 1-xB alfa fosforilasyonu ve protezeomal yikim sonucu
aktiflesen NFxB diizeyi TNF-a’ya maruz kalma sonrasinda 30 dakika i¢inde hiicre
niikleusunda hizla yiikselir. Bu gegici uyari ile gen ekspresyonu degisikligi de ortaya
¢ikar ve uzun siireli kas protein seviyelerinde degisiklikler meydana gelir (113). Akut
donemde redoks reaksiyonlar1 ile ortaya c¢ikan kontraktil disfonksiyonun aksine
NF«B ile tetiklenen protein kaybi sepsisin yine erken déneminde baglar ve kronik
TNF-a yiiksekligi devam ederse etkileri ¢ok uzun doneme yayilir. Proteinlerden
ozellikle miyofibrillerde ve miyozinde kayip olmaktadir. Deneysel hayvan
caligmalarinda kronik olarak TNF-o maruz kalma kas kitlesinde ciddi kayiba yol
acmistir (116-118). TNF-a ile indiiklenen bu siirecte kas hiicresi 6liimii yerine
miyotiiplerde kiiciilme ve toplam protein ile kas spesifik protein igeriginde azalma
olur ve tipik lif atrofisi gelisir. Nekroz olusmadigi i¢in kas spesifik enzimlerde

yiikselme olmaz.
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NF«B‘nin ayrica birgok kompleks farkli aktivitesi de vardir. Myo D, siklin D,
kalpain3, MAP kinaz p38 ile miyogenezin regulasyonunda rol alirken RIP2, TRAF2,
TRADD ile tetiklenen yolaklar ile de miyogenezi negatif yonde tetikler (119).
Inflamasyon yolaklarinin tetiklendigi sepsis, kanser, AIDS, kalp yetmezliginde kas
atrofisi gliglii sekilde NFxB seviyeleri ile koreledir. Kullanmama atrofisi ve
yaslanma iligkili atrofide seviyeleri, miiskiiler distrofilerde distrofik siirecin
tetiklenmesine katkisi, miyogenezdeki rolii ile inflamatuvar miyopatilerde NFkB’ya
kars1 gelisen immiinreaktivite daha once g¢alisilmistir. Bu ¢aligmalar sonucu ortaya
¢ikan bilgiler 1s18inda birgok kas hastaliginda farmakolojik olarak NFxB miidahalesi
hedeflenmistir. TNF-a basamagi da bu miidahale hedeflerinden biridir. Bu amacla
TNFa antikorlar1 ve sentez inhibitorleri kullanilmustir.

Kasta bir¢ok yolak protein yikiminda gorevlidir. Bunlar ekstraseliiler protein
yikimindan sorumlu lizozomlar, doku hasari, nekroz ve otolizden sorumlu kalsiyum
ile aktive olan kalpain sistemi, programlanmis hiicre 6liimii olan apoptozda 6nemli
kaspazlar , IL-beta doniistiiriicii enzimler ve hiicresel proteinlerin yikimindan
sorumlu ubikiitin-proteozom  sistemidir.  Ubikiitin-proteozom sistemi  bir¢ok
kompleks enzim kaskadina sahiptir (26S proteozom vb.) ve birgok protein substrati
vardir. Bu proteinler icinde hiicre siklusu proteinleri, biiylime regiilatorleri
olabilecegi gibi mutasyonlu veya posttranslasyonel hasara ugramig proteinler de
vardir. Sepsiste de miyofibril yikim siirecinde polimerik ubikiitin zincirleri ile
isaretlenen protein, ATP bagimli bir siire¢ olan 26 S proteazom kompleksi ile yikilir.
Aktin ve miyozinin isaretlenmesi, kalsiyum bagimli ve kalpainle aracilik edilen
reaksiyonlar ile miyofilamentlerin Z disklerinden salinmasi ve N terminallerinin
destabilize olmas1 sonucu olmaktadir. Isaretlenen filamanlar ubikiitin enzimleri
tarafindan baglanma hedefi haline gelmektedir. Ubikiitin-proteozom proteolitik
yolaginin 6zellikle endotoksemide iskelet kasi yikiminda 6nemli ve ana bir rolii
oldugu yoniinde ¢aligmalar vardir (120). Lizozomal ve kalsiyum bagimli proteolitik
yolaklar iskelet kas1 yikiminda ¢ok énemli bir rol oynamazlar. Ancak birbirleriyle ve
Ozellikle ubikiitin-proteozom sistemi ile etkilesim halindedirler. Kalsiyum
antagonistlerinden dantrolen ve proteozom inhibitorleri ile miyofibriler yikimin

engellendigini gosteren ¢aligmalar vardir.
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Endotoksemi sirasinda total protein yikimmin ve daha spesifik olarak
miyofibriler proteolitik yikimin 2. saatten itibaren basladig1 ve 6. saatte en yiiksek
seviyelere ulastigl calismalar ile gosterilmistir. Ayrica bunlar ile paralel olarak
ubikiitin mRNA’da da deneysel sepsis modellerinde TNF-a ile iliskili olarak artis
saptanmis ve Ubikiitin-proteozom proteolitik yolagin iskelet kast yikiminda 6nemli
ve ana bir rolii oldugu sonucuna varilmistir. Bu bulgularin daha belirgin olarak hizli
kasilan kaslarda ortaya ¢iktig1 belirtilmistir (120,121).

Yiikselen TNF-a seviyeleri ayrica IL-1, IL-6, IFN-c ve diger katabolik
sitokinlerin salinimini arttirmaktadir. TNF-a ile IL-1 sinerjistik olarak ¢alisir. Kronik
IL-1 artis1 da negatif nitrojen dengesi, viicut kitlesi kaybi, kas kaybr ile iligkilidir.
Farklilasmis kasta IL-1, TNF-o’nin kas protein kaybi, kontraktil fonksiyon etkilerini
giiclendirir.

Ayrica TNF-a indirekt etkileri ile insiilinin kastaki etkilerine karsi koyarak da
katabolizmayi1 tetikleyebilir. TNF-o’nin kastaki diizeyinin artisi insiilin direncine
neden olmaktadir (107,122,123)

11.2.1.3. Miyogenetik ve Kas Adaptasyonuna EtkKileri

TNF-o’nin immatiir hiicreler iizerinde ise miyogenetik etkileri mevcuttur.
TNF-0, NFkB sinyal yolagi ile farklilagmada rol oynamaktadir. NFkB miyoblast
hiicre siklusunu Siklin D1 gen araciligi ile stimiile eder ve miyoblast farklilasmasi
ve proliferasyonu icin gerekli olan ‘Serum Cevap Faktoriin® (SRF) aktivitesini
gliclendirir. NFkB ayrica miyoblast fiizyonu ve kas spesifik proteinlerden miyozin
agir zincir, kKaveolin 3 gibi proteinler ile GLUT 4’{in gen expresyonunda gereklidir.
TNF-a saglikli insan kasinda da sentezlenmektedir. Egzersiz ile ve travma sonrasi da
artis1 olmaktadir. Rejenerasyonda gorevli satellit hiicre aktivasyonunda onemlidir
(124).

Distrofik farelerde TNF-a yoklugunda kas kiitlesinin azaldig: (125), TRAF 2
eksikligi olan si¢anlarin viicut Kitlelerinin daha diisiik oldugu gosterilmistir.
Farklilasma doneminde TNF-o yiiksekligi miyotiiplerin normal farklilasmasinda
onemlidir (126).

Erken donemde yiiksekligi ile miyogetik etkileri 6n planda iken ge¢ donemde

miyozin yikimina neden olur.
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11.2.2. Anti-TNF-a Ajanlar

TNF salinimini1 azaltanlar TNF alfa yikimi TNF alfa blokorleri

Pentoksifilin Talidomid Etanersept
Infliksimab
Adalimuab
Lenersept

Certolizumab pegol

Golimumab

11.2.2.1. Pentoksifilin

Bir metilksantin derivesi olan pentoksifilin intraseliiler cAMP diizeylerini
arttiran  selektif olmayan bir fosfodiesteraz inhibitoriidiir. Yeterli doku
perflizyonunun  saglanamadigi  ¢esitli  periferik  vaskiiler  hastaliklarda
kullanilmaktadir. Ancak son donemlerde yogun bakimlarda septik hastalarin
tedavisinde kullanilmis, 6zellikle TNF-a diizeylerinde azalma ile mortalitede azalma
(127-130) ve sepsis skorlarinda diizelme izlenmistir. Kanser, sepsis, sinir hasari gibi
durumlardaki kas atrofisini 6nlemeye olan etkileri {izerine yogunlasilmistir (131).
Ayrica pentoksifilinle tedavi ile anoreksinin, viicut kilo kaybi ve kas protein
yikiminin azaldigr gézlenmistir (132-134). Bunu da esas olarak invivo ve invitro
lipopolisakkaridle indiiklenen TNF-o salinimini azaltarak yaptigi belirtilmistir. TNF-
a sentezi intraseliiler siklik niikleotidler tarafindan yiiritilir. cAMP’yi arttiran
ajanlar, Ornegin fosfodiesteraz inhibitorlerinden pentoksifilin  TNF-o gen
ekspresyonunu azaltmaktadir (135). Ayrica pentoksifilinin NFxB ve ubikiitin lizerine
inhibitor etkileri de vardir (136-138). Sepsiste TNF-a aracili diyafram
kontraktilitesinin azalmasini engelledigi gosterilmistir (139). Duchenne Muskiiler
Distrofi’de devam eden faz Il ¢alisma mevcuttur (140).

Pentoksifilin sepsiste ana olarak yol actigit TNF-a azalmasi yani sira IL-1 ve
IL-6 ‘da da azalmaya neden olmaktadir. Bu sitokinlerin de negatif nitrojen dengesi

ve anoreksiye olan etkilerini antagonize edebilmektedir. Ayrica peritonit
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olusturulmus modellerde membran stabilizasyonunu saglamakta ve hiicre i¢i ve dis1
elektrolit dagilimini diizenlemektedir (141). Vazodilatasyon yapma ve ertirosit ile
trombositlerde agregasyonu azaltici etkileri de vardir.

