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KISALTMALAR

CLP: Cekum ligasyonu perforasyonu
DMSO: Dimetilsiilfoksit

DTNB: 5.5’-dithiobis 2-nitrobenzoik asit
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GSH-Px: Glutatyon peroksidaz
GSH-Rd: Glutatyon rediiktaz

H,0,: Hidrojen peroksit

HPLC: Yiiksek basingli stvi kromatografi
INOS: Indusibl nitrik oksit sentetaz
LBP: Lipopolisakkarit baglayici protein
LPS: Lipopolisakkarit

MDA: Malondialdehid

NAC: N-asetilsistein

NO: Nitrik oksit
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I. GIRIS VE AMAC

Sepsis ve septik sok, mortalitesi yiiksek, sikligi giderek artan, olusan sekellerinin
rehabilitasyonu zor, son derece karmagik patofizyolojik olaylarin oldugu bir klinik durumdur.
Sepsis ve septik sok yiiksek morbidite, mortalitesi ve olusturdugu sekelleri nedeniyle acil ve

agressif tedavi gerektirir.

Son zamanlarda hiicre biyolojisinin anlagilmasinda kaydedilen ilerlemeler sayesinde
sepsisin patofizyolojisi daha iyi anlagilabilir hale gelmis, olayda rol alan mediyatérler ve
sitokinler tanimlanarak bunlarin etki mekanizmalar1 ve viicutta gelisen patofizyolojik

metabolik degisimler belirlenmistir.

Serbest radikal reaksiyonlar1 viicutta istenmeyen bir takim degisikliklere neden olur.
Bu siireg, genetik ve g¢evresel etmenlerin {lizerine eklenmesiyle kisiden kisiye farkliliklar
gosterebilir. Serbest radikallerin organizma igin fagositoz gibi yararhi islevleri vardir.
Bununla birlikte, asir1 miktarda bulunmalan basta lipidler ve glikoproteinler olmak iizere
hiicresel yapilar {izerine toksik etki yapmaktadir. Genellikle biyolojik serbest radikal
reaksiyonlar: sonucunda olusan lipid peroksidasyon tlriinleri, 6zellikle son iiriin élan
malondialdehid (MDA) seviyesi bize serbest radikal seviyeleri hakkinda fikir verir. Ayrica
koruyucu antioksidan savunma sistemi elemanlarinin incelenmesi, serbest radikaller ve

olusturduklar1 doku harabiyeti hakkinda fikir verir.

Glutatyon (GSH) serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri
oksidatif hasara kars1 korur. Serbest radikallere bagl oldugu diistiniilen klinik durumlar basta
bagisiklik sistemi bozukluklari, iskemik durumlar, beslenme bozukluklari, madde ve

toksinlerin yol agtig1 reaksiyonlar olmak {izere karacigerden géze kadar tiim organlari igine



alabilir.

Bu ¢alismamn amac1 tavsanlarda deneysel sepsis modeli olusturarak, antioksidan bir
ajan olan N-asetilsistein’in, serbest oksijen radikalleri diizeylerine olan etkilerini
aragtirmaktir. Bu amagla N-asetilsisteinin sepsisin neden oldugu organ fonksiyon

anormalliklerini, akciger, karaciger ve bébrekteki doku hasarini 6nlemedeki rolii aragtirildi.



II. GENEL BILGILER

I1.1. Sepsis
II.1.1. Tanim

Sepsis ve septik sok yaygin kullanilan iki terimdir. Bu terimler, ayni klinik tablonun
degisik evreleri degildir. Sistemik immiin yanit sendromu (SIRS), sepsis ve septik sok

konakginin infeksiyona karsi olan artmis yanitimi ifade ederler (1,2).

SIRS : Cesitli etkilere kars: geligen sistemik yamittir. Asagidaki klinik gériintimlerden

2 veya daha fazlasinin goriilmesi ile tan1 konur:
-Viicut 1s1sinin >38°C veya <36°C
-Kalp hzinin >90/dk
-Solunum sayisimin >20/dk veya PaC0,<32 mmHg
-Beyaz kiire sayistnin >12000/mm’ veya <4000/mm? veya immatiir nétrofil >%10

Sepsis : Sistemik inflamatuvar yanit sendromunda enfeksiyéz bir ajan ya da durum
saptanirsa sepsis adin alir. Eger bu duruma organ disfonksiyonu veya hipoperfiizyonu ya da

hipotansiyon eslik ediyorsa siddetli sepsis s6z konusudur.

Septik Sok : Yeterli sivi resiisitasyonuna ragmen devam eden sepsise bajli
hipoperfiizyon durumudur. Birlikte organ disfonksiyonu veya hipoperfiizyona bagli
anormallikler mevcuttur. Ornegin; laktik asidoz, oligliri veya mental durum degisiklikleri
olabilir. Septik soktaki hastalarda hipotansiyonla beraber gériilen perfiizyon bozukluklarinda

inotropik veya vazopressor ajanlarin kullanimi tedavide yetersiz kalir.



Viicudun infeksiyoz etkenlere karsi verdigi klinik yanitlar dizisini tamimak amaciyla
daha 6nceki tanimlamalardan farkli olarak, Sistemik Inflamatuar Response Sendromu (SIRS)

tanimui getirilmistir.

Sepsis ve sepsisin klinik evreleri ile ilgili tamimlarin agiklik kazanmasi ve yaygin bir
sekilde benimsenmesi, hastada gelisen fizyopatolojik olaylarin daha iyi belirlenmesini
saglayacaktir. Boylece tedavinin daha iyi planlanmasi saglanacak, bu alanda yapilan klinik
calismalarda hasta populasyonun daha iyi belirlenecektir. Calisma sonuglarindan elde edilen
veriler degerlendirilerek sepsisin tedavisinde yeni ilaglarin kullanimi s6z konusu olacaktir.
Bu da morta}itesi yiiksek olan sepsis tedavisinde hastanin irreversibl safhaya gecisini

yavaglatacak ve verilecek olan antibiyoterapinin etkinligini arttiracaktir.
I1.1.2.Epidemiyoloji

Sepsis yogun bakim tinitelerinin en sik goriilen problemlerinden biridir. Coklu organ
yetmezliginin eslik ettigi septik sok yogun bakim ﬁniteleripdeki en stk 6lim sebebidir. Son
yillarda sepsis olgularinin sayisinda bir artis gériilmektedir. Bu artig tiim yas gruplarinda
olmakla birlikte >65 yag grubundaki artis en fazladir. Bu durum hastalig: ciddi sekilde agir
olan olgularin agresif bakimlari, immiin durumu agir1 bozuk olgularin bakimi, mekanik ve
invaziv araglarin kullanimi (idrar sondasi, mekanik ventilasyon, santral kateter, endotrakeal

tiip vs.) ve enfeksiyona egilimli olgularin uzun yagamasi gibi faktorlerden kaynaklanir.

A.B.D' de her yil 750.000 hastada sepsis gelisir ve bununda yaklagik 200.000’inin
6limctil oldugu sanilmaktadir (3). Optimal tedavilere ragmen siddetli sepsis ve septik sokun
mortalite hiz1 yaklagik olarak %40°dir (4). Genellikle bu olgularin biiyiik bir kisminin nedeni
gram negatif bakterilerdir (5). ABD’de gram (-) bakteriyemi gelisen hastalarin yillik saglik

hizmetleri harcamalarinin 30-70 milyon dolar arasinda oldugu ileri siiriilmektedir (3,4,6).



Ulkemizde Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi'nde yatan hastalarin

%42'sinde gram (-) bakteriyemi gelismekte ve %45 oraninda fatal sonuglanmaktadir (5).

Prognoz agisindan en Onemli nokta, sepsis tablosunun erken taminip derhal etkin
tedavinin baglatilmasidir. Eger erken tan1 konabilir ve etkin tedavi baglanirsa mortalite %
20'nin altina inmekte, ancak sok ve ¢oklu organ yetmezligi gelismis ise mortalite % 70'in

tistine ¢ikmaktadir (1).
I1.1.3. Etyoloji

Sepsis ve septik sok hastanin klinik durumunu yansitan terimler olup, mikrobiyolojik
yonden bir bilgi vermemektedir. Sepsis tablosu Békteriler, virisler, mantarlar ve
parazitlerden kaynaklanabildigi gibi enfeksiyon dis1 olaylarla da gelisebilmektedir. Olgularin
yansinda etken gosterilememesine karsin, bu grubun ¢ogunun antibiyotik tedavisine cevap
vermesi, bu hastalardada etkenin bakteriyel oldugunu diistindiirmektedir. Sepsise neden olan
mikroorganizmalarin sikli1 sepsisin hastane i¢i veya hastane diginda gelismis olmasina gore
degisiklik gosterir. 1950'li yillarda Gr (+) bakteriler 6n sirada olup, siklikla Staphilococcus
aureus ve Streptococcus pyogenes etken olarak saptanmaktaydi. Ancak antibiyotiklerin
kullanima girmesi ile bu bakterilerin neden oldugu hastaliklar tedavi edilebilir hale gelmis ve
1960'ht yillardan bugiine Gr (-) bakteriler olgularin %50 sinden fazlasinda etken olarak rol
oynamugstir. Son yillarda ise Gr (+) bakterilere bagli sepsis insidansinda artis gbzlenmektedir.
Bakteri spektrumunun tekrar Gr (+) mikroorganizmalara kayma nedenleri arasinda; hizla
kullanima giren III. kusak sefalosporinler ve kinolonlar gibi Gr (-) bakterilere ¢ok etkili yeni
antibiyotiklerin kullaniminin artmasi, tibbin artan olanaklar: ile daha uzun siire yagsama

imkani saglayan kanser, kollajen doku hastaligi gibi hastaliklar1 olan kigilerde uzun siireli



kalic1 intravaskiiler kateter uygulanmasimin artmasi, degisik viicut i¢i protez kullaniminin

artmas1 kronik ambulatuvar periton diyalizi gibi yéntemlerin gelistirilmesi sayilabilir (5).

Sepsis olgularinda etken olarak enterokoklar da giderek. artmaktadir. Bu durum genis
spekturumlu beta-laktam antibiyotiklerin uzun siireli kullanimi ile parelellik g6stermektedir.
Ayrica son yillarda sepsis olgularinin %5'inden fazlasi kandida bagta olmak iizere mantarlarla
gelismektedir. Bu durumu hazirlayan risk faktoérleri arasinda uzun siireli genis spektrumlu
antibiyotik kull.amml, parenteral hiperalimentasyon, intravaskiiler kateter uygulanmas: ve

kortikosteroid tedavisi sayilabilir (7).
I1.1.4. Patofizyoloji

Sepsis, mikroorganizmalarin dokuda kolonizasyonu ve proliferasyonu ile baglar.
Konakgmnin ozellikleri ve mikroorganizmalarin virulansi, yayilimin ve lokal inflamatuar
cevabin siddetini belirler. Mikroorganizmalarin saldiklari toksinler ve enzimler, konakgi
organizmada inflamatuar cevaba yol agan bir ¢ok mediatdr salinmasina yol agar. Bu
toksinlerden en Onemlisi 6zellikle (gram (-) basillerden salinan) sepsis ve septik soka yol

agan olaylar dizisini baglatan bir endotoksin olan Lipid A’dr.

