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OZET

N-Asetilsisteinin Rat intraabdominal Sepsis Modelinde Bobrek Apoptozisi Uzerine Olan

Etkilerinin Aragtirilmasi
Dr. Hatice Fidan; DEUTF Anesteziyoloji ve Reanimasyon AD, IZMIR

Amag¢: Bu calismada, rat intraabdominal sepsis modelinde N-Asetilsisteinin
(NAS)’in renal apoptozis lizerindeki etkisini arastirmak amaglanmistir.

Yontem: Deney Hayvanlar1 Etik Kurulundan izin alindiktan sonra agirliklar: 200-
250 gr olan 21 adet Wistar tipi eriskin erkek rat randomize olarak {i¢ gruba ayrildi: sham,
sepsis ve NAS grubu. Sham grubuna sadece laparotomi, sepsis ve NAS grubuna ¢ekal
ligasyon perforasyon (CLP) cerrahisi uygulandi. Sham ve sepsis grubuna 1 mL salin,
NAS grubuna ise 150 mg/kg/giin NAS giinde bir defa 3 giin intraperitoneal(IP) olarak
uygulandi. Son dozdan 6 saat sonra deneklere anestezi altinda orta hattan laparotomi
uygulandi, her iki bobrek biyokimyasal ve histopatolojik 6rnekleme igin ¢ikartildu.
Dokular malondialdehid (MDA) diizeyi, renal korpiiskiil ve proksimal tubulusdaki yapisal
degisiklikler, mononiikleer hiicre infiltrasyonu, eritrosit ekstravazasyonu ve sistein
aspartat-spesifik proteinaz immiinreaktivitesi (kaspaz-3) bakimindan karsilastirildi.
Verilerin analizinde Kruskal-Wallis varyans analizi ve Mann-Witney U testleri kullanildu.

Bulgular: Gruplar proksimal tubuluslardaki yapisal degisiklikler, kaspaz 3
immiinreaktivitesi, mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 ve eritrosit ekstravazasyonu
bakimindan karsilastirildiginda, sham grubuna gore sepsis grubundaki artis istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0,05). Mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 ve eritrosit
ekstravazasyonu sepsise gore NAS grubunda anlamli olarak azaldi (p<0,05). Intertisyel
alandaki yapisal degisiklikler sham grubuna gore sepsis ve NAS gruplarinda benzer
olarak artt1 (p<0,05).

Sonug: Elde ettigimiz bulgular, sepsisin erken doneminde NAS uygulamasinin
bobrekte antienflamatuvar etki olusturdugunu gostermektedir. Serbest oksijen radikali
siipiiriiciisli olan NAS’in apoptozise etkisinin spesifik caligmalar ile degerlendirilmesi
gerektigi kanaatine varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Sepsis, apoptozis, kaspaz 3, NAS, bobrek



SUMMARY

The study on the effect of N-acetylcysteine on kidney apoptosis in a rat intraabdominal

sepsis model.

Dr. Hatice Fidan; DEU School of Medicine, Department of Anaesthesiology and
Reanimation, IZMIR

Objective: The objective of this study was to examine the effect of NAC (N-
acetylcysteine) on kidney apoptosis using a rat intraabdominal sepsis model

Methods: Following the necessary approvals were obtained from the Laboratory
Animals Ethics Committee, 21 adult male Wistar rats weighing between 200 and 250 grs
were randomised into three study groups: sham, sepsis, and NAC groups. In sham group,
only laparotomy was performed, whereas in both sepsis and NAC groups cecal ligation
and perforation were done. Sham and sepsis groups were given once daily 1 mL saline for
three times. In NAC group 150 mg/kg/day NAC was given intraperitoneally for three
days. Six hours after the last dose, midline laparotomy was performed to all rats, and both
kidneys were removed for biochemical and histopathological sampling. Findings from
these tissues were compared based on MDA levels, structural changes in renal corpus and
proximal tubules, mononuclear cell infiltration, erythrocyte extravasation and cysteinyl
aspartate-specific proteinases (caspases)-3 immunoreactivity. Data were analysed using
Kruskal-Wallis variance analysis, and Mann-Witney U tests.

Results: Structural changes in proximal tubules, caspase-3 immunoreactivity and
mononuclear cell infiltration and erythrocyte extravasation were significantly increased in
sepsis group when compared with sham (p<0,05). Mononuclear cell infiltration and
erythrocyte extravasation were significantly decreased in NAC group when compared
with sepsis (p<0,05). Structural changes in interstitial space were increased in both sepsis
and NAC groups when compared with sham (p<0,05).

Conclusion: Although the findings of this study demonstrated an anti-
inflammatory effect of NAC on kidneys when used during early sepsis. It was concluded
that NAC as a free radical scavenger should be further studied for its potential effects on
cell healing and prevention of apoptosis.

Key words: Sepsis, apoptosis, caspase -3, NAC, kidney



GIRIS VE AMAC

Sepsis ve septik sok, ileri yogun bakim destegi ve uygulanan modern tedavilere
ragmen % 30-90 oranindaki mortalitesi nedeniyle 6nemli bir saglik sorunu olmaya devam
etmektedir (1,2). Patogenezi enfeksiyona karsi sistemik inflamatuvar yanit1 icermektedir.
Hastanin inflamatuvar yanit1 asir1 olunca ciddi kardiyovaskiiler instabilite, ¢coklu organ
yetersizligi, koagiilopati ve 6liim gelisebilmektedir (3).

Sepsis, iskemik reperflizyon hasari, toksik nefropati, hipovolemi ve iiriner sistem
obstriiksiyonlar1 akut bobrek yetmezligine neden olabilmektedir (4).

Akut bobrek yetmezligi insidansi sepsiste %19, agir sepsiste %27 ve septik sokta
%351°dir. Sepsisteki akut bobrek yetmezligi patogenezinde baslica sistemik ve lokal
mediyatorler, notrofil-endotel  etkilesimleri, mikrovaskiiler trombozlar, renal
hipoperfiizyon ve reperflizyon hasar1 su¢lanmistir. Norepinefrin, anjiyotensin I,
vazopressin sepsisteki dnemli sistemik mediyatorlerdir. Lokal mediyatdrler arasinda ise
basta tiimor nekrozis faktor (TNF) olmak iizere interldkin (IL)1, adezyon molekiilleri,
serbest oksijen radikalleri, tromboksan A,, prostaglandin E,, lokotrienler, trombosit
kaynakl1 biiylime faktorii, endotelin, nitrik oksit ve adenozin sayilabilir (5). Akut bobrek
yetmezligindeki renal hiicre 6liimii, nekrozun yani sira apoptozise de baglidir (4).

Apoptozis, organizmada genetik olarak programlanmis bir hiicre 6liimii seklidir.

Epiteliyal hiicrelerdeki apoptoziste en az ii¢ ana yolak rol oynamaktadir :

1. Reseptor aracili (ekstrensek) yolak, hiicreye Fas (CD 95) gibi transmembran
hiicresel 6liim reseptorlerinin ve TNF reseptorlerinin baglanmasi ile tetiklenebilir.

2. Intrensek yolak sitokrom-c gibi proapoptotik faktérlerin mitokondriden sitozole
salinmasini igerir ve Bcl-2 protein ailesi tarafindan regiile edilir.

3. Sitotoksik T hiicreler ve natiirel 6ldiirticti hiicrelerin rol aldig1 yolak(7).

Apoptozis antiapoptotik ve proapoptotik proteinler arasindaki denge tarafindan
diizenlenir. Bcl-2 gen ailesi proteinleri apoptozisin diizenlenmesinde belirleyici bir role
sahiptir. Bcl-2, hiicre proliferasyonuna neden olmadan hiicrenin canliligin1 saglayan
apoptozis inhibitoriidiir (8). Bax protein (bcl-2-associated x protein) proapoptotik aktivite
gostermektedir (8). Bax protein apoptotik sinyal alindiktan sonra mitokondri zarina
baglanir ve buradan apoptozisde gorevli sitokrom c ve apoptoz indiikleyici faktor (AIF)

salimimina neden olarak programli hiicre 6liimiinii indiikler (9).



Apoptoz ve hiicre sagkaliminin hiicresel mekanizmalarinin ortaya konmasi, kalp
hastaliklari, kanser, norodejeneretif hastaliklar, AIDS ve birgok hastaligin tedavisinde
yeni tedavi stratejilerinin ortaya atilmasina olanak saglamistir (6).

Siiperoksid radikal (SOR) olusumu enflamasyon, radyasyon, yaslanma, kimyasal
maddeler ve ilaglar gibi bazi uyarilarin etkisiyle artar. SOR’ler hiicrelerin lipid, protein,
DNA ve karbonhidrat gibi tiim 6nemli bilesiklerine etki ederler. Serbest radikaller son
derece reaktif ve kisa dmiirliidiirler. Bu yiizden direkt olarak dlciilmeleri zordur. Serbest
radikal {iretimi artigi-nin belirlenmesi i¢in malondialdehid (MDA) gibi lipid
peroksidasyonunun son iirlinlerinin 6l¢iimii en ¢ok kullanilan yontemdir.

