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OZET

Tbp.Yzb. Ahmet OZTURK, “Deneysel Rat Sepsis Modelinde
Hiperbarik Oksijen Tedavisi ile Normobarik Oksijen Tedavisinin
Karsilastirnlmasi”, Giilhane Askeri Tip Akademisi Askeri Tip Fakiiltesi i¢
Hastaliklan Bilim Dali, Tipta Uzmanlik Tezi, Ankara, 2009.

Sepsis, bir¢cok sistemi tutan, 6zellikle hemodinamik degisikliklere yol
agarak, sok, organ fonksiyon bozuklugu ve organ yetmezligine kadar giden,
tedavisi guc ve mortalitesi yuksek bir klinik tablodur. Son yirmi yilda sepsis
Uzerine birgok calisma yapilmistir. Bu calismalarda sepsis fizyopatolojisinin
anlasiimasinin bir sonucu olarak pek c¢ok terapodtik ajan gelistirilmistir. Bu
ajanlarin hepsi insanda kullaniimadan o6nce hayvanlarda denenmis, ancak
yapilan yorucu ve pahali ¢alismalarin gogu olumlu bir gelismenin saglanmasi

acisindan basarisiz olmustur.

Hiperbarik oksijen (HBO) tedavisini tanimlarsak, hastalarin tamamen
kapali basin¢g odalarinda, 1 ATA'dan daha buyuk basing altinda %100
oksijenin solutuldugu tedavi yontemi seklinde yapilabilir. Vazokostruktor,
mikroorganizma ¢ogalmasini Onleyici, anjiogenezisi aktive edici, antioksidan
aranlerin - olusumunu artirict ve dokularin bozulmus oksijen transport

kapasitesini duzeltici etkileri bulunmaktadir.

Normorbarik oksijen (NBO), benzer etkileri daha dusuk basingl ve
daha az invaziv sartlarda yapabilen, Yogun Bakim Unitelerinde(YBU) rutin

uygulanan, ¢ok ¢esitli uygulama metodlari olan bir tedavi metodudur.

Bu calisma; deneysel sepsis modelinde NBO ve HBO tedavilerinin
oksidatif stres parametreleri ve pro inflamatuar sitokinler agisindan iyilestirici

etkilerini ve birbirlerine Ustlnluklerini arastirmak amaciyla planlanmigtir.

Bu amagla ratlar doért gruba randomize edilmistir: (1) Kontrol grubu
(n=10): Sepsis induksiyonu sonrasi tedavi almayacak grup (2) HBO grubu

(n=10): Sepsis induksiyonunu mutakiben HBO tedavisi verilen grup 3) NBO



grubu (n=10): Sepsis indlksiyonunu mutakiben NBO tedavisi verilen grup (4)

Sham grubu (n=10): intraperitoneal serum fizyolojik uygulanan grup

Tum gruplarda serumda TNF-o konsantrasyonlari ve akciger
dokusunda oksidatif stress parametresi olarak Glutatyon peroksidase (GSH-
Px), Sudperoksid Dismutaz (SOD) ve Malondialdehit (MDA) duzeyleri
calisiimistir. istatistiksel islemler icin SPSS v15 yazilimi kullaniimistir.

Bu calismada HBO ve NBO tedavilerinin; E.Coli ile deneysel olarak
olusturulan sepsis induksiyonunun neden oldugu oksidatif stres artisini ve
doku membran hasarini belirgin olarak iyilestirdigi, NBO ve HBO tedavileri
arasinda anlamli fark olmadigi, proinflamatuar sitokin olan TNF-a
dizeylerinde ise anlamli duzeyde azalmaya yol agtiklari, HBO tedavisinin
NBO tedavisine gobre daha anlamli dizeyde degisiklik olusturdugu

gOsterilmigtir.

Ancak tedavi etkinligindeki mekanizmalarin anlasilabilmesi ve

kullanabilirliginin arastiriimasi igin ileri calismalara ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: Sepsis, Oksidatif Stres, Proinflamatuar
Sitokinler, Hiperbarik Oksijen, Normobarik

Oksijen

Destekleyen Kurumlar Yok
Yazar adi : Dr. Ahmet OZTURK

Danigman : Do¢.Dr.H.Levent YAMANEL



SUMMARY

MD.Capt. Ahmet OZTURK, “Comparison of the Effects of
Hyperbaric Oxygen and Normobaric Oxygen on sepsis in rats” Gulhane
Military Medical Academy, Military Medical School Department of

Internal Medicine, Dissertation-Specialization in Medicine, Ankara, 2009.

Sepsis is a severe multisystemic disease ,that develope particularly
by alterations on hemodynamia progressing shock, multiorgan dysfunction
and failure, which treatment of this manifestation is difficult and mortality is
high . In recent two decades there are lots of studies investigated sepsis .
After the provement on sepsis physiopathology with these studies, various of
therapeutic agents are developed. These agents were tested at animals
before used at human being but most of these exhaustive and expensive

studies were unsuccesseful at obtaining a positive progress.

As a defination for Hyperbaric oxygen treatment (HBO) , the patients
are in completely closed pressure rooms, with more than 1 atm pressure
breathing %100 oxygen. This treatment effects providing vasoconstruction,
preventing microorganism proliferation, activating angiogenesis, enhancing
anti-oxidan products and increasing the oxygen transport capacity of failure

organs .

Normobaric oxygen(NBO) is a treatment that provides same effects
with less pressure and at less invasive conditions which can be achieved at

intensive care units with different administration methods.

The plan of this study is to investigate the comparision of experimantal
sepsis models treated with HBO and NBO for the therapeutic effects on
oxydative stress parameters and pro-inflammatory cytokins and superiority to
each other. For this purpose rats were randomized into four groups. (1)
Control group (n=10): Non-treated after sepsis induction group, (2) HBO
group (n=10): HBO treated after sepsis induction group, 3) NBO grubu
(n=10): NBO treated after sepsis induction group, (4) Sham group (n=10):

intraperitoneal NaCl administrated group.

Vi



In all groups, TNF-a. concentrations at serum and as oxydative stress
parameters; glutathione peroxidase (GSH-Px), superoxide dismutase (SOD)
ve malondialdehyde (MDA) levels at lung tissue were studied. The SPSSv15
for Windows was used for the statistical analysis.

In this study I1ts revealed that treatment with HBO and NBO
significantly cure the increased oxydative stress and tissue membran injury at
E.coli induced experimental sepsis, and there is no superiority between NBO
and HBO treatments, the TNF-a (as proinflammatory cytokin) levels were
significantly reduced, and its demonstrated that HBO treatment made more

differance compared to NBO treatment.

However to understand the mechanism of treatment efficiency and to

investigate the usability, there should be more studies required.

Key words: Sepsis, oxidative stress, proinflamatory cytokines,

Hyperbaric oxygen, Normobaric oxygen
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1. GIRIS

Sepsis; infeksiyonla birlikte yaygin inflamasyonla karakterize,

mortalitesi %30-90 arasinda degdisen bir sendromdur.

Sepsisteki fizyopatolojik olaylar oldukga karmasiktir. Bakteri hicre
duvarinda yer alan birgok antijenik yapilarin tetiklemesiyle, dolagsimdaki
mononukleer fagositler, endotel hicreleri ve diger hicrelerden bir¢ok gugli
mediyatérler, proinflamatuar ve antiinflamatuar sitokinler salinmaya baslar.
Bunlarin en énemlileri; timor nekroz faktora alfa (TNF-a), interldkin (IL) 1, 2,
6, 8 ve trombosit aktive eden faktér (PAF)dir. Sepsis surecinde gelisen
sistemik inflamatuar yanit, endotelyal hasar, mikrovaskuler disfonksiyon,
doku oksijenizasyon bozuklugu gibi fizyopatolojik komponentler sonucunda
¢oklu organ hasari meydana gelmektedir. Sepsiste, makrofajlarin bakteriyel
antijenlerce uyarilmasi sonucu proinflamatuar sitokinlerden &éncelikli olarak

IL-1 ve TNF-o salinimi artar.

Arasidonik asit metabolitleri de sepsis kaskatinda énemli rol oynarlar.
Siklooksijenaz yolla prostoglandinler ve tromboksan A2, lipooksijenaz yolla
ise lokotrienler meydana gelir. TNF-a, IL-1 gibi mediyatorler arasidonik asit
metabolitlerinin agiga ¢ikmasini ve sentezini aktive eder. Tromboksan A2
kuvvetli vazokonstruktor ve prostoglandinler ise vazodilator etkiye sahiptir.
Arasidonik asit metabolitleri, ates, tasikardi, takipne, ventilasyon-perflizyon
bozuklugu ve laktik asidoz olusumunda rol alirlar. Bu iki sitokinin salinimiyla;
IL-6 ve IL-8 salinimi, akut-faz protein cevabi, ates, hipotansiyon, I6kositoz,
koagulasyon aktivasyonu ve fibrinolitik aktivasyon gibi biyolojik etkiler
meydana gelir. Tum bu olaylar esliginde vicutta yaygin bir oksidatif stres ve
beraberinde mikrosirkilasyon bozuklugu meydana gelir. Yapilan ¢alismalar
sonucu sepsisli olgularda, serbest radikal toksisitesi sonucu olusan
antioksidan enzimlerden glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve superoksit

dismutaz (SOD) seviyelerinin azaldigi, oksidatif stres parametresi olarak da



malondialdehit (MDA) seviyelerinin yukseldigi bildirilmistir. Sepsisli olgularda;
yaygin mikrosirktlasyon bozuklugunun belirteci olarak laktatin, multiorgan
disfonksiyonu gergevesinde norolojik doku hasarinin belirteci olarak noéron-
spesifik enolazin ve protein s100’Un, sepsis belirteci olarak da prokalsitoninin

arttigi bildirilmigtir.

Hiperbarik Oksijen (HBO) tedavisi, son yillarda sepsis tedavisinde,
adjuvan tedavi segenegi olarak ilgi uyandiran, izole bir basing odasinda
hastaya deniz seviyesindeki atmosferik basingtan (1 ATA [atmosphere
absolute] = 760 mmHg) daha fazla bir basingta %100 oksijen solutulmasi ile
uygulanan bir tedavi seklidir. Maske, baslik veya endotrakeal tip ile
uygulanan HBO ile arteryel oksijen basinci 2000 mmHg’ya, doku oksijen
basinci ise 400 mmHg'ya kadar cikarilabilir. Bu basingla yapilan oksijen
uygulamasi biyokimyasal, hucresel ve fizyolojik bircok yarar sagladigi
gosterilmistir. HBO, stres altindaki hicrelere oksijen sunan bir tekniktir.

Hipoksik dolasima ve dokulara su mekanizmalarla etki eder:

e Doku hipoksisi sonrasi gelisen iskemi ve 6demi elimine eder,
vazokonstruktor etki ile 6demi azaltir.

e Lokositlere oksidatif fonksiyonlar igin ihtiya¢g duydugu oksijeni
saglayarak infeksiyon kargiti  aktivite  gOsterir  ve
mikroorganizma ¢ogalmasini 6nleyici bir ortam olugturur.

e Aktive fibroblastlardan vaskller endotel buylime faktéri ve
kollajen Uretimini arttirarak anjiogenezisi aktive eder.

¢ Antioksidan drtnlerin olusumunu arttirir

e Vaskller endotel I6kosit adhezyonunu  engelleyerek
mikrosirkulasyonu artirir

e HBO, dokularin bozulmus oksijen transport kapasitesini

duzeltmektedir.

HBO uygulamasi, dekompresyon hastalii, hava ve gaz embolisi,
karbonmonoksit zehirlenmesi ve duman inhalasyonuna maruz kalinan

durumlarda ana tedavi olarak uygulanmakta ve bu durumlarda kritik roller



ustlenmektedir. Ayrica, iyilesmeyen ulserler, problemli yaralar, deri greft ve
flebleri, ezilmeler, kompartman sendromu ve akut travmatik iskemiler, gazl
gangren/klostridial infeksiyonlar, nekrotizan yumusak doku enfeksiyonlari,
yaniklar gibi akut durumlar ile beraber, iyilesmeyen yaralar, radyasyon doku
hasari ve inat¢l kronik osteomyelit gibi kronik endikasyonlarda da

kullanilagelmis bir tedavi yontemi olmustur.

Antibiyotik tedavisi sepsis tedavisinin temel tasidir. Gunimuizde
kullanilan genis spektrumlu ve etkili antibiyotikler infeksiyona neden olan
mikroorganizmalara karsi iyi etkinlik gosterirler. Buna kargin antibiyotikler,
immuan  sistemin  agin  aktivasyonuna yol acan immunmediatorlerin
salinmasina engel olamazlar. Bundan 6tiurl, sepsis tedavisinde antibiyotik
tedavisinin yaninda vyeni tedavi yaklagimlari s6z konusudur. Yapilan
c¢alismalarda intraperitoneal E.coli suspansiyonu verilerek sepsis olusturulan
ratlarda, antibiyoterapi ile HBO tedavisinin kombine verilmesi, tek basina

verilmesine gore daha basarili oldugu goriimustuir.

Normobarik Oksijen Tedavisi(NBO), nazal kanul, maske, oksijen
¢adiri, invaziv ve non invaziv, ¢ok ¢esitli metodlarla uygulanan, kullanimi bir
¢ok hastaligin klinik pratigine yansimig, sepsisli hastalarinda rutininde
uygulanan adjuvan bir tedavi metodudur. Deneysel peritonit yapilarak sepsis
tablosu olugturulan ratlarda Normobarik Oksijen Tedavisi incelenmis, 6zellikle

antibiyoterapi eklenmis ratlarda anlamli sonuglar elde edilmigtir.

HBO tedavisinin uygulama sinirliliklari, elde etme sorunlari ve hasta
uyumu dusunuldagunde; pratikte kullanimi daha kolay olan NBO tedauvisi ile
etkinlikleri konusunda karsilastirmalari gerektigi dusunulirse, literatir

taramasi sonrasi bu tur arastirmanin su ana dek yapilmadigi gortulmektedir.

Bu calisma, deneysel sepsis olusturulan ratlarda uygulanan HBO ve
NBO tedavilerinin, oksidatif stres parametreleri ve sitokinler Uzerindeki
etkilerini arastirmak, kargilastirmak ve ileride yapilacak olan klinik

calismalara 1sik tutmak amaciyla yapilmistir.



2. GENEL BILGILER

Sepsis, bir ¢cok sistemi tutan, o6zellikle hemodinamik degisikliklere yol
agan, sok, organ fonksiyon bozuklugu ve organ yetmezligine kadar giden
Olimcul bir infeksiyon hastaligidir. Enfeksiyon sonrasi gelisen sistemik
inflamatuvar yanit olarak da tanimlanabilir (1). Mikrorganizmalarin hasta
kaninda saptanmasi nedeniyle bir sire “Kan zehirlenmesi® olarak da

tanimlanmistir(2).

Sepsis tanisi icin; Sistemik inflamatuar Yanit Sendromu [Systemic
Inflammatory Response Syndrome (SIRS)] kriterlerinden en az ikisi mevcut
bulunmahdir ve buna suUpheli ya da varligi kanitlanmis infeksiyon eslik
etmelidir(3,4). Siddeti ve mortalite oranlari, tablonun organ fonksiyon
bozuklugu ile (ciddi sepsis) ve kardiyovaskuler kollaps ile (septik sok)

komplike olmasi sonrasi artmaktadir (3,5).