Molekiiler biyoloji alanindaki gelismeler, sepsiste olusan patolojik olaylarin bir
¢ogunun anlasiimasini miimkiin kilmustir. En ¢ok calisma Gr (-) bakterilere bagli sepsis
tizerinde yapilmustir. Gr (-) bakterilerin hiicre duvari igte peptidoglikan tabakasi, dista
lipopolisakkaritler (LPS), protein ve fosfolipidlerden olusur. LPS yapisinda olan endotoksin
molekiilti hiicre membraninda kaldig1 siirece biyolojik olarak inaktiftir; ancak hizli hiicre
biiylimesi veya hiicre yikimi1 sirasinda endotoksin salinimi sonucunda bir dizi olaylar baglar.
Endotoksin molekiilii {i¢ bolgeden meydana gelir. En dis kisim polisakkarit yapida olup, her

bakteri tiiriinde farklilik gosterir ve spesifik bir immun yamt olusumundan da sorumludur.



Molekiiliin en i¢ kisminda ise Lipid A yer alir. Lipid A normalde bakteri hiicresinin dig
membranina gémilli durumdadur, biitin Gr (-) bakterilerde yapisi aymdir ve toksisitenin
cogundan sorumludur. Endotoksin sepsisteki olaylar dizisini baglatan anahtar molekiildiir. Bu
LPS deney hayvanlarina verildiginde ARDS, akut tiibiiler nekroz, koagulopati ve hipoglisemi
gibi letal etkiler izlenmistir. LPS monosit ve makrofajlardaki reseptorlere baglanmakla

birlikte dogrudan dogruya etkili olmadigina dair bilgiler vardir (8-10).

Gr (+) bakterilerde ise peptidoglikanlar, ekstraselliiler enzimler ve toksinler septik
sokta tetikleyici faktorlerdir. Bakteri lizisinden ortaya gikan ve bakteri replikasyonu sirasinda

dokiilen dig membramindaki LPS'ler, LPS baglayici protein‘(LBP) ile kompleks olustururlar.

Bu kompleks makrofaj/monosit membranindaki CD14 resepttriine baglanir. Sonugta
makrofajlardan tiimor nekroz faktér (TNF) salgilanir. Ayrica koagulasyon ve kinin sistemi
Hageman faktér iizerinden direkt olarak aktive olur. Bununla beraber kompleman sistemi de
aktive olur ve serbest oksijen radikallerinin yapimi artar. Serbest oksijen radikalleri DNA' da
hasara, hiicresel proteinlerde denatiirasyona ve membran lipidlerinde peroksidasyona yol
acarak doku hasarina neden olur (Tablo 1). Bu gozlemden ¢ikan en 6nemli sonug,
endotoksinin tek bagina zararsiz oldugu ve etkisini gosterebilmesi igin ¢esitli endojen

sitokinler gereksinimi duymasidir (11).

Bu sitokinler; (TNF), interlokin- 1 (IL-1), prostoglandinler, l6kotrienler, platelet aktive

edici fakt6r (PAF) ve endojen nitrik oksit (NO)’dir.



Tablo 1. Sepsis kaskad.

~ NV —
BERY ma Q

P"‘Ja’ﬂ“m's LPS-LPS binding kompleks
talstort hitcrelord Llpopolisakkarit LPS binding ing komp!
protein
Makrofaj makrofaj\ LPS-LPS
G Q —
Net——————
CD14, CD11/CD18 l
LPS-LPS bin
o lek: U8 TLR-2/TLR-4 LPS resoptorii
p TNF, IL-1, IL-12, IL-6, IFN Gamma
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solunum sendromu

(ARDS) \o asyon kaskad Prostaglandinler Kompleman sistem

Likotrienler aktivasyonu
Yaygm damarici ‘_,..-ﬂ"' sl
pihtalagma (DIC)

Coklu organ-sistem
& < e——
yetmezligi (MOSF) Endotel hiicre hasari

I1.1.5. Klinik

SIRS'e yol agan etken ister Gr (-), isterse Gr (+) olsun semptom ve bulgular benzerdir.

Mortalitesi yiiksek olan bu klinik tablonun erkenden taninarak acil ve etkin bir tedavinin

uygulanmasi ile hastanin yagsam sansi1 onemli Slglide artabilmektedir. Primer bulgular ve

komplikasyonlar arasinda kesin bir siir yoktur. Hipotansiyon, kanama, hipoksi, asidoz,

sarilik gibi komplikasyolar bizi tamya gétiiren ilk bulgular olabilir. Ote yandan

hiperventilasyon ve viicut 1sisindaki degisiklikler de 6nceden ortaya ¢ikabilir. Yogun bakim

tinitelerindeki  hastalarin  izlemi sonucunda mental durumdaki degisiklik

hiperventilasyonun ilk klinik bulgular oldugu anlasilmigtir. Sepsiste en erken ortaya ¢ikan

metabolik degisiklikler ise respiratuar alkalozdur (12).



IL.1.6. Tedavi

Hastanin oksijenizasyonuna yonelik olarak havayolunun deéerlendirilmesi oncelikli
tedavi se¢imidir. Uygun yontemlerle acil tan1 konulmasi, infeksi};on etkeninin belirlenmesi
ve en olast etkene karsi ampirik antimikrobiyal tedavi baglanmasi, metabolik ve
kardiyovaskiiler bozukluklarin destekleyici yontemlerle diizeltilmesi gerekmektedir.
Tedavinin bagarisimi belirleyen en onemli faktor sepsisin irreversibl faza gegmeden énce

tedavinin uygulanmasidir (13).

Hemodinamik stabilizasyonda sivi tedavisi ve inotropik destek dnemlidir. Septik sok
sirasinda beyin ve bobrek dokusu gibi yasamsal organlardaki perflizyonu saglayabilmek
amaciyla splaknik dolasim ve deri damarlarinda vazokonstriikksiyon gelisir. Hemodinamik

komplikasyonlarin diizeltilmesi amaciyla sempatomimetik ajanlar kullanilabilir (14).

Siddetli asidozda (pH<7.2) bikarbonat kullanimi bazi arastiricilar tarafindan

savunulmaktadir, fakat bunun faydas: ispatlanmamugtir (15).

Sepsis sonucunda olusan dissemine intravaskiiler koagiilasyon (DIC) geli§en hastalarda
heparin kullanilabilir. Ancak esas tedavi l?oagulasyon komponenti eksikligi nedeniyle
kanamasi olan hastalarda eksik faktoriin yerine konulmasidir. DIC gelisgn hastalarda ¢ok acil
diizeltilmesi gereken koagiilasyon ve fibrinolitik sistemlerin hizli taze donmus plazma

ve/veya trombosit siispansiyonu transfiizyonuyla yerine konmasidir (15,16).

Her ne kadar baz1 hayvan modellerinde yiiksek doz kortikostreoid tedavisinin etkinligi
gosterilmissede, yapilan genis klinik ¢alismalarda kortikosteroid tedavisi alan hastalarla
kontrol grubu arasinda mortalite agisindan fark gosterilememistir. Bu ¢alismalarda

kortikosteroid tedavisi alan hastalarda siiperenfeksiyon olustugu bildirilmistir. Steroidlerin



kullanimi, klinik olarak siipheli hastalarda ve adrenal yetmezlikli hastalarda onceliklidir.
Sepsisle birlikte ilerleyici direngli Neisseria meningitis bakteriyemisi, yaygin tiiberkiiloz,
AIDS, onceden kortikosteroid kullammi veya direngli hipotansiyonda adrenal yetmezlik

dikkate alinmalidir (15,17,18).

Bir antioksidan olan N-Asetilsistein’in (NAC) deneysel sepsié calismalarinda oksijen
salimim kapasitesini ve kardiyak fonksiyonlar1 diizelttigi gosterilmistir. Klinik ¢alismalarda
NAC’in gastrik intramukozal pH ve prognoz {izerine iyilestirici etkisi g&sterilmistir (19).
Bununla birlikte yeni yapilan deneysel galigmalardaki bulgular, NAC’in kuvvetle kardiyak

fonksiyonlar: deprese ettigini gostermigtir (20).
II.1.7. Prognoz

Tan1 ve tedavideki bliylik gelismelere ragmen sepsis ve sepsis sekelleri halen %30-90
arasinda 6liimciildiir. Mortalite orahlammn bu kadar degisiklik gostermesi yakin zamanlara
kadar sepsis taniminda bir goriis birliginin olmamasina, gegitli konakgi ve ¢evre faktodrlerine
baglanmaktadir (24). Bu nedenle prognostik faktorlerin belirlenmesi ve kotii prognostik
igsaretleri tagiyan hasta populasyonunun ortaya konmas: biiyiik 6nem tasimaktadir.
Hipotermik hastalarda mortalitenin daha yliksek oldugu bilinmektedir. Normotermi veya
hipotermi esas olarak, hastanin immiin sisteminin salwverilen endojen sitokinlere beklenen
yaniti olusturamayacak kadar suprese oldugunun bir gostergesidir. Sepsiste u¢ organ
yetmezligi gelismigse o6lim %100°diir (ciddi karaciger yetmezligi, kalp yetmezligi ve

ARDS).
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IL.2. Serbest oksijen radikalleri
I1.2.1. Serbest oksijen kaynaklan

Serbest radikaller normal metabolizma siirecinde olustugu i¢in, tiim aerobik hiicreler
bunlarin yipratici etkilerinden kendilerini koruyacak antioksidan savunma sistemine sahiptir.
Hiicreler serbest oksijen radikallerini ve bunlarin metabolitlerini ortadan kaldiracak
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan ve serbest radikal toplayici sistemlerle

donatilmagtir.

Serbest radikaller bir veya daha fazla ‘(;i{tle§memi$ elektrona sahiptir. Bu nedenle
ylksek reaktif ve biiyiik degisken molekiillerle Birleserek onlarin fizyo-kimyasal
karakterlerini degistirirler. Normal hiicresel metabolizmanin fizyolojik bir {irlinii olan serbest
oksijen radikalleri, aerobik hiicrelerde antioksidan savunma mekanizmalarinin etkisiyle

karsilagarak etkisizlestirilir‘(Z 1,22).

Oksijenin gogu aerobik metabolizma ile mitokondrideki sitokrom oksidaz enzimi
aktivitesiyle suya gevrilir. Kalan kisim indirgenerek superoksit (O) radikali, hidroksil (OH")
radikali, hidrojen peroksit (H,O,) gibi reaktivitesi yiiksek {irlinlere gevrilirler (Tablo 2)

(23,24).

Tablo 2. Molekiiler oksijenden reaktif ara iiriinlerin olusumu

NN TN S

O —» Oe —p H,0, ——3p OHe H,;O

Oksijen  Stiperoksit = Hidrojen peroksit  Hidroksil radikali Su
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Stiperoksit dismutaz (SOD) stiperoksit radikalinin H,O,’e doniistimiinii saglar. Peroksidazlar
ve katalaz H,0,’in su ve oksijene indirgenmesini saglar.