Yaygin kullanilan antioksidanlar (6rnegin C vitamini, K vitamini ve lipoik asit)
glutatyon sentezi yapmaksizin direkt SOR’larini nétralize ederler. NAS’1n, glutatyon
sentezi i¢in gereken sisteini temin etmesi ve glutatyon peroksidaz aktivitesini artirmasi
nedeniyle, oksidatif stresle iligkili hasarda daha etkili ve giivenli oldugu gosterilmistir
(11).

Ozdiilger ve ark.mn (13) yaptig1 bir ¢aligmada, ratlarda gelistirilen sepsis
modelinde 7 giin siireyle uygulanan NAS tedavisinin akcigerlerde apoptozisi durdurdugu
gosterilmistir.

Calismamizda, rat intraabdominal sepsis modelinde NAS’in renal apoptozis
iizerindeki etkisini, doku MDA diizeyini, kaspaz-3 immiinreaktivitesini, proksimal
tubuluslardaki yapisal degisiklikleri, tiibiiler atrofiyi, tiibiiler fircams1 kenar kaybini,
tibiiler dilatasyonu, kast formasyonunu, vakuolizasyonu, mononiikleer hiicre
infiltrasyonunu, eritrosit  ekstravazasyonunu, renal Kkorpiiskiill —morfolojisindeki

degisiklikleri tespit ederek arastirmay1 amagladik.



GENEL BiLGILER

Sepsis ve septik sok, mortalitesi yiiksek, siklig1 giderek artan, sekellerinin rehabi-
litasyonu zor, son derece karmasik patofizyolojik olaylarin oldugu bir klinik durumdur.
Sepsis ve septik sok yiiksek morbidite, mortalitesi nedeniyle acil ve agressif tedavi
gerektirir (14).

Sepsis:1992°de ACCP ve SCCM’nin diizenledigi bir konsensus konferansindan sonra
Bone ve ark. (15) sepsisi, infeksiyonun tetikledigi sistemik inflamatuvar yanit sendromu
(SIRS) olarak tanimlamustir.

SIRS: Sistemik inflamatuvar yanit sendromu asagidakilerden iki veya daha fazlasinin
varlig1 olarak tanimlanmustir:

1. Viicut sicakligi > 38 °C veya < 36 °C.

2. Kalp Tepe Atim1 > 90/dk.
3. Solunum Sayis1 > 20/dk.
4. Lokosit sayis1 > 12000/mm’ veya < 4000/mm’ ya da immatiir hiicre oran1 > %10.

SIRS belirtegleri nonspesifik oldugu icin 2001 uzlasi toplantisinda “infeksiyona
sistemik inflamasyon yanit” belirtecleri eklenmistir. Baz1 durumlarda sepsisin ilk belirti-
leri hemodinamik instabilite veya organ yetmezligi olabilir. Bu nedenle bu tabloya organ
fonksiyon bozukluklarina ait parametreler de eklenmistir. SIRS, sepsis ve iligkili tablola-
rin tanimlar1 yeniden yaymlanmistir. Gozden gecirilmis konsensus konferansi tanimlari
(16):

Sepsis; asagida siralanan degiskenlerden birkagini sergileyen, sliphelenilen veya
belgelenmis enfeksiyon varlig1 yada siiphesidir.

1. Genel degiskenler

- Ates (1s1 > 38,3 °C)

- Hipotermi (151 < 36 °C)

- Kalp atim sayis1 > 90/dk. veya yasa gore normal degerlerinden standart sapma > 2
olmasi

- Takipne >30/dk

- Degismis mental durum

- Belirgin 6dem veya pozitif sivi dengesi (24 saatte > 20ml/kg )

- Diyabet yoklugunda hiperglisemi (plazma glukoz > 7,7 mmol/L ya da >110mg/dL)



2.Inflamatuvar degiskenler

- Lokositoz (>12000 mm’ )

- Lokopeni (< 4000 mm’ )

- Beyaz kiire sayis1 normal olsada immatiir formlariin %10’dan fazla olmasi

- Plazma C-reaktive protein diizeyi, normal degerlerden standart sapma >2 olmasi

- Plazma prokalsitonin diizeyi, normal degerlerden standart sapma >2 olmas1
3.Hemodinamik degiskenler

- Arteryel hipotansiyon (Sistolik kan basinci (SKB)<90 mmHg, ortalama arter
basinci (OAB) <60 mmHg ya da SKB’nin, diger hipotansiyon nedenleri yok iken,
hastanin normal degerlerine gére >40 mmHg diismesi

- Mix venoz oksijen satiirasyonu (Sv0,) > 70%

- Kardiyak indeks > 3,5 L/dk/m’
4.0rgan disfonksiyon degiskenleri

- Arteryel hipoksemi (PaO, /FI0, <300)

- Akut oligiiri (saatlik idrar ¢ikis1 <0.5ml/kg)

- Kreatin artig1 (>0.5mg/dl)

- Koagiilasyon anormallikleri (INR>1,5 veya APTT>60 saniye)

- Tleus

- Trombositopeni (platelet sayist < 100.000 uL )

- Hiperbilurubinemi (plazma total bilurubin >4 mg/dL)
5.Doku perfiizyon degiskenleri

- Hiperlaktatemi (>3 mmol/L)

- Azalan kapiller dolum
Agir Sepsis: Sepsis ile birlikte organ disfonksiyonu, hipoperfiizyon bulgulari veya hipo-
tansiyon varhigidir.
Septik Sok: Yeterli siv1 resiisitasyonuna ragmen sepsis kaynakli hipotansiyon ve hipoper-
flizyon bulgular1 seklinde tanimlanmastir.
Multiorgan Disfonksiyonu: Akut kritik hastada iki veya daha fazla organin etkilendigi
ve homeostazin miidahale olmadan (mekanik ventilasyon, hemodiyaliz gibi) saglanama-

d1g1 durum olarak tanimlanmistir.



Sepsis tani kriterleri, nonspesifik yapisi nedeniyle, tiim bu etyolojik yapiy1, sepsi-
sin olusum ve ilerleme mekanizmasini tanimlamakta yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle
sepsisin gelisimini daha kesin sekilde tanimlayacak yeni bir sistem ihtiyaci ortaya ¢ikmig-
tir. Bu amacla PIRO olarak adlandirilan daha genis, detayl1 ve sistematik bir tanimlama
modeli dnerilmistir (16).

PIRO konseptinin tanim1 P-predisposition, I- Insult,infection, R-response, O-

organ dysfunction olarak yapilmistir (Tablo 1).

Tamm Bugiin Gelecek

Predisposition Kisa donem siirvide Inflamatuar yanitin komponentlerinde

(Predispoziyon) azalmaya neden olan genetik polimorfizm (6r:TLR, TNF,
premorbid hastalik IL1,CD14)

Infection-Insult Kiiltiir ve patojenlere Mikrobiyal {iriin 6lgtimleri (LPS, bakteriyel

(Enfeksiyon Hasar) duyarlilik DNA)

Response SIRS, sepsis ve sokun  Aktive inflamasyonun non-spesifik marker-

(Yamt) diger bulgulari,CRP leri (6r:PCT veya IL-6) veya tedavi hedefi-

nin spesifik arastirilmasi (6r:protein C,TNF)
Organ Dysfunction Yetersizlige giren organ Hasara-apoptoz, sitopatik hipoksi, hiicresel
(Organ sayist veya MODS — stress’e hiicresel yanitin dinamik dlgtimleri
Disfonksiyonu) SOFA gibi bir skorlama

Tablo 1. PIRO konseptinin tanimi

Sepsiste Klinik

Sepsisteki hastalarda tipik olarak ates, tasikardi, takipne ve 16kosit sayisinda
artis gibi sistemik inflamasyon bulgular1 vardir.

Ciddi sepsiste kardiyovaskiiler, respiratuvar, renal, metabolik ve hematolojik islev
bozukluklar tabloya eslik eder. Kardiyovaskiiler bulgular miyokard depresyonu, tagikardi
ve hipotansiyondur. Hipotansiyon doku hipoperfiizyonunun gostergesidir. Hipotansiyon

olmamasi muhtemel bir subklinik hipoperfiizyon olasiligini ekarte ettirmez.
Respiratuvar sistem disfonksiyonu ALi(akut akciger hasari)ve/veya ARDS (akut
respiratuvar distres sendromu) sonucu akut solunum yetmezligi seklinde ortaya cikabilir.

Sepsise bagl renal disfonksiyon tipik olarak oligiirik renal yetmeztir. Tablo tam

bir akut bobrek yetmezligi durumuna doniisebilir.



Santral sinir sistemi disfonksiyonlar1 mental durumu hafiften komaya kadar
degistiren ensefalopati seklinde ortaya ¢ikar.

Sepsiste karaciger disfonksiyonlar1 kolestazis ile ortaya ¢ikabilir ve inflamatuvar
mediyatorlerin neden oldugu safra kanalikiillerinin islev bozuklugu sonucu hafif hiper-
billirtibinemi vardir. Transaminazlarda hafif bir ylikselme goriilebilir; massif ylikselme
sok karacigeri ( iskemik hepatit) bulgusudur.