Sepsis patofizyolojisi ve sepsis temelindeki olaylar zinciri hakkinda
artan bilgi ve tecribelere ragmen, sepsisli olgularda mortalite ve morbidite
hala yuksek oranlardadir. Tibbi teknolojideki gelismeler, invaziv girisimlerin
artmasi, infeksiyon riskini, 6zellikle de oélduricu bir infeksiyon olan sepsis

goOrulme sikhgini artirmistir.

Blyuk wumutlarla dizayn edilen c¢alismalardaki sonuglar sunu
gOstermistir  ki; septik soklu hastalarin  tedavisi ve mortalitesinin
geriletiimesindeki basari oranlarimiz, oOncul c¢alismalarin umut verici

sonuglarina ragmen halen olduk¢a dusuk seviyelerdedir (7,8).

Sepsisin basarih bir sekilde yonetimi; sepsisin erken farkina variimasi,
muhtemel enfeksiyon bdlgesinin tespit edilmesi, erken antibiyotik tedavisinin
uygulanmasi ve tedavi hedeflerinin belirlenerek onlara yonelik tedbirlerin seri

bir sekilde alinmasiyla mimkun olabilir (4,6).



2.1. TANIMLAR

Sepsisin kolaylikla taninmlanabilmesi ve karigikliklarin

engellenmesine yonelik tanimlamada standardizasyonlar getirilmistir(9).

1991 yilinda,’American College of Chest Physicians’ve’The Society of
Critical Care Medicine’tarafindan terminolojideki anlam kargasasini 6nlemek
amaclyla uzlasma konferansi dizenlenmistir; SIRS, sepsis, agir sepsis ve
septik sok terimleri tariflenmistir (Tablo 1) (1-4). Bu tanimlar yUksek
sensitiviteye ve dusuk spesifiteye sahip olmalarina ragmen; yakindan
hastanin takibini saglamasi, hasta bakim kalitesini artirmasi, klinik
calismalara yol gdéstermesi ve YBU'leri arasinda iletisim saglamalari
nedeniyle onemlidir. Guncellenmis tanimlar  Tablo1 de su
sekildedir(6,10,11,12,151)

Tablo 2.1.Sepsis Tanimlari

1. Sistemik inflamatuar Yanit Sendromu (SIRS): (a) Ates>38 °C ya da <36°C,
(b)Nabi1z>90/dk, (C)Solunum sayisi>20/dk, PaCO2 < 32 mm Hg, yada mekanik
ventilasyon ihtiyaci (d)WBC>12000/mm3 yada <4000/mm3 yada>%10 immatur

(bant) formlari (Bunlardan en az ikisi)

2. Sepsis: SIRS + Ortaya konmus ya da supheli infeksiyon (Pozitif kan kiltird
sonucu gerekli degil) (13)

3. Agir Sepsis: Organ disfonksiyonuyla komplike olmus sepsis

4. Septik Sok: Yeterli sivi replasmanina ragmen, agdir sepsise bagli kardiyovaskuler
kollaps. Sistolik kan basinci (SKB)<90 mmHg, ortalama arteryel basing (OAB)<65

mmHg ya da bazal SKB’inda >40 mmHg azalma hipotansiyon olarak tanimlanir

5. Organ Disfonksiyonu Kriterleri: (a)Hipoksemi (PaO2/FiO2 orani < 300), (b)Akut
oliguri (idrar cikisi <0.5 ml/kg/saat iki saat boyunca) ya da kreatinin>2.0 mg/dl,
(3)Koagiilopati (platelet sayisi <100000, INR>1.5 yada aPTT>60 sn, (d)ileus
(e)Plazma bilirubini>4 mg/dI (4,6,10,12)




2.2.EPIDEMiYOLOJi

Hastanede tedavi géren her 1000 olgunun 10’'unda sepsis tablosunun
gorulmesi, bu olgularin %30'unda MODS (Multiple Organ Disfonksiyonu
Sendromu) gelismesi; sepsisli olgularin %20'si, septik soklu olgularin ise
%60-80'inde mortalite gozlenmesi nedeniyle oldukga 6nem arz etmekte olup,
tim dinyadaki yogun bakim Unitelerindeki (YBU) en énde gelen mortalite
ve morbidite nedeni olmaya devam etmektedir (4,14). Ozellikle son ceyrek
asirda sepsis ve septik soklu hastalarin insidansi giderek artig gostermistir.
Martin ve ark. ABD’deki sepsis insidansini 100000°’de 240 olarak (7), Angus
ve ark. ciddi sepsis oranini 100000'de 300 olarak belirtmiglerdir (15). Alinan
tum tedbirlere ragmen calismalar sonucunda sepsis insidansinin yillik %1.5
arttig1 belirtiimektedir. Calismalarda belirtilen mortalite oranlari birbirine
benzer olmakla birlikte; bu oran sepsis i¢in %17.9 (7), agir sepsis iginse
%26.8 (14) dolaylarindadir. Yakin zamanda sonuglari agiklanan SOAP
(Sepsis Occurrence in Acutely Ill Patients) calismasinda, YBU’lerinde takip
edilen hastalarin %35’inden fazlasinin YBU’'ndeki yatti§i sirede sepsis
kriterleriyle karsilastigi ve %27’lik bir mortalite oranina sahip olduklari
belirtildi (16).

2.3. PATOFIZYOLOJI

Sepsis patogenezinde yaygin olarak kabul géren goérus, olayin kontrol
edilemeyen inflamatuvar cevaba bagli geligtigidir(17). Mikroorganizmalar ve
onlarin Urunleri genelde karmasik seyreden bir immun yanit surecini

baslatirlar ve sonucta SIRS gelisir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1.Sepsis Patogenezi

Gram(-) negatif bakterilerin hicre duvarindaki endotoksin, formil

peptidler, ekzotoksinler, proteazlar sepsise yol acgarken, Gram-pozitif
bakterilerin ise ekzotoksinler, enterotoksinler, hemolizinler, peptidoglikanlar
ve lipoteikoik asit yapilari immun sistemi uyarabilir. Mantarlarin hucre
duvarindaki yapisal elemanlari (mannan, galaktomannan gibi) ile SIRS
surecini baslatan tetigi ¢cektikleri tahmin edilmektedir. Tetik ¢ekildikden sonra
gelisen olaylar karmagik bir surecin baglamasina neden olur. Bu sure¢
tamamen aydinlatimamis olup, anlagilamamis olan araci etmenler ve
sitokinler bulunmaktadir. ilk asamada asiri bir immiin yanit ortaya cikar. Bu
yanitin olusumunda mikroorganizmalara ait 6gelerin mononukleer hucreleri
(makrofajlar) uyararak pro-inflamatuar sitokinlerin salinimini uyarmalari 6nem
arz etmektedir. Hatta bazi antibiyotiklerle (seftazidim gibi) yapilan tedavinin
baglangicinda bu drtnlerin, asiri yikim sonucu ¢ok artacagi ve klinik durumu
biraz bozabilecegdi sdylenmistir. TNF-a, iL-1, iL-12, IL-6 ve interferon-gamma
bu asamada en etkili mediyatorlerdir. Ayni zamanda mikroorganizma Urunleri
notrofilleri uyararak proteaz ve serbest radikallerin salinmasina neden olurlar.
zamanda endotel hucrelerinde de

Mikroorganizma urUnleri igin ayni

reseptorler bulunmaktadir. Organizma hucreleri ile  mikroorganizma

artnlerinin etkilesiminde lipoprotein baglayici proteinlerle (LBP) baglanan



lipopolisakkarid (LPS) yapisindaki Urlnler icin ¢cok sayida reseptor rol
oynamaktadir. Bu ilk uyart sonucunda kompleman  sistemi,
prostoglandin/Iokotrien metabolizmasi, koagulasyon kaskadi ve diger bazi
sekonder interlokinler aktive olurlar. TNF ve IL-1, endotoksin gibi endotel
hicrelerini aktive ederek fibrin depolanmasina ve yaygin damar ici
pihtilasmaya (DIK) yol acar. Organizma bu sirada anti-inflamatuar yanit
olusturarak dengeyi kurmaya caligir. Bu amagla IL-4, IL-13 ve IL-10 salinir.
Bu durum immunsupresif bir stre¢ olusmasina neden olur. Sonu¢ olarak
dengelerde inflamasyon antiinflamatuar yanita, koagulasyon fibrinolizise
hakim konuma gelir ve yaygin damar ici pihtilasma (DIK) ile erigkinin sikintili
solunum sendromu (ARDS) belirginlesir. Tablonun devaminda mikrovaskuler
tromboz, hipoperfuzyon, iskemi ve doku hasari gelisir. Bu durumun Kklinik
yansimalari; agir sepsis, septik sok, multiorgan yetmezligi ve
6lumdur(18,19,20)

Bakterinin organizmaya vyerlesmesi, konak defansi ile etkilesimi
sonucu hastalik ortaya ¢ikmaktadir. Hastaligin ortaya c¢ikigini, konagin

immun sistemi ve bakteriyel virulans faktorleri belirlemektedirler.

2.3.1.Konaga ait faktorler ve infeksiyonun giris kapisi

Sepsise neden olan bakteriler dolasima genellikle damar digi bir
infeksiyon odagindan yayillim sonucu girer. Bazen de infeksiyon damarigi
kateter, septik tromboflebit, bakteriyel endarterit, endokardit, mikotik
anevrizmalar ve damar greftlerinden kaynaklanabilir (21, 22). En sik primer
infeksiyon odagini; Uriner sistem, genital sistem, solunum sistemi, deri ve

yumusak doku, karin igi ve damarigi kateterler olusturur. (23, 24).



Tablo 2.2. Konak Savunma Mekanizmalari

Savunma mekanizmasi Bozan durumlar

Damarigi kateter
Deri ve mukoza Yaniklar

Travma

) Granulositopeni
Fagositik hucreler
Diabetes mellitus

Kompleman sistemi Konjenital veya akkiz yetmezlik

. B lenfosit maligniteleri
Immunglobulinler o _ _
Konjenital veya akkiz yetmezlik

Lenfomalar
AIDS

T lenfositler

infeksiyona kargl konadi koruyan savunma mekanizmalarinin
bozulmasi, lokal veya sistemik infeksiyonlara zemin hazirlar. Konak savunma
mekanizmalarini U¢ kategoride toplayabiliriz; anatomik bariyer, hucresel
defans (fagositik hucreler, lenfositler), spesifik ve nonspesifik humoral
defans. Tablo 2'de konak savunma mekanizmalari ve bunlari bozan durumlar

Ozetlenmisgtir.

2.3.2. Mikrobiyal faktorler

Son zamanlarda, septik sok ve agir sepsise neden olan infeksiyoz
ajanlar belirgin sekilde degismistir. Eskiden bu sendromlarin patogenezinde
en sik rol alan etmenler Gram-negatif bakterilerken; ginimizde Gram-pozitif
bakteriler, Gram-negatifler kadar sik sepsise neden olmaktadir, artik mantar
enfeksiyonlari da onemli bir enfeksiyon nedenidir. Tim mikrobiyolojik

gelismelere ragmen sepsisli olgularin yaklasik olarak Ugte birinde patojen



izole edilememektedir, bazi hastalarda kultir materyali elde etmek bile
zordur. (7,10,14,25).

Sepsis ve onun sonucu olarak gelisen klinik tablolarin olusmasinda,
bakteriyel invazyon ile beraber bakteriyel hucresel yapilarin ve toksinlerin de
onemli rolu vardir. Sepsiste en sik etken olarak izole edilen bakterilerin
biyolojik sistemi aktive eden bilinen hlcresel yapilari ve toksinleri Tablo 3'de
gosterilmektedir. Bu hicresel yapilar ve toksinler organizmada degisik
biyolojik sistemleri aktive eder. Sepsisteki fizyopatolojik dedisikliklerden
sorumlu endojen mediyatorlerin agiga ¢ikmasini saglar (21,22 ,26). Kapsul
polisakkaridleri, peptidoglikan yapi, lipoteikoik asit, protein A ve endotoksin,
in vitro kompleman kompenentlerini ve koagulasyon sistemlerini aktive eder
(26,27,28 ,29)

Etkisi en iyi bilinen bakteriyel yapi, gram negatif bakterilerin hicre
duvarinda yer alan lipopolisakkarid yapisindaki endotoksinlerdir. Gram-
negatif bakterilerde lipopolisakkarit (LPS, ayni zamanda endotoksin olarak da
bilinir) sepsis surecinin gelismesinde baskin bir rol oynar. LPS dig membran
icinde gomulu bulunmaktadir, bakteri duvarinda molekulin lipid A kismi
tutunmay! saglamakta olup, butin gram negatif bakterilerde ortaktir,
endotoksemiden sorumludur (22,27). LPS yapisindaki degisiklikler, onun
konakgi hucre membranini aktive edebilme yetenegi ile iligkili gibi

gbrunmektedir.

Gram-pozitif bakterilerde endotoksin yoktur, fakat dnemli bir 6zellikleri
potent endotoksinlerin Uretimidir. Bu Gram-pozitif ekzotoksinler oldukca
ilgingtirler, gunkU sUperantijen 6zelligi gosterirler ve bdylece ayrim yapmadan
MHC (major histokompatibilite kompleksi) Class Il ile ve T lenfosit reseptori
(TCR) Vb alaninin kisith bir bolimuyle baglanabilirler (30).
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Tablo 2.3. Septik sok patogenezinde rol oynayan bakteriyel yapilar

Bakteriyel yapi Kaynak Ornek
Endotoksin (LPS, Butin gram negatif E.coli sepsisi
lipid A) bakteri

Meningokoksemi

Peptidoglikan Butun bakteriler
Lipoteikoik asit Gram pozitif bakteri
S. aureus o - hemolizin
“Pore-forming” S. pyogenes Streptolizin — O
ekzotoksinler E.coli E. coli hemolizini
Aeromonas spp. Aerolizin
S. aureus Toksik sok sendromu
toksini-1
Superantijenler S. pyogenes Enterotoksin A-F
Pirojenik ekzotoksin
A+C, SPE
S. pyogenes 1L-1B konvertaz
Enzimler Clostridium Fosfalipaz C
Perfringens

SPE. Streptokokal pirojenik ekzotoksin

2.3.2.1.Mikrobiyal yapinin konakgi tarafindan fark edilmesi

‘LPS’reseptériniin  tanimlanamamis olmasi; uzun yillar boyunca

Gram-negatif bakterilerin hangi sekilde septik cevabi baglattigi sorusunun
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yanitlanmasina engel olmustur. Konakgi hiicrenin aktivasyonu, LPS-baglayici

protein (LBP) ve opsonik reseptor CD14 varligina baglidir.

2.3.3. Medyator salinimi

Makrofajlar, LPS gibi bakteriyel toksinler ve proinflamatuar sitokinler
ve diger medyatodrlerin salinimi ile aktive olur. Portal vende LPS, LPByi
baglar(31). LPS-LBP kompleksi karaciger sinuzoidlerine ulagarak makrofaj
yuzeyindeki LPS reseptori olan CD14’e baglanir(32). Hucre iginde CD14
yoklugunda, LPS’ye kargi hlcresel yanit transmembranda bulunan “Tolllike
receptor”’e (TLR) baglidir. TLR, sitokin ve diger medyatoérlerin sentez ve
salinimina onculuk eden sinyal yollarini indukler(33). TLR sitozol enzimlerini
aktive eder, Ozellikle 1kappaB kinaz enzimi ki bu enzim, “nuclear factor-
kappaB”yi(NF-kB) aktive eder, p50 ve p65 (NF-«B’'nin 2 alt uniti)
makrofajlarin nikleusuna geger. Bdylece sitokin sentezi igin kopyalama

baglamigs olur.