Siiperoksit radikali (O;"), hidrojen peroksit (H2O;), hidroksil radikali ( OH") ve singlet
oksijen (O,) serbest radikallerdir. Glutatyon peroksidaz (GSH-px), glutatyon rediiktaz (Gsh-
Rd), siiperoksit dismutaz (SOD) katalaz gibi enzimlerin yardinu ile serbest oksijen radikalleri

su ve oksijene gevrilirler (Tablo 3) (25).
Tablo 3 . Antioksidan enzimlerin etkileri

Katalaz

v v

0O —» O0¢e —» H,00 ————p OHe ——>» H,0

Oksijen ~Siiperoksid Hidrojen peroksid Hidroksil radikali Su

A Siiperoksid | Glutatyon

dismutaz peroksidaz

2G-SH G-S-S-G

IL.2.2. Serbest radikal kaynaklar ve iiriinleri

Serbest “oksijen radikallerinin aerobik canlilar igin en Onemli kaynagi molekiiler
oksijendir. Molekiiler oksijen normalde %98 oraninda sitokrom oksidaz enzimi tarafindan
suya cevrilir. Geri kalanlar ise indirgenmenin tam olmamasi nedeniyle reaktif toksik tirtinlere
¢evrilir. Bu toksik iiriinlerin seviyesi herhangi bir patolojik olayda artar ve yetersiz kalan anti

oksidan sistemlerin de etkisiyle dokuda hasar meydana gelir.

Diger serbest oksijen radikal kaynaklar1 da enzimlerin Kkatalitik evrelerinin ana

tirtinleridir. Ornegin hipoksantini ksantine geviren ksantin oksidaz enzimi, ksantini tirik aside

12



gevirirken stiperoksit radikalleri olugturur (26). Lipooksijenaz ve siklooksijenaz yolu ile

aragidonik asidin enzimatik oksidasyonuna bagli olarak ara tiriin halinde ortaya ¢ikar (25).

Fagositoz yapan hiicrelerin fagositoz fonksiyonu sirasinda oksijen kullanimlari
artar. Bunun sonucu olarak da hidrojen peroksit, hipokloroz asit, superoksit radikali ve

hidroksil radikali olusur (24,25).

Lipidlerin hidroperoksidasyonu sonucu aldehit, pentan, etan gibi iiriinler olusur.
Bunlardan en toksik olan aldehitlerdir. Ug yada daha fazla ¢ift bag igeren poliansature
yag asitlerinin reaksiyonu sonucu malondialdehit (MDA) olusur. MDA Tiobarbutiirik
asit (TBA) ile reaksiyon verir (27-29). Dokudaki ve kandaki MDA seviyesi lipid

peroksidasyonu derecesi ile orant1 gosterir. MDA hiicre i¢in toksik bir molekiildiir.
I1.2.3. Antioksidan savunma sistemleri

Organizmada normal metabolik fonksiyonlar sirasinda az miktarda serbest radikal
lireten baz1 kimyasal bilesikler vardir. Bunlara prooksidan, bu molekiilleri ortadan kaldiran,
baskilayan yada ters etki gdsteren molekiillere ise antioksidan adi verilir. Normal hiicre
i¢inde antioksidanlarla prooksidanlar arasinda denge vardir. Patolojik durumlarda, iskemi
yada travma gibi durumlarda serbest radikal {iretimi artar, antioksidan savunma sistemleri
yetersiz kalir, oksidanlarin zararli etkileri goriiliir (28-30). Antioksidan savunma sistemleri
etkilerini toplayici, bastirici, tamir edici ve zincir kirici etkiler olmak tizere dort sekilde

gosterirler (21).

Endojen antioksidanlar: Enzimatik defans mekanizmalar: Serbest radikal
reaksiyonlarinin baglamas1 igin gerekli radikal miktarini azaltmalart nedeniyle primer

antioksidanlar ad: verilir.
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Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz: Bu sistem molekiiler oksijenin %95-98'"ini

kullanarak radikal olusumunu 6nler (30).

. Siiperoksit Dismutaz (SOD): Stiperoksit radikalinin toksik etkilerine karsi koruyucu bir

enzimdir (26,30).

Katalaz: iki H,O, molekiiliinden birini elektron alicisi digerini ise elektron vericisi

olarak kullanip suya gevirir.

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px): Hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumludur.
GSH-Px lipid peroksitlerini toksik olmayan alkole gevirir, H,O,’i detoksifiye eder.
Antioksidan‘etkisi icin glutatyona ihtiya¢ duyar. Glutatybnun yiikseltgenmesinde GSH-Px,
indirgenmesinde glutatyon rediiktaz (GSH-Rd) enzimi gérev alir (30). GSH-Px selenyumlu
formu hem H;0;'nin, hemde lipid peroksitlerin yikilmasinda etkilidir (24,30). GSH-Px
hidroperoksitleri glutatyonun iki molekiiliinii glutatyon disiilfite oksitleyerek indirger. GSH-
Rd NADPH yardimi ile glutatyon disiilfiti tekrar glutatyona g¢evirir. Bu reaksiyonda son
elektron vericisi NADPH+H 'dur. Eritrositlerde NADP'ye bagli NADPH iiretiminin tek yolu
glukozun heksoz monofosfat santinda oksidasyonudur. Bu metabolik yoldaki bir enzim
eksikligi (Glukoz - 6 Fosfat Dehidrogenaz eksikligi gibi) NADPH iiretimini ve antioksidan

koruyucu sistem aktivitesini azaltir (Tablo 4).
Tablo 4. Hidrojen peroksidin NADPH ile indirgenmesi

NADPH+H ——1 — G-S-S-G(yiikseltgenmis) 4——| r>2 H20

Glutatyon Glutatyon

rediiktaz peroksidaz

NADP+2 || » G-SH (indirgenmis) ___ | l H202
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Eritrosit GSH konsantrasyonu bazi toplumlarda heksoz monofoéfat veya GSH sentez
yolundaki defekt nedeniyle azalmigtir. GSH stabilite testi primakinle ( G-6-PD eksikligi
sonucu ortaya ¢ikar) kolayca hemoliz olan duyarli kisilerin belirlenmesine olanak saglar.
Hareketsiz kalanlarda kapali yan yollarin belirlenmesinde stres testi kullanilir. Clinkit GSH
sentezi bozukluklart ve gama-glutamil sistein sentetaz eksiklikleri nadir goriilen

patolojilerdir. Pratikte klinik laboratuvarlarda bu enzim defekti tespiti pek ¢alisiimaz.

Biitlin nonprotein stilfidril gruplar: eritrositlerde rediikte GSH formundadir. Stilfidril
gruplar1 5.5’-dithiobis-2-nitrobenzoikasit (DTNB) disiilfid ile indirgendiginde kromojen
koyu sar1 bir gekildedir. Indirgenen kromojen absorbanst 412’nmde &lgiilir ve GSH

konsantrasyonu ile direkt orantilidir.

Enzimatik olmayan defans mekanizmalari: Hiicrelerde serbest radikallere kars1 birgok
endojen enzimatik olmayan antioksidan mekanizmalar vardir. Baslicalar1 alfa tokoferol (Vit
E), beta karoten (Vit A), askorbik asit (Vit C) ile yiiriitilen mekanizmalardir. Diger
antioksidan toplayicilar, toksik oksijen metabolitleri ile direk reaksiyona girerek daha stabil
bilesikler olu.étururlar. Transferrin ve ferritin demiri bagliyarak sekonder toksik iiriinlerin

salintmini engeller (24).

Egzojen antioksidanlar: Egzojen antioksidanlar serbest radikallerin salinimini
engelleyerek, olugymus radikalleri toplayarak veya endojen antioksidan defansi artirarak etki
ederler (31). Baglica bilinen antioksidanlar arasinda, glutatyon peroksidaz aktivitesini arttiran

N-asetil sistein GSH iizerinden etkisini gosterir
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I1.2.5. Serbest radikallerin insan fizyolojisindeki rolii

Serbest radikaller, ATP olusumu igin hidrokarbonlarin oksidatif metabolizmasi,
mikroorganizmalarin fagositozla yok edilmesi, ovulasyonun oluéumu ve bazi kimyasal

maddelerin enzimatik detoksifikasyonu gibi fizyolojik olaylarda etkin rol almaktadir.

Toksik etkisi olan bazi kimyasal ajanlarin karaciger parankimi {izerine olan etkileri,
iskemi-reperfiizyon hasari, iskemik hepatit, iskemik pankreatit, neonatal iskemik kolit,
intestinal iskemi-reperfiizyon, miyokard infarktiisii, beyin ve santral sinir sisteminin iskemik
hasari, transplante organ veya deri fleplerinin reddi, akut tiibiiler nekroz, bazt inflamatuvar
hastaliklar (artrit, bag dokusu hastaliklar1, barsak hastaliklari, immun yetmezlik sendromlar1),
yaslanma, diabetes mellitus, ateroskleroz, hipovolemik sok ve sepsis gibi birgok olayda

serbest oksijen radikalleri rol alir (32).
I1.3. N-asetilsistein (NAC)

NAC potent antioksidan ve antiinflamatuvar 6zelligi olan thiol bilesigidir (33). Aym
zamanda iyi bilinen bir GSH prekiirsoriidiir. Direkt hareket etkisiyle serbest oksijen
radikallerini, hidroksil radikallerini ve hipoklorik asidi indirgeyerek etkisiz hale getirir (34).
Redoks sensitif degisim faktorlerini hizla aktive ederken inflamasyon, immiin ve akut faz
yamtini iceren genleri aktive eder ( 35,36). NAC deneysel ¢alismalarda seruleinin maximuma
yakin dozlarda uyarilmastyla koruyucu role sahiptir (36). Deneysel sepsis modelinde NAC
verilmesi plazma MDA diizeylerini diigiirmiistiir (37-40). Ratlarda alkol stresi altinda NAC
verilmesi sonucunda serum SGOT, SGPT, plazma MDA, GSH ve karaciger MDA degerleri

herhangi bir islem yapilmamig kontrol gurubu degerleriyle ayni diizeyde 6l¢tilmiistiir (40).
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I1.4. Deneysel sepsis modelleri

Cekum ligasyonu perforasyonu (CLP): Bu yontemle gr (-) bakteriyemiyle seyreden
peritonit ve sepsis olusturulabilir. Uygun anestezi verildikten sonra, denegin karin tras1 ve
dezenfeksiyonunu takiben 2 CI;I’lik orta hat kesisi ile laparatomi yapilir. Laparotomi sonrasi
cekum izole edilir, ¢ikan kolon sivazlanarak ¢ekum gaita ile doldurulduktan sonra ileogekal
valvin altindan 3/0 ipekle baglanip, ¢ekum on yiizii 22 numara intraket ignesi ile iki defa

delinir (41).

E.coli endotoksini (LPS, Lipopolisakkarit) enjeksiyonu: E.Coli endotoksininin
gesitli serotipleri (serotip 2880, serotip 055:B5 vb.) sepsis olugturmak amaciyla kullanilan
denege gére dozlar1 ayarlanarak, intraperitoneal veya intraventz verilebilir. 24 saat iginde

sepsis olusur, 48 saat i¢inde 6ltim gergeklesir.

Salmonella enteritis endotoksini: Bu endotoksin intrakardiyak olarak uygulanir. 24

saat iginde sepsis olusur, 72 saat iginde 6lim goriiliir.