Hem hiperglisemi hem de hipoglisemi goriilebilir. Endojen katekolaminler insiilin
salimimin inhibe eder ve hem de glukoneogenez artar; bu da daha 6nce diabet olmaksizin
glisemik kontrolde yetersizlikle sonuglanir.

Hematolojik bulgular, immiinolojik trombosit hasar1 ve tiikketim koagii-lopatisidir.
Koagiilopati tiim ciddi sepsisli hastalarda mevcuttur. Sepsisin tedavisinin ilk 24 saatinde
hematolojik islev bozuklugunun artmasi ¢oklu organ yetmezligi ve 6liim riski i¢in belir-

leyicidir. Dissemine intravaskiiler koagiilasyon gelismesi yiiksek mortaliteye isaret eder.

Sepsiste Patogenez

Sepsiste hiicresel ve humoral immiin sistem mikroorganizmanin viicuda girmesi
ile uyarilir ve pro ve antiinflamatuvar sitokinler salinir. Sitokinlerin yan1 sira, koagiilas-
yon faktorleri, adezyon molekiilleri, myokardi baskilayan maddeler ve 1s1 sok proteinleri
de salinir. Bakterilerin toksinlerine kars1 gelisen hiicresel immiin yanit, normal kosullarda
konag1 enfeksiyondan korumasina karsin , hiicresel yanitin asir1 tepkisi konagin kendisine
zarar verebilir. Normalde hiicresel immiin yanitta olusan sitokinlerin etkilerini baskilayan
mediyatorler sepsis sirasinda dengeyi saglayamaz. Ortaya ¢ikan klinik bulgular bagisiklik
sisteminin verdigi inflamatuvar yanita bagl olarak olusmaktadir. Etken gram negatif
bakteri oldugunda, hiicre duvarlarindaki lipopolisakkarit (LPS) yapisinda olan endotoksin
inflamatuvar yaniti uyarmakta ve tiimor nekroz faktor (TNF), interlokin (IL)-1, IL-2, IL-
6, IL-8, platelet aktive edici faktor (PAF) ve interferon gamma gibi sitokinlerin salinimina

neden olmaktadir.



Sepsise neden olan mikroorganizma gram pozitif bakteriler, virusler, parazitler
veya helmintler oldugunda patogenez biraz daha farkli olmaktadir. LPS i¢cermeyen bu
mikroorganizmalar sitokin liretiminin alternatif yolunu uyarmaktadirlar . Gram pozitif
bakterilerin peptidoglikan ve teikoik asit gibi hiicre yapilar1 kompleman zincirini alterna-
tif yoldan aktive etmektedirler. Kompleman zinciri aktive oldugunda lenfosit proliferas-
yonu ve aktivasyonuyla birlikte makrofaj aktivasyonu ve sitokin salinimi ger¢eklesmek-
tedir. Bu sitokinler ve nitrik oksit, intraselliiler adezyon molekiilleri, prostaglandinler ve
l6kotrienler septik sok patogenezini ortaya koyarlar (17).

Sepsis ve siddetli sepsis; immunsupresyon zemininde gelismekte ve konagin ver-
digi abartili yanitla erken donemde septik sok tablosu ile ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle,
sepsis patogenezinde, patojen mikroorganizmalar ve dogal immun sistemin komponentleri
arasindaki etkilesimler 6nemlidir.

Homeostazisin saglanmasinda ¢ok ©nemli roli olan inflamatuvar-anti-
inflamatuvar, koagulan-antikoagulan, oksidan-antioksidan, apoptotik-antiapoptotik gibi
dengelerin bozulmasi da sepsiste geri doniissiiz hasari ve organ yetmezliklerini

tetiklemektedir (18).
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Sekil 1 : Sepsisin patogenezi
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Sepsis Gelisiminde Apoptozis
Apoptozis Tanimi

Apoptoz embriyogenez asamasinda istenmeyen dokularin ortadan kaldirilmasinda
ve dokunun yeniden sekillendirilmesinde; daha sonraki yillarda da, yasam siireci boyunca
hasar gormiis, transformasyona ugramis, infektif dokunun ve yasam siiresini doldurmus
saglikli dokunun elimine edilmesinde fonksiyon gdren programlanmis hiicre dlimidiir
(19).

Sepsiste, iskemi-reperfiizyon fenomenlerinde, sok gibi global perfiizyon
bozukluklarinda ve tromboemboli gibi rejiyonel perfiizyon bozukluklarinda ortaya ¢ikan
inflamatuar/oksidatif mekanizmalar vital organlarda apoptozise neden olurlar (4).

Apoptozisi tetikleyen inflamatuar ve oksidatif mekanizmalar i¢inde sirasiyla;

a) Bakteri iriinii olan lipopolisakkaritin (LPS) sistemik sirkiilasyona saliverilmeleri
b) TNF-a, IL-1 gibi inflamatuar sitokinlerin saliverilmesi
¢) H,O,, O,, OH, NO gibi reaktif oksijen tiirlerinin iiretimlerinin artisi

d) Is1 sok proteinlerinin ekspresyon ve saliverilmelerinin artigi sayilabilir.

Apoptozis Yolaklar

Epiteliyal hiicrelerdeki apoptoziste en az ii¢ ana yolak rol oynamaktadir :

1. Ekstrensek yolak; hiicreye Fas (CD 95) gibi transmembran hiicresel 6liim
reseptorlerinin ve TNF reseptorlerinin rol aldig: yolak.

2. Intrensek yolak; DNA hasari, oksidanlar, radyasyon ve intraseliiler kalsiyum
yukii gibi hasarlayici olaylar ile tetiklenebilir. Sitokrom-c gibi proapoptotik faktorlerin
mitokondriden sitozole salinmasini igerir ve bcl-2 protein ailesi tarafindan regiile edilir.

3. Son yolakta ise sitotoksik T hiicreler ve natiirel oldiiriicii hiicreler, viriisle
enfekte hiicrelerin temizlenmesinde dnemli role sahip gibi goriinen bir apoptotik yolagi

uyarmaktadir (7).
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Sekil 2: Apoptozis yolaklari

1.Ekstrensek Yolak

Apoptoz, 6liim reseptorleri adi verilen birbiriyle yapisal olarak benzer olan birkag
reseptor tarafindan uyarilir. En iyi bilinen 6rnekleri TNF o ve Fas reseptorleridir. Oliim
reseptorleri hiicre zar1 i¢ine tutunmus, bir ucu hiicre disina, bir ucu hiicre igine bakan,
hiicre i¢i tarafinda prokaspaz 8 in aktiflenmesini saglayan bir 6liim bolgesi (death
domain) bulunan reseptorlerdir. Kaspazlar, bugiine dek bir diizine farkl tiirii tanimlanan,
sitoplazmada inaktif proenzimler halinde bulunan, aktif katalitik bolgesinde sistein i¢eren
ve substratlarini aspartat iceren 6zgiil bir bélgeden kesen proteaz enzimlerdir. Baglatici
kaspaz denen aktif kaspaz 8, inaktif durumdaki proenzimler olan kaspaz 3, kaspaz 6 ve
kaspaz 7 nin bir zincir bi¢iminde aktiflenmesine yol agar. Aktiflenen tiim kaspazlar hiicre
makro molekiillerini par¢alayarak tipik apoptoz morfolojisinin olusumuna yol acarlar.
Aktif kaspaz 8, bcl-2 ailesi proteinlerinden biri olan bid’in de proteolitik olarak aktifles-
me sine yol acar. Bid, mitokondriden sitokrom c, bazi baska proteinlerin ve kalsiyumun
serbestlesmesine yol agar. Boylece 6liim reseptorleri yolu mitokondriyal yolu da

aktiflemis olur (20).
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2.Intrensek Yolak

Mitokondri, hiicre iginde ATP {iretiminin kaynagi olmasinin yani sira, hiicre i¢i ya
da dis1 yollardan gelen 6liim sinyallerinin iizerinde birlestigi bir organeldir. Mitokondri i¢
ve dis zarla ¢evrili yapidadir. Dis zar gegirgenliginde artis sonucu mitokondri zar1 potansi-
yelinin bozulmasi dis zarda hizli bir sismeyi izleyerek iki zar arasinda bulunan ¢esitli
proteinlerin hiicre sitoplazmasina ¢ikmasina yol agar. Temel olarak mitokondrideki solu-
num zincirinde yer alan bir enzim olan sitokrom c, apoptoz indiikleyici faktér (AIF),
DNAZz enzimi, sitoplazmaya dagilir. Sitokrom c, sitoplazmada inaktif monomerler halinde
bulunan Apaf-1 (apoptotikproteaz aktive eden faktor) molekiiliine baglanarak apoptozom
ad1 verilen yapinin olusumunu saglar (21). Apoptozom, kaspaz 9 u aktiflestirmek iizere
keser, kaspaz 9, diger kaspazlar1 proteolitik bir zincir halinde aktiflestirerek apoptozun
gerceklesmesini saglar (22,33).
3.Sitotoksik T hiicreler ve natiirel 6ldiiriicii hiicrelerin rol aldigi yolak

Sitotoksik T hiicreler ve natiirel oldiirticii hiicreler, viriisle enfekte hiicrelerin
temizlenmesinde 6nemli role sahip gibi goriinen bir apoptotik yolagi uyarmaktadir. Bu
sitotoksik l6kositler perforin ad1 verilen proteinlerle infekte hedef hiicre membraninda
porlar olustururlar. Bu porlardan hedef hiicre i¢ine granzimler olarak bilinen sitozolik
graniilerproteazlar gecerek apoptotik yolaklar1 aktive ederler (23).