Pentoksifilin TNF-o inhibisyonu yaninda, fosfodiesteraz inhibisyonu ile
cAMP artis1 ve fosfokinaz A aktivitesinde artisa da neden olur. Bu mekanizma ile de
direkt olarak kas yikimini azalttig1 diisiiniilmektedir (142). Iskelet kasinda yikimda
onemli kalsiyum bagimli kalpainler de bu kinazin hedeflerindendir. Bu yoni ile de
kas yikimini azaltmaya katkida bulunabilmektedir. Ayrica yine bu yolak ile
kontraktiliteye de etki edebilmektedir (131).

11.2.2.2. Etanersept

Ik olarak May1s 1998°de kullanim1 onaylanan TNF-a blokoriidiir. Etanersept
¢oziinlir TNF reseptor fiizyon proteinidir. TNF ¢6ziiniir reseptor p75 ve insan 1gG Fc
fragmanindan olusur. Burada TNF ¢oziiniir reseptor p75, TNF-a baglanan kismudir.
TNF-a’ya yarigsmali olarak baglanarak hiicre yiizeyi reseptorlerine baglanmasini
engeller.

TNF-a blokorlerinin FDA tarafindan onaylanan kullanim alanlar1 romatoid
artrit, poliartikiiler idiopatik erken baslangi¢h artrit, psoriatik artrit, ankilozan
spondilit, plak psoriazis, Crohn hastaligi ve ilseratif kolit’tir. TNF-a blokdorlerinin
bilinen baz1 yan etkileri vardir. Bunlar iginde de en Onemlisi immiinsiipresan
aktivitesi nedeniyledir. Bu giline kadar bu ilaglarin kullanimi sirasinda bildirilmis yan
etkiler; demiyelinizan santral sinir sistemi olaylar1 ve nobetler gibi norolojik olaylar,
otoimmiin bazi antikorlarin olugmasi ile tetiklenen tablolar (6r. Lupus benzeri cilt
dokiintiileri), aplastik anemi ve pansitopeni, intestinal perforasyon, konjestif kalp
yetmezligi, lenfoma gelisimi ve o6zellikle firsat¢ tiiberkiiloz , histoplazma, listerya,
pnomosistis pndmonisi gibi ciddi enfeksiyonlardir. Enfeksiyonlar diginda bildirilen
komplikasyonlarin toplumdaki sikliklar: ile de karsilastirildiginda net olarak TNF-a
antagonisti kullanimu ile ilgili bir iliskiden bahsedilemeyecegi belirtilmistir.

En Onemli problem ciddi enfeksiyonlar, sepsis ve bunlar sonucu olusan
oliimdiir. Bu sonuglar genelde altta yatan enfeksiyona yatkinlik olusturan durumlarda

olusmaktadir. Antagonistlerle tedavi sirasinda enfeksiyon gozlenirse hastalarin yakin



29
takibi, ciddi enfeksiyon ve sepsis gelismesi durumunda tedavinin kesilmesi
onerilmektedir. Kronik ve lokalize enfeksiyonlar dahil aktif enfeksiyonu olan
hastalarda antagonist tedavinin baglanmamasi uyarisinda bulunulmaktadir (143).

Daha onceki ¢alismalarda ¢oziiniir TNF-o reseptor blokorleri ve TNF-a’ya
karst monoklonal antikorlar septik modellerde kullanilmigtir. Calisma sonuglar
degiskendir ancak mortaliteyi tahmin edildigi gibi arttirmadigini belirtir bir¢ok
calisma da mevcuttur (144-149). TNF-o’nin yarismali blokorii olan etanersept ise
daha oOnce sepsis siirecine etkileri ile iligkili calismalarda kullanilmamistir.
Endotoksinle tetiklenen iiveit modelinin tedavisindeki yerinin arastirildigi sadece bir
caligmada, mortalitede artisa yol agmadigi gozlenmistir (150). Kas hastaliklart
tizerine etkileri ile ilgili yapilan tek ¢alismada etanersept ile tedavi edilmis distrofik
fare modelinde distrofik kasta nekrozu engelledigi saptanmistir (151). Coziintir TNF-
a reseptoér blokoriiniin kullanildigr bir ¢alismada da sepsisle indiiklenen kardiak

kaseksinin ve iskelet kas yikiminin 6nlendigi gosterilmistir (152,153).

TNF c¢oziiniir
reseptor p75

Insan IgG Fc
fragman

Sekil 12: Etanersept molekiiler yapis1 (Kaynak 154’ten alinmistir.)
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11.3. Miyozin

Miyozin kasta en yiiksek miktarda bulunan 480 kD’luk proteindir ve kalin
filamanlarin en 6nemli komponentidir. Her biri 200 kD’luk iki miyozin agir zincir
(MHC) ve 20 kD’luk 4 hafif zincirden olusur. Kuyruk ve globiiler baslar olmak {izere
2 6nemli bolgesi vardir. iki agir zincir birbiri etrafinda spiral olarak sarilir. Bu
zincirlerin herbirinin ucu kivrilarak miyozin basini olusturur. Cift sarmal miyozin
molekiiliiniin bir ucunda 2 serbest bas vardir. Sarmalin devam eden bolimi kuyruk
admi alir. Her basta bulunan 2 hafif zincir, dolayisi ile iki basta toplam 4 hafif zincir,
kas kasilmasi sirasinda basin fonksiyonunu kontrol eder. Miyozin filamanlarinin
kuyruklar1 demet halinde toplanarak filamanin govdesini olusturur. Kuyrugu ile
aktinle, basi ile adenozin trifosfat ile baglanti halindedir. Miyozin agir zincirin,
degisik genler ile kodlanan izoformlart vardir. Bu izoformlar ile kas lifinin 6zelligi
belirlenir. Bir kas lifi birden farkli izoform igerebilir. Memelilerde kas lifleri ana
olarak icerdikleri 4 miyozin izoformuna gore ayrilir; yavas kasilan lif (Tip 1), hizh
kasilan 1if (Tip 2A,2X,2B). En hizli kasilan izoform 2B, en yavas kasilan da 1’dir.
Miyozin izoformlar miyozin ATPaz aktivitesi, yorulabilirlik ve maksimum miyolif

kisalma hizi ile fonksiyonel olarak ayrilirlar (155).

Sekil 13: Miyozin protein yapist (Kaynak 156’dan alinmigstir.)

Miyozin Agir
Zincirler

Miyozin Hafif
Zincirler

Tropomiyozin Troponin Aktin

Miyozin- filaman
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11.4. Deneysel Sepsis Modelleri
Bu giine kadar sepsisin hayvanlar tizerinde degisik 6zelliklerinin arastirilmasi
i¢in akciger, cilt, kan dolasimi ve intraabdominal enfeksiyon modelleri kullanilmistir.
En 6n plana ¢ikan ve sik kullanilan 3 model asagida anlatilmistir.

1-Lipopolisakkarid veya endotoksin enjeksiyonu : Lipopolisakkarid (LPS)

saflastirilmis glikolipid yapiya sahiptir. Endotoksin ise LPS’ye ek olarak az miktarda
hiicre duvari proteinleri, lipidler, lipoproteinler ve polisakkarid igerir. LPS toksisitesi
cogunlukla igerdigi lipid A yapidan kaynaklanir. Escherichia coli, Klebsiella
pneumonia, Pseudomonas aeruginosa gibi bir¢ok gram-negatif bakteriden elde
edilmesine ragmen deneysel septik sok ¢alismalar1 E. coli’den elde edilen LPS’ler
tizerinde yogunlagmistir. 026:B6, 0O55:B5, OI111:B4 gibi farkli serotipleri
kullanilmaktadir. Periton veya damar igine uygulanabilirler.

2-Damar veva periton icine canli bakteri uygulanmasi: Literatirde 6zellikle

intraven6z veya periton igine E. Coli verilmesi ile olusturulmus modeller mevcuttur.
Mortalite bu modeller ile ¢cok hizli sekilde olusmaktadir.
3-Cekal ligasyon ve ponksiyon (CLP): Sicanlarda ve farede siklikla

kullanilmaktadir. Anestezi altindaki hayvanlarda bagirsak gegisini bozmaksizin
¢ekumun standart bir iplik ile baglanmasi ve daha sonra baglanan kismin standart
oOlgtideki bir enjektor ignesi ile bir veya iki kez delinmesi esasina dayanir. CLP ile
olusturulan septik sok modellerinin dezavantajlar1 farkli arasgtirma gruplarinin
sonuglart arasinda degiskenlikler gozlenebilmesidir. Bu degiskenlikler farkli
seviyelerde ¢cekum baglanmasi, delme sayist ve kullanilan ignenin ¢api, hayvanlarin
a¢ veya tok olmasi, resiisitasyon amactyla sivi verilip verilmemesi ile ilgilidir. Bu
modelin avantajlar1 ise uygulamanin kolay ve ucuz olmasi, diger modellerden farkli
olarak gercege daha yakin olarak polimikrobiyal septik sok tablosu gelismesi,
Klinikteki septik sok tablosuna benzer bir model olusmasi ve modifikasyonlar: ile
kronik sepsis olusturulabilmesidir. Hem LPS hem CLP ile olusturulan modellerde
septik sokta metabolik, immiinolojik, fizyolojik, toksikolojik ve farmakolojik
calismalar yapilmaktadir. Inflamatuvar sitokinler hem LPS’de hem de CLP ile
sepsisin  olusturuldugu modellerde klinikteki sepsis tablosunda oldugu gibi
tetiklenmektedir (157-161).
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I1l. GEREC ve YONTEM
II1.1. Deney Hayvanlan
Calisma ile ilgili tiim prosediirler i¢in Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari

Etik Kurulu onayr alinmigtir (EK 1). Calismalar Deney Hayvanlar1 Yetistirme ve
Arastirma Unitesi, Cerrahi Arastirmalar Birimi, N&roloji Anabilim Dali EMG
Unitesi ve Noromuskiiler Hastaliklar Arastirma Laboratuvari’nda yiiriitiilmiistiir.
Deneylerde 2-3 aylik, ortalama 340 (+36) gr agirliginda, erkek Sprague-Dawley cinsi
sicanlar kullanilmistir. Siganlar 21°C’lik oda sicakliginda 12 saat giin 15181-12 saat
karanlik ortamda ve su ile yiyecege serbest ulagimli olarak barindirilmistir. Rastgele
olarak secilen siganlarda 6 grupta inceleme yapilmistir. Gruplar;