Pseudomonas aeruginoza kolonisi infiizyonu: Intraperitoneal olarak 250.000 koloni

verilerek olusturulur.
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III. MATERYAL VE METOD

Bu galiyma Selguk Universitesi Deneysel Tip Arastirma Merkezi’nde, arastirma
merkezi yonetim kurulu ve Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Etik kurulu’nun izni ile

yapilmustir.

Caligmada 3.500-4.500 gr (ort 3.900 gr) agirlikta Yeni Zelanda tipi 30 disi deney
tavsanu kullanildi. Tavsanlar 10’arli 3 gruba ayrildi. Sham grubu haricindeki tavsanlarda

cekal ligasyon-ponksiyon (CLP) y6ntemi kullanilarak sepsis olugturuldu (41).
GrupI (Sham grubu, n=10)

Mini laparotomi ile g¢ekum izole edilip Cekal Ligasyon Perforasyon (CLP)
uygulanmadan batin 2/0 ipekle kontinii siitiirle kapatildi. 12. saatte biyokimyasal tetkik,
arteryel kan gazi, hemogram ve 24. saatte biyokimyasal tetkik, arteryel kan gazi, hemogram,
aerop ve anaerop kan kiltiirleri igin arteriyel kan 6rnegi alindi. Alinan kanlarin yerine, 3 kati
kadar serum fizyolojik her kan alimmum takiben IV olarak verildi. Tavsanlar 24.saat
tetkikleri igin kan alimim takiben sakrifiye edildi ve karaciger, bébrek, akciger doku
ornekleri alinarak % 10 formol ¢6zeltisinde saklamip, daha sonra histopatolojik olarak
incelendi. Ayrica karaciger doku 6rnegi alindi, fosfat tamponuna konuldu, derin dondurucuda

-80 °C de saklanip doku MDA g¢aligildi.
Grup II (Sepsis grubu, n=10)

Mini laparotomi ile ¢gekum izole edilip CLP metoduyla sepsis olusturularak batin 2/0
ipekle kontinii siittirle kapatildi.. 12. saatte biyokimyasal tetkik, arteryel kan gazi, hemogram
ve 24. saatte biyokimyasal tetkik, arteryel kan gazi, hemogram, aerop ve anaerop kan

kiiltlirleri igin arteriyel kan 6rnedi alindi. Alinan kanlarin yerine, 3 kati kadar serum
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fizyolojik her kan alintmini takiben IV olarak verildi. Sonunda 6len tavsanlarin 6liim saati
kaydedilip karaciger, bobrek, akciger doku &rnekleri alinarak %10 formol g¢ozeltisinde
sakland1 ve daha sonra histopatolojik olarak incelendi. Ayrica karaciger doku 6rnegi alindi,

fosfat tamponuna konuldu, derin dondurucuda -80 °C de saklanip doku MDA ¢alisildi.
Grup III (N-asetil sistein grubu, n=10)

CLP metoduyla sepsis olugturularak batmn 2/0 ipekle kontiinii siitiirle kapatild:.
Tavsanlara IV NAC (Assist amp) 10 mg/kg/giin iic esit dozda verildi. 12. saatte biyokimyasal
tetkik, arteryel kan gazi, hemogram ve 24. saatte biyokimyasal tetkik, arteryel kan gazi,
hemogram, aerop ve anaerop kan kiiltiirleri igin arteriyel kan 6rnegi alindi. Alinan kanlarin
yerine, 3 kat1 kadar serum fizyolojik her kan alimimini takiben iv olarak verildi. Islemler
sonucunda 6len tavsanlarin §liim saati kaydedilip karaciger, bobrek, akciger doku rnekleri
alinarak %10 formol ¢6zeltisinde saklandi ve daha sonra histopatolojik olarak incelendi.
Ayrica karaciger doku 6rnegi alindi, fosfat tamponuna konuldu, derin dondurucuda -80 °C de

saklanip doku MDA caligildu.
I11.1. Operatif islem

50mgr/kg IM ketamin hydrochloride (Ketodolar flk.) ve 15 mg/kg IM xylasin HCL
(Rompun flk.) ile anestezi yapildi. Tavsanlarin karin tiragi ve betadin soliisyonu ile
dezenfeksiyonundan sonra 3 cm’lik orta hat kesisi ile laparotomi yapildi. Sepsis olusturmak
icin ratlarda CLP modeli segildi (41). Laparotomi sonrasi ¢ekum izole edildi, ¢ikan kolon
stvazlanarak ¢ekum gaita ile doldurulduktan sonra ileocekal valvin altindan 3/0 ipekle
baglanip, gekum &n yiizii 22 numara intraket ignesi ile iki defa delindi (Resim 1). Sham
grubunda CLP uygulanmadi, sadece ¢ekum eksplore edildi. Batin 2/0 ipekle devamli

stitiirlerle kapatildiktan sonra tavsanlar kafeslere konularak nemi, 1sis1 ve 15181 kontrol altinda
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tutulan odalarda tufuldular, Tavganlara ilaglar1 8nceden belirlenen saatlerde verildi.

Postoperatif 12. saatten itibaren standart tav§an yemi ve igme suyu almalarina izin verildi.

Tavganlardan 12. ve 24. saatlerde arteriyel kan drnekleri alindi ve yerine alinan kanin 3
kat1 kadar serum fizyolojik iv olarak verildi. Tavganlar Slim saatleri i¢in takibe alind: ve
Oldukleri anda laparatomi ve torakotomi yapilarak akcigerden, karacigerden ve bobrekten
yaklagik 1°er gr agrhginda doku 6rnekleri alindi. Alman dokular %10 formol ¢ozeltisi iginde
saklandi. Heparinli enjektorlerle kan gazi galigmasi ig¢in lcc, Na-EDTA igeren tiiplerde
16kosit ¢alisiimas igin Icc, diiz tiipe rutin biyokimyasal tetkik igin 2cc, heparinli tipe GSH
calisilmak Uzere 3 cc ve heparinli tlipe MDA galigilmak tizere 2cc kan rnegi alindi. MDA
diizeyleri tayini i¢in alman 2cc kan 3000 devir/dk’da 5 dakika santrifiije edilip plazmalar

ayrildi ve plazma -80 °C de derin dondurucuda saklandilar.

Resim 1. Cekal ligasyon-perforasyon yontemi
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I11.2. Plazma GSH ol¢iimii

Deney 3 ml antikoagiilanli tam kanla yapilir. GSH konsantrasyonu ¢aligmasinin
yapilmasi igin heparinli veya EDTA It antikoagiilanli kanin ¢éktiiriilmesini takiben ayni .

glin iginde galisilir.

Deneyin yapilisi: Test tiipiine (10 ml’lik) 0.2 ml antikoagiilanli kan &rnegi alinarak
konur, 1.8 ml distile su ilave edilir ve karigtirilir. Derhal 3 ml ¢oktiirme soliisyonu (100
ml’sinde 1.67 gr gliacil metafosforik asit, 0.2 gr disodyum veya dipotasyum EDTA ve 30
gr NACI distile su eklenerek hazirlanir) eklenerek kanstirtlir ve 5 dk. oda 1sisinda
bekletilir. Sonra coarse-grade filtre kagidi ile stiziiliir, devamunda kiivette ajanlar
hazirlanir. 2 ml filtrat, 1.2 ml ¢oktiiriici ajan, 0.8 ml distile su, 8 ml sodyum fosfat
soltisyonundan, 1 ml DTNB soliisyonu hazirlanir. Bunlar bir tiipde 3 defa altiist edilerek
karigtirilir. Hazirlanan 6rnegin 4 dakika iginde 412 nm’deki absorbansi okunur. Alinan
kan rneginin hematokritine bakilir. Olgiilen GSH kalibrasyonu filtrasyon adimindan
¢ikarilir ve kalibrator egrisi hazirlanir. GSH konsantrasyonu tayini kan Srneginden

rakamsal olarak elde edilir. Bunun sonucunda GSH konsantrasyonu hesaplanur:

GSH ( mg/dl eritrositte)= GSH konsantrasyonu x Kalibrasyon egrisi / Hematokrit.
I11.3. MDA tayini
Plazma MDA él¢iimii

Drapper ve Hadley (42) y6ntemleri ile, TBA ile MDA ’nin sicak ve asidik ortamda
olusturdugu renkli kompleksin 532 nm’deki absorbanst okunup, molar absorbsiyon
katsayisindan faydalanilarak MDA konsantrasyonu hesaplanmistir (Halliwell (43) Holley

ve Cheseman (44)).
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TBARS metoduna dayanan bir ok MDA tayin yontemi vardir. Spektrofotometrik
fluometrik 6l¢timler en sik kullanilan yontemler olmasina karsin, bu yontemleri arasinda
en hassas olani yiiksek basingli sivi kromatografi (HPLC)’dir (Holley ve Cheseseman
(43)). Bu metodda TBA ile MDA sicak ve asidik ortamda reaksiyona sokulur, olusan
kompleks HPLC kolonlarinda aynigtinlarak bagka maddelerle interferans vermesi dnlenir
ve spektrofotometrede ¢ok daha hassas bir gekilde 6lgtiliir. En biiylik dezavantaji pahali
olmasi ve her laboratuarda bulunmamasidir. Bu nedenle galigmamizda spektrofotometrik
yontem kullanilmigtir. Bu y6ntem Drapper ve Hadley (1990)’in yonteminin bir
modifikasyonu olup, ¢ift kaynatma esasma dayamr (Hammode ve arkadagslari 1995).
Birinci 1sitmada bagli olan MDA proteinlerden serbestlestirilerek proteinler ¢oktiiriiliir,
ikinci 1sitmada ise total MDA, TBA ile reaksiyona girer. TBA-MDA’nmin olusturdugu
renkli kompleksin absorbansi 532 nm de o&lgiilerek MDA’min molar absorbsiyon
katsayisindan yararlanilarak konsantrasyonu hesap edilir. Bu yéntemde de olusabilecek

hatalar ve etkilesimler en aza indirilmistir.