Son ¢alismalar da hiicrede bir ¢ok paralel apoptotik yolaklarin varlig
gosterilmistir.

Endoplazmik retikulum (ER) da, apoptotik siireci baslatabilen organellerden
digeridir. Protein katlanmasinda temel bir iglev yapan ER de bu katlama islevi bozuldu-
gunda, katlanmamis proteinlerin yol actig1 bir stres ortaya ¢ikar. Bu stresin asir1 olmasi ya
da uzamasi, proteaz ve kinazlarin dogrudan aktivasyonu ve hiicre i¢i kalsiyumun artigiyla
mitokondriyal yolu aktive eden bir etki olusturur.

ER ile mitokondri arasinda yer degistirerek hiicre i¢cinde ¢ok diisiik bir derigsimde
tutulan kalsiyum da 6nemli bir apoptotik diizenleyicidir. Hiicre i¢inde ER depolarinda
kalsiyum diizeyi diisiikse seramid, oksidatif stres gibi apoptotik uyarilar 6liime yol agma-
maktadir. Calismalar ER den salinan kalsiyumun mitokondride diizeyinin arttigin1 ve

bununda mitokondriyal apoptotik yolu uyardigini diisiindiirmektedir.
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P53, sitoplazmada bulunan ve DNA nin ya da hiicrenin agir bigimde hasar
gormesi durumunda, DNA da belli genlerin aktivasyonuna (Bax, Apaf-1, Fas), belli
genlerin de baskilanmasina (Bcl-2, Bcl-x) yol acarak apoptozu tetikleyen bir
transkripsiyon faktoriidiir. DNA hasari, hipoksi ya da onkogenlerin aktivasyonu hiicrede p
53 miktarinin artmasina yol acar. Miktar1 artan p53 ¢ekirdege gecerek ilgili genlerin ifade
edilmelerini degistirerek hiicreyi apoptoza sokar.

Yukarida belirtilen yollarla aktiflenen kaspazlar hiicre iskeletinin bilesenleri olan
aktin, miyozin, spektrin gibi proteinleri keserek apoptozun ilk doneminde gozlenen
morfolojik bulgular olan hiicrenin kiiglilmesi ve yapistig1 ortamdan ayrilmasi sonucunu
verir. Aktin ve miyozinin etkilesimi, hiicrenin zarla sarili tomurcuklar halinde kopusuna
yol agar. Kaspazlar ¢ekirdek laminasini parcalar, endojen DNAz lar ise DNA y1 200 ya da
200 iin katlar1 baz ¢iftlik parcalar halinde keser. Bu nedenle apoptotik hiicrelerin DNA s1
jel elektroforezinde 200 ve kat1 olan baz pargalar halinde siralanir, buna merdiven kalib1
(ladder pattern) ad1 verilir. Transkripsiyon faktorleri gibi proteinler, ribozomlar, RNA,
golgi ve endoplazmik retikulum gibi tiim organeller pargalanir. Mitokondri zar potansiye-
linin bozulmasinin hemen ardindan normal hiicrede ¢ift tabakali hiicre zarinin dis katinda
bulunmayan bir fosfolipid olan fosfatidilserin dis yapraga gecer ve oksitlenir. Bu degisim
apoptotik hiicrelerin makrofajlar ya da komsu hiicreler tarafindan fagosite edilmesi i¢in
bir sinyal olusturur. Zarla saril1 apoptotik cisimlerin fagositozuyla apoptotik siire¢

tamamlanmis olur (24).
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Sekil 3: Apoptozisdeki morfolojik degisiklikler
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Apoptozis ve Organ Disfonksiyonu

Sepsiste parankimal doku diizeyinde apoptozisin 6nlenmesi yasamsaldir. Akciger,
karaciger, bobrek ve intestinal yapilarda apoptozis artigi ve bu artisin serum TNF-a
diizeyleri ile dogru orantis1 saptanmistir (26).

Apoptozisin tetiklendigi dokular icerisinde iki tanesi dnceliklidir. Bunlar vaskiiler
endotel ile intestinal kanaldir. SIRS, sepsis, multipl organ disfonksiyonu sendromu
(MODS) kaskadinda ilk hedef vaskiiler endotel olmakla birlikte ardindan bakteriyel trans-
lokasyonla olayi kisir dongiiye sokan intestinal yapilar gelmektedir. Cinel ve ark.nin(27)
ratlarda LPS ile indiiklenen deneysel sepsis modelinde intestinal kanalda histopatolojinin
bozulmasiyla bakteriyel translokasyonunun gergeklestigi, apoptozisin arttig1 saptanmis ve
niikleer bir enzim olan poly ADP-riboz sentaz (PARS)’1n inhibisyonuyla bunlarin 6niine
gecildigi gosterilmistir . Buna ek olarak ileumda apoptozisin 6nlenmesinde PARS
inhibisyonunun mekanizma olarak bcl-2 ekspresyonunu arttirarak islev gérdiigii de ortaya
konmustur. Antiapoptotik 6zelliginin yanisira antioksidan 6zellik de igeren bcl-2’nin
ekspresyonunun ileumda arttirilmasi sepsiste ileal apoptozisi 6nlemistir (28).

Doku homeostazi, hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi ve 6liimii arasindaki uyumlu
iliskiye baglidir. Apoptozun 6nemi, ¢esitli biyolojik olaylarda gereksiz, hasarli ya da
zararli hiicrelerin inflamatuvar yanit olmaksizin yokedilisini saglamasindan ve organiz-
manin i¢ dengesinin devamliligina katkida bulunmasindan ileri gelmektedir. Canli doku
ortaminda hiicrelerin tek tek iz birakmaksizin silindigi fizyolojik bir 6liim sekli olan
apoptoz ilgi ¢ekici oldugu kadar insanlardaki 6nemli patolojilerin tedavisi agisindan da
umut verici bir mekanizmadir. Bu siiregte, kaspaz ailesi tiyeleri ve Bcl-2/Bax ailesindeki

genlerin ekspresyonlar1 6nemli yer tutmaktadir.(9)

Apoptozisi Saptama Yontemleri
Yapilan arastirmalarda; dokularda ve viicut sivilarinda apoptozun saptanmasi
fizyolojik ve patolojik siireclerin tani ve takibinde biiylik 6nem tagimaktadir.
1. Morfolojik goriintiileme yontemleri: Hiicredeki ¢esitli apoptotik degisiklikleri
saptamak amaciyla apoptozisin farkli asamalarinda 11k, fluoresan, lazerli konfokal

mikroskop, elektron ve faz kontrast mikroskobu kullanilabilir.
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2. Histokimyasal yontemler
Anneksin V yontemi: Normal hiicre zarinin sitoplazmik yiiziinde bulunan fosfatidil serin,
hiicre apoptoza giderse hiicre zarmmin dis yliziine transloke olur ve g¢esitli boyalarla
isaretlenmis Anneksin V kullanilarak goriiniir hale getirilir.
Bcl-2, bax ve kaspaz immun boyama: Bax ve bcl-2 kaspaz immiin reaktivitesinin
gosterilmesi amaciyla spesifik bax, bcl-2 ve anti-kaspaz antikorlar1 kullanilarak bu
proteinlerin miktar1 semi kantitatif olarak degerlendirilir.
TUNEL yontemi (the terminal deoxynucleotidyl transferase-dUTP nick end
labeling): Terminal deoksiriboniikleotid transferaz (TdT)’in DNA kiriklarinin 3° ucuna
baglanmasi ve boylece DNA kiriklarinin in sifu olarak taninmasini saglayan yontemdir.
ISEL (in situ end-labeling) yontemi: TUNEL yonteminin modifikasyonu ile
olusturulmustur. DNA kiriklarinin 3 ucu bu kez DNA polimeraz 1 ile isaretlenir
M30 yontemi: M30 yonteminde apoptotik hiicreler sitokertin 18'in kaspazlarin etkisiyle
kirilmasi sonucu ortaya c¢ikan yeni antijenik bolgenin immiinohistokimyasal yontemle
boyanmasi ilkesine goére belirlenir.

3. Biokimyasal yontemler
ELISA: ELISA ile gerek kiiltiiri yapilmis hiicre populasyonlarinda gerekse insan
plazmasinda DNA fragmentasyonu ve M30 diizeyini tespit etmek miimkiindiir.
Agaroz jel elektroforezi: DNA kinklarinin agoroz jelde yiiriitiilerek olusturdugu “ladder”
merdiven goriintiisii saptanabilir
Fluorometrik yontem: Kiiltiirli yapilmis hiicrelerde kaspaz aktivitesinin tayin edilmesin-
de kullanilir.
Real-time PCR: Spesifik mRNA diizeylerinin saptanmasi i¢in kullanilmaktadir
Western Blotlama: Bu yontem yardimiyla apoptoza 6zgii bazi proteinlerin eksprese olup
olmadiklariin (6rn. bel-2) ya da kirilip kirilmadiklarinin (6rn. kaspaz-3) saptanmasi
miimkiindiir,
Akis sitometri (flow cytometry): Akis sitometri yardimiyla, isaretlenmis antikor kullani-
larak apoptozda eksprese oldugu bilinen herhangi bir hiicre yiizey proteininin saptanmasi
mimkiindir.