Grup I: Bos operasyon uygulanan

Grup 1I: Cekal ligasyon ve ponksiyon uygulanan

Grup I1: Cekal ligasyon ve ponksiyon uygulanan ve pentoksifilin verilen

Grup 1V: Bos operasyon uygulanan ve pentoksifilin verilen

Grup V: Cekal ligasyon ve ponksiyon uygulanan ve etanersept verilen

Grup VI: Bos operasyon uygulanan ve etanersept verilen

I11.2. Model Olusturulmasi ve Takibi

Cekal ligasyon ve ponksiyon daha Once tanimlanmis prosediirler
dogrultusunda uygulandi (157-161). Cerrahi girisimler oncesi 500mg/kg
intraperitoneal (ip.) kloral hidrat ile anestezi uygulandi. Cilt ve cilt alt1 dokular, karin
on duvar kaslar1 ve periton orta hattan 2 cm’lik kesi ile gecildi. Karin eksplorasyonu
ile ¢gekum bulundu ve disariya alindi. Proksimalden sagilarak barsak igerigi distale
ilerletildi. Orta kesimden iliogekal arter korunarak 3.0 ipek siitiir ile baglandi. 18 G
igne ile mezenterik ve antimezenterik taraftan gecildi. Kii¢iik bir damla barsak icerigi
disartya ¢ikarildi. Cekum yeniden karin igine yerlestirildi. Periton, karin 6n duvar
kaslari ile cilt siitiire edilerek kapatildi (Sekil 14). Bos operasyonda ise cilt, cilt alti,
karm 6n duvari kaslar1 ve periton 2cm’lik kesi ile agild1 ve yeniden siitiire edilerek
kapatildi. Cekuma miidahale yapilmadi. Tim siganlara operasyon sonrasinda

5ml/100gr, 37 °C sicakliginda, steril %0.9’luk serum fizyolojigin subkutan (Sc.)
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enjeksiyonu ile sivi destegi verildi. Operasyon sonrasi analjezi i¢in parasetamol
100mg/kg peroral (po.) olarak tek sefer uygulandi.

Hayvanlarda sepsis takibi daha 6nce deney hayvanlarinda tanimlanan klinik
kriterlere gore Kilo, ates, gilinliik aktivite, kamburlagsma, piloereksiyon, abdominal
sisme-asit, subkonjunktival kanama izlemi ile yapildi (158).

Ikinci, 6. ve 14. giinlerde kilo ve viicut sicakligi takipleri yapildi. Viicut
sicakligi rektal prob kullanilarak 6l¢iildii.

111.3. Pentoksifilin ve Etanersept Uygulanmasi

Anti-TNF-a ajan olarak pentoksifilin ve etanersept kullanildi. Pentoksifilin ve
etanersept gruplara ayri ayri uygulandi. CLP veya bos operasyon uygulanmig iki
gruba pentoksifilin 10mg/100gr ip. dozunda operasyondan 1 saat 6nce ve takiben 6
giin boyunca ayni dozda verildi. CLP veya bos operasyon uygulanmis baska iki
gruba etanersept 0.4mg/kg sc. dozunda operasyondan 24 saat 6nce uygulandi ve 72

saat sonra ayni1 dozda tekrar edildi.

I11.4. Elektronéromiyografik Inceleme

Cerrahi iglem sonrasi 48. saatte Sicanlara elektronéromiyografik (ENMG)
inceleme uygulandi. Tim siganlarda tibial sinirin siyatik centikten uyarimi ve
ylizeyel kayit elektrotlari ile ayak sirt1 kas grubundan birlesik kas aksiyon potansiyeli
(BKAP) kaydi elde edildi. Gruplardan segilen baz1 sicanlarda kuyruk sinirinde duyu
sinir iletim ve motor sinir iletim ¢alismas1 da yapildi. Ayrica tiim siganlara ayak
sirtindan  kayitla tibial sinirin 3 Hz ardisira sinir uyarimi uygulandi. ENMG

calismalari i¢in sag alt ekstremite kullanildu.

111.5. TNF-o’nin Plazma ve Kasta Tayini
111.5.1.0rneklerin hazirlanmasi

TNF-a ve IL-1B operasyon sonrast 2. saatte elde edilen plazma ve kas
orneklerinden incelendi. Operasyon uygulanan sicanlardan kuyruk veninden

EDTA’l1 tiiplere alinan kandan 3000 rpm hizinda, 15 dk santrifiij uygulanarak elde
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edilen plazma -80 °C’de saklandi. Kastaki diizeylerinin tesbiti igin sol alt
ekstremiteden alinan kas ornekleri sivi nitrojende dondurularak -80 °C’de saklanda.

Uygulamalardan belirli saatler sonrasinda alinan kas dokular1 tartildi ve her
bir ornek % 20 (agirlik/hacim) oraninda olacak sekilde buz tizerinde 2 mM EDTA,
0.15 M NacCl, %1 Triton X-100 ve 3 mM Benzamidin igeren 50 mM Tris pH 7.4
tamponunda Ultrathorax homojenizatérii 300 rpm hizda 1 + 1 + 1 dk homojenize
edildi. Elde edilen homojenatlar 12 dakika 12000 x G’de +4° C sicaklikta santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi Orneklerin siipernatant alinip, dondurup ¢oziilmeden
kaynaklanabilecek denatiirasyonu engellemek iizere farkli ependorf tiiplerine ayrildi.
Ornekler kullanilana dek -80°C° de saklandi. Tiim biyokimyasal incelemeler
orneklerden elde edilen siipernatanlar ile yapildi. Serum oOrnekleri kullanilmadan
once ayni sekilde ayrilip kullanilana dek -80°C’ de saklandi. Serum ve kas drnekleri
ELISA calismasinda 3 kez seyreltilerek kullanildi.

111.5.2. TNF-a tayini

Serum ve kas orneklerindeki TNF- o miktarlari sandvi¢ ELISA yontemi ile
tayin edildi. TNF-a 6l¢iimiinde Invitrogen TNF-a ELISA kiti kullanildi. Bu kitte
mikroplakalara monoklonal TNF-o antikoru yapistirilmis bulunmaktadir. Bu sekilde,
ornek ve standartlarda var olan TNF-a bu antikor tarafindan taninir ve tutulur. Daha
sonra bagl drnekleri tantyan biyotinlenmis bir poliklonal TNF-a antikoru tutunmus
protein tanir. Sandvi¢ sisteminin en son bileseni olan streptavidin — peroksidaz
konjugati ise biyotinli antikoru taniyarak ortama eklenen kromojen substrat yardimi
ile ¢ok diisiik miktarlarda bile var olan TNF-o miktarinin saptanmasini saglar. Deney
tireticinin prensiplerine uygun olarak yapilmistir. Deney ortaminda 100 pL 6rnek
kullanilmistir. Kisaca 6zetle her kuyuya 100 pL 6rnek veya standart eklenip tizerleri
kapatilarak 2 saat oda sicakliinda inkiibe edildi. Daha sonra kuyular bes kez 200 uL
yikama tamponu ile yikandi. Plakalardaki sivi uzaklastirildiktan sonra her kuyuya
100 pL biyotinlenmis TNF-a eklenerek 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Daha
sonra sonra bes kez 200 pL yikama tamponu ile yikandi. Stvi uzaklastirildiktan sonra
kuyu basina 100 pL streptavidin — peroksidaz konjugati eklenerek 30 dakika inkiibe
edildi. Inkubasyon sonunda kuyular bes kez 200 pL yikama tamponu ile yikandi.
S1vi uzaklastirildiktan sonra kuyu bagina 100 pL kromojen substrat eklenerek 30
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dakika inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda renk olusumu tepkimesini durdurmak
amaci ile kuyu basina 0.5 N HCI asitten olusan 100 uLL durdurma ¢6zeltisi eklendi ve
sonuglar 30 dakika igersinde Molecular Devices firmasinin Spectramax M2
mikroplaka okuyucusunda 450 nm dalga boyunda okundu. Sonuglar regresyon
analizi ile standart grafikten elde edildi.

I11.6. Miyozin Diizeyi Ol¢iimii
111.6.1. Kas protein tayini

Altinc1 giinde sag alt ekstremite arka bacak kas grubundan alinan kas 6rnegi
-80 °C’de saklandi. Orneklerde protein tayini sigir serum albumininin standart olarak
kullanildig1 Bisinkronik asit yontemi ile gergeklestirildi. Bu yontem ozellikle
deterjanlar ile daha az etkilesime gectigi icin tercih edildi. Olgiimler ve onu takiben
yapilan hesaplamalar Spectramax M2 spectrofotometrik plaka okuyucusu ve
SOFTmax Pro 3.1.1 yazilimi1 (Molecular Devices, San Diego, CA) kullanilarak
gerceklestirildi. Orneklerdeki protein derisimi standart grafik kullanilarak hesaplandi.
111.6.2. Miyozin agir zincir oranlarinin incelenmesi

Kas dokusundaki yikimda miyozin agir zinciri oranlarint gézlemlemek amaci
ile Western Blot yontemi uygulandi. Western Blot yonteminde &rnekler oncelikle
elektroforezde ayristirildiktan sonra elektrik akimi yardimi ile bir membrana aktarilir.
Bu membranda primer ve sekonder antikorlarin yardimi ile sadece hedeflenen
proteinin gozlenmesi saglanir. Homojenizasyon sonucu elde edilen siipernatanlar %3
sikistirict % 5 ayristirict jelden olusan sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforezine (SDS-PAGE) tabi edildi. Kuyu basina 6rnekler 30 pg olacak sekilde
SDS-PAGE jeline yiiklendi ve ornekler 120 V sabit akimda 1 saat 15 dakika
yiirlitiildii. SDS-PAGE elektroforezi sonrasi jeller ve nitroselilloz membran 6ncelikle
48 mM Tris baz, 39 mM Glisin ve % 20 metanol igeren transfer tamponunda 15
dakika inkiibe edildi. Daha sonra jel ve membran 6rneklerin membrana aktarilmasini
saglayacak kasetlerin igerisine yerlestirilerek sulu sistemde transfer tamponu
kullanilarak 2 saat 80 V akima tabi edildi. Bu islem sonrasi proteinlerin membrana
gecisleri membranin sabit olmayan Ponceau S boyamasi ile jelin kalict Coomassie