Deneyin yapihisi: Kontrol ve numune olmak iizere iki deney tiipti hazirlandi. Her
iki tiipe 2.5 ml %10’luk Trikloroasetik asit (TCA) ¢6zeltisi kondu. Numune tiiptine 0.5
ml plazma, kontrol tiipiine ise 0,5 ml distile su eklendi. Tiipiin agz1 kapatilip 90 °C deki
su banyosunda 15 dk. bekletildi. Sonra gikartilarak her iki tiip soguk su altinda sogutuldu
ve 3000 devir/dk’ da 10 dk santrifiij edildi. Ustteki stipernatandan 2’ser ml baska bir tiipe
aktarildi ve tizerine %0.675 lik TBA ¢ozeltisinden 1 ml eklenerek agizlari sikica
kapatildiktan sonra 90 °C de su banyosuna konuldu ve 15 dk bekletildikten sonra soguk
su altinda sogutuldu. Spektrofotometrede 532 nm’de kére karst numunenin absorbansi
6lgiildii. MDA-TBA kompleksinin 532 nm’deki ekstinksiyon katsayisindan (1.56x10°
cm™M™ yararlanilarak nmol/ml cinsinden MDA degeri asagida belirtilen formiille

hesaplanarak bulundu.
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Diltisyon faktérii = 9.09
A = axbxc (A=absorbans, a=molar ekstinksiyon katsayisi, b=1g1k yolu,
¢ = konsantrasyon
c=A/axb
¢ =[A/(1.56X10° cmM'x 1 cm)] x diliisyon faktorii
c = (A/1.56x10°M™) x 9.09
C (nmol/ml) = A x 58.27
Doku MDA &lgiimii

Tavsandan alinan ve -80 °C de saklanan karaciger pargalari ¢oziindiikten sonra 0.5
gr doku tartilir, 150 mM soguk KCL kullanilir, %10°’luk homojenat olusacak sekilde
homojenize edilir. Olugsan homojen karigtm 10000 devir/dak’da 10 dakika santrifuj
edildikten sonra {istteki ¢ozeltiden mikroprotein galisilir. Ayni zamanda olusan
homojenattan tiipe 0.1 ml alinir {izerine 0.2 ml %8.1 sodyum dodecylsiilfat (SDS)
soliisyonu, 1.5 ml %20 asetik asit soliisyonu ( pH > 3 olacak sekilde NaOH ilave edilir)
ve 1.5 ml % 0.8 TBA sivi soliisyonu konur, vortekste kargtirilir. Olugan karigim distile su
icinde 95 °Cde 60 dakika kaynatilir. Daha sonra su altinda sogutulur, 1 ml distile su ve
5ml n-butanol ve piridin (15:1,v/v) eklenir ve karigim calkalanir. Olugan karisim 4000
devir /dk’da 10 dk. cevrilir, tist tabakadaki karisimdan 6rnek alinarak 532 nm’de kor
numune yerine homojenat ilave edilmemis karigimdan konularak kére karsi absorbansi

olgiiliir. Sonugta MDA konsantrasyonu su formiille elde edilir:

C = Olgiilen absorbans x 320.5 x dilusyon faktorii / homojenat mikroproteini =

nmol/mg doku
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II1.4. Lokosit sayimi

Ca-EDTA’l1 tiiplere alinan kan drneklerinde STKS-BECKMAN COULTER, Laser

System otomatik cihaziyla otomatik olarak l5kosit sayimlari yapildi.

IILS. Kan gazlar Sl¢iimii

Heparinli enjektére alinan lcc kan 6rneklerinde otomatik olarak ABL 555 DATE
BEHRING cihaziyla kan gazlan 6lgiimii yapildi. pH, PO,, PCO,, Sa0,, HCO; diizeyleri

olgtildi.
II1.6. Kan kiiltiirii yapilmasi

Yaklasik 3ml arter kan Ornegi hazir Aerop Bactec Peds Plus/F besiyerine alindi.
Laboratuvara gelen kan 6rnekleri BACTEC 9050 kan Kkiiltlir siteminde 5 giin siireyle
37°C’de inkiibe edildi. Ureme sinyali veren 6rnekler cihazdan gikanlarak % 5 koyun
kanli agara ve EMB (Eosin Methylene Blue) agara pasajlari yapildi. 37 °C’de 18-24 saat
inkiibasyon sonunda iireyen koloniler gram boyama, klasik yontem ve API (bio Mérieux,

Inc./ Fransa) otomatize sistemle tanimlandi.

Anaerop kiiltiir igin yaklasik 3ml arter kan &rnegi hazir BACTEC Plus +
Anaerobic/F besiyérine hazir besiyerine alindi. Laboratuvara gelen kan omekleri
BACTEC 9050 kan kiiltiir siteminde 5 giin sﬁréyle 35 °C’de inkiibe edildi. Ureme sinyali
veren Ornekler cihazdan cikarilarak %35 koyun kanli agara ve EMB (Eosin Methylene

Blue) agara pasajlar1 yapildi. Pasajlar 35 °C’de 36-48 saat anaerobik jar ortamda inkiibe
edildi, inkiibasyon sonunda iireyen koloniler gram boyama, klasik yéntem ve API (bio

Mérieux, Inc./ Fransa) otomatize sistemle tanimlandi.
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II1.7. Biyokimyasal degerlerin dl¢iimii

Karaciger ve bobreklerde doku hasari ve organ fonksiyonlarini belirlemek i¢in
otoanalizdrle (olympus au 5200) serumda SGOT,SGPT, LDH, iire, kreatinin ve CRP

degerleri kolorimetrik olarak &lg¢iildii.
IIL.8. Dokularin histopatolojik olarak degerlendirilmesi

Alinan doku 6rnekleri %10’luk formalin soliisyonu igine kondular ve ¢alisma anina
kadar saklandilar. Deneklerden alinan akciger, karacifer ve bébrek dokularindan
hazirlanan parafin bloklarindan 5 mikron kalinlikta kesitler alindi. Bu Kesitler
Hemotoksilen-Eosin ile boyandiktan sonra 11k mikroskopu altinda 40 ve 100 biyiitmede
incelendiler. incelemeleri gruplar: bilmeyen bir patoloji uzmani yapti. Patolojik bulgular

0; normal, +1; hafif, +2; orta, +3; agir olarak yorumlandilar.

Akciger dokusunun histopatolojik kesitlerinde intraalveolar fibrin birikimi, nétrofil
infiltrasyonu, interstisyel 6dem, lenfoid hiperplazi, akciger konjesyonu varhig: ve siddeti

degerlendirildi.

Karaciger dokusunun histopatolojik kesitlerinde hidropik dejenerasyon, Kuppfer
hiicre hfperplazisi, apopitoz, mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve nétrofil infiltrasyonu
varlig1 ve siddeti degerlendirildi.

Bobreklerin kesitlerinde Bowman kapsiil araliindaki genisleme, vakuolizasyon,

mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve tiibiil hiicre 6demi varlig: ve siddeti degerlendirildi.

IIL.9. Sepsisle yasam siireleri tespiti

Calisma gruplarindaki tiim tavsanlar CLP sirasinda operasyon saati formlarina
kaydedildi. Tavsanlarin 6liim saatleride aym deftere kaydedilerek operasyondan sonra

yasam siireleri saat olarak hesapland.
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ITL.10. istatistiki analizler

Veriler onceden hazirlanan formlara kaydedildi. 'Kaydedilen veriler kodlanarak
bilgisayar ortamina aktarildi. Istatistiksel analizler “SPSS for Windows 10.0” programi
yardimiyla yapildi. Gruplar aras1 karsilagtirma tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile
yapildi. Post Hoc test olarak Tukey HSD testi kullanildi. Non parametrik verilerin
analizinde Mann-Whitney U testi kullanildi. Gruplarin ortalama ve standard sapma
degerleri hesaplandi, tablolar halinde verildi. P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlaml

kabul edildi.
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IV.BULGULAR

IV.1. Plazma GSH, MDA ve karaciger doku MDA sonuglan

NAC ve sham gruplar 12.saat plazma GSH degerleri agisindan sepsis grubuyla

karsilastirildiginda 12.saat plazma GSH degerlerinin NAC ve sham gruplarinda sepsis

grubuna gore arttigi saptandi (P<0.05). Gruplarin 24. saat plazma GSH degerleri

acisindan ise istatistiksel olarak anlaml farklilik tespit edilmedi (P>0.05) ( Tablo 5).

NAC ve sham gruplar1 12. saat plazma MDA degerleri agisindan sepsis grubuyla

kargilastirldiginda 12. saat plazma MDA degerlerinin NAC ve sham gruplarinda sepsis

grubuna gore azaldig1 saptandi (P<0.05). Gruplarin 24. saat plazma MDA degerleri

agisindan ise istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmedi (P>0.05) ( Tablo 5).

Tablo 5. Gruplarin plazma GSH, plazma MDA ve karaciger MDA diizeyleri

ortalamalar:
~ Sham grubﬁ Sepsis grubu NAC grubu
12.saat 24.saat 12.saat 24.saat 12.saat 24.saat
Plazma '
GSH 24,07+1,6* | 26,36+3,1 16,211 | 23,83+1,1 | 28,11%1,8* | 25,17+1,3
(nmol /dl)
Plazma
MDA 8,93+0,25% | 8,81+1,09 | 10,85+0,46 | 9,42+0,66 | 7,3+£0,18* | 9,56+0,43
(nmol/ml)
Karaciger
MDA 2,51+0,29 3,20+0,45* 4,30+0,44*
(nmol/ml)
*=P<0.05

NAC ve sham gruplar karaciger dokusu MDA degerleri agisindan sepsis grubuyla

karsilagtirnldiginda, karaciger dokusu MDA degerlerinin sepsis grubuna gore arttif

saptand1 (P<0.05) ( Tablo 5).

27




IV.2. Arteriyel kan gazi sonuclar

Gruplarin 12. ve 24. saat arteriyel kan pH degerleri ve 12. saat PO, degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamh farklilik tespit edilmedi (P>0.05) (Tablo 6). NAC ve
sham gruplar arteriyél kan agisindan sepsis grubuyla karsilastirildiginda 24. saat arteriyel

kan PO, degerlerinin sepsis grubuna gére yiiksek oldugu saptandi (P <0.05) ( Tablo 6).

Tablo 6. Gruplarin arteryel kan pH, PO,, PCO2 ve Sa0, ortalama degerleri

Sham grubu Sepsis grubu NAC grubu
12.saat 24.saat 12.saat 24.saat 12.saat 24.saat
pH 732£0,4 | 730802 | 7.26£0,17 | 7234026 | 7.26£0,04 | 7.37+0,02
|PO2 71,1222,7 | 75,8+8.6* | 65121 | 45,5421,7 | 7524731 | 79.18+7,16*
(mmHg)
PCO2 1 o5 10114 | 335465 | 4274280 | 4874259 | 40436 | 38,97+3.13
(mmHg) .
(s;)())z 85,6:16,1% | 945422 | 71,5419 | 64.8434* | 92,7142,15% | 90.22+3.41
*= P<0.05

Gruplarin 12. ve 24. saat arteriyel kan PCO, degerleri agisindan istatistiksel olarak
anlaml farkhilik tespit edilmedi (P>0.05) ( Tablo 6). NAC ve sham gruplar: arteriyel kan
Sa0, degerleri agisindan sepsis grubuyla karsilastirildifinda, 12. saat arteriyel kan SaO,
degerlerinin sepsis grubuna gore yiiksek oldugu saptandi (P<0.05). Sepsis grubu arteriyel
kan SaO, degerleri agisindan sham grubuyla karsilastirildiginda 24. saat arteriyel kan
Sa0, degerlerinin sepsis grubunda sham grubuna gore diigiik oldugu saptandi (P<0.05) (

Tablo 6).

IV.3. Biyokimyasal parametre sonuglar:

NAC ve sepsis gruplan 12. saat plazma LDH degerleri agisindan sham grubuyla

karsilagtirildiginda 12. saat plazma LDH degerlerinin NAC ve sepsis gruplarinda sham
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grubuna  gore arttifi saptandi (P<0.05). Sepsis grubu 24. saat plazma LDH degerleri
agisindan sham grubuyla karsilagtirildiginda 12. saat plazma LDH degerlerinin sepsis
grubunda sham grubuna goére arttif1 saptandt (P<0.05) ( Tablo 7). NAC grubu 12. saat
plazma SGOT degerleri agismndan sham ve sepsis grubuyla karsilastirildiginda 12. saat
plazma SGOT degerlerinin sham ve sepsis gruplarina gére arttigi saptandi (P<0.05).
Gruplarin 24. saat plazma SGOT degerleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklihk

tespit edilmedi (P>0.05) ( Tablo 6).

