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OZET
Tbp.Yzb. Alpaslan TANOGLU, “Deneysel Rat Sepsis Modelinde
Trimetazidin Tedavisinin Etkinliginin Degerlendirilmesi”, Giilhane
Askeri Tip Akademisi Askeri Tip Fakiiltesi ic Hastaliklarn Bilim Dall,
Tipta Uzmanlik Tezi, Ankara, 2008.

Sepsis; mikroorganizmalar ve onlarin toksinlerine karsi organizmanin
gelistirdigi sistemik inflamatuar yanit durumudur. Tip alaninda kaydedilen
teknolojik ve farmakolojik gelismelere ve sepsis etyolojisi ve fizyopatolojisi
konularindaki artan bilgilerimize ragmen sepsis halen hastane mortalitesinin
en 6nde gelen nedenlerinden biridir. Bu potansiyel olarak oldukc¢a élimciil
seyreden tablonun tedavisine yénelik bircok yeni ajan denenmektedir.

Trimetazidin (TMZ); piperazin tdrevi antianjinal bir ajan olup,
antioksidan, antiiskemik ve antiinflamatuar etkilere sahiptir. Biz bu ¢alismada
lipopolisakkarit (LPS) uygulanarak deneysel sepsis olusturulan ratlarda
trimetazidinin, sepsisin klinik ve laboratuar belirtecleri Uzerindeki iyilestirici
etkisinin arastinimasini amacladik.

Uc grupta 20’ser rat olmak lizere toplam 60 rat ile calisiimistir (I.Grup
(n=20); sepsis indiksiyonu, Il.Grup (n=20); sepsis indiksiyonu + trimetazidin
tedavisi, Ill.Grup (n=20); sham grubu). Tim gruplarda IL-1 ve TNF-a
konsantrasyonlari ve oksidatif stress parametresi olarak GSH-Px, SOD ve
MDA dlzeyleri calisiimistir. istatistiksel islemler icin SPSS v15 yazilimi
kullaniimigtir.

Bu calismada trimetazidin tedavisinin; LPS ile deneysel olarak
olusturulan sepsis indiksiyonunun neden oldugu oksidatif stres artisini ve
doku membran hasarini belirgin olarak iyilestirdigi, proinflamatuar sitokinler
olan IL-1 ve TNF-a dlzeylerinde anlamli dizeyde azalmaya yol actigdi
gbsterilmigtir.

Bu calisma, sepsis patogenezinde temel etkenlerin proinflamatuar
sitokinler oldugu disunuldaginde TMZ tedavisinin yeni ufuklar agabilecegini
gostermistir.

Anahtar kelimeler: Sepsis, trimetazidin, proinflamatuar sitokinler
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SUMMARY
MD.Capt. Alpaslan TANOGLU, “Appreciation of trimetazidine treatment
in experimental sepsis rat model ” Gulhane Military Medical Academy,
Military Medical School Department of Internal Medicine, Dissertation-
Specialization in Medicine, Ankara, 2008.

Sepsis is the systemic inflammatory state of the organism in response
to the microorganism and their toxins. Despite increasing knowledge about
the etiology and pathophysiology of the sepsis and advanced pharmacologic
interventions, it is still an outstanding cause of inpatient mortality. Several
new agents are being investigated to treat this highly mortal clinical state.

Trimetazidine is a piperazine derived antianginal drug and it has anti-
oxidant, anti-ischemic and anti-inflammatory effects. In this study, we aimed
to show the effect of trimetazidine on clinical and laboratory markers of
sepsis in rats with intraperitoneal LPS injection induced sepsis.

60 rats were randomized into three groups (Group 1 (n=20) sepsis
induced only, Group 2 (n=20) sepsis induced+trimetazidine treated, Group 3
(n=20) sham operated). In both of the group 1 and 2, experimental rat sepsis
model which has been defined previously, is achived. IL-1 ,TNF-a, GSH-Px,
SOD and MDA levels were determined in all groups . The statistical analysis
were performed with SPSS v15 package software.

In this study we showed that TMZ treatment significantly improves
oxidative stres and membrane destruction in LPS induced sepsis. TMZ
treatment also significantly decreases levels of IL-1 and TNF-a which are the
proinflamatory cytokines.

As the proinflamatory cytokines are supposed to play a primary role in
the pathogenesis of sepsis, we assumed that the trimetazidine treatment
would give new insights in treatment of sepsis.

Key words: Sepsis, trimetazidine, proinflamatory cytokines
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GiRIS

Sepsis; infeksiyonla birlikte yaygin inflamasyonla karakterize olan,
yaygin doku hasarinin bulundugu mortalitesi ylksek bir sendromdur.
Sepsiste; doku hasarinin meydana gelmesiyle birlikte proinflamatuar ve
antiinflamatuar sitokinler salinmaya baslamaktadir. Sistemik proinflamatuar
reaksiyonla birlikte; endotelyal hasar, mikrovaskuiler disfonksiyon, doku
oksijenizasyon bozuklugu ve sonugta organ hasari meydana gelmektedir.
Sepsiste, makrofajlarin indtklenmesiyle proinflamatuar sitokinlerden éncelikli
olarak interl6kin-1 (IL-1) ve tim&r nekroz faktéri—alfa (TNF-o) salinimi artar.
Bu iki sitokinin salinimiyla; IL-6 ve IL-8 indUksiyonu, akut-faz protein cevabi,
ates, hipotansiyon, I6kositoz, koagulasyon aktivasyonu ve fibrinolitik
aktivasyon gibi biyolojik etkiler viicutta meydana gelir. TUm bu olaylar
esliginde vicutta yaygin bir oksidatif stres olusur ve mikrosirkiilasyon
bozuklugu meydana gelir. Yapilan ¢alismalarda sepsisli olgularda, serbest
radikal toksisitesi sonucu glutatyon peroksidaz ve sUperoksit dismutaz
seviyelerinin azaldigi, malondialdehit seviyelerinin yUkseldigi bildirilmistir.
Sepsisli olgularda; yaygin mikrosirkilasyon bozuklugu belirteci olarak
laktatin, multiorgan disfonksiyonu c¢ercevesinde ndérolojik doku hasarinin
belirteci olarak néron-spesifik enolazin ve protein s100°’Un, sepsis belirteci
olarak da prokalsitoninin arttigi bildirilmigtir.

Trimetazidin (TMZ); piperazin tdrevi antianjinal bir ilagtir. Yapilan
calismalarda antianjinal bir ajan olan TMZ’nin iskemik kardiyak olaylarda
sitoprotektif etkisi oldugu gdsterilmistir. iskemik durumlarda TMZ; hiicresel
ATP seviyelerinin devamhhgini saglar, intraselller asidozu azaltir ve hlicre
icinde inorganik fosfat, sodyum ve kalsiyum birikimini kisitlar. Bu etkileri
dokuya oksijen sunumu ile dokunun oksijen ihtiyaci arasindaki
degisimlerinden bagimsizdir. Yapilan calismalarla reaktif oksijen tirleri
(ROS) ve nitrik oksitin (NO) ; inflamasyon ve iskemide makrofajlardan C-
Reaktif Protein (CRP), TNF-a, IL-1 ve IL-8 salinimini artirdidi gdsterilmigtir.
TMZ; reaktif oksijen tirleri (ROS) tarafindan indiklenen membran hasarini
azaltir ve antioksidan etkileriyle dokuyu serbest radikallerden korur.



Bizim bu calismadaki birincil amacimiz; deneysel rat sepsis modelinde
TMZ uygulayarak, TMZnin antioksidan, antiiskemik ve antiinflamatuar
etkilerinin sepsisteki inflamasyon Gzerine etkilerini incelemekti. Trimetazidin
uygulanmasinin; proinflamatuar sitokinler ve oksidatif stres parametreleri

tzerindeki etkilerini arastirmakti.



GENEL BILGILER

Sepsis kelimesi Yunanca'da; ‘¢lrik, bozuk, kokusmus' anlaminda
kullanilan bir terimden tiremistir. Daha 6nceden steril olan dokulara yerlesen
mikroorganizmalara karsi sistemik konakgl cevabi olarak nitelendirilen
sepsis; ciddi infeksiyonlarla iligkili bir sendromdur ve yaygin organ fonksiyon
bozukluguyla karakterizedir. Hastalara sepsis tanisi koyabilmek igin; Sistemik
inflamatuar Yanit Sendromu [Systemic Inflammatory Response Syndrome
(SIRS)] kriterlerinden en az ikisi mevcut bulunmalidir ve buna stpheli ya da
varligi kanitlanmis infeksiyon eslik etmelidir (1-6). Sepsisin ciddiyeti ve
mortalite oranlari, sepsis tablosunun organ fonksiyon bozuklugu ile (ciddi
sepsis) ve kardiyovaskiler kollaps ile (septik sok) komplike olmasi ile artar
(6,7).

infeksiyona karsl konakginin verdigi cevap kompleks
mekanizmalardan olusmaktadir. Konakgida gelisen bu koruyucu cevapla
patojen invazyonu tanimlanmaya calisilir, daha sonra kontrol altina alinmaya
calisilir ve suratle etkilenen dokular konakg¢i tarafindan tamir edilmeye
baslanir. Bu olaylar cereyan ederken hem hicresel hem de humoral immin
sistem aktive olur, bu sayede anti-inflamatuar ve proinflamatuar cevaplarda
artis olur. Bu mekanizmalarin uyarilmasi sepsise yol acabilecek olaylar
zincirine neden olarak inflamatuar mediatérlerin bol miktarda dolasima

salinmasini saglar ve multiorgan yetmezligine dogru gidisi hizlandirir (8).

Sepsis patofizyolojisi ve sepsis temelindeki olaylar zinciri hakkinda
artan bilgi ve tecrlbelere ragmen, sepsisli olgularda mortalite ve morbidite
kabul edilemeyecek dizeyde ylksek oranda varligini sirdirmektedir. Bu
yUksek oranlar nedeniyle sepsis, tUm dinyadaki yogun bakim Gnitelerindeki
(YBU) en dnde gelen mortalite ve morbidite nedeni olmaya devam etmektedir
(1,9). Her yil Amerika Birlesik Devletlerinde 750000’den fazla sepsis olgusu
bildiriimektedir ve bu olgularin yaklasik olarak 220000’i sepsis nedeniyle
O6lmektedir (10,11). TUm dlnyada yapilan calismalarda bu rakamlarn
destekleyen sonuglar ortaya konmustur. Yakin zamanda Brezilya’da yapilan
bir calismada YBU'lerindeki hastalarin yaklasik %25'inin sepsise girdigi



belirtiimistir (12). Gelisen tibbi teknoloji ve tedavi modalitelerine ragmen
sepsiste mortalite oranlari %50 ile %70 arasinda degismektedir (1,6,7,9,10).

Mortaliteyi azaltabilecek faydali etkileri olan anti-inflamatuar ilaglan
bulmak icin, deneysel ortamda ve klinik pratikte birgok immunomodulatuar
ajan denenmigtir. Bununla birlikte blydk umutlarla dizayn edilen bu
calismalardaki sonuclar sunu gdsterdi ki; septik soklu hastalarin tedavisi ve
mortalitesinin azaltiimasindaki basari oranlarimiz, éncul ¢aligmalarin umut
verici sonuglarina ragmen oldukgca disUk seviyelerdedir (13-15). Sepsisin
basarili bir sekilde ydnetimi; sepsisin erken farkina varilmasi, muhtemel
enfeksiyon bdlgesinin  tespit edilmesi, erken antibiyotik tedavisinin
uygulanmasi ve tedavi hedeflerinin belirlenerek onlara yénelik tedbirlerin seri
bir sekilde alinmasini gerektirir (1,11).