NF-kB, immiin yanitin duzenlenmesinde bir ¢ok duruma katilan bir B
hdcre immunoglobulinidir, dogal ve edinilmis immuniteye katilir. NF-xB
inflamasyonda, Ustinlugu olan bir maddedir ve hem proinflamatuar
sitokinlerin salgilanmasi olaylarina hem de endotel hucrelerinin masif
aktivasyonuna katkida bulunur. Uyari sinyallerini alinca nukleusa go¢ eder ve
promoter alandaki DNA dizilerine baglanir, sitokin, kemokin, stres yaniti
protein ve antimikrobiyal ve antiapoptotik proteinlerin  genlerinin
aktivasyonuna katilir. Bu ailenin memelilerde en az 5 uyesi vardir (P50, P65,

Re1B, CeRel, p52). Cesitli ilaclar sinyal yollari ile etkilesir.

CD14’Un kesgfedilmesi, LPS’ye kargl konakgl cevabini anlamamizda
onemli bir basamak olmasina ragmen, LPS-LBP kompleksinin nasil birbirine
baglanip da hicresel aktivasyona neden oldugu halen kesin olarak
belirlenebilmis degildir. Bu belirsizlik biraz da olsa Toll-benzeri reseptorler

(TLRs) ailesinin kesfedilmesiyle agikliga kavusmustur. TLRs, IL-1 ve IL-18’le
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homolog olan intraseluler bir bolge icerir. Uyarlayici proteinler IL-1 reseptoru
iliskili kinaza baglanmay kolaylastirir, boylece TNF reseptora iligkili faktor-
6'y1 hareketlendirir ve NF-xB’nin nukleer translokasyonuna neden olur ve en
sonunda nukleer gen tasiyicilarinin aktivasyonunu saglar. TLR sitozol
enzimlerini aktive eder, dzellikle 1 kappaB kinaz enzimi ki bu enzim “nuclear
factor NF-xB”yi aktive eder, pS50 ve p65 makrofajlarin nukleusuna gecer.
Boylece sitokin sentezi icin kopyalama baglamis olur. (24,25). Yakin
zamanda bakteriyel, fungal ve maya proteinlerini igeren, genis bir baglanma
spesifitesine sahip on adet yeni TLRs ailesi tanimlandi. Boylece TLRS’lerin
gorevleri gozden gecirildiginde; TLR4 LPS reseptorudir, TLR2 Gram-pozitif
hicre duvar yapisinin algilanmasindan sorumludur, TLR5 flagellin igin
reseptordur ve TLR9 bakteriyel DNA'da CpG elementlerinin taninmasindan
sorumludur (34,35,36).

2.3.4. Sinyallerin gug¢lendirilmesi

Baslangictaki konakgi-mikrobiyal ajan etkilesiminden sonra dogal
immun cevap aktivasyonu meydana gelir, bu cevap hem hucresel hem de
humoral cevabi igerir (37). Mononukleer hucreler, klasik pro-inflamatuar
sitokinler olan IL-1, IL-6 ve TNF-o'nin salinimina neden olurlar. LPS’ye
maruziyetten 30-90 dakika sonra bu stokinler salinmaya baslarlar; sirasiyla
sitokinleri, lipid mediatorleri ve reaktif oksijen tdrlerini iceren inflamatuar
kaskadin ikinci seviyesini aktive ederler, dokulara inflamatuar hcre

hareketini baglatan hicre adezyon molekullerin miktarini artirirlar (37,38).

2.3.5. Notrofil migrasyonu

Sepsiste noétrofiller bakteriyel blylimenin bolgesel kontrolt ve bakteriyel
yayihmin onlenmesi igin hayati dneme sahiptirler. Endotelyal aktivasyon ve

organ yetmezIigi gelisimi igin 6nemli bir rol oynarlar. inflamatuar medyatér ve
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kapiler yatagi gecen bakteriyel toksinler endotel ylzeyindeki polimorfo niveli
I6kosit (PMN)’leri aktive edebilir(169). Her iki hicre arasindaki etkilesim
sonucunda kapiler kagak gelisimi ile sonuglanacak medyator salinimina
neden olur. Serbest oksijen radikalleri ve elastaz, endotel butinlGguni
bozarken I6kotrienler endotelin konsantrasyonunu indukler(39). Endotel
hicre hasarina bagli gelisen kapiler kacak, lenfositler tarafindan da
indUklenebilir(40). Cunha ve arkadaslari ratlarla yaptiklari c¢alismalari
sonucunda sunu savunmaktadirlar ki; infeksiyon olan alana notrofil
migrasyonunun bozulmasi bakterilerin kanda ve peritoneal eksldatta bol
miktarda birikmesine ve artmis oranlarda mortaliteye neden olur. Bunun
aksine olarak 6lumcul olmayan sepsiste notrofil migrasyonun suprese oldugu
gosterilmemigstir ve bakteriyel enfeksiyon peritoneal kaviteye sinirli kalmistir,

belirgin derecede mortalite oranlari tespit edilmemistir (41,42).

2.3.6.Vazoaktif Mediatorler

Sepsise bagh inflamasyon durumlarinda endotelden nitrik oksit,
endotelin, adenozin ve mast hlcrelerinden histamin gibi vazoaktif maddelerin
salinmasi artmistir. NO damar diz kasi Uzerine gevsetici etki gdsterirken,
endotelin-1 ise guglu vazokonstriktor etki gostermektedir. Bu vazoaktif
mediyatorlerin etkisi ile sistemik damar direnci azalir ki; bu durum dokulara

giden kan akiminin azalmasina neden olur.

NO, nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi ile sentezlenmektedir. Bilinen ¢
NOS geninde sekiz DNA sekansi oldugu saptanmistir: néral NOS (nNOS),
endotelyal NOS (eNOS), induklenebilir NOS (iNOS). nNOS ve eNOS’a
birlikte yapisal NOS (cNOS) denirken, iINOS uyaranlarla indiklenebilme
Ozelligine sahiptir. En fazla kabul goren goruse gore NO molekult pikomolar
duzeylerde cNOS ile fizyolojik ve koruyucu etki gosterirken, mikromolar
dizeylerde iNOS Uzerinden proinflamatuar ve hasar olusturucu etkiler

gOstermektedir(43,44). Yapilan c¢alismalar sepsisli hastalarda hem iNOS
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aktivitesinin hem de NO Uretiminin klinik ve hastaligin endoskopik indeksleri

ile iligkili olarak arttigini gostermektedir.

2.3.7.Koagiilasyon Kaskadi

Sepsiste prokoagulan etki gostermeleri nedeniyle sitokinler énemli
molekullerdir. Proinflamatuar sitokinler ve bunlardan o6zellikle IL-1 ve IL-6,
koagulasyonun  gugli  indukleyicileridirler.  Sepsisde  koagulasyon
bozukluklarina sik rastlanir, sepsisli hastalarin yaklagik olarak %30-50’sinde
agir bir tablo olan dissemine intravaskiiler koagilasyon (DIK) meydana
gelmektedir. Koagllasyon vyolaklari LPS vya da diger mikrobiyal
komponentlerle baslar, mononukleer ve endotelyal hucrelerden doku
faktorlerinin salinimini artirir. Doku faktora proteolitik kaskad serilerini aktive
eder, bu aktiflenme protrombin ve trombin degisimiyle sonuclanir boylece
fibrinojenden fibrin olusur. Bu olaylar zinciri sonunda normal fibrinolitik
mekanizmalar (plazmin tarafindan fibrin yikimi); plazminojen-aktivator
inhibitord  tip-1  (PAI-1)‘in ylUksek plazma seviyeleri nedeniyle bozulur,
plazminojenden plazmine dénusum engellenir. Artan fibrin Gretimi ve azalan
fibrin yikimi ile klinik tablo iyice belirginlesir, bu durumla birlikte kiglk kan
damarlarinda fibrin birikimi gergeklesir, doku perfuzyonu bozulur ve organ

disfonksiyonu meydana gelir. (32,45,46 ,47).

2.3.8.Kompleman sistemi

Bakterinin plazma ile temasi, patojen yuzeyindeki kompleman
sistemlerinin  hemen aktive olmasina neden olabilir(48). Kompleman
kaskadinin son basamagi membran hicum komplekslerinin (C5-9)
sekillenmesidir. C5a, kemoatraktandir, C3b ise C3’lUn opsonik pargasi olup
polimorfonukleer(PMN) ve makrofajlar tarafindan bakterilerin fagositozunu

kolaylastirir(49).
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2.3.9.0rgan yetmezliginin mekanizmalarni

Sepsisli olgularda mortaliteye neden olan en 6nemli neden coklu

organ hasaridir. Organ hasarinin mekanizmalari i¢cinde sunlar bulunmaktadir:

e Mikrovaskuler tikanmaya neden olan yuklu miktardaki fibrin
birikimi

e Yeterli oksijenizasyonun saglanmasini engelleyen doku
eksudatlarinin geligimi

e PAF, histamin ve prostanoidlerin salinimiyla mikrovaskuler

homeostazisin bozulmasi

Hucresel infiltratlar ve 6zellikle de nétrofiller lizozomal enzimlerin ve
superoksit kokenli serbest radikallerin salinimiyla direk olarak doku hasarina
yol acarlar. TNF-a ve diger sitokinler niktrik oksit sentazin ekspresyonu
artirirlar ve artan nitrik oksit duzeyleri ileri derecede vaskuler instabiliteye ve
myokardiyal fonksiyon bozukluguna neden olurlar (50,51,52). Sepsiste
meydana gelen hipoksiyle, oksijen ihtiyaci ve oksijen sunumu arasindaki fark
cok fazla derecede artar. Oksijen sunumunu pozitif yonde etkileyecek her
tlrll durum surviye olumlu yonde katkida bulunur (53). Oksijen sunumunu

bozan en 6nemli etkense; fazla miktardaki nitrik oksit dretimidir(54,55).

2.3.9.1.Sepsisin kardiovaskiiler sistem lizerine etkileri

Hayvan calismalarinda splanknik venoz goéllenmede artisa bagli
vendz donuste azalma oldugu gosterilmistir. Artmis kapiller permeabilite
sonucunda sivinin damar digina giktidi, katekolaminlerin de etkisiyle dolagsan
sivi hacminin azaldi§i, doku perfizyonunun bozuldugu, anaerobiosis ve
laktat birikimine neden oldugu gosterilmigtir. Laktik asidozun kardiak

performansi bozdugu, katekolaminlere myokardial cevabin azalmasina
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neden oldugu, kemik ve pankreatik dokudan salinan myokardial depresan
faktorinde kardiak outputta azalmadan sorumlu oldudu ileri stUrilmektedir.
(56).

2.3.9.2.Sepsisin pulmoner sistem lizerine etkileri

Endotoksinlere akcigerler bronkokonstriiksiyon ile yanit verir. Septik
sokun erken doneminde akciger grafisi normal olmasina ragmen, histolojik
calismalarda interstisyumda noétrofil ve sivi birikimi oldugu goéralir. Daha
sonra alveolar dolum paterni ve diffiz radyolojik anormallikler ortaya ¢ikar.
Dispne, takipne, respiratuar distress ve refrakter hipoksemi eslik eder.
Olgularin buyuk bir boliminde ARDS gelisimi gorulur (57). ARDS ilk olarak
Ashbough ve arkadaslar tarafindan tarif edilmistir. Hipoksemi, diffiz alveolar
infiltratlar, dusuk akciger kompliansi ile karakterize, ¢ocuklardaki hyalen

membran hastalijina benzeyen bir tablodur (58).

2.3.9.3.Sepsisin diger organlar lizerine etkileri:

Otopsi calismalarinda akcigerlerden sonra en sik gastrointestinal
sistemde lezyon varligi gosterilmigtir. Karaciger biopsilerinde intrahepatik
kolestaz ve minimal hepatoselliler nekroz gosterilmigtir. Bobrekteki hasara

bagli azotemi, akut tubuler nekroz, bébrek yetmezligi gelisebilir (57)

2.4.SITOKINLER

Sepsisle iligkili inflamatuar mediatorlerin saliniminin ana amaci; kan
damarlarindan infeksiyon alanina dogru lokosit infiltrasyonunu artirmaktir.
Hem sistemik inflamatuar cevap sendromu (SIRS) hem de sepsiste

immunoinflamatuar  suregte proinflamatuar  sitokinlerin, adezyon
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molekdullerinin, vazoaktif mediatorlerin ve serbest oksijen radikallerinin (SOR)

onemli rol oynadigi bir gok ¢alismada gosterilmigtir.

Bakteriyel ligandlarla TLR’lerin aktive olmasiyla sinyalizasyon kaskadi
baslatilmis olur, bu kaskadin baslamasiyla da NF-kB aktive olur. NF-kB’nin
aktive olmasiyla birlikte TNF-a, IL-1, IL-6 ve IL-12 ile IL-8 gibi proinflamatuar
sitokinler salinir (59, 60). Yapilan arastirmalar, TNF-a, IL-1, IL-12, IL-6, IL-8
ve IFNy'y1 genellikle proinflamatuar sitokinler olarak tanimlarken, IL-4, IL-13

ve IL-10'unu da antiinflamatuar etkili sitokinler olarak tanimlamaktadir.

Bu sitokinler arasinda en o6nemlileri 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 (59).

TNF-a; mikroorganizmalara karsi konakgl cevabin oOnde gelen
mediyatoruduar, sepsis patogenezinde ilk suglanan  sitokindir(61).
Lipopolisakkaridler TNF-a salinmasi i¢in en guglu uyarandir. TNF-a ve TNF-
B birbiri ile yakin iligkili olan ve benzer biyolojik aktiviteleri paylagan protein
yapida sitokinlerdir. TNF-a monosit ve makrofajlar tarafindan, TNF-§ aktive
edilmis T lenfositler tarafindan dolasima salinir. TNF-a. 17 kilodalton (kDa)
agirhginda bir polipeptiddir, iki ya da u¢ subunitten olusmaktadir. Birgok

potansiyel glikozillenmis bolum igermektedir (62).

TNF-a, inflamasyon sirasinda I6kosit ve immun regulatuar hicreler
tarafindan salinir. Salindiktan sonra l6kositlerden ve damar endotelinden
hem kendisinin hem de diger sitokinlerin salinimini artirir, yuzey
reseptorlerini aktive eder, arasidonik asit metabolizmasini uyarir. Agir sepsis
ve septik soklu hastalarda yapilan Olgimlerde TNF-o’'nin kan duzeyleri
yuksek olarak saptanmistir. Yine deney hayvanlarina damar i¢cine TNF-o'nin
verilmesiyle sepsise ait birgok Dbelirtinin  gozlendigi, yUksek doz
uygulanmasiyla ates, anoreksi, sempatik desarj, kortikotropin saliniminda

artis, tirotiropin saliniminda azalma, albumin sentezinde azalma, akut faz
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proteinlerinde artis, lipojenezin stimulasyonu, kas glikojeninde azalma
yapisal protein sentezinde azalma, protein katabolizmasinda artis gibi etkiler

gOstermistir.

2.5. DENEYSEL SEPSiS MODELLERI

Sepsis arastirmalarinda genellikle kiguk hayvanlar kullaniimaktadir.
Bu hayvanlar ucuz olup genetik yapidan benzerdirler, saglikli olarak elde
edilmeleri kolaydir. Buyuk hayvanlarsa, maliyetleri yuksek olmasi nedeniyle

invazif monitérizasyon diusunuldiginde kullaniimaktadir.