Tablo 7. Gruplarin plazma SGOT, SGPT,' LDH ve CRP ortalama degerleri

Sham grubu Sepsis grubu NAC grubu

12.saat 24.saat 12.saat 24.saat " 12.saat 24.saat -
SGOT
(U/L) 26,8+16,2 | 40,2+5,5 |46,8+11,6 | 64,7+40,8 | 120,7£68,8*% | 55,2+9,3
(Sl? /IP;I‘ 44+6 48,8+9,6 | 68,4+10,6 | 75,2+12,2 | 167+97,8* | 99,7£51,9*
LDH 510+£215 | 702+135 | 1087+259 | 13104487 | 1387+523 | 1045+348
(mg/dl)
gIR/I{,) 2,28+0,27 | 2,76+0,83 | 29,8+20,3 | 42,9+15 | 43,1+23,7 51+28,6
*=P<0.05

NAC grubu 12. saat plazma SGPT degerleri agisindan sham ve sepsis grubuyla
karsilagtinldiginda 12. saat plazma SGPT degerlerinin sham ve sepsis gruplarina goére
arttig1 saptand1 (P<0.05). NAC grubu 24. saat plazma SGPT degerleri agisindan sham
grubuyla karsilastinldiginda 24. saat plazma SGPT degerlerinin sham grubuna gore
arttif1 saptandi (P<0.05) ( Tablo 7). NAC ve sepsis gruplan 12. ve 24. saat plazma CRP
degerleri agisindan sham grubuyla karsilagtinldiginda 12. ve 24. saat plazma CRP

degerlerinin sham grubuna gére arttif1 saptand: (P <0.05) ( Tablo 7).
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Gruplarin 12. ve 24. saat plazma iire degerleri agisindan ise istatistiksel olarak
anlamli farklilik tespit edilmedi (P>0.05) ( Tablo 8). NAC grubu 12. saat plazma
kreatinin degerleri agisindan sham ve sepsis grubuyla kargilastirildiginda 12. saat plazma
kreatinin degerlerinin sham ve gruplarina gére arttif1 saptandi (P<0.05). Gruplarin 24.
saat plazma kreatinin degerleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit

edilmedi (P>0.05) ( Tablo 8).

Tablo 8. Gruplarin plazma iire, kreatinin, lokosit diizeyleri ve deneklerin yasam

siireleri ortalama degerleri

Sham grubu Sepsis grubu NAC grubu

12.saat 24.saat 12.saat 24.saat 12.saat. 24.saat
Lokosit | ¢ o032 110804108 | 85518 | 107%4 | 87¢12 | 13,5:12
(mg/dl)
Ure : '
(mg/di) 47,2:!:21,7 50,2£19,9 | 69+£29,7 | 72+36,8 | 67,3+16,3 | 70,2+19,5
Kreatinin *
(k/UL) 0,96+0,28 | 1,3+0,18 1,2+0,6 1,3+1,2 | 2,08+0,75 1,5+0,27
Yasam ;
siireleri - 24,1+5,2 25,5+14,1
(saat)
*=P<0,05

IV 4. Likosit sonuglan

Gruplarin 24. saat 15kosit sayilar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli fark tespit

edilmedi (P >0.05) ( Tablo 8).

IV.5. Sepsisle yasam siireleri tespiti

Sepsis gruplartmin CLP olusturulduktan sonra ortalama yasam saatleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmedi (P>0.05) ( Tablo 8).
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IV.6. Kan kiiltiirii sonuclar

Sepsis grubunda yapilan aerop kan kiiltiirii sonucunda Streptococcus mitis ve E.
Coli tirerken, NAC grubunda Enterobacter cloaca ve S.aureus iiredi. Gruplarin aerop kan
kiiltiir sonuglar: arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmedi Yapﬂah anaerop
kiilttirlerde tireyen bakteriler fakiiltatif aerop oldugu igin {iremelerinde anlamlilik tespit

edilmedi (P>0.05).

IV.7. Histopatolojik bulgular
IV.7.1. Akcigerde tespit edilen hiétopatolojik degisiklikler (Resim 2)

Sepsis grubuyla NAC grubu arasinda akcigerdeki intraalveolar fibrin birikimi,
akcigerdeki notrofil infiltrasyonu, akcigerdeki intersitisyel 6dem, akcigerdeki lenfoid
hiperplazi ve akciger konjesyonu derecesi agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik

tespit edilmedi (P>0.05).
IV.7.2. Karacigerde tespit edilen histopatolojik degisiklikler (Resim 3)

Sepsis grubuyla NAC grubu arasinda karacigerdeki hidropik dejenerasyon, Kuppfer
hiicre hiperplazisi, mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve nétrofil infiltrasyonu derecesi
agisindan istatistiksel olarak anlamli farklihik tespit edilmedi (P>0.05). NAC grubuyla
Sepsis grubu  karacigerdeki apopitoz derecesi agisindan karsilagtirldiginda ise,
karacigerdeki apopitoz derecesinin NAC grubunda sepsis grubuna goére daha diisiik

oldugu saptand: (P<0.05).
1V.8.3. Biobrekte tespit edilen histopatolojik degisiklikler (Resim 4)

Sepsis grubuyla NAC grubu arasinda bobrekteki Bowman araliinda genisleme,
bobrek tiibiil hiicrelerinde dejenerasyon ve bébrekteki vakuolizasyon derecesi agisindan

istatistiksel olarak anlamh farklihik tespit edilmedi (P>0.05). Buna karsihk NAC
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grubunun bobrekteki monontikleer hiicre infiltrasyonu derecesinin sepsis grubuyla
kargilagtirilmasinda bobrekteki monontikleer hiicre infiltrasyonu derecesinin NAC
grubunda sepsis grubuna gore daha diiglik olduBu saptand: (P<0.05).

Resim 2 Sepsis ve NAC grubuna ait akcier histopatolojik Incelemesi

Sepsis grubuna ait akciger kesiti p “NAC grubuna ait akciger kesiti

Resim 3. Sepsis ve NAC grubuna ait karaciger histopatolojik incelemesi

§epsm grubuna ait karaciger kesitleri NAC grubuna ait karaélger kesitleri
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Resim 4. Sepsis ve NAC grubuna ait b8brek histopatolojik incelemesi

NAC grubuna ait bdbrek kesitleri
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V. TARTISMA

Septik peritonitli ratlarda diyafram kasinin kasilma glicii ve dayanklilii azalmstir.
Sepsisde ortaya ¢ikan serbest oksijen radikallerinin etkilerini nétralize etmek igin
uygulanan antioksidan ajanlarin (alfa tekoferol analoglari) sepsisdeki sag kalimi uzattig:

gosterilmigtir (45).

Serbest oksijen radikalleri sepsis patogenezinde Snemli rol oynar. Antioksidan
ajanlarin sepsis veya endotoksemi tedavisinde hiicresel yaralanmayi azaltarak etkili

oldugu, serbest oksijen radikallerinin aktivitesinin 6lgiilmesiyle gésterilmistir (46).

Hiicresel antioksidén bir ajan olan NAC’in septik hastalar, SIRS’l1 hastalarda
kullanimi insan, hayvan ;/e laboratuvar gallsmalénnda (sitopatojenik serbest oksijen
radikallerine glutatyon ile birlikte olumlu etkisi) gdsterilmistir (47).

Serbest radikal reaksiyonlar: viicutta istenmeyen bir takim degisikliklere neden
olur. Bu slireg, genetik ve gevresel etmenlerin iizerine eklenmesiyle kisisel farkliliklar
gosterebilir. Serbest radikallerin organizma i¢in fagositoz gibi yararli islevleri vardir.
Bununla birlikte, asiri miktarda bulunmalari basta lipidler ve glikoproteinler olmak iizere
hiicresel yapilar iizerine toksik etki yapmaktadir (48-52). Serbest radikal seviyelerinin
tespiti serbest radikallerin ileri derecede reaktif olmalari, normal kosullarda Smiirlerinin
kisa olmasi ve diisiik yogunlukta bulunmalari nedeniyle oldukga giictiir (53). Genellikle
biyolojik serbest radikal reaksiyonlar1 sonucunda olugan lipid peroksidasyon firiinleri,
ozellikle son tiriin olan MDA seviyesi serbest radikal seviyeleri hakkinda fikir verir.
Ayrica koruyucu antioksidan savunma sistemi elemanlarinin incelenmesi, serbest
radikaller ve olusturduklar1 doku harabiyeti hakkinda fikir verir. Glutatyon seviyesini
arttirarak etkisini gsteren NAC’in etkinligini belirlemek amaciyla plazma GSH ve MDA

diizeyleri olusan SOR hakkinda bilgi vericidir.
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Insanlarda MDA diizeyi HPLC ile normal degerleri 5.0+0.4 nM’dur. GSH ve NAC
verilen erken sepsisli hastalarda plazma MDA seviyesi tedavi almayan gruba gore
anlamli diizeyde diisiik gozlenmigtir. Plazma GSH diizeyi tedavi almayan gruba gore

anlaml diizeyde artti1 gdzlenmigtir (54).

Plazma MDA seviyesi ratlarda Satoh metoduyla 1.8+0.2 nmol/ml olarak tespit
edilmistir ve antioksidan ajan vermekle plazma MDA diizeyleri anlamli 6lgiide
diigmiigttir (55). Normal ratlarda 6lgiilen MDA (MDA-TCA meétoduyla) degeri 1.75+0.11
nmol/ml, sepsis olusanlarda 3.8+0.2 nmol/ml olarak 8l¢iilmiigtiir (56). Ratlarda normal
plazma MDA degeri 0,94 nmol/ml olarak o&lciilmiistiir. Alkol stresi altinda NAC
verilmesi sonucu serum plazma MDA degerleri herhangi bir islem yapilmamus kontrol

grubu degerleriyle aymi diizeyde 6l¢iilmiistiir (57).

Deneysel sepsis modelinde NAC verilmesi plazma MDA diizeylerini diistirmistiir
(38,39,58). Ventilator destegindeki yogun bakim hastalarinda NAC verilmesi plazma
MDA diizeylerini etkileyerek lipid peroksidasyon tiriinleri, trakeal mukus ve klinik
durumunu etkileyerek daha iyi klinik sonuglar alinmasim saglamustir (40). Ratlarda
yapilmug olan bir deneysel sepsis modelinde NAC verilmesi plazma MDA diizeylerini
| diglirmiistlir (37). Sepsisli hamsterlerde 6lgiilen plazma MDA diizeyi antioksidan ajan

vermekle azalmigtir (59).