Brilliant Blue R-250 boyamas: yapilarak kontrol edildi. Membrana aktarilan drnekler
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bundan sonra % 5 BSA ve % 3 siit tozu igeren blok cozeltisi ile 1 saat + 4°C’ta
inkiibe edildi. Bu islem istenmeyen protein baglanmalarini engellemek amaci ile
gergeklestirilir. Bu siire sonunda membrandan blok ¢ozeltisi uzaklastirildi ve 1:150
seyreltilerek kullanilan primer sigan miyozin agir zincir antikoru ile 16 saat 4°C’ta
inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda primer antikor uzaklastirildi ve membran fosfat-
salin tamponu ile her biri 5 dakikadan olusan 5 yikamaya tabi tutuldu. Bu yikamanin
ardindan 1:200 kez seyreltilen anti-fare IgG peroksidaz konjugatindan olusan
sekonder antikor ile 30 dakika inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda membran yine
fosfat-salin tamponu ile her biri 5 dakikadan olugan 5 yikamaya tabi tutuldu. Jeldeki
bantlarin goriinlir kilinmasi kemiliiminesans substrat iceren ECL yoOntemi ile
gerceklestirildi. Esit miktarlarda substrat cozeltileri karistirilarak membran ile
yaklagik 3 dakika inkiibe edildi. Membran iizerindeki fazla ¢6zelti alind1 ve jelatin
icerisine yerlestirildi. Jelatin ve rontgen filmi karanlikta bir kaset igerisine
yerlestirilerek olusan goriintiiniin filme aktarilmasi i¢in 90 saniyelik ekpozisyon
yapildi. Daha sonra filme aktarilan bantlar banyo islemi sayesinde goriiniir kilindi.
Filmden elde edilen bantlarin yogunlugu dansitometrik analiz i¢in tarandi ve Bio-

Rad Quantity One adli yazilim programi kullanilarak sayisal veriler elde edildi.

I11.7. Biyopsi incelenmesi

Altinct giin, elektrofizyolojik incelemenin yapildigi sag alt ekstremite arka
bacak kas grubundan, kas patolojisinin incelenmesi igin kas biyopsisi alindi. Alinan
ornekler sivi nitrojen ile dondurularak -80 °C’de saklandi. Bu 6rneklerden hazirlanan
preparatlar hematoksilen ve eozin ile boyanarak kas patolojisi agisindan incelendi.
Bu 6rneklere ayrica miyozin agir zincir-hizli form (MY-32, Novus NB600-701) ile
immiinhistokimyasal (IHC) boyama yapildi. Grup Il, grup Il ile grup V’in her
birinden 2’ser sigandan siyatik sinir biyopsisi de alindi. Plastik 6rneklerden elde
edilen kesitlerin metilen mavisi ile boyanmasi sonrasi miyelin ve akson yapisi
incelendi. Grup II’den 3 &rnege Kkas lifi tip ayrim1 i¢in NADH boyamasi da yapildi.
Ondordiincii gline kadar yasami devam eden siganlardan, 14. giinde sol arka bacak

kas grubundan inceleme igin biyopsi yapildi. Hematoksilen ve eozin ile boyanarak
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kas patolojisi agisindan incelendi. Tiim Ornekler ait olduklar1 gruplara kor olarak

(S.E.O.) incelendi.

I11.8. istatistiksel Analiz

Tiim istatistiksel analizler SPSS 16.0 (Statistical Package for Social Sciences,
SPSS Inc, Chicago, ABD) programi kullanilarak yapildi. Bu ¢alismada incelenen
sayisal degiskenlerin, her deney grubuna ait ortalama degerleri t-testi kullanilarak
belirlendi. TNF-a diizeylerinin gruplar arasinda Karsilagtirilmasi igin Bonferroni
diizeltmeli Mann-Whitney U testi, elektronéromiyografik bulgularinin gruplararasi
karsilastirilmast icin de Kruskal-Wallis testleri kullanildi. Istatistiksel anlamlilik
p<0.05 olarak kabul edildi. Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testinin
kullanildigi kas TNF-o diizeyinin alt grup ikili karsilagtirmasinda istatistiksel
anlamlilik degeri p<0.003 olarak hesaplandi ve Kkarsilastirmada kullanild.
Elektromiyografi bulgularinin alt gruplarda ikili karsilastirmasi igin  Dunn testi

uyguland.
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Tablo 2: Calisma planinin zamansal 6zeti

Zaman

Islem

Operasyondan 24 saat once

Etanersept grubuna profilaktik ilag uygulanmasi
(0.4mg/kg sc.)

Operasyondan 1 saat once

Pentoksifilin grubunda profilaktik ilag
uygulanmasi (10mg/100gr ip.)

Operasyon giinii, 0. glin

1-Bazal viicut agirlig1 ve viicut sicakligi
degerlerinin dl¢iimii

2-Cekal ligasyon ve ponksiyon veya bos
operasyon uygulanmast

3-Operasyondan sonra 2. saatte TNF-a.
diizeylerinin tesbiti i¢in kuyruk veninden kan ve
sol alt ekstremite arka bacak kas grubundan kas
biyopsisi alinmasi

Operasyon sonrasi 1. giin

1-Septik bulgularin takibi
2-Pentoksifilin grubuna ila¢ uygulamasi

Operasyon sonrasi 2. giin

1-Septik bulgularin takibi

2-Pentoksifilin grubuna ila¢ uygulamasi
3-Etanersept grubuna ilk dozun 72. saattinde ilag
tekrar1

4-Ikinci giin viicut agirlig1 ve viicut sicaklig:
degerlerinin ol¢limii

5-ENMG uygulanmasi, sag alt ekstremite ve
Kuyruk sinirinden inceleme yapildi.

Operasyon sonrasi 3. giin

1-Septik bulgularin takibi
2-Pentoksifilin grubuna ila¢ uygulamasi

Operasyon sonrasi 4. giin

1-Septik bulgularin takibi
2-Pentoksifilin grubuna ilag uygulamasi

Operasyon sonrasi 5. giin

1-Septik bulgularin takibi
2-Pentoksifilin grubuna ila¢ uygulamasi

Operasyon sonrasi 6. giin

1-Septik bulgularin takibi

2-Pentoksifilin grubuna ilag uygulamasi
3-Altinci giin viicut agirligi ve viicut sicakligi
degerlerinin Ol¢limii

4-Sag alt ekstremite arka bacak kas grubundan
miyozin diizeyi 6l¢limii ve kas patolojisinin
incelenmesi i¢in kas biyopsisi alinmasi

Operasyon sonrasi 14. giin

1-Ondordiincii giin viicut agirligi ve viicut
sicaklig1 degerlerinin dl¢limii

2-Yasamui 14. giine devam eden siganlardan sol alt
ekstremite arka bacak kas grubundan kas biyopsisi
alinmasi ve yliksek doz kloral hidrat anestezisi ile
Otenazi uygulanmasi
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Sekil 14: Cekal Ligasyon ve Ponksiyon Prosediirii
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Sekil 14: Cekal Ligasyon ve Ponksiyon Prosediirii (Devam)

Sekil 14: A; karin 6n duvar killar tras edildi. B; Povidon iyodin ile cilde antisepsi
uygulandi. C; cilde 2em’lik bir kesi uygulandi. D; karin 6n duvari kaslari ve
periton 2cm’lik kesi ile agildi. E ve G; Karin eksplorasyonu ile ¢ekum bulunup
karin disarisina alindi. F ve H; Barsak igerigi proksimalden sagilarak distale
ilerletildi ve iliogekal arter korunarak ¢ekum orta kesimden baglandi. I; 18 G igne
ile mezenterik ve antimezenterik taraftan gecildi. I; Kiiciik bir damla barsak igerigi
disariya cikarildi (ok).
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IV.BULGULAR
Calismanin bulgular agsagida listelenen basliklar altinda incelenmistir.
Model olusturulmasi
Gruplardaki mortalite yiizdesi ve septik bulgularin takibi
Gruplara gore 2. saat plazma ve kas TNF-a diizeyleri
Gruplara gore 48. saat elektrofizyolojik bulgular
Gruplara gore 6. giin ve 14. giin kas biyopsisi bulgulari

Gruplara gore 6. glin miyozin agir zincir diizeyleri

N o o a &~ w b oe

Ikinci saat TNF-a diizeyleri ile 6.giin miyozin agir zincir diizeyleri arasi iliski

1V. 1. Model olusturulmasi

Daha once Sekil 14°te tarif edildigi sekilde olusturulan cekal ligasyon ve
ponksiyon grubu (Grup II) ve ¢gekuma miidahale yapilmayan kontrol grubu (Grup I)
ozellikleri degerlendirildiginde grup II’de kilo kaybimin 14. giine kadar devam ettigi
(Sekil 16-2), aktivitede azalma, piloereksiyon, subkonjonktival hemoraji gibi septik
bulgularin yine grup II’de daha ¢ok siganda ortaya ¢iktig1 (Tablo 4), plazma ve kas
TNF-a diizeylerinde sepsis ile uyumlu olacak sekilde yiikselme oldugu (Tablo 5,
Sekil 18), kritik hastalik miyopatisinin karakteristik 6zelliklerinden kas secici
miyozin agir zincir kaybinin belirgin oldugu (Sekil 23-2, Tablo 9) saptandi.

IV. 2. Mortalite yiizdesi ve septik bulgularin takibinin degerlendirilmesi
Calismalar i¢in 45 sigan kullanildi. 6 grubun her birinde 6. giine ulasan 6 adet
sigan olacak sekilde plan yapildi. Grup I, IV ve VI’da mortalite gézlenmedi.
Mortalite yiizdesi grup 1I’de %45,5 (5/11), grup III ve V’in her birinde %25 (2/8)
olarak hesaplandi. Gruplara gore mortalite yiizdeleri Tablo 3’te ve giinlere gore

hayatta kalim ytlizdeleri yasam c¢izelgesinde (Sekil 15) 6zetlenmistir.