1.TANIMLAR:

Yillar icinde sepsis sendromu igin bircok tanimlar kullanilimistir (2).
1991 yilinda, ‘American College of Chest Physicians’ ve ‘The Society of
Critical Care Medicine’ tarafindan terminolojideki anlam kargasasini énlemek
amaciyla uzlasma konferansi diizenlenmistir ve bu toplantiyla; SIRS, sepsis,
agir sepsis ve septik sok terimleri tariflenmigtir (Tablo 1) (1-4). Bu tanimlar
yUksek sensitiviteye ve disik spesifiteye sahip olmalarina ragmen; yakindan
hastanin takibini saglamasi, hasta bakim kalitesini artirmasi, klinik
calismalara yol gdstermesi ve YBU'leri arasinda iletisim saglamalari
nedeniyle degerlidirler. Bu tanimlarin tekrar gdzden gegcirildigi ikinci bir
konferans 2001 yilinda dlizenlenmigstir. Sepsisin erken farkina variimasinin
vurgulanmasi ve sepsisin sik rastlanilan semptom ve bulgularina ait bir
listenin  eklenmesiyle tanimlarin  spesifitesi  artinlmistir  (2,3,5,11).
Gulncellenmis tanimlar su sekildedir:

e infeksiyon: Patojenik olan yada potansiyel olarak patojen olan
mikroorganizmalarin; normalde steril olan doku, sivi yada vlcut

bosluklarini invaze etmesiyle gelisen patolojik stre¢



e Sepsis: Sistemik inflamatuar Yanit Sendromu bulgularindan herhangi
biriyle birlikte ortaya konmus ya da stpheli olan infeksiyon

e Agir sepsis: Organ disfonksiyonuyla komplike olmus sepsis

e Septik Sok: Yeterli sivi replasmanina ragmen inat¢i bir arteryel
hipotansiyonla karakterize olan, sepsis digindaki bir nedenle
aciklanamayan ve sepsisin indikledigi akut dolagim yetmezIigi tablosu

Tablo 1.Sepsis Tanimlari

1.Sistemik inflamatuar Yanit Sendromu (SIRS): (a) Ates>38 °C ya da
<36°C, (b)Nabiz>90/dk, (C)Solunum sayisi>20/dk, PaCO2 < 32 mm Hg,
yada mekanik ventilasyon ihtiyaci (d)WBC>12000/mm?® yada <4000/mm?®

yada>%10 immatir (bant) formlar (Bunlardan en az ikisi)

2.Sepsis: SIRS + Ortaya konmus ya da stpheli infeksiyon (Pozitif kan
kaltard sonucu gerekli degil) (16)

3.Agir Sepsis: Organ disfonksiyonuyla komplike olmus sepsis

4.Septik Sok: Yeterli sivi replasmanina ragmen, agir sepsise bagli
kardiyovaskuiler kollaps. Sistolik kan basinci (SKB)<90 mmHg, ortalama
arteryel basin¢g (OAB)<65 mmHg ya da bazal SKB’inda >40 mmHg azalma
hipotansiyon olarak tanimlanir

5.0rgan Disfonksiyonu Kriterleri: (a)Hipoksemi (PaO2/FiO2 orani < 300),
(b)Akut oliguri (idrar c¢ikisi <0.5 ml/kg/saat iki saat boyunca) ya da
kreatinin>2.0 mg/dl, (3)Koagulopati (platelet sayisi <100000, INR>1.5 yada
aPTT>60 sn, (d)ileus (e)Plazma bilirubini>4 mg/dl (1,2,5,11)

Belirtilen tanimlar hakkindaki belirginlesme yaninda 2001 yilindaki
toplanti, hastaligin ciddiyetini daha iyi karakterize etmesiyle sepsisin
evrelemesine dair yeni bir bakis acisi saglamistir. Bu toplantiyla PIRO
konsepti (Tablo 2) ortaya atildi. Bu konsepteki faktérlerin sepsis gelisimi ve



sonuglarn (zerinde etkisi oldugu goérlisl konseptin ortaya c¢ikmasini
saglamistir (2,5,11).

Tablo 2. PIRO konsepti

P (predispozisyon)
Klinik Yas, alkol, steroid ya da immuUnstpresif kullanimi
Diger testler immunolojik tarama, genetik faktérler
| (infeksiyon)
Klinik Bdlgeye spesifik (6r.pnémoni, peritonit)
Diger testler  Direk grafiler, BT inceleme, bakteriyoloji
R (yanit)
Klinik Ates, halsizlik, nabiz, solunum sayisi
Diger testler WBC, CRP, PCT, modifiye edilmis aPTT
O (organ disfonksiyonu)
Klinik Kan basinci, idrar ¢ikisi, Glaskow koma skoru

Diger testler  PaO./FiO,, kreatinin, bilirubin, plateletler

CRP: C reaktif protein, PCT: Prokalsitonin, BT: Bilgisayarli tomografi
FiO,: inspire edilen oksijen fraksiyonu PaO,:Parsiyel oksijen basinci

Uyarlama: Vincent JL, Abraham E. The last 100 years of sepsis. Am J Resp Crit Care Med.
2006. 173:256-263



2.EPIDEMiYOLOJi

Populasyon ve YBU'leri bazli epidemiyolojik calismalarda sepsis; 6nde
gelen bir halk sagligi problemi olarak tanimlanmistir (9,10,12). Sepsis ve
septik soklu hastalarin insidansi son ceyrek asirda giderek artis géstermistir.
Martin ve ark. ABD’deki sepsis insidansini 100000’de 240 olarak (13), Angus
ve ark. ciddi sepsis oranini 100000°’de 300 olarak belirtmislerdir (10).
Galismalarda sepsis insidansinin alinan tim tedbirlere ragmen yilhk %1.5
arttigr belirtiimektedir. Bu calismalarda belirtilen mortalite oranlari birbirine
benzerdir; bu oran sepsis icin %17.9 (13), agir sepsis icinse %26.8 (9)
dolaylarindadir. Bu ylUksek mortalite oranlariyla sepsis; ABD’deki tim 6lim
nedenleri arasinda onuncu siradadir. Diger bir deyisle sepsis; AIDS, meme
kanseri, kolon kanseri ve ilk kez gecirilen akut MI nedenli 6lim oranlarindan
daha yUksek bir 6lim oranina sahiptir (10,13). Fransa’da yapilan bir
calismada septik soklu hastalarin, YBU'lerine kabul edilen hastalarin
%8.4’Un0 olusturdugunu ve mortalite oraninin %60 oldugu belirtildi (14).
Yakin zamanda sonuglari agiklanan SOAP (Sepsis Occurrence in Acutely Il
Patients) calismasinda, YBU'lerinde takip edilen hastalarin %35’inden
fazlasinin YBU’'ndeki yattigi siirede sepsis kriterleriyle karsilastigi ve %27’lik
bir mortalite oranina sahip olduklar belirtildi (17).

Son zamanlarda, septik sok ve agir sepsise neden olan infeksiy6z
ajanlar belirgin sekilde degismistir. Eskiden bu sendromlarin patogenezinde
en sik rol alan etmenler Gram-negatif bakterilerken; giniimizde Gram-pozitif
bakteriler, Gram-negatifler kadar sik sepsise neden olmaktadir, artik mantar
enfeksiyonlari da 6nemli bir enfeksiyon nedenidir. Tim mikrobiyolojik
gelismelere ragmen sepsisli olgularin yaklasik olarak Ugcte birinde patojen
izole edilememektedir, bazi hastalarda kultir materyali elde etmek bile
zordur. (2,9,13,14).

Tom bu epidemiyolojik calismalarin ve bildirilerin sonucunda artan
sepsis trendi ve tUm cabalara ragmen artan mortalite oranlar gbze
carpmaktadir. Yogun bakim Unitelerinde takip edilen hastalar icin sepsis ve
septik sok blylk tehdit unsuru olusturmaktadir.



3.PATOFizYOLOJI

infeksiyona kargl baslangictaki konakgl cevabinin zamanla artis
gostermesi ve normalin digina c¢ikan olaylar ve reaksiyonlar zinciriyle
komplike olmasiyla sepsis tablosu klinik bir tablo olarak karsimiza
cikmaktadir. Sepsis sirecinin baslamasindan sorumlu oldugu 6éne sirilen
bakterlerin yapisal komponentlerinin belirlenmesi konusu blyldk 6nem
tagsimaktadir. Bu konunun aydinlatimasi sepsisin  altinda yatan
mekanizmalarin agikliga kavusturulmasini saglayacagi gibi, potansiyel tedavi
edici ajanlarin da belirlenmesini saglayacaktir (6). Dogal immin sistemimiz
tarafindan farkina varilan bu bakteriyel yapilari mikroorganizmayla iliskili
molekuiler yapilar olarak adlandirmak daha dogru gibi gérinmesine ragmen,
patojenlerle iligkili molekiler yapilar olarak adlandirlirlar (18,19). Gram-
negatif bakterilerde lipopolisakkarit (LPS, ayni zamanda endotoksin olarak da
bilinir) sepsis strecinin gelismesinde baskin bir rol oynar. LPS dis membran
icinde gémulli bulunmaktadir, bakteri duvarinda molekdlin lipid A kismi
tutunmayi saglamaktadir. LPS yapisindaki degisiklikler, onun konakgi hlicre
membranini aktive edebilme yetenegi ile iligki gibi gériinmektedir. Gram-
pozitif bakterilerde endotoksin yoktur, fakat énemli bir &zellikleri potent
ekzotoksinlerin Gretimidir. Bu Gram-pozitif ekzotoksinler oldukga ilgingtirler,
clnkl suUperantijen 6zelligi gbsterirler ve bdylece ayrim yapmadan MHC
(major histokompatibilite kompleksi) Class Il ile ve T-lenfosit reseptért (TCR)
Vb alaninin kisith bir bélimuyle baglanabilirler. Bundan sonra ciddi bir
sekilde T-hlcre aktivasyonuna ve pro-inflamatuar lenfokinlerin salinimina
neden olurlar. Buna bilinen en iyi 6érnek; Staphylococcus aureus’un toksik sok
sendromu toksin-1’i ve S.pyogenes kaynakli piyojenik ekzotoksini ile olusan
‘Toksik Sok Sendromu’dur. Gram-pozitif hiicre duvari kaynakli peptidoglikan
ve lipoteikhoik asit; hiicre ylizey reseptdrlerine baglanabilme 6zelligi tasirlar.
Ote yandan bu iki yapi, LPS’den daha fazla proinflamatuar 6zellik tasirlar.
Ancak bu iki yapinin klinik sepsis patogenezindeki rolleri halen tam olarak
anlasilabilmis degildir (20-22).



Mikrobiyal yapinin konakgi tarafindan fark edilmesi

‘LPS’ reseptériinin tanimlanamamis olmasi; uzun yillar boyunca
Gram-negatif bakterilerin hangi sekilde septik cevabi baslattigi sorusunun
yanitlanmasina engel olmustur. Konakgi hiicrenin aktivasyonu, LPS-baglayici
protein (LBP) ve opsonik reseptér CD14 varligina baghdir. CD14;
monositlerin LPS aktivasyonuna aracilik yapan zorunlu bir ko-reseptér olarak
bilinmesi yaninda yakin zamanda yapilan ¢alismalar bu yapinin peptidoglikan
gibi Gram-pozitif hiicre duvari komponentleri ile olugan aktivasyonda rol
aldigini  gbstermistir. Bu aktivasyonla birlikte makrofaj apoptozisi
gelismektedir, bu sayede LBP ve serum lipoproteinleri gibi LPS’ye baglanma
kapasitesi olan serum proteinleri ile LPS arasindaki baglanti saglanmaktir
(23).