Hentiz ¢ok yeni olan teknolojiler ise DNA “microarray”, manyetik rezonans

spektroskopi ve pozitron emisyon tomografi taramasidir (29) .
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Sepsiste Terapotik Secenekler

Sepsiste temel tedavi

1-Uygun antibiyoterapi ve enfeksiyon odaginin kontrolii,

2- Santral vendz basing (CVP) 8-12 mmHg olacak sekilde sivi tedavisi,

3-Yeterli s1iv1 resiistasyonuna ragmen kan basinci arttirilamayip organ perfiizyonu saglan-
madiginda vazopresorler, introplar ve steroidler

4-Agir sepsis (APACHE II skoru>25) olgularinda, kanama riski nedeniyle
kontrendikasyon yoksa Aktive protein C (APC)

5-Doku perfiizyonunu korumak amaciyla hb < 7 mg/dL oldugunda kan iiriinii tedavisi,
6-Sepsis kaynakli ALI veARDS’de mekanik ventilasyon,

7- Renal replasman,

8-Derin ven trombozu ve stres iilseri profilaksisidir.

Sepsiste endoteliyal hiicre apoptozisindeki artigin, antioksidanlarla dnlenmesi
tedavide antioksidanlarin yerine dikkat ¢ekmektedir. Apoptotik yolaklarda ¢esitli
antioksidanlar LPS ile indiiklenen sepsis modellerinde denenmisler ve hidroksil radikal
stiptiriiciilerinden dimetil-siilfoksitin LPS 6ncesi inkiibasyonunda endotel hiicrelerinde
apoptozisi onledigi saptanmistir. Buna paralel olarak, antioksidan 6zellik igeren L-arginin
gibi NO (nitrik oksit) dondrlerinin endotel hiicre apoptozisini baskiladigir hiicre membrani
“anneksin V” ile immunhistokimyasal olarak boyanarak da gosterilmistir (28).

Septik hastalarda antiapoptotik sagaltim su an mevcut olmasa da bu konudaki
klinik yaklasimlar dikkate alinmalidir. Hem lenfoproliferatif hastaliklarda hem de akut
inflamasyonda T ve B hiicre 6liimiiyle iliskili pro ve antiapoptotik yolaklar hizla agikliga
kavusturulmaktadir. Lenfosit apoptozisinin indiiklenmesinde kritik terapotik hedefler
ozellikle kaspas-8 kaspas-3 ve PARP tir. Alternatif olarak bcl-2 gibi antiapoptotik prote-
inlerin stimiilasyonu ya da Bid ve Bax gibi proapoptotik proteinlerin ekspresyonunun
inhibisyonu terapotik hedefler olabilir (30).

Apoptoza miidahale edilerek gelistirilen tedavi 6rnekleri asagida verilmistir.
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Mevcut tedaviler

Aspirin, NSAII

Kanser ilaglari,

radyoterapi

Yeni tedaviler

Bcl-2 antisense

Rekombinant
TRAIL
Kaspaz
inhibitorleri

Antioksidanlar

IL-1 reseptor

antagonistleri

Kolorektal adenoma ve kansere karsi koruyucu oldugu kanitlanmastir.
Bu etki, sikloksijenaz-2 enziminin inhibisyonu dogrultusunda
apoptozun indiiklenebilmesinden dolay1 olabilir.

Biitiin sitotoksik ilaglar ve radyoterapi apoptozu indiikler. p53 e

bagimli ve bagimsiz mekanizmalar tanimlanmustir.

[lk klinik calismalar, non-Hodgkin's lenfoma gibi baz1 hastaliklarin
olumlu sonug verdigini gostermistir.

Akciger, kolon ve bobrek kanserlerinin TRAIL' e kars1 duyarli oldugu
ve apoptozu uyardig preklinik ¢alismalarla kanitlanmigtir.

Travmatik beyin yaralanmasi, amiyotrofik lateral skleroz ve parkin-
son hastaliginda pozitif preklinik hayvan modellerinde gosterilmistir.
E vitamini floroagcil artisiyla kolorektal kanser hiicrelerinde apoptozu
indiikler.

Sican modellerinde iskemik beyin hasarinda azalma tespit edilmistir.

Tablo 2: Mevcut ve yeni tedavi 6rnekleri (30)
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N-Asetil Sistein

O HIN CH;

HS O

Sekil 4: N-asetil sisteinin kimyasal yapisi

N-asetil sistein, L-sistein aminoasidinin N asetil tiirevidir. I1k olarak 1960’larda
mukolitik bir ajan olarak tanimlanmistir. NAS 1n biyolojik aktivitesi stilfidril grubundan
kaynaklanmaktadir. Amino grubuna bagh asetil, oksidasyona karsi bu molekiiliin daha
stabil olmasini saglar. NAS glutatyon sentezini, glutatyon-S-transferaz aktivitesini ve
detoksifikasyonunu artirir (33). Glutatyon, organizmada tiyol grubu iceren, diisiik molekiil
agirlikli onemli bir tripeptiddir. DNA ve protein sentezleri, enzim aktivitelerinin
diizenlenmesi, hiicre i¢i ve dis1 transportlar gibi hiicresel fonksiyonlar1 disinda baglica
antioksidan olarak hiicre savunmasinda da énemli rolii vardir. NAS sadece bir glutatyon
prekiirsorii degildir, SOR’lar1 direk temizleme kabiliyetine de sahiptir. Indirgenmis
glutatyon depolarini tekrar doldurarak hiicrelerin antioksidan potansiyelini de yeniler.
Indirgenmis glutatyon (GSH) okside hale déniisiirken hidrojen peroksiti suya cevirerek
anti oksidan etki gosterir. Ancak SOR miktarinin artmasi durumunda GSH yetersiz kalir.

Olusan fazla miktardaki okside glutatyon (GSSH) da hiicre hasarindan sorumludur.

9. o
superoxide Fe* Fe

dismutase ) \_\ i L
20 - H.0) e

glutathione
peroxidase

GSSG

NADP*

glutathione
reauctase

NADPH®

catalase

2H,0 + 0, 2H,0

Sekil 5: GSH 1n antioksidan etkisi
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NAS sahip oldugu siilfidril grubu ile mukus glukoproteini igerisindeki disiilfit
baglarin1 koparma yetenegi sayesinde mukoid ve mukopiiriilan sekresyonlar tizerine
mukolitik etki gosterir. N-asetil sisteinin kullanildig1 degisik hastaliklar arasinda kanser,
kardiovaskiiler hastaliklar, metal toksisitesi ve karacigerin parasetamol toksisitesi say1-
labilir.

Uygulama sonrasi 30- 60 dakika i¢inde doruk plazma konsantrasyonuna ulasir ve
% 50 oraninda plazma proteinlerine baglanir. Plazma yar1 6mrii 6 saat kadardir. Karaci-
gerde deasetillenir, siilfat ve taurin olarak idrar ve karaciger yolu ile viicuttan atilir.
NAS’1n mukolitik, antioksidan, antienflamatuvar, hiicre koruyucu etkilerinin yan1 sira
vaskiiler kan akimini artirdigi, lipoprotein a diizeyini azalttig1 gosterilmistir (12).

NAS apoptozu dnleyebilmekte, ¢esitli proteinlerin aktivitelerini diizenleyerek
hiicre surveyini uzatmaktadir( 33).

NAS asetaminofen ve alkol toksisitesinde ilk sekiz saat i¢inde verildigi taktirde
karacigeri hasardan korumakta ve mortaliteyi azaltmaktadir. Antitoksisitesindeki
muhtemel mekanizmalar karaciger kan akimini artirmasi, glutatyon artisi ve serbest radi-
kalleri temizlemesi sayilabilir. NAS si¢canlarda toksik kadmiyum ile birlikte verildiginde
de lipid peroksidasyonunu Onleyerek karaciger toksisitesini azaltmaktadir . Kokaine ile
gelisen karaciger hasar1 ve karaciger transplantasyonunda reperfiizyon ile gelisen oksidan
hasar da NAS ile anlamli derecede azaltilabilmektedir. Mevcut bilinen etkinlikleriyle
NAS, karacigerde oksidatif strese kars1 tedavi edici etki ile transplantasyon hasar,
alkolizm, metal toksisitesi ve fibrozda tedavi rolii oynayabilir (34).

Ortolani ve ark.nin (10) yaptig1 calismada 30 erken septik sok hastasinda NAS
lipidperoksidatif hasara etkisi arastirilmistir. Tedavinin 3.ve 5. giinlerinde
lipidperoksidatif hasarin gostergesi olarak malondialdehit (MDA), eritrosit deformasyonu
ve kompleman aktivasyonu diizeylerine bakilmistir. SOR siipiiriiciisii olan NAS’1n yiiksek

doz IV infiizyonunun lipid peroksidatif hasara kars1 koruyucu oldugu gosterilmistir.
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Sekil 6: NAS’1n endotelyal apoptozisi ve aterosikleroz gelisimini 6nledigi basamaklar
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GEREC VE YONTEMLER

Calisma DEUTF Deney Hayvanlar1 Arastirmalar1 Etik Kurulundan izin alindiktan
sonra Multidisipliner Deney Hayvanlar1 Laboratuvarinin olanaklar1 kullanilarak yapildi.