Calismamizda plazma MDA degeri hicbir islem yapilmayan Sham grubunda 12.
saatteki Olgiilen ortalama degeri 8,93 nmol/ml ve 24. saatteki ortalama degeri 8.81
nmol/ml bulundu. Herhangi Bir tedavi verilmeyen CLP metodu ile sepsis olusturulan
sepsis grubunda 12. saatte 6lgiilen plazma MDA degeri ortalama 10.85 nmol/ml, 24.

saatte Ol¢lilen degeri ortalama 9.42 nmol/ml 6l¢iildii.
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NAC tedavisi verilen grupta 12. saatte §lgiilen plazma MDA degeri ortalama 7.3
nmol/ml ve 24. saatte Slgiilen ortalama degeri 9.56 nmol/ml olarak 6lgtildii. NAC
tedavisinin 12. saat degerleri g6z6niine alindifinda tedavinin etkili oldugu ve bunun
yapilan diger calismalarla uyumlu oldugu gézlendi. Fakat 24. saat degerlerindeki
degisimin artma yoniinde olmasi diger ¢aligmalarla uyumlu degildi. Bunun sebebi olarak
NAC tedavisinin erken dénemde etkili oldugu, ilag dozunun diistik oldugu, sepsisin
ilerleyen saatlerinde etkisini kaybettigi ve kombine tedavilerde etkili olabilecegi

diistiniild.

Ratlarda normal karaciger MDA degeri 49 nmol/100mg protein olarak dl¢iilmiigtiir.
Alkol stresi altinda NAC verilmesi sonucu karacier MDA degerleri herhangi bir islem
yapilmamis kontrol grubu degerleriyle aym diizeyde Slgiilmiistiir (57). Tavsan karaciger

dokusundaki MDA diizeyi 1,75+0,18 nmol/g doku olarak bulunmustur (38).

Sham gurubuna ait karaciger doku MDA degefleri ortalama 2,51 nmol/ml olarak
olgtildti. Herhangi bir tedavi verilmeyen sepsis grubunda olgtilen karaciger doku MDA
degeri ortalama 3,20 nmol/ml olarak &lgiildii. Antioksidan ajan olarak verilen NAC
verilen gruplarda karaciger doku MDA degerleri ortalamasimin sepsis grubuna gore
azalmas1 beklenirken, 6zellikle NAC gurubunda anlamli diizeyde artma oldu. Bu sonuglar
diger ¢alismalarla uyumlu degildi. Bunun sebebi olarak verilen ilacin 10mg/kg/giin
dozunun karacigerde hasara neden oldugu diigiiniildii. Bu konuda daha genis kapsamli

calismalarin yapilmasi aydinlatici olacaktir.

Farelerde yapilan bir ¢aligmada normal GSH diizeyi 4,71+0,32 pmol/dl olarak
bulunmugtur (60). Bir bagka yapilan mice ¢aligmasinda herhangi bir islem yapilmamis
deneklerin plazma GSH diizeyleri 19,0i1,8 umol/L olarak bulunmugtur (61). Deneysel

sepsis modelinde NAC verilmesi GSH aktivitesini arttirmustir (62,63). Tavsanlarda NAC
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verilmesi ile GSH ve serbest radikal toplayicilar artmigtir (64). Endotoksemik ratlarda

NAC tedavis plazma GSH aktivitesini arttirmistir (40,65).

Plazma GSH degeri sham grubunda 12. saat degeri ortalama 24,07 pmol/dl ve 24.
saat deperi ortalama 26,36 pumol/dl olarak &lgiildii. Sepsis grubunda 12.saat degeri
ortalama 16,21 pmol/dl ve 24. saat ~degeri ortalama 23,83 p;nol/dl olarak o6lgiildii. Sepsis
grubunda oksidatif strese bagli olarak GSH degeri azald. Antioksidan ajan olarak verilen
NAC verilen grupta sepsis grubuna gére plazma GSH diizeyinin yiiksek olmas: diger

gallsmaiarla uyusmaktadir. Vermis oldugumuz NAC’in serbest radikaller tizerine anlamli

diizeyde etkisi bulundu.

CLP metoduyla ratlarda olusturulan sepsis modelinde antioksidan verilmesi sonucu
hayatta kalma siresi uzamistir (66). Sepsisde antioksidan tedavi endojen antioksidanlarin
etkinligini arttirip klinik diizelmeyi hizlandirmaktadir (67). Deneysel sepsis modelinde
NAC verilmesi makrofaj fonksiyonlarmi diizenleyip siiperoksid {iriinleri ve TNF alfa
{izerinden hayatta kalma siiresini uzatmaktadir (68). Ventilator destegindeki yogun bakim
hastalarinda NAC verilmesi plazma GSH ve MDA diizeylerini etkileyerek, lipid
peroksidasyon iiriinleri, trakeal mukus ve klinik durumunu etkileyerek daha iyi klinik

sonuglar alinmasini saglamistir (69).

Tavsanlarda olusturulan (intraperitoneal E.Coli injeksiyonu ile) septik  sok
modelinde uygulanan antioksidan (sodium thiosulfate, alpha-tocopherol, desferoksamine
ve diethydithiocarbamate) tedavi sonucunda, sadece antioksidan tedavinin olusan
septisemiyi diizeltmedigi gosterilmigtir (70). Deneysel sepsis modelinde NAC
kullammumn immun yamt ve sepsis sonucu lenfositlerden salinan endotoksinlere karsi

olusan yanit1 da arttirmig ve sepsisin olugturdugu oksidatif stresi azalttig1 gosterilmistir

(7).
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Sepsisli deneklerin yasam siireleri sepsis grubunda ortalama olarak 24.1 saat iken,
NAC grubunda ortalama olarak 25.5 saat olarak tespit edildi. NAC grubunun sepsis
grubuna gére yasam siiresi ortalamasmmn sepsis grubuyla yaklagik aym olmasinmin NAC
tedavisinin tek basina etkili olmamasina, verilen 10mg/kg/giin dozunun yetersiz olmasina

ve verilen tedavi siiresinin kisa olmasina bagland:.

CLP modeliyle olusturulan sepsiste NAC kronik kullamm (1 hafta) akciger
dokusundaki sepsise bagli apopitozu antioksidan ve antiinflamatuvar etkiyle &nlemigtir
(72). NAC’in yogun bakim hastalarinda notrofil fagositozunu arttirdigt, bakterilerin
hiicrelere adezyonu, fagositozu ve bakteriyel akciger zedelenmesini azalttig:
gosterilmistir (73). Erken septik sokta NAC verilmesi akcifer fonksiyonlarinda diizelme
saglamaktadir (74). ARDS gelisen hastalarda yapilan ¢aligmada NAC verilmesi arteryel
PO,’i diizelimis ve bunun sonucunda hastanin ventilator destegi siiresini kisaltmusgtir (75).

Erken septik sokta NAC ve glutatyon verilmesi peroksidatif stresi azaltmaktadir (76).

Calismamizda NAC PO, deerlerini diizeltmede diger galigmalarla uyum
gosterdi. NAC tedavisinin kan PCO, degerleri agisindan herhangi bir etkisi olmadi. NAC
" kan SaO, degerlerini normale gekerek, kan Sa0, degerlerine olan etkisiyle diger yapilan

¢aligmalarla uyum gosterdi.

Gram (-) sepsisde serum CRP degerlerinin arttign bilinmektedir (77,78). Deneysel
sepsis ¢aligmalarinda NAC tedavisi ile plazma CRP seviyesinin diistigii gosterilmistir
(79). Calismamizda sham grubuna gére sepsis grubunda serum CRP degerlerinin yiiksek
seyretmesi diger ¢aligmalarla uyumluydu. NAC verilen grupda serum CRP diizeylerinin
artmasi ilacin serum CRP degerini etkilemedigini diisiindiirdii. Bu sonug diger yapilan
caligmalarla uyum gbstermedi. Bu uyumsuzlugun nedeni olarak ilacin IOmg/kg/gﬁn

dozunun az olmasi ve uygulama azlig1 diigiiniildii.
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CLP ve endotoksemi ile olugturulan sepsis modelinde renal disfonksiyon ile iire ve
kreatinin diizeyleri artmugtir (80). Caligmamizda iire ve kreatinin degerleri sham grubuna
gOre sepsis gruplarinda yiiksek seyretti. NAC grubunda sepsisle aym: diizeyde iire
degerlerinin olmast, ilacin diger ¢alismalarla kargilagtinldiginda bu degerler iizerine etkili
olmadigimi diigiindiirdii. Ozellikle kreatinin degerlerinde olumsuz etkileri oldugu ve bu

olumsuzlugun ilacin 10mg/kg/giin dozuyla ilgili oldugu diisiiniildi.

CLP ve endotoksemi ile olusturulan sepsis modelinde hepatoselliiler disfonksiyon
ile SGOT ve SGPT degerleri artmaktadir. (81-83). Caligmamizda sepsis gruplarinda
SGOT degerleri sham grubuna gore artmigtir. NAC tedavisinin plazma SGOT degerleri
lizerine olumsuz etkileri oldu. Bu olumsuz etkinin sepsisle birlikte ilacin karaciger

tizerine olan toksik etkilerinden kaynakland: diisiiniildii.

NAC tedavisinin plazma SGPT degerleri tizerine olumsuz etkileri oldugu ve bu
olumsuz etkinin sepsisle birlikte ilacin karaciger lizerine olan toksik etkilerinden

kaynaklandigini diisiiniildii.

NAC tedavisinin LDH ve lokosit degerleri tizerine herhangi bir etkisi bulunmadi.

Bunun yaninda biyokimyasal parametreler iizerine olumsuz etkileri oldugu gozlendi.

Sepsis grubunda Streptococcus mitis ve E.coli irerken, NAC grubunda
Enterobacter cloaca ve S.aureus iiredi. Anerop kan kiiltiirlerinde iireyen bakteriler
fakiiltatif aerop oldugu i¢in iremelerinde anlamlilik tespit edilmedi. Kan kiiltiirlerinde
lireme olmamasi, ardigik kan kiiltiirleri alinamamasina ve sepsisde her zaman kan

kiiltiirlinde {ireme olmamasina baglandi.

CLP modeliyle olusturulan sepsisde NAC’in kronik kullaniminda (1 hafta) akciger
dokusundaki sepsise bagl apopitozu antioksidan ve antiinflamatuvar etkiyle nlemistir

(72). NAC’in yogun bakim hastalarinda nétrofil fagositozunu arttirdigi bakterilerin
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hiicrelere  adezyonu, fagositozu ve bakteriyel akciger zedelenmesini azalttig
gosterilmigtir (73). CLP metoduyla yapilan sepsis modelinde akcigerde nétrofil
infiltrasyonunun arttig1 gézlenmistir. NAC tedavisi alan grupta da sonuglarm CLP
grubundan histopatolojik olarak farkh olmadif: goriilmiigtiir. Yalmz akciger epiteliyal

hiicre apopitozunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalma goriilmiigtiir (84).

Ratlarda endotoksin verilmesiyle olusturulan sepsis modelinde alveolar ve
interstisyel hemoraji, 6dem ve l&kosit infiltrasyonu goézlenirken; yiiksek doz
(275mg/kg/giin-48 saat) NAC verilen gruplarda histopatolojik bulgularin geriledigi

gozlenmistir (85).

Caligmamuzda gruplarin akciger histopatolojik incelemelerinde intraalveolar fibrin
birikimi, nétrofil infiltrasyonu, interstisyel 6dem, lenfoid hiperplazi, akciger konjesyonu
derecesi agisindan sepsis grubuyla NAC grubu arasinda farkhiik goriilmedi. NAC
tedavisinin diger yapﬂan galismalardaki gibi olumlu etkilerinin olmayisy, ilag dozlarinin
disiik olmasina baglandi. Bu konuda kapsamh caligmalarin yapilmasi aydinlatici

olacaktir.