CD14’Gn kesfedilmesi, LPS’ye kargl konakgi cevabini anlamamizda
6nemli bir basamak olmasina ragmen, LPS-LBP kompleksinin nasil birbirine
baglanip da hulcresel aktivasyona neden oldugu halen kesin olarak
belirlenebilmis degildir. Bu belirsizlik biraz da olsa Toll-benzeri reseptbrler
(TLRs) ailesinin kesfedilmesiyle acikliga kavusmustur. TLRs, IL-1 ve IL-18’le
homolog olan intraselller bir bélge igerir. Uyarlayici proteinler IL-1 reseptdri
iligkili kinaza baglanmay kolaylastirir, béylece TNF reseptért iliskili faktor-
6'yi  hareketlendirir  ve  nUkleer faktér-kB  (NF-xB)'nin  nikleer
translokasyonuna neden olur ve en sonunda nuUkleer gen tasiyicilarinin
aktivasyonunu saglar (24,25). Yakin zamanda bakteriyel, fungal ve maya
proteinlerini iceren, genis bir baglanma spesifitesine sahip on adet yeni TLRs
ailesi tanimlandi. Bbylece TLRS’lerin gbrevleri gézden gegirildiginde; TLR4
LPS reseptorudir, TLR2 Gram-pozitif hiicre duvar yapisinin algilanmasindan
sorumludur, TLRS flagellin icin reseptérdir ve TLR9 bakteriyel DNA’da CpG

elementlerinin taninmasindan sorumludur (25,26,27).
Sinyallerin glg¢lendirilmesi

Baslangigtaki konakgi-mikrobiyal ajan etkilesiminden sonra dogal

immadn cevap aktivasyonu meydana gelir, bu cevap hem hicresel hem de



humoral cevabi icerir (28). Mononukleer hicreler, klasik pro-inflamatuar
sitokinler olan IL-1, IL-6 ve TNF-o’nin salinimina neden olurlar. IL-1 ve TNF-
o; LPS’nin indukledigi sokun bircok immunopatolojik &6zelliklerine aracihk
eden prototipik inflamatuar sitokinlerdir. LPS’ye maruziyetten 30-90 dakika
sonra bu stokinler salinmaya baslarlar; sirasiyla sitokinleri, lipid mediatérleri
ve reaktif oksijen tarlerini iceren inflamatuar kaskadin ikinci seviyesini aktive
ederler, dokulara inflamatuar hicre hareketini baslatan hlcre adezyon
molekdllerin miktarini artirnirlar  (28,29). Mikroplarla kargilastiktan sonra
konakgl tarafindan  mikrobial ajanlarin  algilanmasi ve sinyallerin
glclendiriimesine dair en ilgi ¢ekici kavram ‘tdlerans’dir. Makrofajlarin LPS ya
da TNF-a sitokini gibi diger proinflamatuar stimuluslara maruz kalmasi
télerans durumunu indUkleyebilir. Ortaya atilan mekanizmalar arasinda
azalmis TLR ekspresyonu da bulunmaktadir. Brunialti ve arkadaslari; septik
hastalarin monositlerinden TLRs 2 ve 4’Un ekspresyonunun, inflamatuar
stimulus sonrasi disik seviyede sitokin salinimi olsa bile korundugunu
g6stermiglerdir (30). Bu bulgular sunu gbésteriyor ki ciddi sepsis ve septik
soklu hastalarda gbézlenen down-regllasyon intraselller yolaklarla iligkilidir,
TLR ekspresyonuna bagl degildir. Yine vyapilan calismalarda septik
hastalarin nétrofillerinin fagositoz etme yeteneklerini ve reaktif oksijen
tarlerini  Uretebilme yeteneklerini koruduklari gdsterilmigtir (31). Tim bu
sonuglar bir arada g6z 6nline alindiginda sunu vurgulamak gerekir ki;
‘t6lerans’ makrofaj cevabina bagh olan ancak TLR ekspresyonundan

bagimsiz bir fenomendir.

Son zamanlarda yeni bir sitokin yaygin bir sekilde calismalarda
degerlendiriimektedir.  YUksek mobilte grup B1 (HMGB1), LPS
stimulasyonundan oldukca sonra beliren makrofajlara ait sitokin benzeri bir
drin olarak tanimlanmistir. Bu yapi nikleozomlari stabilize eder, gen
transkripsiyonunu kolaylastirir ve steroid hormon reseptérlerinin aktivitesinin
ayarlanmasinda rol alir (32). Sepsisli hastalarda HMGB1 dizeylerinin
ylkseldigi tespit edilmistir, bazi calismalarda bu sitokinin artmis serum
seviyeleri artmis mortalite oranlariyla iliskilendirilmistir (33,34). Bu konumuyla
bu sitokin yeni bir tedavi hedefi olarak gérulebilir.
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Noétrofil migrasyonu

Sepsiste nétrofiller ikili rol oynarlar. Birincisi; bu hicreler bakteriyel
blyimenin bdélgesel kontroli ve bakteriyel yayihmin dnlenmesi igin hayati
dneme sahiptirler. Ote yandan nétrofiller, endotelyal aktivasyon ve organ
yetmezligi gelisimi icin 6nemli bir rol oynarlar. Cunha ve arkadaslar ratlarla
yaptiklari caligsmalari sonucunda sunu savunmaktadirlar ki; infeksiyon olan
alana nétrofil migrasyonunun bozulmasi bakterilerin kanda ve peritoneal
eksudatta bol miktarda birikmesine ve artmis oranlarda mortaliteye neden
olur. Bunun aksine olarak 6éliumcil olmayan sepsiste nétrofil migrasyonun
suprese oldugu gdésteriimemistir ve bakteriyel enfeksiyon peritoneal kaviteye
sinirl kalmigtir, belirgin derecede mortalite oranlari tespit edilmemigtir
(35,36).

Koagiilasyon kaskadi

Sepsiste prokoagtlan etki gdéstermeleri nedeniyle sitokinler dnemli
molekullerdir. Sepsisde koagullasyon bozukluklarina sik rastlanir, sepsisli
hastalarin yaklasik olarak %30-50’sinde agir bir tablo olan dissemine
intravaskiler koagiilasyon (DIK) meydana gelmektedir. Koagiilasyon
yolaklari LPS ya da diger mikrobiyal komponentlerle baslar, mononulkleer ve
endotelyal hlcrelerden doku faktérlerinin salinimini artirir. Doku faktérl
proteolitik kaskad serilerini aktive eder, bu aktiflenme protrombin ve trombin
degisimiyle sonuclanir bdylece fibrinojenden fibrin olusur. Bu olaylar zinciri
sonunda normal fibrinolitik mekanizmalar (plazmin tarafindan fibrin yikimi);
plazminojen-aktivatdr inhibitéri tip-1 (PAI-1)‘in ylksek plazma seviyeleri
nedeniyle bozulur, plazminojenden plazmine dénisiim engellenir. Artan fibrin
dretimi ve azalan fibrin yikimi ile klinik tablo iyice belirginlegir, bu durumla
birlikte kiclk kan damarlarinda fibrin birikimi gerceklesir, doku perflizyonu
bozulur ve organ disfonksiyonu meydana gelir. Proinflamatuar sitokinler ve
bunlardan 6zellikle IL-1 ve IL-6, koagulasyonun gicli indikleyicileridirler.
Antitrombin, protein C ve doku faktér yolagi inhibitérli proteinlerinin down
regllasyona ugramasi, sepsisteki prokoaguilan duruma katkida bulunan
6nemli bir etkendir (37,38,39). Bu azalan dogal antikoagulanlar ilgi

11



cekicidirler, ¢ink( bu ajanlar trombin jenerasyonu Uzerindeki etkileri disinda
antinflamatuar etkilere de sahiptirler. Bu etkiler, NF-xB ve aktivatdr protein
(AP)-1’i aktivasyonunun engellenmesiyle meydan gelen monosit kaynakl
TNF-o’nin salinimini igerir. Bu olaylar zinciri icersinde protein C, aktive
protein C (aPC) haline gelir. aPC meydana geldikten sonra protein S’le
birlesmeden dnce endotelyal protein C reseptdriinden ayrilir (EPRC) ve bu
olay faktér Va ve Vllla’nin inaktivasyonuyla sonuclanir, béylece koagulasyon
kaskadi bloke edilmis olur. Septik hastalarda PC seviyeleri azalir ve
endotelyal trombomodulin ve EPRC ekspreyonu bozulur, tim bu bulgular

aPC’nin de terapotik bir degeri olabilecegini gdstermektedir (40,41).
inflamasyon kargiti yanit

Sepsiste meydana gelen yaygin proinflamatuar yanit, yine vicutta
meydana gelen inflamasyon karsiti yanitla dengelenmeye calisilir.
inflamasyon  karsiti  sitokinler; TNF reseptéri ve IL-1 reseptorl
inaktivatorlerini, kompleman kaskadi inaktivatérlerini igerir. Bununla uyumlu
olarak mikrobiyal hasara karsi konakg¢l cevabi metabolik akivitede etkili
degisiklere neden olur; kortizol Gretimi ve katekolamin salinimi artar, akut-faz
poteinlerin indiksiyonu gerceklesir. Yine bu olaylar zinciri érgisi icinde
adezyon molekdllerinin artigl, prostanoidler ve platelet aktive edici faktérin
artistyla endotelyal aktivasyon meydana gelir (42). immunitenin down
regulasyonuna neden olan olaylardan biri de lenfosit apoptozisidir, bu
belirtilen lenfosit apoptozisiyle otopsi sonrasi alinan dokularin patolojik
incelemelerinde B ve CD4 lenfositlerin azaldigi gésterilmistir. Bu durum daha
genel bir tabirle immuansipresyonun bir parcasidir. Tim bu sire¢ géz énline
alindiginda; inflamasyon karsiti gelisen bu mekanizmalarin gugcli bir sekilde
cereyan etmesiyle infeksiyona kargi konakgi cevabi yetersiz hale gelmekte
ve bunun sonucunda sepsis ve organ yetmezligine dogru hizli bir seyir
meydana gelmektedir. Bazi arastiricilar bahsedilen bu immunstpresif
durumun engellenmesinin tedavi agisindan bir deger tasiyabilecegini 6ne
sturmektedirler (6,42).
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Organ yetmezliginin mekanizmalari

Sepsisli olgularda mortaliteye neden olan en énemli neden c¢oklu
organ hasaridir. Organ hasarinin ciddiyetiyle YBU'ne hastanin alinmasi ve
YBU'de takip edilen hastanin sirvisi, mortalitesi arasinda siki bir iligki

mevcuttur. Organ hasarinin mekanizmalari icinde sunlar bulunmaktadir:

e Mikrovaskuler tikanmaya neden olan yUkli miktardaki fibrin birikimi

e Yeterli oksijenizasyonun saglanmasini engelleyen doku ekstdatlarinin
gelisimi

e PAF, histamin ve prostanoidlerin salinimiyla mikrovaskuler

homeostazisin bozulmasi

Hucresel infiltratlar ve 6zellikle de nétrofiller lizozomal enzimlerin ve
superoksit kdkenli serbest radikallerin salinimiyla direk olarak doku hasarina
yol acarlar. TNF-o ve diger sitokinler niktrik oksit sentazin ekspresyonu
artirirlar ve artan nitrik oksit dizeyleri ileri derecede vaskiler instabiliteye ve
myokardiyal fonksiyon bozukluguna neden olurlar (43,44,45). Sepsiste
meydana gelen hipoksiyle, oksijen ihtiyaci ve oksijen sunumu arasindaki fark
cok fazla derecede artar. Oksijen sunumunu pozitif yénde etkileyecek her
tarld durum sdrviye olumlu yénde katkida bulunur (46). Oksijen sunumunu
bozan en énemli etkense; fazla miktardaki nitrik oksit Uretimidir, nitrik oksitin
miktarinin artmasi sonucu gelisen mitokondriyal respirasyon bozuklugu
durumu septik hastalarin kas biyopsilerinde gésterilmistir (47,48). Sitokinlerle
ndérohormonlar arasindaki iletisim stres sirasindaki homeostazisin tekrar
saglanmasinda temel noktadir. Vazopresin ve kortikotropin releasing
hormonun yapimi ve dolagsima salinimi TNF, IL-1, IL-6 ve IL-2 tarafindan
artirilir. Buna ilave olarak kortizol dretimi IL-6 ve TNF-a tarafindan artirilir.
Hormon seviyelerindeki dedisikliklerle kardiyovaskller homeostazis ve
hiicresel metabolik olaylar korunmaya calisilir. Sepsisteki bozulmus endokrin
cevaptan; hipotalomohipofizer aks ve adrenal bezlerde etki gdsteren
sitokinler, ndéronal apoptozis, metabolik bozukluklar ve iskemik hasar
sorumludur (49,50).
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4.SiTOKINLER