2.5.1 infeksiyon Odagi Olmayan Modeller

Sepsis hayvan modellerinin en basit prensiplerinin uygulandigi
modellerdir. Endotoksemi ya da bakteriyemi yaparak sepsisin patofizyolojik
dzellikleri olusturulur(63,64,151). insanlarda goriilen sepsisin karakteristik

bulgulari bu modellerde basarili bir sekilde olusturulabilir.

2.5.1.1 Endotoksemi modelleri

Endotoksin, gram (-) bakterilerin hiicre duvarinin bir pargasidir.
Lipopolisakkarid (LPS) yapisindadir. Saf ve homojen sekilde saklanabilen ve
ticari olarak kolayca bulunabilen bir maddedir. Kigik memeli hayvanlar
endotoksinlere rolatif olarak duyarsiz olmakla beraber tavsan, koyun ve
sempazelerde endotoksinlerle iyi cevap alinir (65). Duyarsiz olan
hayvanlarda ise Olu organizmalar veya D-galaktozamin ile duyarlilik
arttinlabilir ve doz ihtiyaci azaltilabilir. Ratlarda tek doz bolus yuksek
endotoksin uygulamasi vazodilatasyon, kardiyovaskuller kollaps ve erken

Olime neden olur (66). Dusuk doz ise hiperdinamik cevap ve kardiak debi
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artis! yapar(67,68). Erken donemde kardiyak debide azalma, ge¢ donemde

ise artma izlenir.

Endotoksinin uygulanmasi basit ve guvenilirdir. Hem gonulli
insanlarda ve hem de hayvanlara uygulanan endoktoksin, septik hastalarda
gozlenen hemodinamik ve metabolik degisiklikleri kolayca baslatabilir.
Endotoksinlere duyarlihgi, cinsiyet, maturite, diyet, mensturel siklus, eslik

eden infeksiyonlar etkileyebilir(69).

insanlarda etkileri sergileyebilmek icin genellikle birkag kat fazla doz
endotoksin gerekir(70). Doz veya uygulama suresi degistirilirse hemodinamik

cevaplarda da degisiklikler meydana gelir.

2.5.1.2. Bakteriyemi modelleri

infeksiyon odag@i olmadan olusturulan diger bir hayvan modeli canli
bakteri inflUzyonu ile olusturulur. Rodent, kopek, koyun, domuz veya
primatlara iv olarak canli bakteri verilir. Siklikla E.coli, daha az siklikla

P.aeroginoza ve S.aureus kullanilir (71).

Bakteri verilen hayvanlarda hipermetabolik ve hiperdinamik septik bir
durum olusur. Bakteri infiuzyonu insanlara da uygulanmistir. Ancak,
muhtemelen bakterinin kana karigiminin  yavas olmamasi nedeniyle

replikasyon gézlenememistir.

Endotoksemi ve bakteriyemi modellerinin dnemli dezavantajlari da
daha cok “intoksikasyon” durumunu yansitmalaridir. intoksikasyon ise
sepsisten farkli bir durum olup proinflamatuar sistemik reaksiyonlari
beklenenden fazla uyarabilirler. Endotoksemide oldugu gibi hayvanlar yogun
ve primer bir sistemik uyariya maruz birakilirlar. Ozellikle virulansi zayif
bakterilerin kullaniimasi durumunda ¢ok yuksek miktarda bakteri kullaniimasi
gerekir. Verilen bakteriler saglikh bir bunyede hizli ve kolay sekilde etkisiz

hale getirilebilirler. Bakteriyemi modellerinde de lokal infeksiyona gore daha
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yogun ve akut sekilde proinflamatuar bir reaksiyon induklenir (72). Ancak bu
problemler daha virulan bakterilerin kullanilmasi ve maddenin uzun sure
uygulanmasi ile kismen giderilebilir. Bakteriyemi modeli canh etkenler
kullanildigindan dolayi sepsisin klinik bulgularini iyi sekilde taklit eder. Bunun
yaninda, endotoksemi ve bakteriyemi modellerinde proinflamatuar kaskad

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

Bu modellerin bir avantaji da daha standart ve kontrolli sepsis
calismalarinin yapilabilmesidir. Ayrica, ileri tedavi ¢caligmalari gelistirilirken
on test yapmak acisindan faydalidirlar. Sepsis surecinde gelisen
patofizyolojik olaylarin mekanik temeli de bu modellerle izole sekilde
cahsilabilir. Her iki modelde de klinik sepsisin immunopatofizyolojik yonleri

basaril sekilde ¢alisilamaz (63).

2.5.2.infeksiyon odakh modeller
2.5.2.1.Kontrollii inokiilasyon

Lokal bir infeksiyon ve buradan sepsis olusturulmasi temeline dayanir.
Sikhkla periton boslugu tercih edilir, cilt alti yol da tercih edilebilir. Bu
konudaki en kolay teknik, mikroorganizma igeren bir emdulsiyonun periton

bosluguna tek doz bolus influze edilmesidir.

Bu modelde hayvanlar igin erken donemde 6nemli derecede 6lim
riski vardir ve bu risk intoksikasyona baglidir. Antibiyoterapi bu élum riskini
azaltamaz. Infiize edilen bakterinin kana karisma kinetiginin yani sira

gergekgi bir mikrogevre olusturulmasi da gereklidir (72,73).

inokiilasyonda kullanilan bakterinin tirii de édnemlidir. Bircok modelde
tek cins ve iyi bilinen bir doz kullanilir. E.coli en sik kullanilan bakteridir (74).
Her model icin 48 saat icinde %50-90 mortalite saglayacak titrasyonlar
geligtiriimigtir. Gram (+) sepsis c¢alismalari igin genellikle S.aureus

kullaniimaktadir.
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inokiilasyon modelleri, bakteriyemi modellerine gére infeksiyon ve
inflamasyonun devamlilik gosterdigi bir odak olusturdugunda intraabdominal

mikrogevrenin gergekgi sekilde taklit edilmesini saglar.

2.5.2.2. Fekal sepsis

Bu modelde feges normal bakteri icerigi ile beraber inokile edilir. En
kolay yol fekal emdulsiyonun batin igine tamamen yayilacak sekilde infuze
edilmesidir (75). Fekal sepsis ile 400'den fazla mikroorganizmaya bagli
hastalik olusturulabilir. Enfeksiyon seyri ve immin cevaplar klinik sepsis
olgularina benzerdir. Ayrica peritonal mikrogevre de klinik duruma ¢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.

2.5.2.3.Perforasyon modelleri

Cerrahi yogun bakim Unitelerinde gbézlenen en sik sepsis nedeni,
gastrointestinal sistem duvar butinliguinin bozulmasidir. Bu durumu taklit
etmek icin en populer prosedir ¢gekumun ligasyonu ve delinmesi (Cecal
Ligation and Puncture (CLP) ile olusturulan modeldir. Altin standart olarak
kabul edilir (76).

CLP modelinde sepsisin olmazsa olmaz kriterleri olan’toksik’klinik
durum ve pozitif kan kultiranu iyi sekilde taklit edilebilir. Peritonda en sik

E.coli, P.mirabilis kolonizasyonu gdzlenir (77).

Perforasyon modelleri orijinal florayla gelisen enfeksiyon modelleri
oldugundan dogal seyirde immun reaksiyonlar meydana gelmektedir. Tipik
hemodinamik ve immunolojik dedisiklikler de rahatlikla elde edilebilir.

Endotoksine duyarlilik bu modellerde sonuca daha az etki eder.
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2.6. HIPERBARIK OKSIJEN (HBO) TEDAVISI

HBO tedavisi, izole bir basin¢g odasinda hastaya deniz seviyesindeki
atmosferik basingtan (1 ATA = atmosfer absolute= 760 mm Hg) 2-3 kat daha
fazla bir basingta %100 oksijen solutulmasi ile uygulanan bir tedavi seklidir
(78). Maske, baslik veya endotrakeal tup ile uygulanan HBO ile arteryel
oksijen basinci 2000 mm Hg'ya, doku oksijen basinci da 400 mm Hg'ya
kadar cikabilir(79).

2.6.1.Tarihge

ik hiperbarik sistem, 1662’'de Henshaw tarafindan kériik diizenegi ve
kapaklar kullanilarak kapali bir oda iginde, hem ylksek hem algak basing
saglayacak sekilde kurulmustur. Oksijen uygulamasi 1868 yilinda CO
zehirlenmesinin tedavisinde faydali olarak bulunmus, 1930’lardan sonra
Amerikan ve ingiliz Donanmalari tarafindan, dekompresyon hastaliginin
tedavisinde rutin olarak kullaniimaya baslanmistir. Klinik zehirlenmelerde ilk
kez 1942 yilinda kullaniimigtir. 1950’lerin sonlarinda ise kan gazi analizi ve
gaz degisimi fizyolojisinin daha iyi anlasiimasiyla, HBO tedavisi modern klinik
kullanima girmistir. 1961 yilinda Boereme ve Brummelkamp’in HBO’yu gazli
gangrenli bir hastada kullanmalari ile klinik uygulamaya ge¢mis ve 1963
yihinda Amsterdam’da ilk uluslararasi HBO toplantisi yapilmistir. Son 20-30
yildir, ¢ok cesitli akut ya da kronik bozukluklarin tedavisinde primer tedavi

yontemi veya diger tedavilere yardimci olarak kullaniimaktadir (80, 81).

2.6.2. Hiperbarik Oksijen Uygulamasinin Temel ilkeleri:

Oksijen diger gazlar gibi gaz kanunlarina gore hareket etmektedir.
Degisik basinglar altinda gazlarin hareketini tanimlayan iki onemli yasa

vardir:
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e Boyle-Mariotte yasasi: Sabit bir isida, bir gazin volim ve basinci
birbiriyle ters orantilidir. Bagka bir deyigle, belirli bir miktardaki

gazin basinci ile volumUinUin ¢arpimi daima sabittir.

e Henry yasasi: Sabit bir 1sida, bir sivi iginde ¢ézlUnen gaz miktari,
sivi Uzerinde kalan gazin parsiyel basinciyla dogru orantilidir
(80,82).

2.6.3. Hiperbarik Oksijen Uygulamasinin Fizyolojik Etkileri

Deniz seviyesinde, plazmada ¢6zUnmus halde bulunan oksijen
konsantrasyonu 0,3 ml/dL’dir. istirahat halinde normal perfiize olan dokular,
100 ml kandan 5-6 ml oksijen c¢ekerler. Normal atmosferik basing altinda
%100 oksijen solunmasi, kanda ¢ozunmus oksijen miktarini bes kati arttirir
(1,5 ml/dL). 3 ATA basing altinda HBO ise plazmada ¢6zUnmus oksijen
miktarini yaklasik 6 ml/dL’ye kadar cikar. Bu miktar, istirahat halinde
hemoglobinden bagimsiz olarak, hucrelerin gereksinimi olan oksijenin
saglanmasi igin yeterlidir. HBO uygulamasi sirasinda PaO2’'nin artmasinin
baslica kan oksijen igeriginin artmasi, vazokonstriksiyon, yara iyilesmesine
etki, antibakteriyel etki (6zellikle anareoblara etki), antitoksik etki basliklari

altinda toplanan 5 farmakolojik etkisi s6z konusudur (82).

Kanda ve dokularda ani gelisen inert gaz kabarciklari, dekompresyon
hastaligi ve hava embolisine neden olur. Boyle Kanunu’na goére, kapali bir
ortamda bulunan gazin basinci ile hacmi arasinda ters oranti vardir. %100
HBO uygulamasinin gaz kabarciklari olusumu uzerine etkisi bu kanuna
dayanilarak agiklanabilir. 2.8 ATA basing altinda kabarciklarin hacminde 2/3
oraninda klgulme saglanir. Ek olarak, % 100 HBO tedavisi inert gaz
kabarciklarinin  oksijen ile yer degistirmesini saglayarak ¢ozunmesini
hizlandirir ve doku tarafindan hizla metabolize edilmesini saglar. HBO

kullanimi yeni kabarciklarin olusmasini da engeller (82).
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Hiperbarik oksijenizasyonun insan vicudu uzerinde iki temel etkisi
vardir. Bunlarin birincisi, vucut igindeki gazlar Uzerine mekanik etkisi; digeri
ise, kanda parsiyel oksijen basincini artirici etkisidir. Meydana getirdigi

etkinlikler, bu iki temel etki mekanizmasi Uzerinden gergceklesmektedir.

2.6.4. Oksijen Gozunurluagunu Artirici Etkisi

Normal fizyolojik sartlarin gegerli oldugu kosullarda oksijenin buyuk
bdlimU hemoglobine badli olarak tasinirken, sadece ¢ok az bir kismi kanda
¢6zunur. HBO uygulamasi altinda ise vicudun gereksinimlerini tek basina
kargilayabilecek miktardaki oksijenin plazmada c¢o6zUnmesini saglamak

mUmkindur.

Ornegin, 3 ATA’da — yani 3 x 760 = 2280 mmHg’lik bir basingta -

kandaki ¢cozunmus oksijen icerigi %6.8’lik bir hacme yukselir.

Hiperbarik oksijen uygulamasini takiben plazmadaki ¢6zinmus
oksijen orani %6’y1 gectiginde, oksihemoglobin arteryel sistemden ven6z
sisteme degisime ugramadan gecebilir; ¢linku plazma igerisindeki erimis
oksijen hemoglobine bagl oksijene gore ¢ok daha kolay kullaniima 6zelligine
sahiptir(83). Bu sayede plazma, normal kanlanan dokularin ihtiyaclarini
fazlasiyla karsiladigi gibi, kanlanmasi azalmis dokular icin de yeterli oksijen
tasima kapasitesine ulasmig olur. Ayrica arteriyel pO2 ¢ok arttiginda, yeterli
hicresel oksijenlenme ¢ok dusuk bir kan akimiyla bile saglanabilir (83). 3
ATA'da %100 O2 kullanarak doku oksijenlenmesini 10-15 kat artirmak
mumkin olabilmektedir (Tablo 2.4) Dolayisiyla doku oksijenizasyonunun
yetersizligi ile seyreden bir¢gok hastalikta HBO ideal bir tedavi yontemi olarak

gOze carpar.
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Tablo 2.4. HBO Uygulamasi ile Ulasilan Doku Parsiyel Oksijen Basinci
Duzeyleri (mmHg) (84).

1ATA (hava)  1ATA 2ATA  25ATA(02)
(02) (02)
Arteryel pO2 100 600 1400 1800
Transkutandz pO2 70-75 450-550  1200-1300  1400-1500
Kas pO2’si 30-35 60-75 220-300 -
Subkutandz pO2 30-50 90-150  200-300 300-500
Yara pO2’si 5-20 200-400  600-800  800-1100

2.6.5. HBO Uygulamasinda Biyokimyasal Ve Hiicresel Etkiler:

HBO’nun kan elemanlar Gzerinde, hematokritte azalma, viskozitede
diisme ve eritrosit membran elastisitesinin artmasi gibi etkileri vardir. ilave
olarak, trombosit agregasyonunu azaltir. HBO sayesinde plazmanin oksijen
tasima kabiliyetinde artis meydana geldiginden dolayi, hipoksik dokular,
eritrositler bu dokulara ulagsamasa bile, oksijenlenme imkani bulurlar. Yine,
doku oksijen basincinin yukseltiimesi, I0kositlerin patolojik bakterileri dldirme
kapasitesini de artirir. Lokal hipoksi, nétrofil-iliskili bakteri 6liminu serbest
radikaller ile azaltarak yaray! infeksiyona yatkin hale getirir (85). %100 HBO,
savunma mekanizmasini guclendirir ve fagositoz ile bazi bakterilerin
oldurtlmesini saglar (86,87). Bunlara ek olarak %100 HBO, Clostridium
perfringens gibi bazi anaeroblar Uzerine bakterisidal, bazi Escherichiae ve
Pseudomonas turleri Uzerine de bakteriyostatik etkiye sahiptir. Ayni zamanda

clostridyal alfa toksin yapimini da baskilar.

