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KISALTMALAR

ACE : Anjiyotensin-converting enzim

ARDS: Akut solunum sikintist sendromu (Acute respiratuar distrees syndrome)
ALI: Akut akciger hasar1 (Acute lung injury)

AMMIFA: Anti Makrofaj Migrasyon Inhibitér Faktor (Antibody Anti macrophage
migration inhibitory factor Antibody)

ATP : Adenozin trifosfat

B : Beta

cAMP : Siklik adenozin monofosfat

CLP: Cekal ligasyon ve perforasyon

COY: Coklu Organ Y etersizligi

DAB : Diyastolik arter basinci

GM-CSF: Granulosit monosit koloni stimulan faktorleri

|L-1: Interlokin-1

KAH :Kalp atim hizi

M DA:Malendialdehit

M PO:Miyeloperoksidaz

NO: Nitrik oksit

OAB : Ortalama arter basinci

PGEL: Progtaglandin E-1

PDE: Fosfodiesteraz

SIRS: Sistemik inflamatuvar Y anit Sendromu ( Systemic I nflammatory Response Syndrome)
SAB : Sistolik arter basinci

TNF: Tumoér nekrozis faktor

TBARS : Tiyobarbitlrik asit ttrevleri (tissue thiobarbitutiruc acid reactive substance)
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LEVOSIMENDAN DENEY SEL SEPSIS M ODELINDE AKCIGER
HASARINI ENGELLEYEBILIR MI?

OZET

Amag: Sepsise bagli gelisen akciger yetmezligi, sagaltim yontemlerindeki ilerlemelere
ragmen yuksek mortaliteye neden olmaktadir. Bu deneysel ¢alismanin amaci intraabdominal
sepsis modelinde, yeni bir inotropik ilag olan levosimendanin uygulanmasinin sepsiste gelisen

akciger hasarina olan etkilerini arastirmaktir.

Materyal ve Metod: DEUTF Deney Hayvanlari Arastirmalar: Etik Kurulu onay
alindiktan sonra, agirligi 250-300 g arasinda degisen 21 adet erkek Wistar rat her birinde
7' ser olacak sekilde 3 gruba ayrildi. Sham grubuna yalnizca laparotomi, Sepsis grubuna
laparotomi sonrasi CLP, SepsistLevosimendan grubuna laparotomi sonrasi CLP ve
levosimendan inflizyonu gerceklestirildi. Sham ve Sepsis grubuna stabilizasyon sonrasi 2 saat
SF infizyonu yapilirken, Sepsist+Levosimendan grubuna 12 pg/kg yuklemeyi takiben 0.3
pg/kg/dk levosimendan inflizyonu uygulandi. Bazal (stabilizasyonun 30.dk si), 10., 20., 30.,
60. 90 ve 120.dk ortalama arteryel kan basinclar1 kaydedildi Calismamin 12. saatinde tim
denekler anestezi altinda sakrifiye edildikten sonra, sag akciger histopatolojik incelemeler,
sol akciger biyokimyasal islemler (doku MPO-TBARYS) icin total olarak cikarildi. Istatiksel
degerlendirmede Kruskal-Wallis varyans analizi kullanildi, p < 0,05 anlaml1 kabul edildi.

Bulgular: Gruplarin bazal OAB degerleri arasinda fark yoktu. Sepsis grubunda sham
e oranla OAB’de 30. 60. 120. dk anlaml1 dists, sepsistlevosimendan grubuna oranla ise
bazal ve 10.dk degerleri disgindaki tim o6lcim zamanlarinda belirgin azalma izlendi.
Sepsistlevosimendan grubunda OAB, sham e gore 10., 20. ve 60. dk da daha distk bulundu.
TBARS, MPO aktivitesi ve alveoler makrofaj sayisi sepsis grubunda diger gruplara gére
anlaml1 yliksek saptand.

Tartisma: Sepsis indiksiyonunun 30.dk sinda uygulanmaya baslanan levosimendan
inflzyonu akcigerlerde I6kosit kimilasyonunu, lipid peroksidasyonunu ve histolojik hasari
azaltmistir. Sepsisin erken doneminde levosimendan uygulamasinin akciger hasarinin
iyilestirilmesine katki sagladigi kamtlanmakla birlikte, konunun klinik arastirmalarla
desteklenmesi gerektigi kanaatine varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Sepsis, Akciger hasari, Levosimendan
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CAN LEVOSIMENDAN PREVENT LUNG INJURY IN
EXPERIMENTAL RAT SEPSISMODEL?

ABSTRACT

Aim:.Sepsis-induced lung failure is associated with high mortality, despite advances in
treatment methods. The aim of this experimental study is to investigate the effects of
levosimendan treatment, which is a new inotropic drug, on lung injury in intraabdominal
sepsis model.