Sepsisle iligkili inflamatuar mediatérlerin saliniminin ana amaci; kan
damarlarindan infeksiyon alanina dogru lékosit infiltrasyonunu artirmaktir.
Bakteriyel ligandlarla TLR’lerin aktive olmasiyla sinyalizasyon kaskadi
baslatiimis olur, bu kaskadin baslamasiyla da NF-kB aktive olur. NF-xB’nin
aktive olmasiyla birlikte TNF-a, IL-1, IL-6 ve IL-12 ile IL-8 gibi proinflamatuar
sitokinler salinir (51, 52). Bu sitokinler arasinda en énemlileri TNF-a, IL-1, IL-
6’dir; sistemik inflamatuar yanittan ve doku hasarina neden olurlar, benzer
biyolojik etkilere sahiptirler ve akut faz yanitin baslangicinin koordine
edilmesinden sorumludurlar (51).

Tumor Nekrozis Faktor (TNF)- o

TNF; mikroorganizmalara karsi konakg¢l cevabin 6nde gelen
mediyatériadir, sepsis patogenezinde ilk suglanan sitokin olma ézelligini tasir
(53). TNF-a ve TNF-B birbiri ile yakin iligkili olan ve benzer biyolojik
aktiviteleri paylasan protein yapidali sitokinlerdir. TNF-amonosit ve
makrofajlar tarafindan, TNF-B aktive edilmis T lenfositler tarafindan dolasima
salinir. TNF-o'nin yapisi incelendiginde 17 kilodalton (kDa) agirliginda bir
polipeptid oldugu gérilmektedir. Genellikle iki ya da (¢ subunitten
olusmaktadir. Birgok potansiyel glikozillenmig bélim icermektedir (54).

TNF-a; TNF-RI ve TNF-RII isimli iki adet reseptdri Gzerinden biyolojik
aktivite gosterir. Yapilan calismalarda TNF-a'nin biyolojik olarak etkin bir
sinyal olusturabilmesi icin TNF-RI Uzerinde etki gdstermesi gerektigi
gbsterilmigtir (55,56).

TNF-a, l6kositlerden ve immuin regulatuar hicrelerden salinir.
Salindiktan sonra lékositlerden ve damar endotelinden hem kendisinin hem
de diger sitokinlerin salinimini artirir, ytzey reseptorlerini aktive eder,
arasidonik asit metabolizmasini uyarir. Agir sepsis ve septik soklu hastalarda
yapilan élgimlerde TNF-o’nin kan diizeyleri ylksek olarak saptanmistir. Yine

deney hayvanlarina damar igine TNF-o'nin verilmesiyle sepsise ait birgok
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belirtinin gbzlendigi (ates, tasikardi, I6kositoz, letarji vb) belirtilmistir. Yine
deney hayvanlarinda ylksek doz uygulanmasiyla ates, anoreksi, sempatik
desarj, kortikotropin saliniminda artis, tirotiropin saliniminda azalma, albumin
sentezinde azalma, akut faz proteinlerinde artis, lipojenezin stimulasyonu,
kas glikojeninde azalma yapisal protein sentezinde azalma, protein
katabolizmasinda artis gibi etkiler gdstermistir. Yine deney hayvanlarinda
yapilan incelemelerde akciger, boébrek ve GiS’de hemorajik nekrozlara,
pulmoner kapiller damarlarda nétrofil tikaglarina neden oldugu tespit
edilmistir. Bu nedenle sadece TNF-o bile organ disfonksiyonuna neden
olabilir (51,57,58).

TNF-o'nin 6limcul etkilerinden 6zetle su sekilde bahsedilebilir:

e Myokardiyal kontraksiyonu engelleyerek doku kanlanmasi bozar. Bu
etkisi; arjininden nitrik oksit ve sitrilin dénlisimani saglayan kardiyak
miyozitlerdeki nitrik oksit sentetaz enziminin aktivitesini artirmasiyla
olusur.

e Vaskuler diiz kas hicrelerinin tonusunu azaltarak, kan basinci ve doku
oksijenizasyonunu azaltir. Bu etki TNF-a'nin direk etkisiyle ya da
prostosiklin ve nitrik oksit Gzerinden olur.

e Damar icinde trombls olusumuna neden olarak doku kanlanmasini
azaltir. Bu etkiyi pihtilagsma sistemi, nétrofiller, mononuUkleer fagositik
hicreler ve endotel hlicrelerini aktive ederek yapar.

e Basta kan glukoz dlzeyini yasamla bagdasmayacak seviyede
dislrmesi gibi siddetli metabolik bozukluga yol agar. Bunu kas
hicrelerinde asin glukoz tiketimine neden olarak yapar (59).

Sepsis ciddiyeti ile TNF-a seviyeleri arasinda pozitif yéonde bir iligki
mevcuttur. Baska bir deyisle ciddi sepsisli olgularda TNF-a seviyeleri daha
yUksek olarak tespit edilmistir (60-62). Yapilan calismalarda bdyle bir iligki

olmasina ragmen hayatta kalma slresi agisindan bir iligki olmadigi
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belirtiimigtir (63,64). Bazi calismalardaysa TNF-a dizeylerinin hayatta kalis

sUresi ve mortalite ile iligkili oldugu bildirilmistir (60,65).
interlékin-1 (IL-1)

IL-1; TNF-a ile birlikte sepsisteki olaylar zincirinden sorumlu olan
prototipik inflamatuar sitokinlerdir. IL-1; protein yapidaki bir sitokindir ve
sistemik inflamasyonun gdstergesi olan bir belirtecdir. TNF-o’dan farkl olarak
serum IL-1 seviyeleri daha uzun slre ayni seviyelerde kalir, bu nedenle
sepsisle ilgili yapilan caligsmalarda ila¢ etkisini test etmede bir belirte¢ olarak
kullanilir (66-68).

IL-1; 17 kilodalton molekil agirhdinda olup baglica makrofaj ve endotel
hiicresinden salgilanir. Alfa ve beta olmak tzere iki formu vardir. Bu iki form
arasinda %30’dan daha az benzerlik olmasina karsin ayni reseptérlere
baglanarak benzer etkiler olustururlar. Plazmada bulunan temel form IL-
1B’dir. Tip 1 ve Tip 2 olmak Uzere iki gesit reseptéri vardir. Tip 1 reseptér
hemen hemen tim hcrelerde bulunur ve TLR gibi sitoplazmik bélim0 TIR
bdlgesi igerir. Tip 1 reseptdr uyariimasiyla NFxB aktive olur. Tip 2 reseptdr

ise tamamen inhibitér 6zellige sahiptir (69,70).

[I-1, TNF-a ile sinerjistik etki gOsterir, etkileri hemen hemen tamamen
aynidir. Yapilari ve reseptérlerinin farkli olmasina karsin etkilerinin bu kadar
benzer olmasinin temelinde her ikinin de ayni transkripsiyon faktorlerini
aktive etmesi yatmaktadir. Ancak TNF-o'den farkh olarak IL-1 apoptoza

neden olmaz. Tam aksine apoptozu énleyici etkiye sahiptir (69,71).

Sepsis ciddiyeti ile IL-1 seviyeleri arasinda da pozitif yénde bir iligki
mevcuttur. Bagka bir deyigle ciddi sepsisli olgularda IL-1 seviyeleri daha
ylksek olarak tespit edilmistir (60). Yapilan calismalarda bdyle bir iligki
olmasina ragmen hayatta kalma siresi acisindan bir iliski olmadigi
belirtilmigtir.
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5.DENEYSEL SEPSIS MODELLERI

Klinik calismalarda kullanilmasi tasarlanan en uygun metodun
uygulanmasi ve bu metodda standartizasyon zorluklari sepsis ¢alismalari icin
deneysel modeller olusturulmasi gerekliligini ortaya koymustur. Béylece tim
hastaliklarda oldugu gibi sepsis icin de bircok deneysel modeller
olusturulmus ve bunlardan elde edilen veriler i1s1ginda sepsisin tani ve

tedavisinde azimsanmayacak ilerlemeler kaydedilmigtir.

Sepsis arastirmalarinda genellikle kig¢ik hayvanlar kullaniimaktadir.
CUnk0O bu hayvanlar ucuz olup genetik yapidan benzerdirler, saglikh olarak
elde edilmeleri kolaydir. BlyUk hayvanlarsa, maliyetleri ylksek olmasi
nedeniyle invazif monitérizasyon disinuldiginde kullaniimaktadir (72,73).

Sepsis arastirmalari icin cok cesitli modeller uygulanmaktadir, ancak
hicbir model mikemmel degildir. Yapilan c¢alismalarda uygulanan teknik;
klinik durumu yansitan, basit ve uygulanabilir bir teknik olmalidir. Teknik
personel, donanim, insan gicl ve finansal kaynaklar da deneysel modellerin
olusturulmasi ve basarisi agisindan blyik énem tasimaktadir (72).

GUnOmuze kadar olusturulmus olan deneysel sepsis modellerini;
infeksiyon odakl modeller ve infeksiyon odagdi olmayan modeller olmak Gzere
iki ana grupta incelemek muimkiindir. infeksiyon oda@l olmayan modeller
endotoksemi ve bakteriyemi modelleridir. infeksiyon odakli olanlar ise
kontrollli bakteriyel inokllasyon, fekal sepsis ve perforasyon modelleridir.
Ayrica sivi replasmani, antibiyoterapi, cerrahi muidahale gibi Kklinikie
kullanilan tedavi yo6ntemlerinin uygulanabir hale getiriimesi ve altta
yatabilecek patolojilerin similasyonu da sepsis modellerinin klinik gegerliligini

artirmaya yardimcidir (73).
A. infeksiyon Odagi Olmayan Modeller

Sepsis hayvan modellerinin en basit prensiplerinin uygulandigi
modellerdir. Endotoksemi ya da bakteriyemi yaparak sepsisin patofizyolojik
Ozellikleri olusturulur. Bilindigi gibi bakteriyemi ve endotoksemi klinik sepsiste
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énemli fenomenlerdir (72,74). insanlarda goriilen sepsisin karakteristik
bulgulari bu modellerde basaril bir sekilde olusturulabilir.