Notrofiller reperfizyon hasarinda suclanan ©6nemli bir endojen
faktordur. Notrofiller iskemik damar duvarina yapisarak proteaz ve serbest

oksijen radikalleri salinimina neden olur, buna bagl olarak vazokonstriksiyon
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ve asiri doku yikimi ortaya ¢ikar (88). %100 HBO, nétrofillerin yapismasini ve

iskemik vazokonstriksiyonu engeller (89).

Genel olarak 1,5-2 ATA'lIk uygulama basinci guvenli bir aralik olarak
kabul edilmektedir. Bu basingtaki HBO gerek deney hayvanlari, gerekse
insanlar tarafindan iyi tolere edilmektedir. Yapilan galismalarda 1,5 ATA'da
ve 40-60 dakikalik uygulamalarda hi¢ bir zararli etki goértlmemistir (90).
Bununla birlikte birgcok endikasyonda, 2 ATA’dan yuksek basingta ve bir
saatten uzun sureli HBO uygulamasi gerekli olabilmektedir (90). Bu sartlarda
uygulanan HBO sonucu serbest radikal Uretiminde artis ve buna bagl
degisiklikler de so6zkonusu olabilmektedir (91,92). 3 ATA'nin Uzerindeki
basinglarda uygulanan HBO’ya maruz kalindiginda, oksijen toksisitesi

sonucu oksijen konvulziyonlari gozlenmistir (93).

2.6.6. HBO tedavisi ve Sepsis

Sepsis tedavisinde henuz rutine girmeyen HBO tedavisi, mevcut
calismalarda ilgi odadi olmaya devam etmektedir. Sepsis tedavisinde yeni
yaklagimlarin devam ettigi gunumuzde halen normobarik oksijen tedavisi
klinik kullanimdadir. HBO tedavisinin bir gcok hastalikta kullanimi mevcut olup
sepsis c¢alismalarinda anlamli sonuglar alinmisg, gerek sitokin dizeylerinde,
gerekse antioksidan ve serbest radikaller Uzerinde iyilestirici etkileri

gozlemlenmigtir.

Aksenov ve arkadaslari tarafindan 150 yayin arastiriimig, 11 deneysel
calisma ve 5 klinik deneme incelenmis, sepsiste HBO tedavisinin iyilestirci

etkilerinin mekanizmalari 8 maddede toplanmistir (94)

e IL-10 mekanizmasi ile koruma
e HBO 06n tedavisi ile Heme Oxygenase-1’in slper indiksiyonu
e LPS ile induklenen akciger hasarini azaltmak igin pulmoner

INOS’un ekspresyonunun inhibisyonu
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e Tekrarlanan HBO uygulamasi ile inflamatuar mediatorler ve
serbest radikallerin azaltiimasi

e Ardigtk NO asiri Uretimi ve myeloproksidaz aktivasyonun
azaltilmasi ile intestinal mukozada NF-xkB aktivasyonun
dizenlenmesi

e ince barsakta bakteriyel codalma ve translokasyonun
azaltilmasi

e Eritrositlerin sekil degistirip bozulmalarinin énlenmesi

e Reaktif oksijen radikallerinin etkilerini kontrol etmek igin

supuraculerin Uretimi olarak siralanabilir.

2.7. SERBEST RADIKALLER

Serbest radikaller, cesitli patolojik suregleri baglatan veya bu
sureglerin ara basamaklarinda ise dahil olabilen ya da bu sulreglerin
sonucunda ortaya c¢ikabilen oldukga reaktif olan maddelerdir. Serbest
radikaller, organizmada normal aerobik solunum gibi fizyolojik durumlarda
olusabildikleri gibi, hava kirliligi (azot oksitler, ozon, kukurt dioksit, sigara
dumani), gesitli entoksikasyonlar (karbon monoksit, alkol, insektisidler, gesitli
ilaglar), hemorajik ve iskemik durumlar, allerji, enfeksiyonlar, radyoaktiviteye
maruz kalim, yaslanma ve stres gibi degisik bircok nedenle de ortaya
cikabilmektedirler (95,96).

2.7.1.Tanim

Yapilarinda bulundurduklari uyariimis elektronlar nedeniyle, kolayca
elektron aligverigi yaparak etkilesime girdikleri molekullerin yapisini bozan
molekullere’serbest radikallerdenmektedir. Molekuler oksijen Uzerindeki

degisiklikler ile meydana gelen’serbest oksijen radikalleri'veya diger
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adiyla’reaktif oksijen turevleri’(ROT) serbest radikaller igcerisinde karsimiza

oldukga sik ¢ikan bir sinifi olusturmaktadir (97)

2.7.2. Fizyolojik Serbest Radikal Reaksiyonlari

Normal sartlar altinda, canl organizmada serbest radikaller kontrol
altinda kaldiklari birtakim fizyolojik olaylar sirasinda meydana gelmekte ve

cesitli islevlerde 6nemli gorevler almaktadir. Bu sekilde, serbest radikallerin

e Fagositozda,

e Trombosit aktivitesinde,

o Mikrozomal elektron transport zincirinde,

e Onemli biyomolekiillerin sentez veya yikiminda (arasidonik asit
metabolizmasinda, adrenokortikal hormonlarin sentezinde,
melaninle ilgili fonksiyonlari, biyomolekullerin otooksidasyonu
ve bazi enzim fonksiyonlarr)

e Ureme ve embriyo gelisiminde fizyolojik rolli bilinmektedir
(97,98,99,100).

2.7.3. Patolojik Serbest Radikal Reaksiyonlari

Patolojik serbest radikal reaksiyonlari hicre igindeki kontrol disina
¢lkmis veya anormal serbest radikal reaksiyonlarini kapsar. Fizyolojik serbest
radikal reaksiyonlarinin organizmanin antioksidan kapasitesini asmasi
yoluyla meydana gelebilecegi gibi, bazi eksojen ajanlar ya da fiziki etkiler
(iyonize radyasyon, ultraviyole, bazi plastik implantlar) sonucunda da
gelisebilir (Sekil 2.2)
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2.7.4. Reaktif Oksijen Tiirevlerinin Olugsumu:

Fizyolojik kosullar altinda, normal hucreler aerobik metabolizmanin
sonucunda ortaya c¢ikan ve potansiyel olarak zarar verici etkiye sahip
oksidatif sireclere maruz kalirlar. Saglikli bir hiicrede oksidan ve antioksidan
sistemler arasinda hassas bir denge vardir. Dengenin oksidan sistem lehine
bozulmasi, oksidatif stres gelisimine neden olur. Dengenin bozulmasindan
fazla miktarda sentez edilen ROT sorumludur. Oksidatif hasar, reaktif oksijen
(ROT), nitrojen (RNS) ve Demir (RIS) tlrlerinin etkilerinin sonucu olarak

ortaya cikar.

Normal fizyolojik kosullar altinda, reaktif oksijen tirlerinin ¢ogunlugu
hicresel solunum sirasinda ve inflamatuar cevaba katilan nétrofilleri de
iceren aktive fagositer hudcreler tarafindan olusturulur. Reaktif oksijen
turlerinin mitokondrial solunum, prostaglandin Uretimi ve konakgl savunmasi
icin esansiyel rolleri vardir. Oksijen reaksiyonlarini kontrol etmek icin bu
transisyon metallerindeki (demir ve bakir) ciftlesmemis elektronlari kullanarak
mitokondri, oksijen turevi serbest radikallerin istenmeyen salinimini onler.
Oksijen molekull tetravalan indirgenme (yani her iki oksijen atomundan
gelen dort eslesmemis elektronun da indirgenmesi) sirasinda cgesitli reaktif
tirevlere yonlenebilmektedir. Olusan bu tlrevler de daha sonra biyolojik
sistemlerde hasara yol agabilmektedir (97,98). Canlilar oksijenin toksik

etkilerinden, gelistirdikleri antioksidan mekanizmalar sayesinde korunur.

Baslica ROT, superoksit anyonu (O2-), hidrojen peroksit (H202) ve
hidroksil radikalidir (OH-) (Sekil 2.1). Bu reaksiyonlar ile olugabilecek
radikallerin 6nline gecgebilmek icin ¢esitli oksidatif enzimler gelismistir; bu
enzimler reaktif oksijen tdrevlerinin yasayan organizmaya zarar
olusturabilecek miktarlarda olusmasini engellerler. Hucresel metabolizma
sirasinda dar sinirlarda olusan reaktif oksijen turevleri bu savunma sistemleri

yoluyla etkisiz hale getirilmektedir (98, 101).
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2.7.5. Lipid Peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonu reaksiyonlari sonucunda ortaya c¢ikan lipid
hidroperoksitler yuksek derecede toksik Urunler verebilir. Olusturduklari
urinler arasinda en toksik olanlari aldehidlerdir, bunlarin en Onemlisi
ise’malonildialdehid’dir (MDA). MDA, amino asit ve protein oksidasyonu ile
cesitli capraz baglanmalar yoluyla zararli etkilere yol acarak, dogrudan
peroksidatif etkiye maruz kalmayan nonlipid yapidaki dokularin da hasar

gormesine neden olabilmektedir (97)

2.8. ANTIOKSIDAN SAVUNMA VE BASLICA ANTIOKSIDANLAR

Organizma, oksidatif harabiyeti dnleyen, sinirlayan ya da kismen tamir
eden koruyucu mekanizmalara sahipti. Memeli hucrelerinde oksidan

urnlere kargi korunma baglica uUg¢ prensip iginde gergeklesmektedir:
1. Olusan radikallerin detoksifikasyonu
2. Radikal reaksiyonlarin sona erdiriimesi
3. Radikal olusumunun sinirlandiriimasi

Antioksidan, dusuk konsantrasyonlarda, okside olabilecek bir
substratin oksidasyonunu geciktiren veya inhibe eden madde olarak

tanimlanmaktadir.

Bunlar, ROT’lari c¢esitli biyomolekuller Uzerinde tahribat yapmadan
once ortadan kaldirabilen veya oksidatif hasarin yayilmasini engelleyen
maddelerdir. insan viicudunun farkli organ, hiicre ve hiicre organellerinde
farkh ROT’lara karg! etkili, farkli antioksidanlar bulunur (98).
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2.8.1. intraseliiler Enzimatik Antioksidan Savunma:

Hucrede olugan radikallerin detoksifikasyonu baslica enzimatik olarak
gerceklesir. Antioksidan savunmanin 6nemli bir kesimini suUperoksit ve
hidrojen peroksiti temizleyen spesifik enzimler olusturur. Bunlarin baslicalari
olarak SOD, katalaz (CAT) ve GSH-Px sayilabilir (98).

Organizmada hidroksil radikali miktarini kontrol eden enzim sistemleri
ise yoktur. Kuvvetli okside edici potansiyeli nedeniyle hi¢ bir enzim kendisi
oksidatif harabiyete ugramadan bu Urunu detoksifiye edemez. Bunun igin
hicrelerde temel strateji SOD, CAT ve GSH-Px araciliiyla superoksit
anyonu ve H202yi detoksifiye ederek daha toksik Urlnlerin olusumunu
onceden oOnlemektir. Ekstraselller alanda ise gerek superoksit anyonu
gerekse H202 cok siki kontrol altinda degildir. Plazma ekstraselltiler SOD
aktivitesi ¢ok dusuktur ve buradaki H202'nin dolasimdaki eritrositler
tarafindan metabolize edildigi kabul edilmektedir (97,98). Organizmadaki

antioksidan enzimler ve rol aldiklari mekanizmalar sekil 2 de 6zetlenmistir.

2.8.2. Sepsis ve SIRS’ta Oksidatif Stres

Sepsiste, reaktif oksijen tirlerinin, mitokondrial elektron transport
zinciri, iskemi ve reperfizyonun bir sonucu olarak ksantin oksidaz
aktivasyonu, notrofil aktivasyonu ile iligkili respiratuar patlama ve aragidonik
asit metabolizmasi gibi birgok potansiyel kaynagi vardir. Aktive nétrofiller,
molekuler oksijen Uzerindeki membrana bagli NADPH oksidaz etkisi yoluyla
respiratuar patlamanin pargasi olarak sitotoksik ajan gibi suUperoksit
uretebilirler. Notrofiller ayrica, peroksinitrit Gretmek icin superoksitle
reaksiyona girebilen serbest radikal nitrik oksit (NO-) de uretir, hidroksil
radikali olusturmak icin ayrigabilen, tek basina gugli bir oksidandir.
Reperflzyon tarafindan takip edilen iskemik durumlarda, ksantin oksidaz
enzimi Urik asit olusturmayi katalizler ve birlikte suUperoksit de Uretilir.

Superoksit salinimi; notrofillerin  toplanmasi, aktivasyonu ve daha fazla
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superoksit Uretimi ile birlikte ksantin oksidaz olusumunu stimule eden endotel

hdcrelerine yapismasi ile sonuglanir.(102,103,104)
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Sekil 2.2. Olusan Cesitli Reaktif Urlinlere Karsi Enzimatik Savunma (105)

Cowley, sepsis veya sekonder organ disfonksiyonlu hastalardaki
azalmisg total antioksidan potansiyelinin mortalite ile iligkili oldugunu
tanimlamistir. Batra, sepsisli yenidoganlarda ksantin oksidaz, SOD ve
glutatyon peroksidaz aktivitesinde artis bildirmistir(106,107). ROS’lar,
endojen antioksidan sistemin kapasitesi asildiginda ortaya cikan oksidatif

stresle birlikte selltler hasara neden olurlar.

GSH metabolizmasi sepsiste degismistir. Bir rat lipopolisakkarit
endotoksik sok modelinde, karaciger GSH’indaki diisme ile olusan, azalmis
plazma antioksidan kapasite ile birlikte oksidatif stres belirgin artig

saptanmistir.
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Buglne kadar hicbir antioksidan tedavi insan sepsisinde surviyi
iyilestirmemistir. ideal terapdtik antioksidan ajani bulmak icin, sepsisteki
selliler ve molekller etkilesimleri tam olarak aydinlatici ¢alismalar
yapiimaktadir. Ozellikle, bugiine kadar farkina variimayan bir gercek de,
sepsisteki birgok anahtar mediatorin sartlara bagli olarak degisken etkileri ve
etkilesimleri mevcut oldugu asikar hale gelmektedir. NF-kB basta olmak
Uzere, redoks imbalansin dizenlenmesinin dikkatli hedeflenmesinin, sepsisin

gelecekteki tedavisinde roll olabilir.(108,109)
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3. GEREG YONTEM

Bu tez Gulhane Askeri Tip Akademisi Komutanligi Hayvan Deneyleri
Etik Kurulunun 06 Subat 2009 gun, 1 sayil toplantisi ve 09/4K nolu karari ile
ve Helsinki bildirisindeki hayvan calismasi etik kurallarina uyularak GATA
Aragtirma ve Geligtirme Bagkanhgr ve Fizyoloji BD bunyesindeki
laboratuarlarda 16 Haziran-13 Temmuz 2009 tarihleri arasinda

gerceklestirildi.