Caligmada agirliklar1 200-250 gr olan 21 adet Wistar Albino tipi eriskin erkek rat
kullanildi. Hayvanlar DEUTF Deney Hayvanlari Laboratuvarindan temin edildi ve
caligma stliresince burada bakildi. Hayvanlar oda 1sisinda 12 saat aydinlik/karanlik
siklusunda tel kafeslerde yasatildi. Tiim hayvanlar standart rat yemi ve su ile beslendi ve
cerrahiden 12 saat 6nce sadece su verildi.

Denekler iP (intraperitoneal) olarak 50 mg/kg ketamin (Ketalar® Pfizer Pharma
GMBH, Germany) ve 10 mg/kg xylazine (Alfazyne®, %2, Alfasan International,
3440AB, Woerden, Holland) IP olarak uygulanarak anestetize edildi. Calisma siiresince,
gerektiginde deneklerin hareketsizligini saglamak icin ayni anestezik doz tekrarland .

Ratlar randomize olarak ii¢ gruba ayrildi.

Grup 1: Sham grubu (n=7) sadece laparotomi yapildi

Grup 2: Sepsis grubu ( n=7) CLP cerrahisi uygulandi

Grup 3: NAS grubu (n=7) CLP cerrahisi uygulandi ve 150 mg/kg/giin IP NAS
( Asist ®, Hiisnii Arsan Ilaclar1 A.S., Tiirkiye ) verildi. Asist ®;100 mg/ml Asetil sistein

igermektedir.

Cekal Ligasyon Perforasyon (CLP) Modeli

Intarabdominal enfeksiyon ¢alismalarinda kullanilan tiim hayvan tiirleri i¢in CLP
basit, klinige uyarlanabilir ve en sik kullanilan modeldir.

Deneklere cerrahi alanin sterilizasyonu yapildiktan sonra genel anestezi altinda
orta hattan laparotomi yapildi. Cekum izole edildikten sonra terminal ileumun hemen
distalinden 3/0 ipek ile baglandi. Cekum 18 gauge vendz kaniil (Bigakcilar, Istanbul,
Tiirkiye) ile tek noktadan perfore edildikten sonra hafif¢ce sivazlanarak intraperitoneal
gayta kontaminasyonu saglandi. Restisitasyon amaci ile karin i¢ine 3 ml serum fizyolojik

verilerek karin duvari iki tabaka halinde kapatildi (13).
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Resim 1: CLP cerrahisi

Deney Protokolii

Grup 1’e (sham grubu) laparotomiden 6 saat sonra baslayip 24 saatte tek doz
olacak sekilde 3 defa 1 mL/rat salin IP verildi .

Grup 2’ye (sepsis grubu) CLP dan 6 saat sonra baslayip 24 saatte tek doz olacak
sekilde 3 defa 1 mL/rat salin IP verildi .

Grup 3’e¢ (NAS grubu) CLP dan 6 saat sonra baslayip 24 saatte tek doz olacak
sekilde 3 defa 150 mg/kg/giin NAS 1 mL saline tamamlanarak ( 0,2-0,25mL NAS+ 0,8-
0,75m L salin) IP olarak verildi.

Calisma boyunca ratlarin normotermik (37°C) olmasi i¢in, ¢alisma ortaminin
sicakligi 1sitict bir lamba ile saglanadi.

Denekler cerrahi islemden sonraki 60. saatte anestezi altinda orta hattan
laparotomi uygulandi. Sag bobrek MDA diizeyi 6l¢iimii i¢in s1vi nitrojende dondurularak
-80° C de saklandi, sol bobrek ise histopatolojik degerlendirme i¢in %10’luk tamponlu
formaldehid i¢inde fiske edildi. Deney sonunda tlim ratlar yiiksek doz anestezik madde

uygulanarak sakrifiye edildi.
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Sekil 7: Deney protokoliiniin sematik gosterimi

Biyokimyasal inceleme
MDA ol¢iimii

Lipid peroksidasyonu, serbest radikaller tarafindan doku hasarina yol acan mole-
kiiler siireclerden biridir ve diger oksidatif siireglerle birlikte pek cok patolojik olaylardan
sorumlu tutulmaktadir Lipid peroksidasyonunun degerlendirilmesi, kimyasal tiriinler
olarak, konjuge dienler, etan, pentan, hidroperoksid ve malondialdehid gibi {iriinlerin
oOl¢iilmesi ile, yontem olarak ise spektroflorometri, spektrofotometri, gaz kromatografisi
ve yiiksek verimli s1vi kromatografisi (HPLC) ile gergeklestirilebili r(35). MDA diizeyi,
alinan dokunun tiyobarbiturik asid (TBA) ile reaksiyona girmesi saglandiktan sonra
HPLC cihazinda ex 532/em 553 nm’de spektroflorometrik olarak pmol/gr birimiyle
degerlendirildi.

Histomorfolojik ve immiinhistokimyasal degerlendirmeler deney gruplari

acisindan kor bir histolog tarafindan yapildi.

23



Histomorfolojik incelemeler

Histomorfolojik inceleme i¢in ratlardan elde edilen bobrek dokusu %10’luk tam-
ponlu formaldehid soliisyonunda 48 saat fikse edildikten sonra fiksatifin uzaklagtirilmasi
amaciyla 1 gece akarsu altinda yikandi. Dehidratasyon i¢in sirastyla %70, %80 ve
%96’l1k etil alkol serilerinde 20’ser dakika; ardindan 3 farkli aseton serisinde 20’ser
dakika tutuldu. Seffaflastirma amaciyla 30’ar dakika iki farkl: ksilene tabi tutulduktan
sonra 1’er saatlik 2 kez parafin ile immersiyonu saglandi. Daha sonra dokular parafin
bloklar icerisine gomiildii. Rotary mikrotom (RM 2255, Leica) aracilig1 ile 3pm’lik
(Feather S35) parafin kesitler alind.

Alman kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 30 dk. 60°C’lik etlivde birakildi. Ardin-
dan ilki 20 dk. (etiivde) diger ikisi 10’ar dakikalik ii¢ farkli ksilene tabi tutuldu. Daha
sonra rehidratasyon islemi i¢in 2 degisim absolii alkol ve %96’dan %70’e azalan alkol
serilerinden geg¢iridi, kesitler distle su ile ¢alkalandiktan sonra 10 dk. Hematoksilen
(01562E, Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) ile boyandi. Boyamanin
ardindan, boyanin fazlasinin dokudan uzaklastirilmasi i¢in 10 dk akarsuda yikanan kesit-
ler, 2 dk. Eozin (01602E, Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) boyasi ile
boyandi. Boyamadan sonra sirasiyla %70, %80, %96 ve 2 seri Absolii alkol serilerinden
gecirilen kesitler seffaflastirma amaciyla 20’ser dk ii¢ degisim ksilende tutulduktan sonra
entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi.

Boyama isleminden sonra elde edilen kesitler 151k mikroskopik olarak incelendi
(Olympus BX-50 Tokyo, Japonya) ve kesitlerden elde edilen goriintiiler yiliksek resoliis-
yonlu bir kamera (Olympus DP-70, Japonya) iceren bilgisayara aktarilarak digital olarak
fotograflar ¢ekildi. Cekilen digital fotograflar digital goriintii analiz programi (UTSCSA;
Image tool version 3,0) ile degerlendirildi. Bébrek dokusu drnekleri 151k mikroskobunda
proksimal tubuluslardaki yapisal degisiklikler, tiibiiler atrofi, tiibiiler fircamsi1 kenar kaybu,
tiibiiler dilatasyon, kast formasyonu, vakuolizasyon, mononiikleer hiicre infiltrasyonu,
eritrosit ekstravazasyonu, renal korpiiskiill morfolojisindeki degisiklikler ve intertisyel
alandaki degisiklikler incelenerek degerlendirildi. Kesitlerden elde edilen goriintiiler

semikantitatif olarak 0, +, ++, +++, ++++ seklinde hasarlanma oranina gore skorlandi.
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Immiinhistokimyasal Degerlendirme

Bobrek dokusu %10’luk tamponlu formaldehitte fiske edildikten sonra rutin histo-
lojik takip islemlerinin ardindan parafine gomiilen bobrek dokusundan mikrotom yardi-
miyla 3 um kalinliginda kesitler poly-I-lizinle kapli lamlara alind1. Ornekler 12 saat 60°C
etiivde bekletildikten sonra, kaspaz-3 immiinreaktivitesinin gdsterilmesi amactyla rat
spesifik anti-kaspaz-3 monoklonal antikoru (RB-10287-R7, Labvision) kullanilmigtir.
Endojen peroksidaz aktivitesi, hidrojen peroksidazin alkol i¢indeki %3’liik ¢ozeltisi
kullanilarak engellendi. Lizinli kesitler anti-kaspaz-3 antikoru ile bir gece +4° C’de
bekletildikten sonra biyotinlenmis sekonder antikor ile 30 dakika enkiibe edildi. Sekonder
antikor Vector Elite ABC kit (Vector Laboratories Inc. Burlingame, USA) ile baglandik-
tan sonra antikor-biyotin-avidin-peroksidaz kompleksi 0.02 %’lik 3,3’ diaminobenzidine
(DAB) soliisyonu kullanilarak goriiniir hale getirildi. Mayer’s hematoksilen ile zemin
boyamasi yapildiktan sonra kesitlerde goriintii analizleri yapildimistir.