Tablo 3: Gruplarin mortalite yiizdeleri

42

Gruplar Toplam Olen sayisi Yasayan Mortalite
operasyon say1s1 Yiizdesi
uygulanan say1
Grup | 6 6 %0
(Bos Operasyon)
Grup Il 11 6 %45,5
(CLP)
Grup 11 8 6 %25
(CLP+Pentoksifilin)
Grup IV 6 6 %0
(Bos Operasyon+ Pentosifilin)
Grup V 8 6 %25
(CLP+Etanersept)
Grup VI 6 6 %0
(Bos operasyon+ Etanersept)
Sekil 15: Yasam cizelgesi
100-
_ BGrup |, GruplV, GrupVI
S a0 -
<
z 80 -
IS
=S 70 - BGrup 111 W GrupV
g 60 -
E 50 -
i BGrup 11
= 40 -
2
Lo 30 -
>
20 -
10 -
0 1 2 3 4 5 6

Giinler
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Gruplarin ortalama viicut agirhigr takiplerinde grup II ve grup VI disindaki
gruplarda ilk 6 giin kilo kayb1 sonrasinda kilo artig1 goriildii. Grup II’de kilo kayb1 14
giin boyunca devam ederken grup VI’da 2. giinden itibaren kilo artisi oldugu
gozlendi. (Sekil 16-1 ve Sekil 16-2)

Sekil 16-1: Gruplarin 6 giinliik kilo takip ¢izelgesi

Grup |
Grup Il

rhg (gr)

Grup 111
Grup IV
Grup V
Grup VI

Viicut A
UTUNIOYOIINI0000W0WO0 OO NN WW.S SUTUIIOININI0000WDWL0 O
OUIOUIOUTIOUIOUIOUIOUIOUTIOUIOUIOUIOUIOUIOUIOUIO

4
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
%

3y
3
3
3
3
3
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2

6.Glin

Sekil 16-2:Gruplarin 14 giinliik kilo takip ¢izelgesi

Grup |
Grup Il
Grup I
Grup IV
Grup V
®=CGrup VI

400
395
390
385
380
375
370
365
320
= 350
on 345
& 339
o

= 330
5 353
)

< 315
« 310
= 305
g
» 290
285
280
275
270
265
260
255
250
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Viicut sicaklig takiplerinde grup | ve grup l1‘de 2. giinde ortalama degerlerde
bazala gore bir yiikselme oldugu ve grup II’de bu yiiksekligin 6. gline kadar devam
ettigi, grup I’de 6. giinde bazal degerlere gerileme oldugu, grup III ve V’te 2. giinde
viicut sicakliginda bir yiikselme egilimi olmadigi gézlendi (Sekil 17).
Sekil 17: Viicut sicakligi takip cizelgesi

38
O 375 +— i
o
B0 37 N a=mmGrup |
= N alli=Grup |1
2 365 — Grup 11
Sn..: \ e Grup 1V
S 36 e Grup V
> Grup VI

35,5

35 T T )
Bazal 2. glin 6. glin
Septik bulgular daha 6nce literatiirde tanimlanan kriterler ile takip edildi. Bu
bulgular iginde aktivitede azalma, piloereksiyon ve subkonjonktival hemoraji en sik
olarak grup II’de gozlendi. Septik bulgularinin gruplarda gozlendigi hayvan sayilari
Tablo 4’de 6zetlenmistir. Septik bulgular i¢in 6rnek goriintiiler Ek-2’dedir.
Tablo 4: Septik bulgularin takibi

Grup =
= s g = c
zE 122 |38 5 E 2
3|58 |2 |22
<2 |2 |5 |%8
3 =
Grup | (n=6) 1 1 0 0 0
(Bos Operasyon)
Grup Il (n=6) 4 4 6 1 1
(CLP)
Grup Il (n=6) 2 3 1 0 0
(CLP+Pentoksifilin)
Grup IV (n=6) 2 1 0 0 0
(Bos Operasyon+Pentoksifilin)
Grup V (n=6) 2 1 0 0 0
(CLP+Etanersept)
Grup VI (n=6) 2 2 1 1 0
(Bos Operasyon+Etanersept)
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IV.3. ikinci saat plazma ve kas TNF-a diizeylerinin karsilastiriimasi

TNF-a plazma degerlerinde en yiiksek deger grup II’de gozlenmekle birlikte
diger gruplar ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli olmadigi saptandi.
Ancak kas TNF-o diizeylerine bakildiginda serum degerlerindeki oranlardan
bagimsiz olarak grup II’de grup III disindaki tiim gruplara gore istatistiksel olarak
anlamli bir yiikselme izlendi. (Tablo 5 ve Sekil 18) .
Tablo 5: TNF-a plazma ve kas diizeyleri

Grup TNF-a diizeyi pg/ml

Plazma Kas*
Grup | 67,98 (+9,78) 50,69 (+32,71)
(Bos Operasyon)
Grup Il 71,57 (+£21,19) 163,74 (+86,82) T
(CLP)
Grup I 63,83 (+7,42) 111,53 (+65,23)
(CLP+Pentoksifilin)
Grup IV 58,23 (+8,69) 51,46 (+22,96)
(Bos Operasyon+Pentoksifilin)
Grup V 59,57 (£7,34) 65,16 (+3,61)
(CLP+Etanersept)
Grup VI 64,66 (+1,86) 73,13 (£12,73)
(Bos Operasyon+Etanersept)

*Gruplar aras1 kas TNF-a degerleri arasinda anlamli fark var. (p<0.05)

+Grup II’nin kas TNF-a diizeylerindeki yiikselme grup I, grup IV, grup V ve

grup VI’ya gore anlaml derecede yiiksek bulundu. (p<0.003)

Gruplar arasinda plazma TNF-a diizeylerinde istatistiksel anlaml1 fark gézlenmedi.

Sekil 18: TNF-a plazma ve kas diizeyleri

180

160

140

120

100

®Plazma TNF-a
EKas TNF-o

80

TNF-a pg/ml

60 -

40 -

20 -

0_
Grup | Grupll  Gruplll  GruplV  GrupV GrupVI
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IV 4. Elektrofizyolojik bulgularin degerlendirilmesi

Siyatik ¢entikten uyar1 ve ayak sirtindan kayitla elde edilen tibial sinir BKAP
amplitiidiinde grup II’de, grup I hari¢ tiim gruplara gore istatistiksel olarak anlamli
bir diigiiklik saptandi. Grup 1V tibial sinir BKAP amplitiidii de tiim gruplara gore
anlaml1 olarak yiiksek tesbit edildi. Tibial sinir BKAP’i siirelerinde ve kuyruk siniri
BKAP’i incelemelerinde gruplar arasinda anlamli fark saptanmadi. Grup II’den
se¢ilmis 3 siganda yapilan kuyruk duyu sinir iletim ¢aligmasi normal sinirlardaydi.
Duyusal noropati ile uyumlu bulgu saptanmadi. Tiim deneklere uygulanan ayak sirti
kayitli tibial sinir 3 Hz ardisira uyarimda noromuskiiler bileske patolojisini
diigiindiirecek dekremental yanit gozlenmedi. ENMG bulgular1 Tablo 6’te

Ozetlenmistir.

Tablo 6: ENMG incelemesi bulgulari

Grup Tibial Sinir Kuyruk Siniri
ENMG ENMG 3 Hz
Ardisira
Uyarimda

BKAP | BKAP | BKAP BKAP | Motor | Dekrement

Amp* | Siire Amp Siire Sinir

(mV) (ms) (mV) (ms) Iletim

Hiz1
(m/sn)

Grup | 0,5 1,42 2,03 2,3 22,3 Yok
(Bos Operasyon)
Grup 11 0,25+ | 1,40 4,36 2,59 24,8 Yok
(CLP)
Grup 111 0,72 1,27 - - - Yok
(CLP+Pentoksifilin)
Grup 1V 1,821 1,22 - - - Yok
(Bos Operasyon+Pentoksifilin)
Grup V 0,67 1,67 2,9 2,25 28,48 Yok
(CLP+Etanersept)
Grup VI 0,9 1,18 4,05 2,57 29,38 Yok
(Bos Operasyon +Etanersept)

BKAP: Birlesik kas aksiyon potansiyeli Amp: Amplitiid

Grup III ve IV’te kuyruk sinir iletim ¢alismasinda istatistiksel ¢alisma icin yeterli veri elde
edilemedi.

*Qruplar arasi tibial sinir BKAP’i amplitiidlerinde anlaml1 fark var. (p<0.05)

tGrup II’de tibial sinir BKAP amplitiidii grup IILIV,V ve VI’ya gore anlamli olarak diisiik.
1Grup IV’te tibial sinir BRKAP amplitiidii grup LILIILV ve VI’ya gore anlaml olarak yiiksek.
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Sekil 19: Grup Il ENMG incelemesi 6rnekleri

1 mvV/D 2 ms/D

dLAT/CV_  __AMP_. _AREA_ _DUR

35. 55mA |
86884 3.6 0.3, 0.2 1.3
l /7*\ 10 mV/D 3 ms/D | E

. 19.02mA | ; : |
y 3.1i B.] 4.5] 1.7
243 m/s. -27% 20 % 68 %
4.5 4.4 53 2.8
50 uviD
50 Lv/D 1 ms/D
b0 L%V/ D
e [
, - . ol it
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Sekil 19 A; Siyatik ¢entikten uyar1 ve ayak sirt1 kaydi ile elde edilen tibial sinir
BKAP’i 6rnegi. 35,55 mAmper uyart ile 0,3 mV amplitiid ve 1.3 ms siireli BKAP’i
elde edilmistir.

B: Kuyruk siniri supramaksimal uyarimi ile 6,1 mV amplitiidlii, 1.7 ms siireli
BKAP’1 elde edilmistir. Sinir iletim hiz1 24,3 m/s olarak hesaplanmistir.

C: Tibial sinirin 3 Hz ardisira uyarimi ve ayak sirtindan kayitta dekremental yanit
saptanmamigtir.