Calismamizin amaci; yapilan tim aragtirmalara ve tip alanindaki hizli
gelismelere ragmen olumcul sonuglari olduk¢a ylksek oranda olan sepsis
tedavisine yeni acilimlar getirebilmektir. insan deneyi yapmanin sinirli, zorlu
sartlari goz onune alinarak deneysel bir hayvan c¢aligsmasi planlanmistir.
Calismamizda deneysel sepsis olusturulmasi igin, ratlara, literatirdeki
mevcut modeller iginden kontrolli inokulasyon modeli segilmis ve
intraperitoneal(i.p) E.coli (standart sus) olarak (97) yapiimistir. Ayrica, HBO
ve NBO tedavisi ile birlikte tim ratlara antibiyoterapi uygulanmistir.
Calismamizda; HBO ve NBO tedavilerinin antibiyotik ve diger tedavi ile
birlikte kullanilan adjuvan tedavi yontemleri olduklari dusunulerek, sepsisin
klinik ve laboratuar belirtegleri Uzerindeki iyilestirici etkilerinin kargilastiriimasi

amaclanmistir.

3.1. Calisma ve Gruplar

1. Grup (Sham Grubu) (N:10): Intraperitoneal serum fizyolojik

uygulanan grub

2. Grup (Kontrol Grubu) (N:10): Sepsis indiksiyonu sonrasi CEF

tedavisi verilen grup
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3. Grup (NBO Grubu) (N:10): Sepsis induksiyonunu miutakiben
CEF+NBO tedavisi verilen grup

4. Grup (HBO Grubu) (N:10): Sepsis induksiyonunu mutakiben
CEF+HBO tedavisi verilen grup

3.2.Sepsis Modeli

Bu deneysel galismada GATA Arastirma ve Gelistirme Baskanhgi
hayvan laboratuarindan temin edilen, agirliklari 250-350 gram arasinda
degisen saglikli, gen¢ erigkin 40 adet erkek Wistar-Albino cinsi ratlar
kullaniimistir. Her bir grupta 10 adet rat olmak tzere 4 grup olusturulmustur
Ratlar tek tek tartiimis olup, her grup benzer 6zellikte ve agirlikta olacak
sekilde dort gruba ayrilmistir. Calisma suresince tim ratlar ayni laboratuvar
kosullarina tabi tutulmus, ticari sigan yemi ve normal musluk suyuyla
beslenmistir. Ratlarin agirliklarina gore uygulanacak dozlar hesaplanmigtir.
E.Coli (standart sus), 2,1.109cfu/ml dozunda, tek doz, bolus tarzinda, i.p.
injeksiyon ile uygulanmig, sepsis indiksiyonu saglanmistir.(97) (Sekil3).
Sepsis tanisi; l0kosit artisi (beyaz kire élgiimleri kuyruk veninden alinan 1 ml
kan ile Arastirma Merkezi’'ndeki tam kan sayaci ile galisildi), rektal i1s1 artigl,
solunum sayisi ve tasikardi ile konulmustur. Sham grubuna ise

intraperitoneal serum fizyolojik uygulamasi yapilmistir.

HBO ve NBO tedavilerinin adjuvan tedaviler oldugu g6z onunde
bulunduruldugu dusunudlerek, sham grubu hari¢ tum grublara, sepsis
indiksiyonu sonrasi Oter ve arkadaslarinin ¢alismalarinda kullandiklari

Cefepime HCI (CEF) tedavisi 50 mg/kg dozunda i.p. uygulanmistir(97).
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Sekil 3.4. Hiperbarik Oksijen Cihazi
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3.3.Hiperbarik Oksijen Uygulamasi:

Hiperbarik oksijen uygulamasi igin, T.S.K. 800 Ana Depo ve Fabrika
Komutanhginda (Etimesgut/Ankara) 6zel olarak tasarlanip imal edilen, ¢api
40 cm, uzunlugu 60 cm olan, krom, nikel ve gelik karigimi bir govdeye sahip
ve 10 ATA basinca dayanikhligi test edilmis silindirik bicimdeki yuksek basing
odas! (‘hyperbaric chamber’) kullanildi (Sekil 4). Bu chamber’in igerisindeki
basing, Uzerindeki manometre ile devamli kontrol edilerek gerektiginde gazin
fazlasi otomatik olarak tahliye edilebilmektedir. Chambera GATA
Biyomedikal Klinik Muhendislik Merkezi -Tibbi Gazlar Bolumunden temin
edilen ve yuksek basing altinda saf oksijen iceren tupler yoluyla 1,5-2 It/dk
akim hizinda (99,105) oksijen girisi saglandi. Hayvanlar chambere
yerlestirildikten sonra ortam oncelikle hizla verilen oksijen ile yikandi
(‘flushing’). Bu arada, hayvanlarin ventilasyonu sonucunda ortamda
birikebilecek COZ2’yi tutmasi i¢in, chamber i¢ine degisebilir oranlarda sodyum
hidroksit, kalsiyum—2—oksit ve kalsiyum hidroksitin karisimindan olugsan’soda
lime’olarak adlandirilan absorbe edici grantller konuldu (110). Daha sonra
chamber kapatilarak i¢ basincin uygulanacak degere kadar dakikada 1 atm
basinci gegmeyecek hizda ylkselmesi saglandi. 3 ATA'llkk uygulama
basincina ulagildigi anda chamber'e giren ve c¢ikan oksijen miktari
sabitlenerek slre tutulmaya baslandi. Toplam seans suresi 2 saat olarak
belirlendi ve seans bitiminde, hayvanlari agrili barotravmalardan korumak ve
hesaplanamayan ilave stres faktorlerinden kaginmak amaciyla, yine yavas bir

hizla ortam basincina geri donulda.

Calismamizda uygulanan HBO tedavi metodu; Pedoto ve
arkadaslarinin 6nerdikleri gibi 2.8 ATA’da gunde 2 kez, 0 ve 12. saatlerde,
OTER ve arkadaslarinin énerdikleri gibi de 90 dk uygulandi(97,111).
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3.4.Normobarik Oksijen Uygulamasi

NBO tedavisi; HBO cihazinin (Sekil 4) chamber’in giris ve cikisl
5Lt./dk., chamber basinci ise otomatik olarak 1 ATA olarak ayarlanarak 90 dk
verildi (98) (HBO ve NBO verilme sekli ayrica , Deniz ve Su Alti Hekimligi AD

koordinesi ile uygulanmistir).

Ratlara sepsis induksiyondan 1 saat sonra giinde 2 seans (90 dk - 2,8
ATA) CEF, HBO ve NBO hiperbarik oksijen tedavileri bes gun sure ile
uygulandi. Birinci grup (Sham) ratlara i.p. SF injeksiyonu, ikinci grub ratlara
sepsis induksiyonu sonrasi sadece CEF tedavisi, dglUncl grup ratlara
CEF+NBO, dorduncu grup ratlara CEF+HBO tedavileri uygulandi..

3.5.Laboratuvar Teknikleri
3.5.1.Sakrifikasyon ve Ornekleme

Sepsis indiksiyonu sonrasi ratlar altisar altisar kafese konarak

izlenmeye alindi, oral sivi ve gida alimlarina izin verildi.

Tdm ratlar besinci gin sonunda genel anestezi ile uyutulduktan
sonra kuguk deney hayvanlari igin 0zel olarak yapilimig bir disseksiyon
masasina sirtustu yatirilarak dort ayagindan sabitlendi. Bundan sonra gogus

bogluklari agilarak akcigerlerin ortaya ¢ikmasi saglandi.

Enzimatik ¢aligmalarda doku igerisinde kalabilecek fazla miktardaki
kan nedeniyle homojenatta olusabilen hemolizi onlemek igin, akcigerin
mumkin oldugu nisbette kansiz olarak c¢ikarilmasi gerekiyordu. Bundan
dolay! bir yandan vena cava inferiordan bir enjektor yardimiyla kan alinirken,
bir yandan da sag ventrikile ince uglu bir igne ile +4°C’de izotonik NaCl
(serum fizolojik; SF) verildi (112). Bu sekilde hem akciger igerisinde
dolasimda olan kanin SF ile yer degistirmesi saglandi, hem de sogutma

yoluyla akciger metabolizmasi yavaslatiimis oldu. Akcigerlerin renginde gozle
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gérulebilen solma ile beraber kan-SF degisiminin yeterli dizeyde oldugu
kanisina varilarak akcigerler cikarildi. Cikarilan akciger, yine soguk SF
icerisinde yikanarak digindaki kan artiklarindan arindirildi ve Onceden
etiketlenmis kapakl plastik ependorf tupleri igerisine konularak, islem
sonunda -80°C’de saklanmak Uzere, sivi nitrojen (azot) tankina konuldu.
Tum bu islemlerin akciger dokusunda ayri bir stres nedeni olabilmesi,
Ozellikle anesteziden sonraki bolumde, son derece hizli hareket etmeyi

zorunlu hale getirmisti.

Nitekim disseksiyondan itibaren her bir hayvan igin harcanan
surenin gorece standart olmasina 6zen gosterildi ve toplam sure higbir
zaman 3—4 dk’'y1 gegcmedi. Ayrica, HBO uygulanmadan disseksiyona girecek
olan hayvanlarin doku alimi da yine kendi esdegerleri olan HBO’lu gruplarla

ayni saate denk getirildi.

Alinan kan O&rneklerinde sepsis surecinde belirleyici oldugu
dusundlen TNF-o dlzeyleri, akciger dokusundan, oksidatif stres belirtegleri
olarak MDA, SOD ve GSH-Px duzeyleri caligiimigtir.

statistiksel hesaplamalarin tamami mikro iglemci yardimi ile ticari
istatistik paket programi (SPSS PC, Ver.12.0; SPSS Inc, USA) kullanilarak
yapilmistir. Sayisal degerler ortalama + standart ortalama hatasi (mean %
SEM) olarak ifade edilmistir. Once tim gruplar arasinda”’Kruskal Wallis testi
ile analiz yapildiktan sonra, anlamli sonug veren gruplarin ikigerli olarak
kargilastiriimalarinda denek sayisina uygun olarak nonparametrik bir ydontem
olan’Mann Whitney U Test’kullanildi. Sonugta p<0,05 bulundugunda sonug¢
anlamli olarak kabul edildi(113).

3.5.2.Serum Ve Doku Orneklerinin Biokimyasal Analizi

Oksidatif strese bagli olusan lipid peroksidasyonu dizeyinin tayini icin

MDA, antioksidan cevabin derecesinin belirlenmesi igin superoksit radikaline
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karsl olusan SOD ve hidrojenperoksit ile savasan GSH-Px’in akciger dokusu
duzeylerinin olgumu yapildi. Akciger dokusunda oksidan ve antioksidan
parametrelerin analizi ile elde edilecek sonuglarin standart olarak ifade

edilebilmesi i¢cin ek olarak doku protein dizeyleri de dlguldu.

3.5.3.TNF-a Diizeyleri

TNF-o dizeylerinin degerlendiriimesinde’BioSource rat TNF-[1 solit
faz sandvi¢c Enzyme-linked-Immuno-Sorbent-Assay (ELISA) kiti’kullaniimistir.
Rat TNF-a'sina spesifik antikorlar mikrotiter striplerin icerisindeki bosluklara
yerlestirilmig, ardindan bu kuyucuklarin igerisine biyotinlenmig ikinci antikor
eklenmesini takiben standart rat TNF-a, kontrol ve bilinmeyen o6rnekler
pipetle yerlestiriimistir. ilk inkiibasyon esnasinda rat TNF-a 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 tum enzimlerin yilkanarak uzaklastirimasindan sonra,
renklendirmeyi saglayan solusyon eklenmekte, elde edilen renkli Granin
yogunlugu orijinal Grinde mevcut olan TNF-a konsantrasyonu ile dogru

orantili olarak okunmaktadir(114).

3.5.4.Doku Homojenizasyonu

Dokularin analizler igin hazir hale getiriimesi gerektiginden, dokular
derin dondurucudan ¢ikarilarak ¢o6zunmesi saglandiktan sonra’fosfat
tampon’ile 1/9 hacim oraninda karistirilarak Retsch marka “Mixer Mill MM
400” model homojenizator ile homojenize edildi. Elde edilen homojenatin bir

kismi MDA ve protein olgimleri icin ayrildi. Bir kismi SOD, GPx dlgiminde
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kullaniimak UGzere, 700 devirde 10 dk santriflij edilerek stipernatantlari alindi

ve ependorf tlpler kondu.

Fosfat tampon (50 mM); distile sudaki 6,8 g/l oranindaki KH2PO4
¢cOzeltisi Uzerine pH 7,4 olana kadar yine distile suda 7,1 g/l oraninda

¢oztinmus Na2HPO4 ilave edilerek hazirlandi.

3.5.5.Protein Olgiimii:

Lowry’nin tarif ettigi yontem kullaniimistir (115) MDA icin homojenatta,

SOD icin ekstraktta, GPx igin sUpernatantta protein miktarlari dlguimustur.

Kullanilan Reaktifler:

Stok NaHCO3; 0,1 mol/l NaOH igerisinde 2 g/dl Na2CO3

¢Ozuldu.

e Stok NaK tartarat solusyonu; distile su igerisinde 2 g/dl NaK
tartarat cozaldu.

e Stok CuSO4 solusyonu; distile su igerisinde 1 g/dl CuSO4
¢ozulda.

e A reaktifi; 98 birim stok NaCO3, 1 birim stok NaK tartarat
solusyonu, 1 birim stok CuSO4 solusyonu karigtirildi.

¢ B reaktifi; 1 birim folin-ciocalteu fenol reaktifi es miktarda distile

su ile karigtiridi.

1 g/dl ile 16 mg/dl arasinda seri standartlar bovin serum albumin
(BSA) ve distile su kullanilarak hazirlandi. 10ul 6érnek konmus tuplere 90ul
distile su eklendi. Kor calismasi i¢in 2 adet tipe 100’er ul distile su kondu.

Standartlarin her birinden ise 100 ul kullanildi.
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Yapilan iglem:

100 pl 6rnek bulunan her tipe 1 ml. A reaktifinden eklenerek 30 dk
oda i1sisinda beklendi. Sonra her tipe 100ul B reaktifinden eklendi. Tekrar 30
dk oda isisinda bekletildi ve spektrofotometrede 595 nm dalga boyundaki
absorbans degeri okundu. Bulunan deger standart miktarlarda protein iceren
karigimlara gore hazirlanan xy dagilim grafigi ile karsilastirilarak (kalibrasyon

grafigi) her bir 6rnegin igerdigi protein degerine ulagildi.

3.5.6.Malondialdehid (MDA) Olgiimii
MDA 6lcimi Okhawa ve arkadaslarinin tarif ettigi ydéntemle yapildi (116)
Kullanilan reaktifler:
% 10’luk triklorasetik asit (TCA)
% 0.675’lik tiyobarbiturik asit (TBA)
Yapilan iglem:

Agzi kapakl tuplere 2,5 ml %10’luk TCA ve 0,5 ml akciger dokusu
homojenati konularak vorteksle karisgtirildi. Koér igin ayrilan tlpe vyara
homojenizati yerine 0,5 ml distile su konuldu. 90 °C’lik sicak su banyosunda
15 dakika inkube edildikten sonra tupler gesme suyuyla yikanarak sogutuldu.
Daha sonra 3000 x g’de 20 dakika santriftj edildi.