Calismamizda gruplarin ka;raciger histopatolojik incelemelerinde karacigerdeki
hidropik dejenerasyon, Kuppfer hiicre hiperplazisi, mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve
nétrofil infiltrasyonu derecesi agisindan sepsis grubuyla NAC grubu arasinda farklilik
goriilmedi. NAC tedavisinin karacifer histopatolojik incelemelerinde sepsis grubuyla
kargilagtinldiginda karaciger apopitozu diginda anlamh diizeyde katkisi olmadigi
diistiniildii. Beklenenin aksine karaciger histopatolojik incelemelerinde amlamli farklilik
olmamasimn, ilacin ve sepsisin karaciger {izerine olan toksik etkilerine bagh oldugu

diistiniildii.
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Calismamizda gruplarin bobrek histopatolojik incelemelerinde Bowman arahiginda
genisleme, bébrek tiibiil hiicrelerinde dejenerasyon ve bobrekteki vakuolizasyon derecesi
agisindan sepsis grubuyla NAC grubu arasinda farklilik goriilmedi. NAC tedavisinin
bobrek histopatolojik incelemelerinde sepsis grubuna goére bdbrek monontikleer hiicre
infiltrasyonu haricinde anlamli diizeyde katkisi olmadi. Verilen NAC tedavisiyle, bobrek
histopatolojik incelemelerine olumlu etkisinin olmamasi, ilacin 10mg/kg/giin dozunun

distik olmasindan kaynaklandig: diistiniildii.

Deneklerin yagsam siireleri degerlendirmesinde NAC tedavisi alanlar ile tedavi
almayan sepsis grubunun yasam siireleri degerleri yakin bulundu. NAC tedavisinin
yasam siiresini uzatmada etkinligi tespit edilmedi. Deneklerin yagsam slirelerinin sepsis
grubuyla benzer olmasinin, ilacin biyokimyasal parametreler ve doku hasarlarini

Onlemede etkisiz olmasina bagl oldugu diistiniildi.

NAC tedavisinin sepsisde plazma GSH, MDA, arteriyal kan PO, ve SaO, degZerleri
disindaki bakilan kan parametrelerine anlamli diizeyde olumlu katkisi olmadi. NAC
tedavisinin beklenenin aksine sepsis tedavisinde etkinliginin az olmasinin nedeninin,
diisiik (10mg/kg/giin) dozda verilmesine bagl: oldugu diisiiniildid. NAC tedavisinin sepsis
tedavisi i¢in doz hesaplamasi NAC’in (Assist amp) prospektiis bilgileri ve rutin
kullamimdaki dozu baz alinarak yapilmustir. Sepsis modelinde uygulanan NAC dozu 75
mg/kg/giin (54), antioksidan etkinlik igin en az 275 mg/kg/glin ve en. fazla da
950mg/kg/glin/48saat oldugu yapilan c¢alismalarda saptanmistir (86). Deneysel sepsis
modelinde NAC tedavisi dozunun bu degerlerin dikkate alinmasiyla, sepsis tedavisinde

antioksidan bir ajan olarak NAC’inde yeri tartisilabilecektir.

Sonug olarak; deneysel sepsis modelinde antioksidan ajan olan NAC’in diigiik doz

uygulanmasinda serbest oksijen radikallerinin plazma diizeylerine ve arteriyel kan gazi
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sonuglarina olumlu etkileri mevcuttur. Sadece serbest oksijen radikalleri {izerine etkileri
hedeflendiginde verilen doz yeterlidir ve daha yiiksek dozlar verilmesi gereksizdir.
NAC’in sepsisin neden oldugu organ fonksiyon anormalliklerini diizeltmede ve akciger,
karaciger ve bobrekteki doku hasarmm Onlemede etkisiz oldugu tespit edildi. NAC’in
biyokimyasal parametreler ve doku hasarim Onlemek igin daha yiiksek dozlara
gereksinim vardir. Calismamizda diisiik doz uygulanmasina ragmen karaciger ve bobrek
iizerine olan olumsuz etkilerin yiiksek doz uygulamalarinda daha da fazla olacag:
diistiniilmiis ve bu nedenden dolayr da diisiik doz tercih edilmistir. NAC’in organ
fonksiyon ve doku hasarlarimi onlemedeki etkinligini belirlemek igin, yliksek dozda
yapilacak yeni calismalar olasi olumlu etkilerini daha da belirgin hale getirecektir.

Boylece sepsis tedavisinde NAC’in 6nemi, etkinligi ve etkin dozu degerlendirilecektir.
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VL. OZET

Tavsanlarda Olusturulan Deneysel Sepsis Modelinde Diisiik Doz N-Asetilsistein
Tedavisinin Etkinligi

Amag: Deneysel sepsis modelinde antioksidan bir ajan olan N-asetilsistein’in (NAC)
serbest oksijen radikalleri ve plazma diizeylerine olan etkilerini belirlemektir. NAC’in
sepsisin neden oldugu organ fonksiyon bozukluklari, akciger, karaciger ve bobrekteki
doku hasarini 6nlemedeki rolii aragtirildi.

Materyal ve metod: Calismada Yeni Zelanda tipi 30 disi tavsan kullanildi. Tavsanlar
10’arlt gruplara ayrildilar. Tavsanlarda ¢ekum ligasyon perforasyon (CLP) yontemiyle
éepsis olusturuldu. Sharﬁ grubu, sepsis grubu ve; sepsis + NAC (10 mg/kg/giin) seklinde
gruplar olusturulup, ilaglart CLP’den hemen sonra, 12.ve 24. saatte verildi. Aym
saatlerde kan gazlari, plazma glutatyon (GSH), malondialdehid (MDA), SGOT, SGPT,
LDH, CRP, iire, kreatinin ve lokosit degerleri tayini i¢in kan 6rnekleri alindi. Ayrica
doku hasarimi belirlemek, karaciger dokusunda MDA tayini, akciger, karaciger Vé
bobrekten histopatolojik inceleme i¢in deneklerin 6liimiinii takiben doku 6rekleri alinda.
Bulgular: Sepsis grubuyla kiyaslandiginda NAC grubunda plazma GSH artmis ( P<0.05)
ve MDA degerleri azalmis bulundu ( P<0.05 ). NAC grubundaki karaciger doku MDA
diizeyleri sepsis grubuyla ayni olarak bulundu. NAC grubu ve sepsis grubunda I6kosit,
LDH, CRP ve iire degerleri aym derecede artmus olarak bulundu ve gruplararas: anlamli
farklilik tespit edilmedi. NAC grubunda SGOT, SGPT ve kreatinin degerleri sepsis
grubuna goére artmis bulundu (P<0.05). NAC grubunun arteriyel kan PO, ve Sa0O,
degerleri sepsis grubuna gére artrms bulundu (P<0.05). NAC grubunun arteriyel kan
PCO; degerleri sepsis grubu ve sham grubu arasinda anlamh farklilik tespit edilmedi.

NAC grubunun akcigerin histopatolojik bulgular1 agisindan sepsis grubuyla
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kargilagtinnldiginda anlamli  farklilik saptanmadi. NAC grubunda karacigerin
histopatolojik incelemesinde apopitoz derecesi incelemesinde sepsis grubuna gore
anlamli diizeyde azalmigti (P<0.05). NAC- grubu ile sepsis grubu arasinda karaciger
hidropik dejenerasyon, Kuppfer hiicre hiperplazisi, karacifer mononiikleer hiicre
infiltrasyonu, karaciger notrofil infiltrasyonu derecesi yo6niinden anlamli farklihik
gozlenmedi. NAC grubunun bobrekteki monontiikleer hiicre infiltrasyonu derecesi sepsis
grubuna gore anlamli diizeyde azalmis olarak bulundu (P<0.05). NAC grubu ile sepsis
grubu arasinda bobrek Bowman kapsiil araligindaki genisleme, bsbrek vakuolizasyon, ve
tubulus hiicre 6demi derecesi yoniinden anlamli farklilik saptanmadi. Yasam stiresi
karsilagtirildiginda ise sepsis gruplari arasinda anlamh farklilik gériilmedi.

Sonug¢: Deneysel sépsis modelinde antioksidan bir ajan olan NAC’in distik doz
uygulanmasinda plazma MDA, GSH diizeylerine ve akciger fonksiyonlarina olumlu
etkileri mevcuttur. Diisiik doz NAC tedavisi, sepsise bagli organ fonksiyon
anormallikleri, akciger, karaciger ve bobrekteki doku hasarimi énlemede etkili olmamustir.
Daha kapsamli ve yeni ¢alismalarla NAC’in degisik dozlarda verilmesiyle sepsis

tedavisinde NAC tedavisinin 6nemi daha iyi anlagilacaktir.
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VIL.SUMMARY

Efficacy of low dose N-acetylcystein therapy on experimental rabbit sepsis model

Purpose: The effect of NAC therapy to determine on plasma levels of free oxygen
radicals in experimental sepsis model. Alsb, to determine the protective role of NAC
therapy on lung, liver and renal tissue injury and organ dysfunction caused by sepsis.
Material and method: 30 female New Zaeland type rabbits were divided into 5 groups,
each composed of 10 rabbits. Sepsis was constituted by caeucum ligation perforation
tecnique. Groups named sham, sepsis and sepsis + NAC (10mg/kg/day) were formed and
medication was given 12 and 24 hours after caeucum ligation and perfaration. At the
same time blood samples to measure blood gases, plasma glutathion (GSH),
malondialdehyde (MDA), AST, ALT, CRP, urea, creatinine and leucocyte count were
collected. Tissue samples for tissue MDA in liver histopatologic evaluation, and from
lung, liver and kidney were obtained following the death of rabbits.

Findings: Plasma GSH levels were elevated in NAC group with respect to sepsis group
(P<0.05). Plasma MDA levels were decreased in sepsis group when compared to NAC
group (P<0.05). Liver tissue MDA levels were found to be same in both groups.
Leucocyte count, LDH, CRP, and urea levels were found to be elevated in both groups.
AST, ALT and creatinine values were elevated significantly in NAC group when
compared to sepsis group (P<0.05). Arterial blood PCO2 values in sepsis and sham
groups did not differ significantly. No significant histopatologic différence was found
between the lung of NAC and sepsis group was found. Apoptosis in liver tissue was
significantly decreased in NAC group when compared to sepsis group (P<0.05).

No difference was determined in hydropic degeneration level, Kuppfer cell hyperplasia,

degree of mononuclear and neutrophilic infiltration of liver, between sepsis and NAC
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group. Degree of mononuclear infiltration in kidneys were decreased in NAC group when
compared to sepsis group (P<0.05). Enlargement grade of Bowman’s capsule, kidney
vacuolisation and grade of tubulus edema between NAC and sepsis group did not differ
significantly. There was not any difference with respect to survival between the
experiment groups.

Conclusion: Application of low dose NAC, an antioxidative agent, in experimental
sepsis model has beneficial effects on pulmanary functions and plasma MDA, GSH
levels. However it has not any beneficial effect on organ dysfunction and tissue injury at
lung, liver and kidney. More and comprehensive studies which tests different NAC doses

are needed to determine a role for NAC in experimental sepsis model.
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