Uygun doku kesitleri primer ve sekonder antikor i¢in ayrica pozitif ve negatif
kontrol olarak ayni islemden gegirildi. Immiinohistokimyasal skorlama i¢in onluk biiyiit-
mede birbiriyle ortiismeyen on alan rastgele yontemle secildi. Pozitif boyanmanin dere-
cesi, yogunluk ve dagilim agisindan 1'den 4'e kadar olan bir gosterge cizelgesi kullanila-

rak semikantitatif skorlama ile degerlendirildi

Istatistiksel Degerlendirme

Statistical Package of Social Sciences 15(SPSS 15.0, Chicago, IL, USA ) programi
kullanildi.  Verilerin  analizinde  Kruskal-Wallis  varyans analizi, ikili  grup
karsilastirilmasinda ise Mann-Witney U testleri kullanildi. Istatistiksel olarak p < 0,05
degeri anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Her grupta 7 rat ¢alismaya alindi. Ratlardan elde edilen veriler istatistiksel olarak
analiz edildi. Sonuglar mediyan (minimum, maksimum) olarak verildi.

SHAM GRUBU (H-E Boyama)

J ;'—31

M

X 100 liik biyiitme X 100 liik bityiitme
Resim 2 : Bobrek dokusu sham grubuna ait H&E ile boyanmis korteks ve medullaya ait kesit

goriintiileri

Bobrek dokusunun boyanmis kesitlerinin incelenmesi ile gruplar arasindaki farkli-
liklar degerlendirilmistir. Sham grubuna ait bobrek kesitleri incelendiginde, bobrek doku-
suna ait korteks ve medulla ayriminin rahatlikla yapilabildigi, korteksin disinda fibroz
kapstiliin saglam olarak yer aldig1 gézlendi. Korteksteki renal korpiiskiillerin normal
yapida oldugu, Bowman kapsiiliiniin pariyetal ve visseral yapraginin normal histolojik
yapida oldugu belirlendi. Proksimal tiibiil ve distal tiibiil, henle kulbu, kolektor tiibiillerde
yapilarin normal oldugu gozlendi. Epitel hiicreleri karakteristik yap1 ve 6zelliklerini koru-
maktaydi. Sham grubunda normal morfolojik 6zellikler gézlendi. Sham grubuna ait kesit-

lerde herhangi bir hiicre infiltrasyonu ve fircamsi kenar kayb1 gézlenmemistir (Resim2).
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SEPSIS GRUBU (H-E Boyama)

X 40 lik biiyilitme X 40 lik biiylitme

Resim 3:Bobrek dokusu sepsis grubuna ait H&E ile boyanmis kesit goriintiileri.(==p)

Mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve (C—)) eritrosit ekstravazasyonunu gostermektedir.

Sepsis grubunda ise kortikal bolgede 6zellikle yogun olmak {izere peritii-biiler
alanda mononiikleer hiicre infiltrasyonu, proksimal tiibiil hiicrelerinde firgamsi1 kenar
kaybi, korteksteki damarlarda vazodilatasyon ve eritrosit ekstravazasyonu dikkati ¢gekti.
Bazi alanlarda proksimal tubuluslarda nadir tiibiiler atrofi, tiibiiler dilatasyon,

vakuolizasyon gbzlendi(Resim 3).
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NAS GRUBU (H-E Boyama)

'i:'!"! P ALY ‘ X L

X 20 lik biiyiitme

X 100 lik biyiitme
Resim 4: Bobrek dokusu NAS grubuna ait H&E ile boyanmis kesit goriintiileri

NAS grubunda ise sepsis grubuna gore kortikal bolgede 6zellikle peritiibiiler
alanda mononiikleer hiicre infiltrasyonunda azalma, proksimal tiibiil hiicrelerinde fircamsi
kenar kaybinda daha az oranda azalma, kortekste az oranda eritrosit ekstravazasyonu
dikkati ¢ekti. Kontrol grubunda bazi alanlarda proksimal tubuluslarda gdzlenen tiibiiler

atrofi, tiibiiler dilatasyon ve vakuolizasyon ise gozlenmedi (Resim 4).
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Sham 00 (00-00), sepsis 2,00 (1,00 — 3,00) ve NAS grubunun 1,00 (1,00 — 2,00)
proksimal tubuluslardaki yapisal degisiklik skorlar1 karsilastirildiginda, sepsis grubunda
sham grubuna gore anlamli bir artis saptanirken (p=0,001) NAS grubundaki azalma sepsis

grubuna gore anlamli degildir (p=0,225).

Proksimal
Tiibiiliis
Yapisal
Hasan

Sham Sepsis NAS

Grafik 1: Gruplarin proksimal tubuluslardaki yapisal degisiklikleri
& Sham ile sepsis grubu karsilastirildiginda p< 0,05

Sham 00 (00-00), sepsis 2,00 (2,00 — 3,00) ve NAS grubundaki 1,00 (1,00 — 2,00)
mononiikleer hiicre infiltrasyonu skorlart kasilastirildiginda, sham grubuna gore sepsis
grubundaki artis anlamli bulundu (p=0,001). Sepsis grubuna goére NAS grubundaki

azalma anlamli bulundu (p=0,010).

4-
&
31 +
Mononiikleer
Hiicre infiltras- 2-
yonu

14
0-

Sham Sepsis NAS

Gruplar

Grafik 2: Gruplarin mononiikleer hiicre infiltrasyonu
& Sham ile sepsis grubu karsilastirildiginda p <0,05
+ Sepsis ile NAS grubu karsilastirildiginda p <0,05
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Sham 00 (00-00), sepsis 3,00 (2,00 — 4,00) ve NAS grubundaki 2,00 (1,00 — 3,00)
eritrosit ekstravazasyonu skorlar1t kasilagtirildiginda, sham grubuna gore sepsis
grubundaki artis anlamli bulundu(p=0,001). Sepsis grubuna goére NAS grubundaki

azalma anlamli bulundu(p=0,01).

&
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+
3
Eritrosit 7]
Ekstravazasyonu
1
w. .l
Sham Sepsis NAS
Gruplar

Grafik 3: Gruplarin eritrosit ekstravazasyonu
& Sham ile sepsis grubu karsilastirildiginda p <0,05
+ Sepsis ile NAS grubu karsilastirildiginda p <0,05

Sham 00 (00-00), sepsis 1,00 (1,00 — 2,00) ve NAS grubuplar1 1,00 (1,00 — 2,00)
intertisyel alandaki yapisal degisiklik skorlari bakimindan karsilastirildiginda sham
grubuna gore sepsis grubundaki artis (p=0,001) ve NAS grubundaki artig istatistiksel
olarak anlaml1 bulundu. (p=0,000)

intersitisiyel
Alandaki Yapisal 2 -
Degisiklikler

Sham Sepsis NAS
Gruplar

Grafik 4: Gruplarin intertisyel alandaki yapisal degisiklikleri
# Sham ile diger gruplar karsilastirildiginda p <0,05
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Sham 1,00 (00 — 1,00), sepsis 2,00 (2,00 — 3,00) ve NAS gruplar1 2,00 (1,00 —
3,00) kaspaz 3 immiinreaktivitesi bakimindan karsilastirildiginda sham grubuna gore
sepsis grubundaki (p=0,001) ve NAS grubundaki artma anlamli bulundu (p=0,003).

4-

Kaspaz-3 2

Sham Sepsis NAS

Gruplar

Grafik 5: Gruplarin kaspaz 3 immiinreaktivitesi

# Sham ile diger gruplar karsilastirildiginda p<0,05
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SHAM GRUBU (Immunbhistokimyasal Boyama)

X 100 liik bityiitme X 100 liik biiyiitme

Resim 5: Sham grubuna ait kaspaz-3 immunhistokimyasal boyamaya ait kesit goriintiileri

SEPSiS GRUBU (Immunhistokimyasal Boyama)

X 100 liik biiytitme X 100 liik biiyiitme

Resim 6: Sepsis grubuna ait kaspaz-3 immunhistokimyasal boyamaya ait kesit goriintiileri.

( =P ) kaspaz-3 immunpozitif hiicreler.

NAS GRUBU (Immunohistokimyasal Boyama)

X 40 lik biiyilitme X 100 liik biyiitme

Resim 7: Bobrek dokusu NAS grubuna ait kaspaz-3 immunhistokimyasal boyamaya ait Kkesit

goriintiileri. (== ) kaspaz-3 immunpozitif hiicreler.

32



Sham 154,490 (90,38 - 207,05), sepsis 127,560 (111,54 - 167,31) ve NAS
139,100 (116,67 — 182,69) gruplart MDA diizeyleri bakimindan karsilastirildiginda,

gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05).