1. Endotoksemi modelleri

Endotoksin, gram (-) bakterilerin hicre duvarinin bir parcasidir.
Lipopolisakkarid (LPS) yapisindadir. Saf ve homojen sekilde saklanabilen ve
ticari olarak kolayca bulunabilen bir maddedir. Kig¢ik memeli hayvanlar
endotoksinlere roélatif olarak duyarsiz olmakla beraber tavsan, koyun ve
sempazelerde endotoksinlerle iyi cevap alinir (75). Duyarsiz olan
hayvanlarda ise 6l0 organizmalar veya D-galaktozamin ile duyarlilik
arttinlabilir ve doz ihtiyaci azaltilabilir. Ratlarda tek doz bolus yiksek
endotoksin uygulamasi vazodilatasyon, kardiyovaskuller kollaps ve erken
6lime neden olur (76). DUsUk doz ise hiperdinamik cevap ve kardiak debi
artis1 yapar. Blylk hayvanlarda tek doz LPS polifazik bir cevap olusturur
(77,78). Erken débnemde kardiyak debide azalma, ge¢ dénemde ise artma
izlenir. Uzun sdre disik doz uygulamasi ise uzamig hiperdinami, kardiyak
debi artigl ve vazodilatasyona neden olur. Maymunlarda bile yiksek doz ani
6lime neden oldugundan disik ve devamh uygulama kullanimi tavsiye
edilmektedir. LPS’ler yogu bakim hastalarin kaninda %75 oraninda tespit
edilebilir. En ylksek degerler menigokoksemide tespit edilir.

Endotoksinin  uygulanmasi basit ve guvenilirdir. Hem génulli
insanlarda ve hem de hayvanlara uygulanan endoktoksin, septik hastalarda
gbdzlenen hemodinamik ve metabolik degisiklikleri kolayca baslatabilir.

Endotoksinlere duyarlihg etkileyen faktérler (73);

1. Cinsiyet

2. Maturite

3. Diyet

4. Mensturel siklus

5. Eslik eden infeksiyonlar
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Neonatal ratlar sepsise duyarli iken 1. haftadan sonra direng
kazanmaya baglarlar. Etle beslenenler ve anne sutlyle beslenen hayvanlar

daha direncli, progesteron fazinda olanlar ise daha duyarhdir.

insanlarda etkileri sergileyebilmek icin genellikle birkac kat fazla doz
endotoksin gerekir (79). Ayrica galaktozamin, kursun aselat veya
mikobakteriyum tlberkllozis BCG ile birlikte verildiginde endotoksine
duyarlihk arttirilabilir (73). Olusturulan pozitif 6zellikler deney detaylariyla da
yakindan iligkilidir. Doz veya uygulama siresi degistirilirse hemodinamik

cevaplarda da degisiklikler meydana gelir.
2. Bakteriyemi modelleri

infeksiyon odag! olmadan olusturulan diger bir hayvan modeli canli
bakteri inflzyonu ile olusturulur. Rodent, képek, koyun, domuz veya
primatlara iv olarak canli bakteri verilir. Sikhkla E.coli, daha az siklikla
P.aeroginoza ve S.aureus kullanilir (80). Stafilokoksik sepsis incelemeleri igin
ise en uygun hayvan faredir (81). Clnk{, stafilokoklar bu hayvanlarin cildinde
canl kalip spontan infeksiyon yapabilir, ilac veya gen tedavisi kolaylikla
uygulanabilr. Ayrica bircok saf cins, knockout veya transjenik fare mevcuttur.
Bu hayvanlarin immin sistemleri, insana uygun 6&zellikleri veya immin

ayrintilarinin insanlardaki karsiliklari hakkinda yeterli bilgi mevcuttur.

Bakteri verilen hayvanlarda hipermetabolik ve hiperdinamik septik bir
durum olusur. Ancak, hipodinamik septik sok durumlari da rapor edilmistir.
Bakteri inflzyonu insanlara da uygulanmistir. Ancak, muhtemelen bakterinin

kana karigiminin yavas olmamasi nedeniyle replikasyon gézlenememistir.

Endotoksemi ve bakteriyemi modellerinin énemli dezavantajlari da
vardir. Endotoksemi primer bir sistemik olay! temsil ettiginden lokal bir
infeksiyon, immuUn reaksiyon indiksiyonu veya lokal/sistemik proinflamatuar
ve antiinflamatuar sistemler etkilesime girmemektedir. Ayrica, canh patojenler
yerine bakteri hlicre duvari parcalar kullanilir. Oysa insanlarda gézlenen
sepsis bundan farklidir. Sitokin Uretiminin siddeti ve tedaviye yaniti “saf”
endotoksikozisde asagida aciklanan lokal infeksiyon kaynakli modellerden
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cok farkhdir (82). Bu nedenle endotoksemi modelleri daha ¢ok
“intoksikasyon” durumunu yansitir. intoksikasyon ise sepsisten farkli bir
durum olup proinflamatuar sistemik reaksiyonlari beklenenden fazla
uyarabilirler. Benzer dezavantajlar bakteriyemi modellerinde de vardir.
Endotoksemide oldugu gibi hayvanlar yogun ve primer bir sistemik uyariya
maruz birakilirlar. Ozellikle virulansi zayif bakterilerin  kullaniimasi
durumunda c¢ok yUksek miktarda bakteri kullanilmasi gerekir. Verilen
bakteriler saglikh bir binyede hizli ve kolay sekilde etkisiz hale getirilebilirler.
Bu durumda bakteri, infektif mikroorganizma yerine proendotoksin gibi
davranir. Bakteriyemi modellerinde de lokal infeksiyona gére daha yogun ve
akut sekilde proinflamatuar bir reaksiyon induklenir (83). Ancak bu problemler
daha virulan bakterilerin kullanilmasi ve maddenin uzun sdre uygulanmasi ile
kismen giderilebilir. Bakteriyemi modeli canl etkenler kullanildigindan dolayi
sepsisin klinik bulgularini iyi sekilde taklit eder. Ayrica, infeksiyon odagi
olmayan sepsis modelleri ile pndmokok ve 06zellikle meningokok
infeksiyonlarina cok benzer bir klinik tablo basarli sekilde olusturulabilir.
Bunun yaninda, endotoksemi ve bakteriyemi modellerinde proinflamatuar

kaskad asiri tetiklenir ve gram (-) sepsis benzeri tablo daha siddetli olusur.

Bu modellerin bir avantaji daha standart ve kontrolli sepsis
calismalarinin yapilabilmesidir. Klinik sepsisin tek ve istenen bir 6zelligi
kolayca taklit edilebilir. Ayrica, ileri tedavi calismalari geligtirilirken 6n test
yapmak acisindan faydalidirlar. Sepsis sirecinde gelisen patofizyolojik
olaylarin mekanik temeli de bu modellerle izole sekilde calisilabilir. Her iki
modelde de klinik sepsisin immunopatofizyolojik yénleri basarili sekilde

calisilamaz (72).

B.infeksiyon odakl modeller
1.Kontrolll inokiilasyon:

Lokal bir infeksiyon ve buradan sepsis olusturulmasi temeline dayanir.
Siklikla periton boslugu tercih edilir, cilt altt yol da tercih edilebilir. Bu
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konudaki en kolay teknik, mikroorgnizma igeren bir emulsiyonun periton

bosluguna tek doz bolus infize edilmesidir.

Bu modelde hayvanlar icin erken dénemde énemli derecede &lUm
riski vardir ve bu risk intoksikasyona baghdir. Antibiyoterapi bu 6lim riskini
azaltamaz. Inflize edilen bakterinin kana karisma kinetiginin yani sira

gergekei bir mikrogevre olusturulmasi da gereklidir (83-85).

inokiilasyonda kullanilan bakterinin tiirii de énemlidir. Birgok modelde
tek cins ve iyi bilinen bir doz kullanilir. E.coli en sik kullanilan bakteridir (86).
Her model icin 48 saat icinde %50-90 mortalite saglayacak titrasyonlar
gelistirilmistir. Gram (+) sepsis c¢alismalari igin genellikle S.aureus
kullaniimaktadir.

inokillasyon modelleri, bakteriyemi modellerine gore infeksiyon ve
inflamasyonun devamlilik gésterdigi bir odak olusturdugunda intraabdominal
mikrogevrenin gercekci sekilde taklit edilmesini saglar.

2.Fekal sepsis:

Bu modelde feges normal bakteri icerigi ile beraber inokule edilir. En
kolay yol fekal emulsiyonun batin icine tamamen yayilacak sekilde inflize
edilmesidir (87). Daha lokalize enfeksiyon olustumak icin ise feges ile dolu
jelatin kapsuller pepton-maya-glukoz karisimi ve baryum intraperitoneal
olarak implante edilmektedir.

Fekal sepsiste fecesin kaynadi énemli bir konudur. Otolog fekal
materyal hayvani sadece kendi florasiyla karsi karsiya birakir. Bu durum
kinik sepsise benzer (87).

Fekal sepsisteki diger bir énemli nokta da, fegesi alinan hastanin
yemidir. Etle beslenen ratlardan alinan fegesin florasi tahilla beslenenlere
gbre insandakilere daha ¢ok benzer.

Fekal sepsis ile 400'den fazla mikroorganizmaya bagli hastalik

olusturulabilir. Enfeksiyon seyri ve immin cevaplar klinik sepsis olgularina
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benzerdir. Ayrica peritonal mikrogcevre de klinik duruma c¢ok yakindir. Bu
deneysel modelin dezavantaji, bakterinin tir ve miktarinin kontrol
edilememesidir. Ayrica, Onceden belirlenmis dozlarda ve istenen tirde

mikroorganizma ile sepsis olusturma imkani da yoktur.
3.Perforasyon modelleri:

Cerrahi yodun bakim 0(nitelerinde gbdzlenen en sik sepsis nedeni,
gastrointestinal sistem duvar butinliginin bozulmasidir. Bu durumu taklit
etmek icin en popller prosedir cekumun ligasyonu ve delinmesi (Cecal
Ligation and Puncture [CLP]) ile olusturulan modeldir. Altin standart olarak
kabul edilir (88).

CLP modelinde sepsisin olmazsa olmaz kriterleri olan ‘toksik’ klinik
durum ve pozitif kan koltarinG iyi sekilde taklit edilebilir. Peritonda en sik
E.coli, P.mirabilis kolonizasyonu gézlenir (89).

Klinik ve deneysel galismalardaki en énemli sonug letalitedir. Ancak
CLP yapilan hayvanlarda bu parametre tutarsiz seyretmektedir (89).

Perforasyon modelleri orijinal florayla gelisen enfeksiyon modelleri
oldugundan dogal seyirde immun reaksiyonlar meydana gelmektedir. Tipik
hemodinamik ve immunolojik degisiklikler de rahatlikla elde edilebilir.
Endotoksine duyarlilik bu modellerde sonuca daha az etki eder.