Santrifljj islemi bittikten sonra olusan slpernatantlardan 2 ml alinarak
uzerine % 0.675'lik TBA eklenip vorteks yardimi ile karistirildi. TUplerin agzi
kapatilarak 90°C’lik sicak su banyosunda 15 dakika tekrar inkibe edildi.
Sicak su banyosundan c¢ikarilan tlpler gesme suyuyla yikanarak sogutulan

tipler 532 nm’de spektrofotometre cihazinda kére karsi okundu. TBA-MDA
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kompleksinin ekstinksiyon katsayisindan (1.56x105 cm-1 M-1) yararlanilarak

nmol/g-prot cinsinden MDA degerleri hesaplandi

3.5.7. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Olgiimii

SOD aktivitesi Sun ve arkadaslari tarafindan tarif edilen yontemle
Olculdu (117). SOD 6lgimu icin gereken ekstraktlar su sekilde elde edildi;
Homojenatlar 3220 rpm’de 30 dakika +6°C sogutmali santrifijde santrifdj
edilerek supernatant elde edildi. Supernatant 1:1 oraninda kloroform/etanol
(3:5 oraninda) ilavesi yapilarak vorteks cihazi yardimi ile karistirildi. Bu
tupler, 3220 rpm’de 40 dakika +4°C’de santrifuj edildi.

Santriflij sonrasi ekstrakt dedigimiz Uste kalan sivi SOD oélgimu igin
kullanildi.

Kullanilan Reaktifler:

0.3 mmol/l Xantine

0.6 mmol/l EDTA (2 sodyum tuzu)

150 pmol /I nitro blue tetrazolium (NBT)
1g/l BSA ve 400 mmol/l Na2CO3

Yukarida hazirlanan kimyasal ¢ozeltilerin hepsi karigtirilarak ASSAY
reaktifi elde edildi.

0.8 mmol/l CuClI2
2 M (NH4)2S04

167 U/l Xantine Oxidase (XO)
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Tdm bu reaktifler hazirlandiktan sonra asagidaki gizelgede belirtilen

oranlarda karistirildi.

Bu islemden sonra 25°C'de 20 dakika inkibasyondan hemen sonra
0.08 mmol/L olarak hazirladigimiz CuCl2 c¢dzeltisinden tim tuplere 1 ml
eklendi. Daha sonra spektrofotometre cihazinda 560 nm dalga boyunda
distile suya kargl absorbans sifirlanarak korin ve numunelerin absorbans

degerleri okundu.

Bulunan absorbans degerleri asagidaki formulde yerine konarak SOD

miktari hesaplandi.

((K - N)/N)xDx20)/E= SOD miktari U/mg

K=korun absorbansi, N=numune absorbansi, D=dilisyon miktari

E=ekstrakt protein miktari mg/ml
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Tablo 3.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Olciimii igin Kullanilan Reaktif ve

Numuneler
Kor (mL) Numune (mL)
ASSAY reaktifi 2.85 2.85
Extrakt numune - 0.10
Bidistile su 0.10 -
167 U/L XO 0.05 0.05

3.5.8.Glutatyon Peroksidaz Olgiimii (GSH-Px):

GSH-Px aktivitesi duzeylerinin dlgimu Paglia’'nin tarif ettigi yontemle
yapildi (118).

Kullanilan Reaktifler:

GPx tamponu: pH=7'de 50mM’lik fosfat tamponu igcinde 5 mM EDTA

konsantrasyonu olacak sekilde hazirlandi.

3.2 M Amonyum Siulfat: Distile suda ¢ozuld.
150mM redukte Glutatyon (GSH): GPx tamponunda ¢6zulda.
8 mM redukte NADPH: GPx tamponunda ¢6zuldu.
1 M Sodyum Azid: GPx tamponunda ¢6zuldu.

GSH-Reduktaz enzimi: 1,5 ml 3.2 M amonyum sulfat solusyonu i¢ine
50 il glutatyon reduktaz katilarak hazirlandi. Reaktifler hazirlandiktan sonra
asagidaki cizelgede belirtilen oranlarda karistirildi. Bu islemden sonra 30
dakika oda isisinda bekletildi. 2mM hidrojen peroksit 100 il katilarak

karistirilan solusyon 340 nm ayarlanmig spektrofotometre cihazinda
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absorbanslar 5 dakika sureyle 15’er saniye arayla kaydedildi. Lineer aktivite
azalisinin oldugu absorbans araliginin 1 dakikalik suresi esas alinarak hesap
yapildi. Bulunan degerler agsagida belirtilen formule koyularak GPx miktari

hesaplandi.
((A1-A2/T)xDx24100)/Px1000= GPx miktari U/mg protein
A1=ilk okunan absorbans, A2=1 dakika sonra okunan absorbans

T=zaman, D=dilisyon miktari, P=slpernatant protein mg/ml

Tablo 3.2. Glutatyon Peroksidaz Olgliminde Kullanilan Reaktif ve

Numuneler
Kullanilan Reaktif Konulan Miktar (mL)
Fosfat tamponu (pH 7, 50 mM) 5 mM EDTA’li 2.650
150 mM Redukte GSH 0.100
8 mM NADPH 0.100
GSH-Rediiktaz 0.010
1 M NaN3 (sodyum azid) 0.010
Numune (supernatant) 0.020
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4. BULGULAR

Arastirmamizin amaci HBO ve normobarik oksijen tedavisinin sepsis
olusturulan ratlarda, oksidatif stres parametreleri ve sitokinler UGzerindeki
etkisini arastirmak, karsilastirmak olup, bu amacla her biri 10 rattan olusan

dort grup olusturulmustur.
Gruplar;
1. Sham grubu; intraperitoneal serum fizyolojik uygulanan grup,
2. Kontrol grubu; Sepsis indiksiyonu sonrasi CEF uygulanan grup

3. HBO grubu; Sepsis induksiyonunu mutakiben HBO+CEF tedavisi

verilen grup,

4. NBO grubu; Sepsis induksiyonunu mutakiben NBO+CEF tedavisi

verilen grup.

4.1. Sepsis induksiyonu

E.Coli kullanilarak sepsis olusturulan Gg¢ grupta da (Grup 2, Grup 3 ve Grup
4) dnceden tanimlanan rat sepsis modeli olusturulmustur. Sepsis olusturulan
gruplarda ortalama beyaz kire sayisi 20600+3400, ortalama rektal isi
OlcimU 38.9+1.5 C, ortalama kalp hizi 154115 /dakika, ortalama solunum

sayisi 100+16 olarak tespit edilmistir
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4.2. Biyokimyasal ve istatiksel degerlendirme

Verilerin  ortalama degerleri ve standart ortalama hatalar
(meantSEM), istatistiksel anlamli farkliliklari gosteren degerlerle birlikte
asagida sunulmustur (Tablo 5). Tum gruplarda, sakrifikasyon esnasinda
alinan kan ve doku oOrneklerinde sepsis surecinde belirleyici oldugu
dusundlen TNF-o. duzeyleri oksidatif stres parametreleri (SOD, MDA, GSH-
Px) dizeyleri calisiimigtir.

E.Coli ile sepsis olusturulan grublarda (Grup 2,3,4) ratlarin kan
orneklerinde doku antioksidan kapasitesinin indirekt gostergesi olan SOD
duzeyleri, kontrol grubu sham grubuna gére anlaml sekilde azalmig, HBO ve
NBO tedavisi kontrol grubuna gére anlaml sekilde artirmistir(p<0.05). HBO
ve NBO tedavisi alan grublarda ise, birbirleri arasinda anlamli bir degisiklik

olusturmamigtir (Sekil6)

Ayrica doku hiicre membran hasarinin indirekt gostergesi olarak kabul
edilen MDA duzeyleri de kontrol grubunda sham grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli duzeyde (p<0.05) yuksek olarak tespit edilmig, HBO ve NBO
tedavileri sonrasinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir
dusus elde edilmistir (p<0,05). HBO ve NBO tedavisi MDA dlzeyi Uzerinde

birbirleri arasinda anlaml bir degisiklik olugturmamistir (Sekil5).

Doku antioksidan kapasitesinin indirekt gostergesi olan GSH-Px
dizeyleri kontrol grubun sham grubuna gére anlamli  sekilde
azalmig(p<0.05), HBO ve NBO tedavisi kontrol grubuna gére anlaml sekilde
artis gozlenmemistir(p<0.05), Yine HBO ve NBO tedavileri GSH-Px dlzeyi

Uzerinde birbirleri arasinda anlaml bir degisiklik olusturmamistir (Sekil7).

Bagska bir deyisle HBO ve NBO tedavileri, deneysel E.Coli sepsis
induksiyonunun neden oldugu doku oksidatif stres artigini ve doku membran

hasarini belirgin olarak iyilestirmigtir, birbirlerine Ustinltkleri gdsteriimemistir.

49



TNF-o  konsantrasyonlari, kontrol grubunda sham grubuna gore
istatistiksel anlamlh sekilde artmis (p<0.05), HBO ve NBO tedavisi istatiksel
anlamli sekilde seviyesi dustrmustir. HBO tedavisi NBO tedavisine gore
TNF-a konsantrasyonlarini anlami sekilde dusirmustir(p<0.05)(Sekil 8). Bu
sonuclar deneysel E.Coli ile indiklenen sepsis modelinde HBO ve NBO
tedavilerinin sistemik olarak faydali etkilerinin olabilecegine igaret etmektedir.
Tum bu sonuglara ragmen ¢alismamiz tasarlanis itibariyle bir survi calismasi
olmadigindan, HBO ve NBO tedavilerinin sepsis seyri Uzerindeki sistemik

etkilerinin belirlenmesi mumkin olmamigtir

Tablo. 4.1. Akciger dokusu oksidan-antioksidan ve serum TNF-a sonuglari

(OrtancaxStandart sapma)

Gruplar MDA SOD GSH-Px Serum TNF-a
(mmol/gprotein)  (U/gprotein) (U/gprotein)  (pg/ml)

Sham 0,34+0,09 136,38+25,80 17,6414,48  67,36134,49

Kontrol  1,22+0,20 a 49,41+12,23 a 7,36+2,60a 281,06+165,10 a

HBO 0,4410,17 b 94,76+14,55bc  9,28+2,78 ¢  242,07+73,24bc

NBO 0,3940,18 b 83,92+14,66 bc  7,53+4,20c  206,83+48,99 c

a: Sham grubuna gore Kontrol grubunda anlamli artma veya azalma (p<0.05)
b: Kontrol grubuna gére HBO ve NBO gruplarinda anlaml artma veya azalma (p<0.05)
¢: Sham grubuna gére HBO ve NBO gruplarinda anlamli artma veya azalma (p<0.05)

d: NBO grubuna gére HBO grubunda anlamli artma veya azalma (p<0.05)
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Sekil 4.2. Tum gruplardaki SOD duzeylerinin karsilastiriimasi
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5. TARTISMA

Ciddi sepsis ve septik sok mortalitesi son yillarda gelistirilen yeni
tedavi modalitelerine ragmen yuksek seyrini korumaktadir. Sepsis,
hipotansiyon, hipoperflizyon ve organ disfonksiyonundan olusan ug¢ bash bir
canavar olarak tanimlanabilir. Sepsis tedavisinde en uygun yolu bulmak igin
her gun yeni ¢alismalar yapilmakta ve bunlarin sonuglari ile tim dunyada
ortak bir yol, konsensus saglanmaya caligiimaktadir. SUphesiz ki sepsis
sendromlari tedavi etmeye calisan saglik ¢aligsanlari, bunun ne kadar zor,

karmasik ve uzun bir yol oldugunu bilmektedirler.

Bizim galismamizda deneysel sepsis modelinin saglanmasi amaciyla
kontrolli inokllasyon modeli secilmis olup, en sik kullanilan gr(-) bakteri olan
E.Coli segilmig, kdltur ortaminda hazirlanip emulsiyon haline getirilen
materyalin tek doz halinde bolus tarzinda verilmesi ile olusturulmustur.
inokiilasyon modelleri, bakteriyemi modellerine gére infeksiyon ve
inflamasyonun devamlilik gosterdigi bir odak olusturdugunda intraabdominal
mikrogevrenin gercekgi sekilde taklit edilmesini saglamaktadir. Bu modelde
hayvanlar igin erken donemde 6nemli derecede 6lum riski vardir ve bu risk
intoksikasyona baglidir. Antibiyoterapi bu 6lum riskini azaltamaz(119,120).
Keza bizim 6n ¢alismamizda periton bosluguna kontrollG inokllasyon metodu
ile bakteri verilmis, muhtemel intoksikasyon sonrasi batin ratlar (12 adet rat)

olmustar.

Bir ¢cok calismada oldugu gibi bizim ¢alismamizda da, deneysel sepsis
modelinde en sik kullanilan rat modeli olan Wistar-Albino (97) segcilmis olup,
hormonal olaylarin mevcut bulgulari etkilememesi, yalanci pozitif ve negatif

sonuglarin 6nlenmesi amaci ile erkek cinsiyet secilmigtir.

HBO tedavisi, izole bir basing odasinda hastaya deniz seviyesindeki
atmosferik basingtan (1 ATA [atmosphere absolute] = 760 mmHg) daha

fazla bir basingta %100 oksijen solutulmasi ile uygulanan bir tedavi geklidir.
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HBO stres altindaki hucrelere oksijen sunan bir tekniktir, dokularin
bozulmus oksijen transport kapasitesini duzeltmektedir(121). Ayrica,
antioksidan Urunlerin olusumunu arttirmakta, aktive fibroblastlardan vaskuler
endotel buyume faktori ve kollajen dretimini arttirarak anjiogenezisi aktive
etmekte, lokositlere oksidatif fonksiyonlar igin ihtiyag duydugu oksijeni
saglayarak infeksiyon karsiti aktivite gosterip mikroorganizma cogalmasini
Onleyici bir ortam olusturmakta, doku hipoksisi sonrasi gelisen iskemi ve
odemi elimine etmekte, vazokonstruktor etki ile de 6demi azaltmaktadir
(122,123,124).

Reaktif oksijen turevleri, sepsiste, DNA'ya zarar vererek c¢apraz
baglantili hiicresel proteinlerin ve lipit membraninin peroksidasyonu sonucu
doku hasari meydana getirir. Lipit peroksidasyonu sonucunda membran
akigkanhgini azalir, gegirgenligi artar, hucre butunligu ve hayati hicre
fonksiyonlari bozulur. Sonug olarak, sepsisli olgularda multiorgan yetmezlIigi,

ARDS gibi tablolarin ortaya ¢gikmasi bu mekanizmalar sonucunda olur (125).

Sepsis sirasinda akvite edilen kan hucreleri, farkli parankim hucreleri
ve vaskuler hicreler tarafindan gesitli inflamatuar mediyatorler salinmaktadir.
Bu mediyatdrlerin ekspresyonunun kontroli normal homeostaz ve konak
savunmasi icin oldukga Onemli olarak gorulmektedir, mikrodolasimin
neredeyse tum hucresel komponentleri Uzerine etki ederler (126). Bu suregte
mikrodolagim fonksiyonlari ileri derecede bozulur ve kan akiminda cesitli
Ozelliklerde anormallikler goéraltur (127,128). NO sistemi, farkli organlarda
vaskuler tonusun fizyolojik olarak dizenlenmesinde merkezi bir role sahib
olub, sepsiste ileri derece bozulur (129,130). Bu bozulma, akimin patolojik
olarak santlara yonelmesine neden olmaktaki, bunun temel nedeni'inducible
nitric oxide synthase’(INOS) ekspresyonunun organ yataklarinin farkli
alanlarinda heterojen seyretmesidir, INOS bulunmayan alanlarda NO

kaynakl vazodilatasyon olugmaz ve perfuzyon bozulur (131).