250
200+ 1
w12 G
Diizeyleri "1
nmol/gr 100 p
50
W | |
Sham Sepsis NAS

Gruplar

Grafik 6: Gruplarin malondialdehid (MDA) diizeyleri
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TARTISMA

Sepsis her gegen giin patogenezi, fizyopatolojisi, tan1 ve sagiltim yontemlerindeki
gelismelere karsin bugiin hala 6nemini koruyan 6liimciil bir siirectir (36). Kontrolden
cikmis proinflamatuar mekanizmalar ve regiilasyonu bozulmus antiinflamatuvar
mekanizmalar arasindaki dengesizlik s6z konusudur. Endoteliyal hasar ile sonuglanan
immunpatojenik olaylar serbest oksijen radikallerinin aciga ¢ikmasina neden olur ve
proinflamatuar yondeki abartil1 sistemik yanit sonucunda organ yetmezIligi gelisir.
Deneysel ve klinik olarak sepsisin yol actig1 uzak organ hasarlarini azaltmaya yonelik
arastirmalar siirmektedir.

Calismamizda deneysel sepsis modellerinden biri olan CLP modeli kullanilmistir.
CLP modeli sepsis ile ilgili ¢alismalarda uzun zamandir kullanilmaktadir. intraabdominal
enfeksiyon ¢alismalarinda kullanilan tiim hayvan tiirleri i¢in CLP basit ve klinige
uygulanabilir bir modeldir (13,37,38).

Messaris ve ark. nin (37) yaptig1 bir calismada CLP ile olusturulan deneysel
sepsis modelinde renal tiibiiler hiicredeki apoptozis arastirilmistir. CLP sonrasi 6. saatte
apoptotik hiicre oran1 yiiksekken daha sonraki saatlerde bu deger azalmis ve 60. saatte
tekrar pik yapmustir. Bu calismaya dayanarak, ¢alismamizda apoptozisi tespit edebilmek
icin 60. saatte renal doku 6rneklerini aldik.

Girer ve ark.nin(38) yaptig1 bir calismada kirkbes ratda %30’luk oranda
haglanma yanig1 olusturulduktan 72 saat sonra CLP ile peritonit olusturulmustur. 6 giin
boyunca 150 mg/kg/giin dozunda NAS tedavisi uygulanmistir. Sonugta NAS iki darbeli
travma modelinde doku oksidatif stres diizeyini ve AC deki doku hasarini hafifletirken
KC deki doku hasarina etkin bulunmamstir. Ozdiilger ve ark.nin(13) yaptiklar1 bir
caligmada ise CLP yapilan deney hayvanlarinda 7 giinliik 150 mg/kg/giin dozunda NAS
tedavisinin AC dokusunda lipid peroksidasyunu azalttigi AC doku MDA diizeyindeki
diisme ile hiicresel hasar1 azalttig1 kaspaz 3 pozitif hiicre oranindaki azalma ile
gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda bobrek dokusunda kaspaz 3 pozitif boyanan hiicre
say1s1 ve MDA diizeyleri ve 3 gilin boyunca 150 mg/kg/gilin dozunda NAS tedavisi
uygulandiktan sonra degerlendirildi. Bizim ¢alismamizda MDA diizeyleri agisindan
gruplar arasinda fark saptanmadi, bunun nedeni bizim ¢alismamizdaki NAS tedavisi
stiresinin bu ¢alismaya gore kisa olmasina ( 7 giine karsin 3 giin) veya AC ve bobrek

dokularinin tedaviye yanitinin farkli olmasina bagl olabilir. Tavsanlarda yapilan bir
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caligmada 10 mg/kg/gilin dozunda verilen NAS tedavisinin 12. saatinde MDA diizeyi
sham grubuna gore serumda diislik bulunurken KC dokusunda yiiksek bulunmustur. Bu
durum, lipid peroksidatif hasarin gostergesi olan MDA diizeyinin dokulardaki diizeyinin
diismesi i¢in yeterli siire gegmedigi ile agiklanmaktadir (39).

Birgok caligmada; agir sepsis ve septik sokun ilk saatinde uygulanan NAS tedavi-
sinin oksidatif stresi azalttigi, doku oksijenasyonunu iyilestirdigi, hepatik ve solunumsal
fonksiyonlar1 gelistirdigi, selliiler glutatyon depolarini doldurdugu, anlamli derecede
antioksidan oldugu gozlenmistir(10,40). NAS nitrik oksit (NO) ve cGMP sentezini artirir.
Bir ¢ok calismada NAS’1n sol ventrikiil stroke voliim indeksini i¢ mekanizma ile artirdigi
gosterilmistir: kardiyomiyosit kontraktilitesini artirarak, afterloadi ve TNF-a gibi
kardiyak depresif faktorleri azaltarak(41). Molnar ve ark.nin(42) yaptigi ¢alismada ise
organ fonksiyon bozuklugu gelisen yogun bakim hastalarinda gecikmis NAS uygulamasi
sonucunda sagkalim negatif yonde etkilenmis, NAS uygulanan gruptaki 58 septik soklu
hastalarda ilk 24 saatte kardiyovaskiiler performansda azalma ve inotrop destek ihtiya-
cinda artis saptanmustir. Spapen ve ark. (43) agir sepsis hastalarinda NAS’1n
mikroalbuminiiri ve organ fonksiyonlari iizerine etkilerini degerlendirmis ancak kontrol
grubuna gore giris APACHE 11 ve SOFA skoru takiplerinde anlamli bir sonug elde
edilememistir.

Akinci ve ark.nin(44) NAS tedavisinin ¢oklu organ yetmezligindeki etkinligini
arastiran bir ¢alismasinda, c¢oklu organ yetmezligi 6l¢iitii olarak toplam maksimum
SOFA ve delta SOFA skorlar1 ve beraberinde mekanik ventilasyon, yogun bakim kalis
siireleri ve mortalite oranlar1 degerlendirilmistir. Bu 6l¢timlerle, 40 mg /kg/giin dozda
yogun bakima kabuliin en erken déoneminde uygulanan NAS tedavisinin ¢oklu organ
yetmezligi gelisimini engellemedigi ve mekanik ventilasyon, yogun bakim yatis siireleri
ve mortaliteyi azaltmadig1 bulunmustur.

Ratlarda endotoksin verilmesiyle olusturulan sepsis modelinde alveolar ve
interstisyel hemoraji, ddem ve 16kosit infiltrasyonu gozlenirken; 275mg/kg/giin NAS’in
48 saat siireyle IV inflizyonu verilen gruplarda AC de histopatolojik bulgularin geriledigi,
bu dozda mortalitenin azaldig1 ancak 550mg/kg/glin ve 950mg/kg/giin dozlarinda uygula-
nan NAS tedavisinin mortaliteyi artirdigi gozlenmistir (45 ). Biz de, 150 mg/kg/giin
dozunda 3 giin NAS tedavisi uyguladigimiz ¢alismamizda, mononiikleer hiicre
infiltrasyonunun ve eritrosit ekstravazasyonunun sepsise gore NAS grubunda anlamli

olarak azaldigini saptadik. Bu bulgular, NAS ile tedavinin sepsise bagli oksidatif hasar ve
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organ yetmezliginde koruyucu rol alabilecegini diistindiirmektedir. Genel olarak, oksidatif
stresli hastalardaki NAS tedavisi ile ilgili optimum doz, zamanlama, uygulama sekli ve
siiresi halen net degildir.

RCM nefropatisine bagli NO bagimli renal tiibiiler hasar1 dnlemede N-acetylcys-
teine amide (NACA) ve NAS’in membran penetrasyonlarinin karsilastirildigi bir
caligmada indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz enziminin aracilik ettigi p38 MAPK
yolunun iohexol ile uyarilmasi sonucu renal tiibiiler hiicrede apoptozis gerceklesmistir.
Yeni antioksidan ajan olan NACA NAS’a gore bu yolu daha fazla inhibe ederek
apoptozisi yavaglatmistir (46).

M.Zafarullah ve ark.(14) NAS’i molekiiler diizeyde etkinligini arastirmiglardir. Bu
aragtirmalar sonucunda NAS’1n transforme hiicrelerin se¢ilmis apoptozisini artirdigini,
hiicre siklusunu etkileyerek antimetastatik etki gosterdigini ve kondrosit ve noron gibi
bazi hiicrelerin biiylimesini ve yasamini tesvik ettigini ortaya koymuslardir. Bu
caligmalarin sonuglar1 da, NAS’1n antioksidatif bir ajan olarak sepsise bagli hiicre

hasarinda koruyucu olabilecegini isaret etmektedir.
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SONUC VE ONERILER

Elde ettigimiz bulgular sepsisin erken doneminde NAS uygulamasinin
bobrekteki inflamatuvar hasarlanmay1 azalttigini gostermektedir. Serbest oksijen radikali
stiptiriiciisii olan NAS’1n, sepsisde hiicre korunmasi ve apoptozise etkisinin spesifik
caligmalar ile degerlendirilmesi ve etkinliginin dozu, uygulama zamanlamasi ve siiresi ile

ilgisi aragtirilmalidir.
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