Eski bir yéntem olan CLP modelinin disinda asendan kolona
yerlestirilen bir stent ile peritona devamli barsak igeriginin sizmasi ile
olusturulan ‘colon ascendens stent peritonitiss (CAPS) modeli de
tanimlanmistir. Bu modelde stent c¢api  6nemlidir, stent ¢apinin

genislemesiyle mortalite artmaktadir (90,91).
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6.TRIMETAZIDIN
Genel Bilgiler

Trimetazidin,  (1-[2,3,4-trimethoxibenzyl]-piperazine  HCI;, TMZ);
piperazin tlrevi yapiya sahip, iskemik kardiyak dokuda sitoprotektif etkileri
olan ve bu nedenle antianjinal bir ila¢ olarak kullanilan bir ajandir. TMZ’nin
antianjinal 6zelligi, bu ilacin miyokardiyal yag asit oksidasyonunu inhibe
ederek etki ettiginin ortaya konmasindan énce de biliniyordu (92,93). Yapilan
preklinik galismalarda TMZ'nin sitoprotektif etkileri, myokardiyal iskemi ve
reperfizyon 6rneklerinde ortaya konmustur. Ratlarda yapilan calismalarda;
rat kalbinde TMZ ile akut tedavinin; iskemik slrecgte ve iskemi sonrasi
reperfizyon durumunda kontraktil fonksiyonu gelistirdigi gosterilmistir (94-
99). Koroner akim, kontraktilite ve kalp hizinda TMZ degisiklik yapmamasina
ragmen etkisini myokardiyal enerji metabolizmasini iyilestirmesiyle gésterdigi
One sdrtlmastir (96-99). TMZ; kardiyak enerji metabolizmasini optimize
ederek etki gbsteren bir mekanizmaya sahip ilk yaygin olarak kulanilan
ajandir. TMZ; glukoz oksidasyonunu stimile eder ve yag asit oksidasyonunu
azaltir (100), (sekil 2). TMZ, yag asidi oksidasyonunu 3-ketoacyl-coenzyme A
thiolase (3-KAT) enzimini inhibe ederek yapar. TMZ; direk hemodinamik etki
gbdstermeden anti-iskemik, anti-anjinal etki gésterir. Cift kdr plasebo kontrolll
calismalarda TMZ'ni egzersizle indiklenen anjinasi olan hastalarda egzersiz
kapasitesini ve egzersiz slresini artirdigi gésterilmistir (101-105). TMZ'nin
kendisi stabil anjina pektoris i¢in kullanimi kabul edilmis, gecerliligi olan bir
ajan oldugu gibi, diger geleneksel antianjinal ajanlarla kulanildiginda da ilave
aditif faydal etkilere sahip bir ilagtir (106).

Yapilan calismalarda TMZ’nin kalp yetmezlikli olgularda da faydal
etkileri oldugu g0sterilmistir. Randomize, cift kér, plasebo kontrolli bir
calismada kalp yetmezIikli olgularda 6 ayllk TMZ tedavisiyle, plasebo ile
tedavi edilen gruba gbére daha az anjina atagi gbzlenmis ve dispne
yakinmalari daha az oldugu tespit edilmistir (107).
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inflamatuar Profil ve Endotel Fonksiyonu Uzerindeki Etkileri

Son zamanlarda yapilan c¢alismalar, trimetazidinin inflamasyon
belirtecleri Uzerindeki etkileri konusuna odaklanmistir. TMZ; reaktif oksijen
tirleriyle (ROS) meydana gelen membran hasarini kisitlar ve antioksidan
Ozelligi sayesinde dokuyu serbest radikallerin etkisinden korur (108,109).
ROS ve nitrik oksid (NO) aracili hicre hasart hem inflamasyon hem de
iskemi durumlarinda makrofajlardan C-reaktif protein (CRP), TNF-a, IL-1 ve

IL-6 gibi proinflamatuar mediyatdrlerin salinimini artirir (110).

Sepsis durumunda reaktif oksijen tlrleri, DNA’ya zarar vererek ¢capraz
baglantili hicresel proteinlerin peroksidasyonuna ve en 6nemlisi lipit
membraninin peroksidasyonuna neden olarak doku hasarina neden olur.
Lipit peroksidasyonu membran akigkanligini azaltir ve membran
gecirgenligini artirir, bunun sonucunda hicre butinliglu ve hayati hlcre
fonksiyonlari bozulur. Tim bu belirtilen mekanizmalar dogrultusunda sepsisli
olgularda multiorgan yetmezIligi, ARDS gibi tablolarin ortaya cikmasina

neden olur (111).

Sepsiste patojenik faktdrler; endotel hicreleri, diiz kas hUcreleri,
|6kositler, eritrositler ve parankim hdcreleri gibi mikrodolagsimin neredeyse
tim hdcresel komponentleri Uzerine etki ederler (112). Sepsis slrecinde
mikrodolasim fonksiyonlari ileri derecede bozulur ve kan akiminda heterojen
Ozellikte anormallikler géralar (113,114). NO sistemi, mikrodolagim
batinlGganin korunmasinda otoregulatuar olarak merkezi bir role sahiptir ve
sepsiste ileri derece bozulur (115,116). Bu bozulma, akimin patolojik olarak
santlara yénelmesine neden olur. Bunun temel nedeni ‘inducible nitric oxide
synthase’ (INOS) ekspresyonunun organ yataklarinin farkli alanlarinda
heterojen seyretmesidir, iINOS bulunmayan alanlarda NO kaynakl

vazodilatasyon olugsmaz ve perflizyon bozulur (117).

Tom bu bahsedilen septik patogenetik mekanizmalar, sepsis
tedavisinde tedavi hedefi olarak alinmaya baslanmis ve vyeni tedavi
seceneklerinde bu mekanizmalara etki edecek tedaviler Uzerinde
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odaklanmaya baglaniimistir. Yukarida da bahsedildigi gibi TMZ; reaktif
oksijen tdrleriyle (ROS) meydana gelen memran hasarini kisitlar ve
antioksidan 6zelligi sayesinde dokuyu serbest radikallerin etkisinden korur.
Bu etkileri yaninda proinflamatuar mediyatérler Gzerindeki baskilayici etkisi,
bizim deneysel rat sepsis modelimizde TMZ uygulamamizda etkin olmustur.

ilk kez Di Napoli ve arkadaglari yaptiklari calismada, kontrol grubuyla
karsilastirildiginda trimetazidin alan hasta grubunda C-reaktif protein
seviyelerinin degismedigini, aksine olarak kontrol grubunda 18 aylik
dénemde progresif artis oldugunu gdésterdiler (118). CRP; inflamasyon
durumunu goésteren bir belirte¢ olarak yaygin kullanilan bir ajandir (119-122).
Benzer sekilde, TMZ ile kisa dénem (2 hafta) ve uzun dénem (6 ay) tedavi
edilen diyabetik hastalarda serum endotelin-1 seviyelerinde azalma tespit
edilmis, plasebo grubundaysa azalma gdézlenmemistir (123). TMZnin
inflamatuar profil ve endotelyal fonksiyon Uzerindeki faydali etkilerinden

sorumlu mekanizmalarsa halen tam olarak bilinmemektedir.
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GEREC VE YONTEM

Bu calisma Haziran 2008-Agustos 2008 tarihleri arasinda GATA
Arastirma ve Gelistirme Merkezi Baskanhgdi blnyesinde bulunan arastirma
laboratuvarlarinda yUrGatalmastir. Biyokimyasal belirtecler ve oksidatif stres
belirtecleri GATA Biyokimya AD laboratuvarinda calisiimistir.

Calismamizin amaci; yapilan tim arastirmalara ve tip alanindaki hizli
gelismelere ragmen o6lumcul sonuclari oldukca ylksek oranda olan sepsis
tedavisine yeni acilimlar getirebilmektir. insan deneyi yapmanin sinirl, zorlu
sartlari g6z 6nlne alinarak deneysel bir hayvan calismasi planlanmigtir.
Calismamizda deneysel sepsis olusturulmasi igin, literatirdeki mevcut
modeller icinden en iyi standartlari sagladigi distnilen LPS (E.coli, 0111;B4)
indiiksiyonu model olarak segcilmistir. Tedavi ajani olarak da; antioksidan,
antiskemik ve antiinflamatuar etkileri olan ‘trimetazidin’ etken maddesi
secilmistir. Calismamizda; trimetazidinin sepsisin klinik ve laboratuar
belirtecleri Gzerindeki iyilestirici etkisinin denenmesi amaclanmistir.

A. CALISMA ve GRUPLAR

Calismamizda; 60 adet erkek, 250-350 gr agirhgindaki, Sprague
Dawley ratlar kullaniimistir. Her bir grupta 20 adet rat olmak Gzere 3 grup
olusturulmustur. Her bir rat tek tek tartilarak uygulanacak dozlar
hesaplanmigtir. Trimetazidin tedavisi grubuna; sepsis indiksiyonu dncesinde
yedi giin boyunca glinde tek doz 20 mg/kg dozunda, GATA Eczacilik Bilimleri
Merkezi'nde sollisyon haline getirilen trimetazidin etken maddesi, gaz
anestezisi uygulanmis ratlara sonda yardimiyla verilmistir (Resim 1).
Lipopolisakkarid’in (LPS) (E.coli, 0111;B4) 5 mg/kg dozunda intraperitoneal
injeksiyonu ile ratlarda sepsis indiksiyonu saglanmistir (Resim 2). Sepsis
tanisi; I6kosit artisi, rektal 1si artigi, EKG ile tespit edilen tasikardi ile
konulmustur. Sham grubuna ise intraperitoneal serum fizyolojik uygulamasi

yapimistir.

Calisma gruplari su sekilde diizenlenmisgtir:
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1.grup (n=20); sepsis indiksiyonu,
2.grup (n=20); sepsis indiksiyonu + Trimetazidin tedavisi

3.grup (n=20); sham grubu (intraperitoneal serum fizyolojik uygulamasi)

Resim 1. Ratlara trimetazidin uygulamasi

Resim 2. Ratlara intraperitoneal LPS uygulamasi
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B.LABORATUVAR TEKNIKLERI
Sakrifikasyon ve Ornekleme

Sepsis indiksiyonu sonrasi ratlar beser beser kafese konarak
izlenmeye alinmigtir, oral sivi ve gida alimlarina izin verilmistir. Altinci saatte
tim gruplardaki ratlar yiksek doz anestezi ile sakrifiye edilmislerdir. Her bir
rattan, sakrifikasyon sirasinda intrakardiyak girisim ile kan o&rnekleri

alinmistir.

Tdm kan 6rnekleri bir kerede calisiimasi i¢in, calisma zamanina kadar
-80° C’de saklanmistir. Alinan kan &rneklerinde sepsis siirecinde belirleyici
oldugu dastntlen IL-1 ve TNF-o. dlzeyleri, oksidatif stres belirtecgleri olarak
Malondialdehit (MDA) dizeyi, sUperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri calisiimigtir.

Malondialdehit (MDA) Diizeyi

Rat serum MDA dizeyleri, daha énceden tanimlanmis bir yéntem
kullanilarak belirlenmistir (124). Tiobarbiturik asitin MDA ile reaksiyonundan
sonra, reaksiyon Grand 532 nm’de spektrofotomerik olarak &lctimastir.
Standart olarak tetrametoksipropan sollisyonu kullaniimis ve sonuclar
nmol/ml olarak ifade edilmistir.

Siperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi

Rat serum SOD aktivitesi, daha &énceden tanimlanmis bir yéntem
kullanilarak élgtlmustdr (125). Rat serumu, 10 mmol/L fosfat tamponu ile 400
kat dilie edilmig, sonrasinda 25 uL seyreltiimis lizat, 50 mmol/L CAPS ve
0.94 mmol/L EDTA (pH 10.2) igeren tampon solUsyonu igersindeki, 0.05
mmol/L  ksantin ve 0.025 mmol/L 2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-
feniltetrazolium klorid iceren 850 pL substrat sollsyonu ile karistiriimistir.
Daha sonra karigima 125 ulL ksantin oksidaz (80 U/L) eklenerek takiben 3
dakika boyunca 505 nm’de absorbans artiglari takip edilmistir. Bosluk veya
standart olarak 6érnek yerine fosfat tamponunun cesitli konsantrasyonlari
kullaniimistir. SOD aktivitesi U/L olarak ifade edilmistir.
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Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivitesi

Rat serum GSH-Px aktivitesi daha énceden tanimlanmig bir yéntem ile
OlchimUstir (126). Rat serumlari; 1 mmol/L Na, EDTA, 2mmol/L indirgenmis
glutatyon (GSH), 0.2 mmol/L NADPH, 4 mmol/L sodyum azid, 50 mmol/L’lik
tris tamponu ve 1000 U GSH rediktaz, 50 uL plazma ve 950 uL reaksiyon
karisimi ile karistiriimis ve 37° C’de 5 dakika stresince inkiibe edilmistir.
Daha sonra 8.8 mmol/L H»O, ile reaksiyon baslatilarak NADPH
absorbansindaki azalma 3 dakika boyunca 340 nm’de takip edilmistir. Enzim
aktivitesi U/L olarak ifade edilmigtir.