D: Kuyruk duyu sinir iletim galismasinda DSAP amplitiidii 32 pV ve hizt 30,3 m/s

olarak ol¢tlilmiistiir.
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IV.5. Biyopsi bulgularinin degerlendirilmesi

Altinc1 giinde sag alt ekstremite arka bacak kas grubundan alinan kas
biyopsileri o6rnek hazirlanmasi ve hematoksilen-eozin ile boyanmasi sonrasi
degerlendirildi. Kas biyopsisi incelemesinde en belirgin patolojinin &zellikle grup
II’de saptanan atrofik liflerle birlikte lifler aras1 ¢ap farklililar1 ve atrofik liflerde
bazifilik boyanma oldugu goézlendi. Atrofik lifler gruptaki tiim 6rneklerde, bazofilik
boyanan lifler de alt1 6rnegin besinde saptandi. Atrofik lifler bu grubun 1/3’tinde orta,
bazofilik lifler ise bes 6rnegin 4’linde orta-yogun olarak derecelendirilen yogunlukta
gdzlendi. izlenen atrofik lifler noropatiye sekonder olarak gézlenen angiiler yapida
degildi. Bazofilik boyanan lifler yine néropatinin bulgusu olacak santral, iri ve sayica
artmis ¢ekirdek icermiyordu. Atrofi ve bazofilik boyanmada artis primer miyopatik
bir siireci yansitmaktaydi. Pentoksifilin ve etanersept verilen grup Il ve V’te, kas
liflerinde atrofi ve bazofilik boyanma artis1 ile giden patolojinin daha az goriildigi
saptandi. Orneklerin hicbirinde nekroz, inflamasyon ve denervasyon bulgusu
saptanmadi (Tablo 7, Sekil 20). Yasami 14. giine devam eden siganlardan karsi
ekstremiteden alinan kas biyopsisi 6rneklerinin hematoksilen-eosin ile incelemesinde
grup II’de 6. giinde izlenen cap fark: ve atrofik liflerde bazofili artisinin siddetinin ve
yaygmhginin azaldigir dikkati g¢ekti. Ondordiincii giin 6rneklerinin bir kisminda
gruplardan bagimsiz olarak fokal yogun inflamasyon, nekroz ve bag dokusu artisi
gozlendi. Bu kas 6rneklerinin incelenen diger kesimlerinde benzer bulgu saptanmadi.
Bu nedenle bu degisikligin ¢ekal ligasyonu takiben 2. saatte ayni lokalizasyondan
TNF-a diizeyi 6l¢limii icin yapilan kas biyopsisi islemine sekonder oldugu diisiiniildii
(Tablo 8). Grup II’de atrofik liflerin 6zelliklerinin tayini amaci ile uygulanan NADH
boyasinda lifler arasi ¢ap farkliligi oldugu ve atrofik liflerin tip 1 lif 6zelligi tagidigi
gorildi (Sekil 21).
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Tablo 7: Altinci giin kas biyopsisi bulgulari

Grup 6.Giin Kas Biyopsisi
Atrofik lif gosteren Bazofilik lif gosteren
ornek sayisi ornek sayisi
= © g c_EG y= < § "_EU
S|E|2|5|5|E 2|5
T | O >~ E | T | O > =
Grup I (n=6) 1 - - 1 1 - - 1
(Bos Operasyon)
Grup 11 (n=6) 4 2 - 6 1 2 2 5
(CLP)
Grup 111 (n=6) 3 - - 3 1 - - 1
(CLP+Pentoksifilin)
Grup IV (n=6) 1 - - 1 1 - - 1
(Bos Operasyon +Pentoksifilin)
Grup V(n=6) 3 - - 3 2 - - 2
(CLP+Etanersept)
Grup VI (n=6) 2 - - 2 1 - - 1
(Bos Operasyon +Etanersept)

Tablo8: Ondordiincii giin kas biyopsisi bulgulari

Grup 14.Giin Kas Biyopsisi
Atrofik lif gosteren | Bazofilik lif gosteren
ornek sayisi ornek sayisi c
o X
>0
L,
" = |§|. = |§|&%®
ClE|E |5 |52 |8|2 ke
T[S [s [P |T|o|s|E ==
Grup | (n=2) = = - 0 - - - 0 1
Bos Operasyon
Grup 11 (n=4) 3 - - 3 1 - - 1 1
(CLP)
Grup 111 (n=5) 3 - - 3 - - - 0 1
(CLP+Pentoksifilin)
Grup 1V (n=4) 2 - - 2 1 - - 1 1
(Bos Operasyon+Pentoksifilin)
Grup V (n=6) 1 - - 1 2 - - 2 1
(CLP+Etanersept)
Grup VI (n=3) 2 - - 2 - - - 0 1
(Bos Operasyon+Etanersept)

*Her grupta bir 6rnekte fokal yogun inflamasyon ve alandaki liflerde ciddi atrofi ve endomisial bag
doku artig1 gozlendi. Diger alanlarda kas yapisinin farkli olmasi nedeni ile bu patolojinin daha once
ayni ekstremitesinden kas biyopsisi alinmasi sonrasi olusan reaksiyona sekonder oldugu diisiiniildi.
Kas primer patoloji agisindan diger genis alandaki bulgular ile degerlendirildi.



Sekil 20 : Kas hematoksilen ve eozin boyama 6rnekleri




o1

Sekil 20: A; Grup I’den normal kas biyopsisi 6rnegi.

B, C ve D; Grup II’de bir¢ok lifte kas lifi atrofisi ve bazofili artig1 dikkati
¢ekmektedir (oklar).

E ve F; Grup Il biyopsi 6rneginde birkag¢ atrofik lif ile bir miktar ¢ap farklilig
dikkati ¢ekiyor. Belirgin bir bazofili artis1 yok.

G ve H; Grup V biyopsi orneginde bazi liflerde hafif atrofi ve grup Il ile
karsilagtirildiginda bazofili artisinin daha az sayida lifte oldugu g6zlendi (ok).
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Sekil 21: Kas miyozin agir zincir immiinhistokimya ve NADH boyama 6rnekleri

Sekil 21 : A; septik olmayan gruptan ve B; Grup Il‘den 6. giin kas miyozin agir
zincir-hizli form immiinhistokimya boyama orneklerinde septik olmayan grupta lif
tipleri ayrilirken, septik grupta lif tipi ayrim paterinin bozuldugu goriilmektedir.

C, D, E, F;, Grup II’den 6. giinde alinan kas biyopsisi Orneginde NADH
boyamasinda, kas liflerinde ¢ap farkliliklar1 ve atrofik liflerin daha koyu boyanan tip

1 lifler ile uyumlu oldugu gozlendi (oklar).
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Ayrica grup II, III ve V’ten 2’ser adet sigandan sag siyatik sinirden elde
edilen ornekler incelenmistir. Grup |l orneklerinde bazi aksonlarda atrofi ve
dejenerasyon gozlendi. Grup Il 6rneklerinde bu patoloji grup II’ye gore belirgin az
olarak birka¢ aksonda gozlendi. Grup V’te sinir biyopsisi drnekleri normal olarak

degerlendirildi. Incelenen 6rneklerin tiimiinde miyelin yapisi normaldi.

Sekil 22: Sinir biyopsisi rnekleri

Sekil 22: A; Grup V siyatik sinir
biyopsisi, normal.
B, C ve D; Grup II, birkac¢ aksonda

yogun boyanma, miyelin
katlantilarda ¢okme ile aksonal atrofi
ve dejenerasyon mevcuttur. (oklar)

E ; Grup Ill, az sayida aksonda

atrofi izlenmistir. (ok)
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Kas proteinlerinden miyozin agir zincir-hizli formu grup II ve grup II’te
diger gruplara gore belirgin olarak diisiik saptandi (Sekil 23-1, 23-2). Kas TNF-a
diizeyleri ile miyozin agir zincir-hizli form diizeyleri arasindaki iliskiye bakildiginda
kasta TNF-a diizeylerinin yiiksekligi ile miyozin agir zincir-hizli form miktarinin

diisiikligii arasinda anlaml bir iligki oldugu gozlendi. (p<0.05) (Tablo 9, Sekil 23-3)

Sekil 23-1: Kas miyozin agir zincir-hizli formun Western-Blot yontemi ile tesbiti

Grup I Grup II Grup III

Grup IV Grup V Grup VI

Sekil 23-2: Kas miyozin agir zincir-hizli form yogunlugunun gruplara gore dagilimi

2,E+05

1,E+05

8,E+04 -
- . I
0,E+00 -

lugu(Int/mm?)

Miyozin agir zincir

yogun

Grup |
Grup Il
Grup I
Grup IV
Grup VvV
Grup VI
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Tablo 9: TNF-a ve miyozin agir zincir hizli-form diizeyleri

Grup Plazma Kas Kas
TNF-a TNF-a MHC
diizeyi diizeyi* Yogunlugu*
pg/ml pg/ml Int/mm?

Grup | 67,98 50,69 119073

(Bos Operasyon)

Grup I 71,57 163,74 61617

(CLP)

Grup Il 63,83 111,53 65849

CLP+Pentoksifilin

Grup IV 58,23 51,46 124165

(Bos Operasyon+Pentoksifilin)

Grup VvV 59,57 65,16 132075

(CLP+Etanersept)

Grup VI 64,66 73,13 131251

(Bos Operasyon +Etanersept)

MHC: Miyozin agir zincir
*Kasta TNF-o diizeylerinin yiiksekligi ile miyozin agir zincir-hizli form miktariin
diisiikliigii arasinda anlamli bir iligki mevcut (p<0.05).

Sekil 23-3: Kas TNF-a ve miyozin agir zincir diizeyleri

180 -
160
o 140 1
E ]
= 120 -
=£ ]
EZT
>3 100 - B Kas TNF-a
S = ]
U g 80 -
Z R ] H Miyozin
E 5 60 - Agir Zincir
¥z ]
S 40 -
2 ]
= 20 :
0 : T T T T T

Grup | Grup Il Gruplll  GruplV GrupV Grup VI
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V. TARTISMA

TNF-o artisinin sepsis siirecinde ortaya ¢ikan kritik hastalik miyopatisi
olusumundaki Kritik roliinlin tesbiti amaci ile TNF-o’nin tetiklenmesi ig¢in ¢ekal
ligasyon ve ponksiyon yontemi kullanilmistir. Hem ¢ekal ligasyon ve ponksiyon hem
de lipopolisakkarid enjeksiyonu ile olusturulan intraabdominal enfeksiyon modelleri
sepsis i¢in uzun yillardir kullanilan ve TNF-a’y1 etkili sekilde yiikselttikleri bilinen
yontemlerdir (160,161). Bunun yaninda c¢ekal ligasyon ve ponksiyonun insandaki
sepsis modeline en yakin model oldugu belirtilmektedir. Ayrica modifikasyonlar ile
sepsisin uzun siireli etkilerini incelemek ig¢in kronik septik model olusturmak
mimkiindiir (158-161). Biz de calismamizda iliogekal arteri koruyarak nekrozun
daha sinirli olmasini saglayarak, yasam siiresini uzatip, kronik septik modelde kas
bulgularini inceledik.