Bahsi gegen tim mekanizmalar egliginde patogenezde rol oynayan

faktorler, sepsis tedavisinde tedavi hedefi olarak alinmaya baslanmis ve yeni
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tedavi seceneklerinde bu mekanizmalara etki edecek tedaviler Uzerinde

odaklanmaya baglaniimistir.

Sepsis tedavisi icin 6zellikle NBO ve HBO tedavilerini karsilastiran
calisma literatirde mevcut degildir. Bu c¢alisma ve planlanacak diger
calismalarla maliyeti yuksek HBO tedavisinin NBO tedavisine belirgin
ustinligu gosterilemezse antibiyoterapiye kombine olarak adjuvan tedavide
kullaniimasi  gerekliligi veya olmazsa olmazhidi  dldsutncesinden

uzaklasilabileginden dolay1 6nem tasimaktadir.

HBO tedavisinin tek basina ya da bir baska tedavi ile birlikte
kullaniminin faydal oldugu bir ¢ok endikasyon vardir(122). Radermacher ve
arkadaglar intraperitoneal injeksiyon ile deneysel sepsis modeli olusturulan
ratlarda HBO tedauvisi ile kombine CEF tedavisi verilmesi sonucunda supra
atmosferik duzeyde oksijen verilmesinin, anti-oksitadif enzimlerin
ekspresyonunu arttirdii  ve bunun yaninda buyume faktorlerinin  ve
sitokinlerin yapimini duzenledigini bildirmislerdir(132). Supra atmosferik
basinglarda saf oksijen solumanin bu etkileri arastirmacilara HBO’nun
karbonmonoksit (CO) zehirlenmesi ve iskemi/reperfizyon hasarindaki yararli
etkilerini agiklamalarina 6nculik ederken sistemik inflamasyon Uzerindeki
etkilerini arastirmak icin yeni bir kap1 agmistir. Bu ¢calismada HBO tedavisi bir
adjuvan tedavi olabilecegi sepsisli ratlarda antibiyotik tedavisi ile kombine
edilmesinin yararli olabilecedi vurgulanmistir. Bizde c¢aligmamizda sham
grubu hari¢ tim grublarda HBO ve NBO tedavileri ile kombine CEF
uygulamis olup, gerek sitokin dizeyinde gerekse antioksidan/oksidan
parametreler Uzerinde iyilestirici oldugu lehine yorumlanabilecek anlamli

degisiklikler elde ettik.

HBO halen birgok inflamatuar durumda ve iskemik doku hasarinda
yardimci tedavi olarak kullaniimaktadir. Luongo ve arkadaslarinin yaptiklar
hayvanlar Uzerinde vyaptiklari c¢alismada zymosan (Saccharomyces
cerevisiae mayasinin duvar bileseni) ile olusturulan non-endotoksik ve non-

bakteriyel sokta HBO’nun semptomlari azalttigi, TNF-alfa ve NO seviyelerini
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disurdigu ve sag kalimi uzattigi goériimustir. (Luongo ve arkadaslari, 1998).
Son calismalarda HBO’nun monosit makrofajlardaki pro-inflamatuar
sitokinleri azalttigi tespit edilmis olup, bunun da otesinde deneysel nekrotizan
pankreatit olusturulmus ratlarda yapilan bir galismada da HBO’nun SOD ve
GSH-Px duzeyleri Uzerinde etkili olduklari goésterilmistir (Yasar ve
arkadaslari, 2003). Bizim calismamizda deneysel sepsis modeli olusturulan
ratlarda HBO tedavisi sonrasi SOD duzeylerini NBO tedavisi ile birlikte
anlamli sekilde artirmis olup, antibiyotik tedavisi verilen kontrol grubuna gore

GSH-Px dlizeyinde anlamli degisiklik olusturmamistir.

YUCEL ve arkadaslari tarafindan, ise, deneysel peritonit yapilarak
sepsis tablosu olugturulan ratlarda normobarik oksijen tedavisi incelenmis;
Ozellikle antibiyoterapi eklenmis ratlarda olumlu sonuclar alinmistir (98).
Yapilan galismalar sonucu NBO tedavisi Surviving Sepsis Campaign 2008
kilavuzunda klasik tedavinin bir pargasi olarak ele alinmistir. Calismamizda
deneysel sepsis olusturulan ratlarda verilen NBO tedavisinin gerek sitokin
seviyesinde gerekse serbest radikal toksisitesi sonucu antioksidan enzim
olan SOD ve oksidatif stres parametresi olarak da MDA seviyelerinde kontrol
grubuna goére anlamli olarak dizelme saptanmis, hatta HBO tedavisi ile
kargilastinildiginda oksidatif stres ve serbest radikallere etki bakimindan fark

bulunamamisgtir.

Figen ve arkadaslari, yaptiklari ¢galismalar sonrasinda sepsis ciddiyeti
ile TNF-a seviyeleri arasinda pozitif ydonde bir iliski mevcut oldugunu baska
bir deyisle ciddi sepsisli olgularda TNF-aseviyeleri daha yuksek olarak tespit
etmislerdir. Budak ve arkadaslari ise, yaptiklari calismada da deneysel
sepsis modelinde HBO tedavisinin sitokin duizeylerine etkisini arastirmislar,
calismalarinda da elde ettikleri bulgulara gore, sepsiste HBO tedavisi
proinflamatuvar yanitta azalma, antiinflamatuvar yanitta ise artisa yol
acmaktadir. HBO tedavisinin sepsiste etkili bir adjuvan tedavi olarak
kullanilabilecedi kanaatine varmiglardir(152). Bizim g¢alismamizda ise HBO
ve NBO tedavileri proinflamatuar yanitin bir gostergesi olan TNF-o duzeyi

Uzerinde, kontrol grubuna goére anlamli sekilde azalma saglamis olup, HBO
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tedavisi NBO tedavisine gore daha anlamli bicimde disme sagladigi tespit
edilmigtir. Bu durum oksijen basincinin artmasina paralel sepsis siddetinin
azalmasi lehine de yorumlanabilir. BOylece bizim galismamizin sonuglari,
sepsis tedavisinde adjuvan bir ajan olarak HBO ve NBO kullaniimasi
acisindan umut verici olup, sartlar saglanmasi durumunda sepsis
tablosundaki hastalara HBO tedavisi adjuvan olarak uygulamak daha yararl
olabilecegi ¢ikarilabilir. Ancak rutine girebilmesi i¢in bir ¢ok ileri arastirmaya

ihtiyag vardir.

Yapilan caligmalar neticesinde HBO uygulamasinin reaktif oksijen
metabolitlerinin olusumunu artirdigini vurgulamistik. HBO uygulamasi 2 ATA
basing altinda dahi serbest oksijen radikali Gretimi sonucu oksidatif strese yol
acmaktadir (133,134). Ancak, HBO uygulamalari genellikle 2 ATA basing
Uzerinde vyapilmaktadir (135). Gulhane Askeri Tip Akademisi Fizyoloji
Anabilim Dal’'nda daha 6nce yapilmis bir tez ¢alismasinda (136,150) ise
HBO kaynakl oksidatif stres konusu incelenmis ve sonugta HBO tedavisinin
maksimal kosullari olan 3 ATA'da 2 saatlik uygulamanin 6nemli Olglde
oksidatif stres ile sonuclandigi (137), bu sekildeki akut uygulama yerine daha
duguk sure/basing altindaki seanslarla kronik donem uygulamalarda oksidatif
etkinin derecesinde onemli 6l¢gude azalma goéruldugu (138) ve HBO’nun bu
oksidatif etkisinden ise maruz kalinan ylksek basingtan ¢ok saf oksijen
solunumunun sorumlu oldugu ortaya konmustur (139). Bu bulgular Gzerine
gerceklestiriimis devam calismalarinda ise akut HBO uygulamasina bagh
olarak ortaya c¢ikan oksidatif stresin ciddi 6l¢gude uygulama basincina (140)
ve slresine (141,142) bagh ve dogru orantili oldugu gorulmustir. Bunun
yaninda, yer yer aksi yonde gorus bildirmis arastirmacilar da yok degildir;
ornegin, Jamieson (133), HBO uygulanan (%100 O2; 4,56 ATA; 30 dk)
farelerde akciger ve beyin dokularinda lipid peroksidasyonu gorulmedigini
rapor etmistir. Noda ve McGeer (143) ise HBO uygulamasindan hemen
sonra lipid peroksidasyonunun énemli derecede (%22) arttidini, ancak bu
artisin gegici bir durum oldugunu ve HBO‘dan 3 saat sonra yapilan
Olcimlerde, MDA duzeylerinin eski seviyesine dondugunu ifade etmiglerdir.

Benzer sekilde, Fizyoloji BD’da daha o6nce yapilmis c¢alismalarda HBO
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kaynakli oksidatif stresin sigcanlarin gerek beyin dokusunda (145) gerekse
akcigerinde (144) en gec¢ uygulama sonrasindaki 1,5 saat icinde ortadan

kalktigi gosterilmistir.

Ote yandan, oksidatif stres artisi ile seyreden birgok farkli patolojik
durumda, ornekler verecek olursak pankreatit (146), sistit (147), sepsis (97),
nefrit (148), kolit (149) gibi inflamatuar durumlarda, HBO’nun bu artmis stresi
baskilayabildigi de goérulmustar. Su halde ortaya bir paradoks c¢ikmaktadir;
yani HBO uygulamasi bir yandan oksijenin birincil oranda etkiledigi organlar
olan akciger ve beyinde oksidatif stres olugturmakta iken, diger yandan
patolojik durumlarda ortaya gikan oksidatif stresi, sagladigi oksijen destegi ile
ilgili patolojiyi ters yonde etkileyebilmesi sonucunda, azaltabilmektedir.
Dolayisiyla HBO ve oksidatif stres konulu bilimsel arastirmalar incelenirken
hem fizyolojk hem de patolojik yénden bakilarak ayri ayr
degerlendiriimelidir. Calismamizda Pedoto ve arkadaglarinin uyguladiklar
calismada bahsedilen metod gibi, (ayrica Deniz ve Su Alti Hekimligi’nin
koordinesinde) 2,8 ATA basincinda 90 dk HBO verilmigtir. NBO tedavisi ise
chamber girisi ayarlandiktan sonra 1ATA basincinda 90 dk uygulanmigtir.
Deneysel sepsis tablosu sonrasi olusan, oksidatif stres belirteci olarak MDA
dizeyleri Uzerinde kontrol dizeyine goére belirgin olarak azaltmis olup,
iyilestirici olarak tanimlanabilen etkisi go6zlemlenmistir. HBO ve NBO
tedavileri acisindan fark bulunmamasi ise maruz kalinan yutksek basingtan
¢ok saf oksijen solunumunun sorumlu oldugu goérisund burada

dogrulayabilir.

Bizim g¢alismamizin sonuglarini 6zgin kilan NBO ve HBO tedavilerinin
antioksidan, antiiskemik ve antiinflamatuar etkilerini E.Coli induklenen
deneysel rat sepsis modelindeki inceleyen ilk galisma olmasidir. Mevcut iki
tedavi sonucunda sepsiste rol alan proinflamatuar sitokinler ve oksidatif stres
parametreleri Uzerindeki etkileri arastirilmig, birbirleriyle kargilastiriimis
sonugta aralarindaki farkhliklarin gok anlamli olmadigi, elde edilmesi daha
zor, toleransi ve uygulanimi daha mesekkatli olan HBO tedavisinin NBO

tedavisine bariz bir Gstinligu gdsterilememistir. Ancak, bu her iki tedavileri
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ve etkilerini karsilatiracak daha ayrintili, genis kapsamli ve farkli metodolojili

caligsmalara ihtiyag vardir.
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6. SONUGLAR VE ONERILER

Calismamiz sonucunda su bulgular elde edilmistir;

YBU’lerinde sepsis tibbi gelismelere ragmen halen en sik 6lim
nedenidir, erken tani ve hizli tedavi onemlidir

NBO tedavisi kolay uygulanabilir, cok genis uygulama alanlari
olan ve sepsis tedavisinde rutin uygulanan adjuvan bir tedavi
yontemidir

HBO tedavisi bir ¢ok hastalikta kullanim alani olan, sepsis
tedavisinde deneysel modellerde kulanimi olumlu sonuglar
veren, lokositlerin savunma kapasitesinin artiriimasi, I0kositlerin
damar duvarina yapisma 06zelliginin azaltilmasi, fibroblast
bayumesi ve kollajen uretiminin artiriimasi, antioksidan SOD
enzimi yapiminin uyarilmasi, hucrede ATP’nin korunmasi,
osteoklast aktivitesinin artiriimasi, kapiller proliferasyonun
artinilmasi gibi mekanik ve oksijen ¢ozunurlGgunu artirici
etkisine ek bir¢cok etki mekanizmasi bulunan, elde edimi zor,
uygulanmasi mesekattli bir yontemdir

E.Coli kullanarak uygulanan kontrolli inokulasyon modeli ile
ratlarda sepsis induksiyonu, ideal bir deneysel sepsis
yontemdir.

HBO ve NBO tedavileri, sepsisteki olaylar zincirinde anahtar rol
oynayan TNF-a seviyelerinde istatistiksel olarak anlaml
dizeyde azalmaya yol agmistir.

HBO ve NBO tedavileri, hicre membran hasarinin indirek bir
gOstergesi olarak kabul edilen MDA duzeylerinde istatistiki
olarak anlaml dizeyde azalmaya neden olmustur.

HBO ve NBO tedavileri, doku antioksidan kapasitesinin indirek
goOstergeleri olarak kullanilan SOD seviyelerinde istatistiki

olarak anlamli duzeyde artisa neden olmustur.
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10.

11.

12.

HBO ve NBO tedavileri, doku antioksidan kapasitesinin indirek
gostergeleri olarak kullanilan GsH-Px seviyelerinde istatistiki
olarak anlaml dizeyde degisiklik yapamamistir.

HBO ve NBO tedavileri sonucunda doku MDA, SOD ve GsH-
Px duzeyleri Uzerinde birbirleine Gstlnlik olusturacak anlamli
dizeyde degisiklik saptanmamis, TNF-o seviyelerinde HBO
tedavisi anlamh bulunmus olup, maruz kalinan yuksek
basingtan ¢ok saf oksijen solunumunun sorumlu oldugu goérusu
ortaya konulabilinir.

YBU’'lerinde HBO ve NBO tedavileri arasinda etkinlik
bakimindan ¢ok fazla bir farkin olmadigi, daha az invaziv ve
elde edimi kolay NBO tedavisinin sepsis tedavisinde adjuvan
olarak HBO kadar etkin olabilecegini bu c¢alisma sonrasinda
soyleyenebilir.

Calismamiz; sepsis tedavisinde HBO ve NBO tedavilerini
kargilastiran ilk galismadir.

Sepsis tedavisinde HBO ve NBO tedavilerini karsilastiriimasina

yonelik kapsamli ¢alismalara ihtiyag vardir.
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