IL-1 Dlizeyleri

IL-1 dizeylerinin degerlendiriimesinde ‘BioSource rat IL-1 solit faz
sandvi¢ Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay (ELISA) kiti' kullaniimigtir.
Rat IL-1’sina spesifik antikorlar mikrotiter striplerin icerisindeki bosluklara
yerlestirilip, bu bosluklar icerisine standart rat IL-1, kontrol ve bilinmeyen
6rnekler pipetle yerlestirilmigtir.

ilk inkilbasyondan sonra rat IL-1 antijeni immobilize antikora
yapismakta, ylkama sonrasinda rat IL-1’sI icine spesifik biyotinlenmig antikor
eklenmektedir. ikinci inkilbasyon esnasinda bu antikor ilk inkilbasyonda
immobilize olan rat IL-1’sina tutunmaktadir. Ikinci antikorun fazla kismi
uzaklastirildiktan sonra Streptavidin-peroksidaz eklenmekte, bu biyotinlenmis
antikora baglanarak 4 bilesenli sandvic tamamlanmaktadir. Ugiincii bir
inkilbasyon ve baglanmamis tim enzimlerin yikanarak uzaklastiriimasindan
sonra, renklendirmeyi saglayan sollsyon eklenmektedir. Elde edilen renkli
arinin yogunlugu orijinal Grinde mevcut olan IL-1 konsantrasyonu ile dogru

orantili olarak okunmaktadir.
TNF-a Duzeyleri

TNF-o diizeylerinin degerlendiriimesinde ‘BioSource rat TNF-a solit faz
sandvi¢ Enzyme-linked-Immuno-Sorbent-Assay (ELISA) kiti’ kullaniimistir.

Rat TNF-a'sina spesifik antikorlar mikrotiter striplerin icerisindeki bosluklara
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yerlestirilmis, ardindan bu kuyucuklarin igerisine biyotinlenmig ikinci antikor
eklenmesini takiben standart rat TNF-a, kontrol ve bilinmeyen &rnekler
pipetle yerlestiriimistir. ilk inkiibbasyon esnasinda rat TNF-o. antijeni bir
taraftaki immobilize antikora baglanirken diger taraftan solusyon fazindaki
biyotinlenmis antikora baglanmaktadir. Fazla antikorlar uzaklastirildiktan
sonra Streptavidin-peroksidaz eklenmekte, bu biyotinlenmis antikora
baglanarak 4 bilesenli sandvig tamamlanmaktadir. ikinci bir inkiibasyon ve
baglanmamis tim enzimlerin yikanarak uzaklastirlmasindan sonra,
renklendirmeyi saglayan sollsyon eklenmekte, elde edilen renkli Grindn
yogunlugu orijinal Griinde mevcut olan TNF-a konsantrasyonu ile dogru

orantili olarak okunmaktadir.

C.ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Tum veriler ortak bir veri tabaninda toplanmistir. istatistiksel islemler
icin SPSS for Windows v11 (SPSS Co., USA) yazilimi kullaniimistir. Her bir
veri grubunun kendi icindeki dagilim dizeni ki-kare testi ile degerlendirilmistir.
Sonuglar ortalama ve ortalamanin standart hatasi (mean+SEM) olarak ifade
edilmigtir. Verilerin karsilastinimasinda Wilcoxon analizi kullaniimis olup,
glven araligi %95 olarak alinmistir (Cl:%95). Istatistiksel olarak anlamli

farkhlik p<0.05 olarak tanimlanmistir.
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BULGULAR
Calismamizda 3 grupta olmak Uzere toplam 60 rat ile ¢calisildi.
1.grup (n=20); sepsis indiksiyonu,
2.grup (n=20); sepsis indiksiyonu + Trimetazidin tedavisi
3.grup (n=20); sham grubu
Sepsis indliksiyonu

LPS kullanilarak sepsis olusturulan iki grupta da (Grup 1 ve Grup 2)
6nceden tanimlanan rat sepsis modeli olusturulmustur. Sepsis olusturulan
gruplarda ortalama beyaz kire sayisi 1760013400, ortalama rektal isi
6lcimi 39.1+1.5 C, ortalama kalp hizi 148+15 /dakika olarak tespit edilmigtir.

Biyokimyasal ve farmakolojik degerlendirme

Verilerin ortalama degerleri ve standart ortalama hatalari (mean+SEM),
istatistiksel anlamli  farklihklari gbsteren degerlerle birlikte asagida
sunulmustur (Tablo 3). Tum gruplarda oksidatif stress parametresi olarak
GSH-Px, SOD ve MDA dizeyleri ¢cahsiimistir. Ayrica yine tiim guplarda IL-1

ve TNF-a konsantrasyonlar caligiimistir.

LPS ile sepsis olustururlan grupta (Grup 1) ratlarin kan 6rneklerinde
doku antioksidan kapasitesinin indirekt gdstergeleri olan GSH-Px ve SOD
dlzeyleri; trimetazidin tedavisi uygulanan (Grup 2) gruba gbre istatistiksel
olarak anlamli oranda (p<0.05) daha disuk bulunmustur. Ayrica doku hiicre
membran hasarinin indirekt géstergesi olarak kabul edilen MDA diizeyleri de
tedavi almayan gruba gdre istatistiksel olarak anlamli dizeyde (p<0.05)
yliksek olarak tespit edilmistir. Baska bir deyisle trimetazidin tedavisi,
deneysel LPS sepsis indlksiyonunun neden oldugu doku oksidatif stres

artisini ve doku membran hasarini belirgin olarak iyilegtirmistir.

Bu sonuclara benzer sekilde; trimetazidin uygulanan grupta IL-1 ve

TNF-a konsantrasyonlari, tedavi almayan sepsis grubuna gbére belirgin
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derecede daha dusuktir (p<0.05). Bu sonuclar deneysel LPS ile indiiklenen

sepsis modelinde trimetazidin tedavisinin sistemik olarak faydal etkilerinin

olabilecegine isaret etmektedir. TUm bu sonucglara ragmen calismamiz

tasarlanis itibariyle bir strvi calismasi olmadigindan, trimetazidin tedavisinin

sepsis seyri Uzerindeki sistemik etkilerinin belirlenmesi mimkin olmamistir.

Tablo 3. Rat serumunda IL-1, TNF-a ve oksidatif stres parametreleri dizeyi

Sepsis Trim Sham p degeri
IL-1 11952 £25.6 | 693.5+41.1 167.9+£9.9 <0.05
TNF-a 1172+ 3.7 91.5+4.2 49.3 + 4.1 <0.05
MDA 4.66 + 0.04 2.21 +0.01 0.98 +0.01 <0.05
SOD 1.12 £ 0.01 1.78 £ 0.01 2.65 + 0.01 <0.05
GSH-Px 1.42 £0.02 2.09 +0.01 2.77 +£0.02 <0.05
IL-1 (ng/L)

1400

1200

1000

800 B Sepsis

600 H Trimetazidin

400 Sham

200

0 T T 1
Sepsis Trimetazidin Sham

Sekil 1. Tum gruplardaki IL-1 diizeylerinin karsilagtiriimasi
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TNF-a (ng/L)
140
117,2
120
100 - 91,5
80 - W Sepsis
60 - H Trimetazidin
40 - m Sham
20
0 - T T
Sepsis Trimetazidin Sham
Sekil 2. Tim gruplardaki TNF-o diizeylerinin karsilastiriimasi
3
2,65
2,5
2 1,78
M Sepsis
1,5 P
1,12 m Trimetazidin
17 m Sham
0,5 +
0 - T T
Sepsis Trimetazidin Sham

Sekil 3. Tum gruplardaki SOD diizeylerinin karsilastiriimasi
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MDA (nmol/ml)

5 466
4,5 -

4 -
3,5 4

3 - .
a5 2,21 B Sepsis
’2 | H Trimetazidin
1,5 4 I 0,98 m Sham
1 -

0 - T T

Sepsis Trimetazidin Sham

Sekil 4. Tum gruplarda MDA dizeylerinin karsilastiriimasi

GSH-Px (U/L)

3 277

1,42 B Sepsis

m Trimetazidin

m Sham

Sepsis Trimetazidin Sham

Sekil 5. Tim gruplarda GSH-Px diizeylerinin karsilastiriimasi
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TARTISMA

Sepsis; tip alanindaki tim farmakolojik ve teknolojik gelismelere
ragmen yogun bakim Unitelerinin en édnemli mortalite nedenlerinin basinda
gelmektedir. Bu potansiyel olarak oldukca élimctl seyreden klinik sorunun
tedavisine ydnelik birgok yeni ajan denenmektedir.

Trimetazidin, (1-[2,3,4-trimethoxibenzyl]-piperazine HCI; TMZ) ;
piperazin tlrevi yapiya sahip, iskemik kardiyak dokuda sitoprotektif etkileri
olan ve bu nedenle antianjinal bir ilag olarak kullanilan bir ajandir (92,93).
Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, trimetazidinin inflamasyon belirtegleri
tzerindeki etkileri konusuna odaklanmigtir. TMZ; reaktif oksijen turleriyle
(ROS) meydana gelen membran hasarini kisitlar ve antioksidan o6zelligi
sayesinde dokuyu serbest radikallerin etkisinden korur (108,109). ROS ve
nitrik oksid (NO) aracili hicre hasari hem inflamasyon hem de iskemi
durumlarinda makrofajlardan C-reaktif protein (CRP), TNF-a, IL-1 ve IL-6 gibi

proinflamatuar mediyatérlerin salinimini artirir (110).

Sepsis durumunda reaktif oksijen turleri, DNA’ya zarar vererek ¢apraz
baglantil hiicresel proteinlerin peroksidasyonuna ve en &énemlisi lipit
membraninin peroksidasyonuna neden olarak doku hasarina neden olur.
Lipit peroksidasyonu membran akiskanligini azaltr ve membran
gecirgenligini artirir, bunun sonucunda hicre butinliglu ve hayati hlcre
fonksiyonlari bozulur. Tim bu belirtilen mekanizmalar dogrultusunda sepsisli
olgularda multiorgan yetmezligi, ARDS gibi tablolarin ortaya cikmasina
neden olur (111).

Sepsiste patojenik faktdrler; endotel hicreleri, diz kas hUcreleri,
|6kositler, eritrositler ve parankim hcreleri gibi mikrodolagimin neredeyse
tim hadcresel komponentleri Uzerine etki ederler (112). Sepsis slrecinde
mikrodolasim fonksiyonlari iler derecede bozulur ve kan akiminda heterojen
Ozellikte anormallikler gérdlar (113,114). NO sistemi, mikrodolagim
batanlGginin korunmasinda otoregulatuar olarak merkezi bir role sahiptir ve

sepsiste ileri derece bozulur (115,116). Bu bozulma, akimin patolojik olarak
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santlara yénelmesine neden olur. Bunun temel nedeni ‘inducible nitric oxide
synthase’ (INOS) ekspresyonunun organ vyataklarinin farkli alanlarinda
heterojen seyretmesidir, iINOS bulunmayan alanlarda NO kaynakl
vazodilatasyon olusmaz ve perfizyon bozulur (117).