CLP uygulanan grupta kilo kaybinin 14. giine kadar devam ettigi, aktivitede
azalma, piloereksiyon subkonjonktival hemoraji gibi septik bulgularin ortaya ¢iktigi,
plazma ve kas TNF-o diizeylerinde sepsis ile uyumlu olacak sekilde yiikselme
oldugu, kritik hastalik miyopatisinin karakteristik 6zelliklerinden kas se¢ici miyozin
agir zincir kaybinin belirgin oldugu saptandi. Bu bulgular ile kritik hastalik
miyopatisi tlizerinde ¢alismak i¢in kullandigimiz modifiye CLP modelinin uygun
oldugu diistiniildi.

CLP uygulanan grupta mortalite grubun %45,5’inde gozlenmistir. Bu daha
once bu model i¢in belirtilen oranlar ile uyumludur (158). Tedavi prosediirii olarak
pentoksifilin veya etanersept verilen gruplarda mortalitede artis olmadigi, gruplarin
her birinde mortalite oraninin %25 oldugu goézlendi. TNF-o antagonisti ajanlarin
kullanimlari ile ilgili herhangi bir enfeksiyon veya sepsis tablosu olmasi FDA
tarafindan kesin kontrendikasyon durumu olarak belirtilmektedir (143). Bu hakli bir
uyaridir, ¢iinkii TNF-a enfeksiyon sirasinda diger inflamatuvar sitokinlerden
inhibitdr olanlarinin  da sentezlenmesini tetiklemektedir.  Bilinmektedir ki
enfeksiyonlarin kontroliinde bir miktar immiinstimiilasyon gerekliligi vardir. Ancak
sitokin firtinas1 da mortalite ve sepsisin agirliginin en énemli nedenidir (2). Daha
onceki ¢aligmalarda rekombinant veya ¢oziiniir TNF-o blokorleri ile tedavi edilen

CLP veya LPS uygulanmis siganlarda anoreksiye ve TNF-o’nin kilo kaybettirici
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etkilerine direng gelistigi, mortalite, hipotansiyon ve hipotermiye kars1 bu ajanlarin
koruyucu oldugu gosterilmistir (144,147,148). Bu bilgiden yola ¢ikarak TNF-a
blokaji i¢in bir TNF-o antagonisti olan etanersept ve TNF-o sentezini azaltici
fosfodiesteraz inhibitorii pentoksifilin kullanilmigtir. Sonugta etanersept ile CLP
yapilmis sicanlarda tetiklenen kas TNF-o diizeylerinde belirgin azalma saglanmigtir
ancak bu azalma ile ilimli seviyelere ulasilmis enfeksiyonun simirlanmasi da
engellenmemistir. Sepsis sirasinda TNF-a yiiksekliginin 1limli seviyelere ¢ekilmesi
ile mortalite azaltilabilmektedir (161). Pentoksifilin verilen grupta ise TNF-o
diizeylerinde 2. saatte belirgin bir inhibisyon gozlenmedigi halde bu grupta da
mortalitede azalma saptanmigtir. Bu durumun pentoksifilinin TNF-a’y1 azaltict
etkilerinin daha ge¢ bir fonksiyonu olusu ile iligkili olabilecegi diisliniilmstiir.

Diizeyinin tesbiti igin TNF-o hem plazma hem de kastan operasyon sonrasi,
daha 6nceki bilgiler 1s18inda tepe diizeye ulastigi bilinen 2. saatte elde edilmistir (77).
TNF-a tim gruplarda plazma ve kasta daha once baska calismalarda belirtilen
normal degerlere gore tetiklenmistir (161). En yiiksek olarak da CLP grubunda
saptanmakla beraber gruplar arasinda plazma TNF-a diizeyleri anlamli farklilik
gostermemistir. Tiim gruplarda ¢ekuma miidahale edilsin veya edilmesin periton
acilmistir. Bunun tiim gruplarda plazmada TNF-a seviyelerinde artisa neden oldugu
diigiiniilmektedir. En dikkat ¢ekici nokta ise CLP yapilmasi ile TNF-o’nin kasta
sentezinin plazmadaki oranlardan bagimsiz olarak tetiklenmesi olmustur. Daha 6nce
Torre-Amione, serum TNF-o diizeylerinin, lokal konsantrasyonu ve hiicrelerin
interstisyumundaki diizeyi ile ilgili net bilgi vermeyebilecegini belirtmistir (104).
Kas, serumdaki artmig diizeyden bagimsiz olarak kendi de bir miyokin gorevi
gorerek TNF-q tiretebilmektedir (88-92).

Modifiye yontemler ile kronik septik model elde edilen CLP sirasinda
stiregen bir enfeksiyon ve kronik TNF-a yiiksekligi elde edilir (162,163). Bu nedenle
TNF-o’nin etkin sekilde inhibisyonunun saglandigin1 bilmek i¢in yarilanma omrii
kisa olan pentoksifilin operasyondan 1 saat 6nce ve 6 giin boyunca her giin,
etanersept ise yarilanma Omriliniin 72 saat olmasi nedeni ile haftada 2 kere
uygulamigtir. Etanersept, CLP yapilmis gruplarda 2. saatteki kas  TNF-a
sentezindeki ciddi ylikselmeyi etkili sekilde bloke etmistir. Pentoksifilin TNF-a’nin 2.
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saat kas diizeylerinde belirgin inhibisyon yapmamistir. Ancak patolojik bulgular
incelendiginde tedavi verilen her iki grupta da septik sicanlarda saptanan
noromuskiiler patolojinin daha az sayida siganda ve ¢ok daha hafif siddette oldugu
gozlenmistir. Biliniyor ki bir fosfodiesteraz inhibitorii olan pentoksifilin hiicre igi
CAMP birikimini arttirmak sureti ile TNF-o geninin ekspresyonunu azaltarak
biyoaktif TNF-a iretimini engellemektedir. Bu gen ekspresyonu iizerine etkiler daha
ge¢ donemde ortaya ¢ikabileceginden kas TNF-a seviyelerinde pentoksifilin ile
tedavi verilmis CLP grubunda 2. saat gibi erken donemde inhibisyon olmamasi
beklenir bir sonugtur (129,130,135). Etanersept ise direkt olarak dolasan aktif TNF-
a’ya baglanarak hizli sekilde etkisini gostermektedir (143).

Her bir gruptan 6’sar drnekten 6. giinde alinan kas biyopsilerinin incelenmesi
ile saptanan en onemli patolojik o6zellik atrofik lifler ve bu liflerde daha fazla
bazofilik boyanma paterni olmustur. Atrofik ve daha bazofilik boyanma paterni
gosteren lifler noropatide gozlenen anguler paternde degildi ayrica santral ve biiyiik
cekirdekler igermemekteydi. Bu ozellikleri ile primer bir miyopatiyi temsil ettikleri,
atrofi ve bazofilikk boyanmanin miyozin filaman kayb1 ve miyofibriler
disorganizasyonu yansittigi diisiiniildii. Bu bulgu en yogun olarak sadece CLP ile
sepsisin tetiklendigi grupta izlenmistir. Atrofik lifler gruptaki tim O&rneklerde,
bazofilik boyanan lifler de alti 6rnegin besinde gozlenmistir. Atrofik liflerin
tiplendirmesi icin yapilan NADH boyas:1 ile atrofinin tip 1 liflerde oldugunu
gostermistir. Biyopsilerde kas inflamasyonu ve nekrozu izlenmemistir. CLP ile
olusturulan septik model kritik hastalik myopatisi i¢in tanimlanan kas biyopsi
ozelliklerini taklit etmistir. Daha once Showalter ve Engel tarafindan kritik hastalik
miyopatisinde kas biyopsilerinde siklikla sadece tip 2 atrofisi, daha az olarak her iki
lif tipinde de atrofi ve daha nadir olarak da sadece tip 1 liflerde atrofi izlenebilecegi
belirtilmistir (39). Tip 2 lifler daha hizli kasilan lifler olduklarindan ineksitabiliteden
daha ¢ok etkilenebilecekleri agiklamas1t mantiklidir. Ancak niye sadece tip 1 atrofisi
de izlenebilecegi ile ilgili yorum yapilmamustir.

CLP uygulanan grup ile tedavi verilen her iki gruptan 2’ser siyatik sinir
biyopsisi noropatik bulgular agisindan incelenmistir. CLP grubundan elde edilen her

iki 6rnekte de birkag atrofik akson gozlenmistir. Tedavi verilen gruplardan
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pentoksifilin verilen gruptaki 6rneklerde bu aksonal hasar CLP grubuna gore ¢ok
daha az olarak izlenmis, etanersept verilen grubun sinir biyopsileri normal olarak
degerlendirilmistir. Daha once de kritik hastalik miyopatisi ve kritik hastalik
noropatisinin farkli patofizyolojiye sahip iki ayr1 hastalik m1 yoksa ayni patolojik
mekanizmanin farkli manifestasyonlart mi oldugu hep tartisma konusu olmustur (7).
Noropatik tutulusu diisiindiirticek kas biyopsisi bulgular1 olmayisi, kas patolojisinin
ana Ozelliginin primer miyopatik siire¢ olusu, en erken elektrofizyolojik bulgularin
noropatiden ¢ok miyopatik etkilenme ile uyumlu disiiniilmesi ve aksonal harabiyetin
siddetinin ana patolojiyi agiklamaktan uzak olusu nedeni ile bu aksonal atrofinin
sepsisteki ana néromiiskiiler tutulum olan miyopatinin eslikgisi oldugu diisiiniilebilir.
Kritik hastalik iligskili noromiiskiiler tutulumda motor sendrom daha Onemli bir
disabilite nedenidir. Duyusal tutulum mevcut ise de genellikle motor sendroma eslik
etmesi seklindedir (7). Elektrofizyolojik bulgularimiz da bunu destekler niteliktedir.
Bu nedenle ¢alismamiz miyopati tizerinde yogunlagmustir.