Tom bu bahsedilen septik patogenetik mekanizmalar, sepsis
tedavisinde tedavi hedefi olarak alinmaya baslanmis ve vyeni tedavi
seceneklerinde bu mekanizmalara etki edecek tedaviler Uzerinde
odaklanmaya baglaniimistir. Yukarida da bahsedildigi gibi TMZ; reaktif
oksijen tirleriyle (ROS) meydana gelen membran hasarini kisitlar ve
antioksidan 6zelligi sayesinde dokuyu serbest radikallerin etkisinden korur.
Bu etkileri yaninda proinflamatuar mediyatorler Gzerindeki baskilayici etkisi,
bizim deneysel rat sepsis modelimizde TMZ uygulamamizda etkin olmustur.

Deneysel sepsis modelinin olusturulmasi igin; literatirde mevcut
modeller icinden en iyi standartlari sagladigi disinulen ‘Lipopolisakkarit’
(LPS, E.coli, 0111; B4) indlksiyonu model olarak secilmistir. insanlarda
gorulen sepsisin karakteristik bulgulari bu modelde basarili bir sekilde
olusturulabilir. LPS uygulanmasi basit ve gtvenilirdir. Hem gdnalll insanlarda
ve hem de hayvanlara uygulanan LPS, septik hastalarda g&zlenen
hemodinamik ve metabolik degisiklikleri kolayca baslatabilir (73,75).

Secilen sepsis modeli ve uygulanan tedavi ajani ile yaptigimiz bu
deneysel rat sepsis modeli ¢alismasinda; trimetazidinin sepsisin klinik ve
laboratuvar  belirtecleri  Uzerindeki iyilestirici  etkisinin  arastiriimasi

amaclanmistir.

Cahsmamiz; deneysel rat sepsis modelinde trimetazidin etkinligini
degerlendiren ilk calismadir. Literatlrde; sepsis modellerinde ya da sepsisli
olgularda TMZ etkinligini  degerlendiren  herhangi  bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu baglamda bizim c¢alismamiz, tip alanindaki tim
gelismelere ragmen optimal dizeyde etkin olarak kullanilan bir tedavisi
olmayan sepsis alaninda, yeni bir tedavi edici ajan olarak kullanilabilecek
TMZ’nin etkinligini arastiran ilk calisma oldugu icin dnem tagimaktadir.
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Sepsis durumunda, yogun bir sekilde inflamatuar mediatérlerin
salinimi gergeklesir. Sepsisle iligkili inflamatuar mediatérlerin saliniminin ana
amaci; kan damarlarindan infeksiyon alanina dogru I6kosit infiltrasyonunu
artirmaktir. Bakteriyel ligandlarla Toll-like resept6rlerin (TLR) aktive olmasiyla
sinyalizasyon kaskadi baslatiimis olur, bu kaskadin baglamasiyla da nikleer
faktor-xB (NF-kB) aktive olur. NF-xB’nin aktive olmasiyla birlikte TNF-a, IL-1,
IL-6 ve IL-12 ile IL-8 gibi proinflamatuar sitokinler sahnir (51, 52). Bu
sitokinler arasinda en 6nemlileri TNF-o ve IL-1'dir; sistemik inflamatuar
yanitin gelismesine neden olurlar, doku hasarina yol agarlar, benzer biyolojik
etkilere sahiptirler ve akut faz yanitin baslangicinin koordine edilmesinden
sorumludurlar (51).

Kuralay ve arkadaslari 2006 yilinda yaptiklari bir calismayla (110);
PTCA o&ncesi trimetazidin uygulanan olgularda, anjioplastiye bagl
inflamasyonun baskilandigini gésterdiler. PTCA; iskemi-reperflizyon déngusu
Uzerinde sistemik inflamatuar cevabi tetikleyen bir islemdir (127). CRP, IL-1
ve IL-6 gibi inflamatur belirteclerin dlzeyleri PTCA sonrasi artis
gostermektedir (127). Kuralay ve arkadaslari PTCA o&ncesi trimetazidin
uyguladiklari grupta; CRP, TNF-a ve nitrat seviyelerinin TMZ uygulanmayan
gruba gbére anlamli derecede daha dislk oldugunu gdésterdiler. Sepsisli
olgularda olmasa da, PTCA islemi 6ncesi trimetazidin uygulanan grupta
inflamatuar belirteclerin seviyelerinin baskilandigini gdéstermesi agisindan bu
calismanin sonuglarn oldukga blyik 6nem tasimaktadir. Bizim ¢alismamizda
ise, inflamatuar belirteclerin seviyelerinin daha distk c¢ikmasi vyani
inflamasyonun baskilanmasi temelinde benzer olarak, trimetazidin uygulanan
grupta IL-1 ve TNF-a seviyeleri, TMZ uygulanmayan gruba gére istatistiksel
olarak anlaml dizeyde daha disuk tespit edilmistir. Bu sonuclar bize;
inflamasyon sUrecinin temel teskil ettigi bircok hastalik gibi sepsiste de
isleyen proiflamatuar yolaklarda trimetazidin ile baskilanma saglanabilecedi,
dolayisiyla da sepsis patogenezinde trimetazidinin faydah etkiler
gbsterebilecegdini disundirmektedir.
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Deneysel caligmalardan elde edilen veriler; infeksiyon sonrasi immin
sisteme ait yogun proinflamatuar cevabin, organ hasarina yol acacagi ya da
mevcut hasar artiracagi teorisini destekliyor. Bu nedenle inflamatuar cevabi
azaltmaya yonelik tedavi girisimleri sepsis tedavisinde yeni ufuklar agmasi
acisindan fayda saglayabilir (128). Glauser ve arkadaslari; fizyolojik
reaksiyonlarin spesifik olmayan blokajinin (6rnegin; CD14, TNF-a, IL-1 vb)
sepsis ve lipopolsakkaritle (LPS) indUklenen septik sokta semptomlarin
ciddiyetini ve mortaliteyi azalttigini géstermiglerdir (128). Bizim ¢alismamizda
da trimetazidin tedavisi uygulanan grupta; tedavi uygulanmayan sepsis
grubuna gére TNF-a ve IL-1 seviyeleri istatistiki olarak anlamli diizeyde
disik cikmistir. Bdylece bizim calismamizin sonuglari, sepsis tedavisinde
adjuvan bir ajan olarak trimetazidin kullanilmasi acisindan umut vericidir.
Ancak bu umut verici sonuclara ragmen; bu deneysel calisma kurulumu
itibariyle bir sOrvi ¢alismasi olmadidi igin, trimetazidin tedavisinin sepsis

sureci Uzerindeki sistemik etkilerinin saptanmasi mimkdn olmamigtir.

Kara ve arkadaslari 2006 yilinda yaptiklari bir calismada (129);
anestezi uygulanmig ratlarda karbakol uygulanimi dncesinde trimetazidin
tedavi edici ve koruyucu ajan olarak kullanildiginda, rat kardiyak dokusundaki
infarkt alanini etkin bir sekilde azalttigini ve buna ek olarak malondialdehit
(MDA) ve laktat seviyelerini azalttigini tespit ettiler. Kara ve arkadaslari
yaptiklari calismada trimetazidin uygulamasi sonucu malondialdehit
seviyelerinin diglk c¢ikmasini; trimetazidinin metal selasyonu yapabilme
6zelligi olabilecegine ve buna bagh olarak seliler membrandaki lipid icerikli
yapilarla iligkili redoks aktif metallerin inaktive edbilecegine, trimetazidinin
notrofil birikimini ve myloperoksidaz aktivitesini inhibe edebilecegine
baglamiglardir (129). Bizim calismamiz sepsis ¢alismasi olmasina ragmen
calismamizin sonuglari; trimetazidinin nétrofil birikimini ve myeloperoksidaz
aktivitesini inhibe edebilecedi ydnindeki teorileri desteklemesi agisindan
6nem tasimaktadir. Clnki bizim calismamizda bu sonuclara benzer sekilde
trimetazidin uygulanan tedavi grubunda, tedavi uygulanmayan sepsis
grubuna gére doku hicre membran hasarinin indirek bir gbstergesi olarak
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kabul edilen malondialdehit dizeyleri istatistiki olarak anlamli diizeyde disuk
olarak tespit edilmigtir.

Tikhaze ve arkadaslari ise (130) trimetazidin kullanarak yaptiklari
calismada; koroner kalp hastaligi olan hastalarda kronik trimetazidin
tedavisinin lipid peroksidleri ve malondialdehit seviyelerini azalttigini,
glutatyon peroksidaz aktivitesini artirdigini gésterdiler. Bu sonuglara benzer
sekilde bizim ¢alismamiz sonunda da, doku antioksidan kapasitesinin indirek
gbstergeleri olarak kullanilan glutatyon peroksidaz ve slUperoksit dismutaz
seviyeleri trimetazidin tedavi uygulanan grupta, tedavi uygulanmayan sepsis
grubuna gore istatistiki olarak anlamli dizeyde yiksek cikmistir. Diger bir
deyisle trimetazidin tedavisi, deneysel olarak lipopolisakkaritle (LPS)
indUklenen rat sepsis modelinde oksidatif stres artisini ve doku membran
hasarini belirgin olarak iyilestirmistir. Baska bir deyisle, sepsis tablosunun
ortaya cikmasiyla meydana gelen c¢oklu organ hasarinda en énemli rold
oynayan oksidatif doku stresi artisinin trimetazidin tedavisiyle baskilanmasi,
halen etkin bir tedavi yéntemi olmayan sepsis olgularinin tedavisinde yeni

ufuklar acabilecegi sdylenebilir.

Bizim g¢alismamizin  sonuglarini  6zgin kilan trimetazidininin;
antioksidan, antiiskemik ve antiinflamatuar etkilerini lipopolisakkaritle
indUklenen deneysel rat sepsis modelindeki inceleyen ilk ¢alisma olmasidir.
Trimetazidine uygulanmasinin sepsisteki proinflamatuar sitokinler ve oksidatif
stres parametreleri Uzerindeki etkilerini arastirlmis ve umut vaat eden
sonuglar elde edilmigtir. Ancak trimetazidininin sepsis alanindaki bu ydz
glldirict sonuglarina ragmen daha ayrintili, genis kapsamli ve farkl
metodolojili galismalara ihtiya¢ vardir.
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SONUCLAR

. Lipopolisakkarit ile ratlarda sepsis indiksiyonu, ideal deneysel sepsis

yéntemlerinden birisidir.

. Trimetazidin tedavisi, sepsisteki olaylar zincirinde anahtar rol oynayan IL-
1 seviyelerinde istatistiksel olarak anlaml diizeyde azalmaya yol agmistir.

. Trimetazidin tedavisi, sepsisteki olaylar zincirinde anahtar rol oynayan
TNF-a seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli dizeyde azalmaya yol

acmistir

. Trimetazidin tedavisi, hlicre membran hasarinin indirek bir gdstergesi
olarak kabul edilen malondialdehit diizeylerinde istatistiki olarak anlamh

dlzeyde azalmaya neden olmustur.

. Trimetazidin tedavisi, doku antioksidan kapasitesinin indirek gdstergesi
olarak kullanilan glutatyon peroksidaz seviyelerinde istatistiki olarak

anlamh dizeyde artisa neden olmustur.
. Trimetazidin tedavisi, doku antioksidan kapasitesinin indirek gdstergesi

olarak kullanilan siperoksit dismutaz seviyelerinde istatistiki olarak

anlamh dizeyde artisa neden olmustur.

. Galismamiz; sepsis tedavisinde TMZ'nin kullanildid ilk caligmadir.

. Sepsis tedavisinde TMZ'nin kullanimina yénelik kapsamli ¢alismalara
ihtiyag vardir.
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