Daha onceki bilgiler 1s181inda septik siirecte elektrofizyolojik bulgularin 24.
saat gibi erken donemde olustugu ve 48. saatte belirginlestigi belirtildiginden ENMG
incelemesi 48. saatte uygulanmistir (64). Daha onceki ¢alismalarda BKAP’de siire
artis1 ve amplitiid diisiikliigli kas uyarilabilirliginde azalmanin 6nemli bir bulgusu ve
kritik hastalik miyopatisinin EMG’sinin 6nemli bir ozelligi olarak belirtilmigtir
(60,65). Bizim calismamizda ENMG incelemesinde saptanan en belirgin 6zellik
septik grupta BKAP’de amplitiid distikliigidiir. BKAP’i amplitiidii diisiikligii 6n
boynuz motor ndron harabiyeti, motor aksonal ndropati, néromuskiiler kavsak
patolojisi ve miyopati durumlarinda izlenebilmektedir. Tiim siganlarda 3 Hz ardisira
uyarim ile noromuskiiler kavsak patolojisini diigiindiiriir dekremental yanit
izlenmemistir. Ardisira sinir uyarimi bulgulart sepsis iligkili ndromiiskiiler
patolojinin kas sinir kavsagina etki etmedigi yoniindeki bilgileri de desteklemektedir
(60). On boynuz motor ndron harabiyeti veya aksonal ndropati ile ilgili eslik
edebilecek bir denervasyon bulgusu kas biyopsisi incelemelerinde saptanmamustir.
Kritik hastalik siirecinde noromuskiiler tutulumda ana olarak kritik hastalik
polindropatisi hakim ise bilinmektedir ki bu durum yaygin bir patolojidir ve duyu

sinirleri de etkilenmektedir. CLP grubunda caligilan tiim duyu sinir iletim



61
caligmalarinin normal saptanmasi bizi yaygin bir aksonal noropatik tutulustan
uzaklastirmaktadir. Her nekadar 6.giin elde edilen sinir biyopsilerinde CLP
uygulanmis grupta birka¢ aksonda atrofi saptansa da 2. giin elektrofizyolojik
incelemeler ile bu durumu korele etmek ¢ok miimkiin degildir ayrica bu patoloji
klinigi agiklayacak siddetten uzaktir. ENMG’ye erken donemde yansiysan BKAP
amplitiidiinde diismenin aksonal noéropatiden g¢ok sepsisin sinir uyarilabilirligini
etkilemesi ile olusabilecegi de ek olarak diisiiniilebilir. Biliniyor ki sepsis sirasinda
cok muhtemel TNF-a etkisi ile birgok dokuda membran uyarilabilirligi
etkilenmektedir. Bunun klinikte birgok sonucu gozlenmektedir. Sepsiste EKG’de
QRS amplitiidiinde diisme izlenmektedir, septik ensefalopatinin santral nodronal
eksitabilite azalmas ile iligkili oldugu savunulmaktadir (69,164). Ancak sepsis difiiz
bir patolojidir sinir uyarilabilirliginde azalmaya yol agacak patolojinin duyu
sinirlerini de etkilemesi beklenir. Bu nedenle BKAP amplitiidi diistikligiiniin
aksonal noropati veya sinir uyarilabilirliginde azalmadan c¢ok kas uyarilabilirliginde
azalmay1 yansitiyor olabilecegi sonucuna varilmistir. Bizim incelemelerimizde septik
grupta diger gruplardan farkli bir BKAP’i siire uzamasi saptanmamastir.

Sepsis kasta sadece eksitabilite azalmasina degil lif 6zgiil atrofiye de neden
olmaktadir. Bu kritik hastalik miyopatisi i¢in dnemli bir 6zelliktir (72). Nekroz ile
giden bir siire¢ ¢ogu zaman olusmamaktadir. Bu nedenle kas spesifik enzimlerden
kreatin kinaz genelde normal sinirlarda saptanir. Tiim bunlar kritik hastalik myopatisi
icin 6nemli tanisal 6zelliklerdir (4). TNF-a iliskili patofizyolojik mekanizmalar ile de
ortiisgmektedir. Ayrica bu lif 6zgiil atrofinin i¢cinde miyozinin segici kayb1 spesifik
kabul edilmektedir (13,39,60). Niye segici kayip oldugu heniiz bilinmemektedir. Bu
da aydinlatilmay1 bekleyen 6nemli ve ilgi uyandiric bir konudur.

TNF-0’nin zaman ve konsantrasyon bagimli olarak toplam kas proteinlerinde
ve hizli tip miyozin agir zincirinde azalmaya neden oldugu daha 6nce saptanmistir
(116-118). Olusturdugumuz septik modelde TNF-a’nin indiiksiyonu kasta etkin
sekilde saglanmis ve yine bu grupta kasin en onemli proteinlerinden miyozinde
belirgin yikim gbzlenmistir. Erken donemde sepsis ile anoreksi gelismektedir ancak
anoreksi sonucu olmaktan 6te bir kas yikimi da tetiklenmistir. Kas yikim hizinin

septik siganlarda en iist seviyeye 6 giinde ulastigi, kas giiciinde yine bu giinde
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maksimum azalma izlendigi daha oOnce c¢alisilmistir (120,121). Bu nedenle
calismamizda biyopsiler 6. giinde alinmistir. Ge¢ sepsis donemlerinde protein
yikiminda, tetikleyicisi ubikiitin-proteozom sistemi ve kalpain ile katepsinlerin
aktivitesinde diisme ile birlikte bir azalma meydana gelmekte ancak kilo kaybi
progresif seyretmektedir. Hicbir zaman protein sentezi on plana gegememektedir
(163). Bizim c¢alismada da septik grupta progresif kilo kayb1 14. giine kadar devam
etmistir. Ancak tedavi gruplarinda 6. giinden sonra kilo alimi gergeklestigi
gozlenmistir. Bu durum proteolitik yolaklarin inhibisyonunun daha belirgin olmasi
ve bunun yaninda protein sentezinin artigini gerektirir. Bu bulgular TNF-a
inhibisyonunun bu noktada onemli oldugunu ve protein sentezinde de rol
alabilecegini diisiindiiriir. Daha onceki ¢alismalar da kronik sepsis doneminde TNF-a
inhibisyonunun transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunda artis iizerinden protein
sentezinde artisi sagladigini belirtmektedir (153).

Kritik hastalik miyopatisinin  6nemli  6zelligi miyozin kaybinin
degerlendirilmesi i¢in miyozin agir zincirin hizli kasilan izoformunun miktari, her bir
grubu temsil ettigi diistiniilen 6rneklerden elde edilen kaslarda incelendi. CLP ve
CLP yapilip pentoksifilin verilen grupta kas miyozin agir zincir-hizli form
miktarinda kontrol grubuna gore belirgin azalma oldugu goézlendi. Miyozin agir
zincir-hizli form kas yogunlugunun azligi, bu iki gruptaki kas TNF-a’nin yiiksek
diizeyleri ile de ters olarak anlamli sekilde iliskili saptandi. Bu bulgular miyozin agir
zincir yikimiin ana olarak TNF-a tetiklenmesi ile iliskili oldugunu diisiindiirebilir.
Nitekim etanersept ile etkin TNF-a blokaji yapilan grupta miyozin agir zincir miktart
kontrol grubundan farkli saptanmamustir.

Sonug olarak TNF-a kas iizerine 6nemli etkileri olan bir sitokindir. Kompleks
birgok kaskad tizerinden etkileri ortaya ¢ikmaktadir. Birgok hastalikta oldugu gibi
kas tizerinde TNF-a ile tetiklenen mekanizmalar ile ilgili bilgiler artsa da bu
kompleks kaskad nedeni ile miidahalelerde kisitliliklar mevcuttur. Ayrica bu
kaskadin, kasta serumdan bagimsiz tetiklenmesi ile ilgili basamaklarin aydinlatilmas,
sepsis sirasinda TNF-o’nin 1limli inhibisyonunu saglayan ajanlar ve dozlari
tizerindeki ¢aligmalar ciddi disabilite yaratan bir durum olan kritik hastalik

miyopatisi tedavisinde dnemli bir adim olacaktir. Yillar i¢cinde yogun bakim destegi
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ihtiyac1 duyulan hastaliklarda artis ve yogun bakimlarda yasatilmanin uzamasi sepsis
icin kaginilmaz risk faktorleridir. Bu kronik/kritik hastalik durumlarinda ilerde ciddi
bir disabilite nedeni olabilecek néromuskiiler etkilenmeyi 6nlemek hastalar, yakinlar

ve saglik sistemi i¢in dnemlidir.
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VL. SONUCLAR

1-

Bu c¢alismada, anti-TNF-o ajanlardan, 10mg/100gr ip. dozunda verilen
pentoksifilin ve 0.4mg/kg sc. dozunda verilen etanersept, CLP uygulanmis
sicanlarda mortaliteyi arttirmamustir.

Sepsis sirasinda kasta TNF-a sentezi olmaktadir ve anti-TNF-a ajanlardan
etanersept bu sentezi belirgin olarak azaltmaktadir.

Sepsis sirasinda motor sinir iletim ¢alismalarinda 48. saat gibi ¢ok erken
donemde birlesik kas aksiyon potansiyeli amplitiidlerinde diisme izlenmistir.
Sepsis sirasinda kasta bazofilik boyanma artis1 ve atrofi ile giden miyopatik
bir tutulus olusmustur. Atrofinin tip 1 liflerde oldugu gézlenmistir.

Miyozin agir zincir-hizli form yogunlugu kas TNF-a diizeyindeki yiikselme
ile ters korele olarak azalmustir.

Septik grupta daha belirgin gozlenen bazofilik boyanma artis1 ve atrofi ile
miyozin agir zincir-hizli form yogunlugundaki azalma, TNF-a blokaj1 yapilan

grupta azalmistr.
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VII. ONERILER

1-

2-

Kas spesifik TNF-a sentezinde sinyalizasyon asamalarindaki farkliliklar
iizerine yogunlasilabilir.

Daha spesifik olarak kas spesifik TNF-a artisinin blokaji ve blogun istenilen
seviyede saglanmasi i¢in anahtar noktalar lizerinde calisilabilir.

Mortaliteyi de engellemek adina sepsiste serum TNF-a diizeylerinin 1liml
seviyelere diisliriilmesi i¢in uygun anti-TNF-a ajanlariin gelistirilmesi ve
uygun doz ¢alismalar1 planlanabilir.

Kritik hastalik miyopatisinde miyozinin segici yikimi {izerine yogunlasilabilir.
Bu secici yikimin engellenmesi (yine olast antikorlar ile) ile bu klinik

durumun tedavi sansi ortaya ¢ikabilir.
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IX.2. EK 2: Deney hayvanlarinda gozlenen septik bulgularin 6rnek resimleri
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A ve B: Belirgin subkonjonktival hemoraji

C ve D: Belirgin abdominal distansiyon

E: Piloereksiyon

F: Bir miktar piloereksiyon ve hafif subkonjonktival hemoraji