Materials and Methods. After approval of the study by DEUTF experimental animal
research ethics committee, Wistar rats weighing between 250 and 300 grams were used in the
study. Twenty-one male Wistar Albino rats were randomly allocated into three groups. Sham
group underwent only laparotomy. CLP was performed after laparotomy in the sepsis group.
Levosimendan infusion was administered to the Sepsistlevosimendan group after laparotomy
and CLP. Sham and sepsis groups were given fluid infusion during two hours after
stabilization. Continuous levosimendan treatment (0.3 pug/kg/min) was began after an initial
loading dose of 12 pg/kg. MAP were measured at basal, 10, 20, 30, 60, 90, 120 min. Rats
were sacrificed at 12 h after the surgical procedure . The left lung was removed for
biochemical processes ( tissue MPO-TBARS). The right lung was used for histopathological
examination. Statistical analysis was performed using Kruskal-Wallis variance analysis. We
regarded p < 0,05 as statistically significant.

M easurements and Main Results: No difference in basal MAP values between groups were
found. MAP significantly decreased in sepsis group at 30, 60, 120 min compared with sham
group. MAP in Sepsis group, compared with the sepsistlevosimendan group, decreased
except for basal and tenth minute. MAP at 10, 20 and 60.minutes in sepsist+levosimendan
group were lower than the ones in sham group. TBARS and MPO activity and number of
alveolar macrophages in sepsis group was significantly higher than the ones in other groups.
Conclusion: Levosimendan treatment reduced leukocyte accumulation, lipid peroxidation and
histological damage in the lung. We concluded that the use of levosimendan in the early
sepsis period attenuated the lung injury but this issue must be supported by clinical researchs.
Key Words. Sepsis, Lung injury, Levosimendan
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1.GIRIS VE AMAC

Sepsis, mikroorganizma ve toksinlerine karsi organizmamn gelistirdigi - sistemik
inflamatuvar yanmit olarak tammlanmaktadir. Gunimizde medikal uygulamadaki gelismelere

ragmen tim diinyada 6nemli bir sorun olmay1 strdirmektedir (1-4).

Sepsiste altta yatan nedenler arasinda bakteriyel enfeksiyonlar bulunur. Genel olarak en
fazla gram negatif bakteri ve bunlarin endotoksinleri tarafindan olusturuldugu kabul edilmektedir
(5-6). Yabanct mikroorganizmalar ve onlarin endotoksin gibi Grdnlerinin konakgi organizmanin
hiicresel defans mekanizmalarin tetikleyerek timor nekrozis faktor (TNF), interlokin-1 (IL-1),
interlokin6 (IL-6) gibi “erken yamit sitokinleri” ile birlikte, ¢cok sayida inflamatuar mediatori
aktive ettikleri saptanmistir (7,8). Bunlar arasinda pek ¢ok karmagsik iliskiler ortaya gikmakta,
notrofiller asir1 ve kontrolsiiz bicimde aktiflesmekte, kompleman sistemi, trombosit agregasyonu,
arasidonik asit metabolizmasi uyarilmakta ve sonug olarak hedef durumdaki mikrovaskiiler endotel
hasar1 meydana gelmektedir (9,10). Gelisen endotel hasar1 ve doku perfizyonunda azalma
neticesinde ¢esitli organ fonksiyonlarinda bozulma meydana gelmektedir. Fonksiyonu bozulan ya
da yetmezlige giren ilk organ genellikle akcigerdir. Yapilan deneysel ve klinik calismalarda
alveoler kapillerde yogun notrofil sekestrasyonunun oldugu gosterilmistir (10-14). Sepsisin
nedenleri arasinda olmasinin yam sira, sepsise bagli organ yetersizliginde de ilk sirada olmasi

akcigerler Uizerine odaklanmamiza neden olmustur.

ARDS fizyopatolojisi Uzerine etkisi oldugu sdylenen birgok deneysel ve klinik calismalar
bulunmasina ragmen mekanik ventilasyon stratgjileri disinda gegerliligini kanitlayan hentiz kesin

bir yontem bulunmamaktadr.

Levosimendan yeni bir inodilator gjandir. Kardiyak troponin-C'nin sitoplazmik kalsiyuma
duyarliligim artirarak kasilmay: saglarken, vaskiler diiz kas hiicrelerindeki ATP duyarli potasyum
kanallariin  agilmasim saglayarak da arterioler ve ventz dilatasyona neden olur. Ayrica,
fosfodiesteraz (PDE) |11’ U selektif olarak inhibe eder (15-17).

Bu calismada, rat abdominal sepsis modelinde, levosimendan tedavisinin, akciger hasarim

engelleyici etkisini arastirmay: amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1 Sepsis Tamimlamalari

Sepsis “bakteri varliginda hayvan veya sebze veya organik maddenin bozulmasi” anlaminda
Y unanca “sepo” kelimesinden tiiretilmistir. M.O. 400 yilinda Hippocrates tarafindan viicutta olusan
tehlikeli, biyolojik bir ¢cirime olarak tanimlanmstir (1).

1914 yilinda, Schottmueller’in patojenin kan dolasiminda bulunmasinin sepsiste gozlenen
sistemik semptomlarin nedeni oldugunu ileri siirmesi, bugiinkii anlamda sepsis tammuinin baslangici

olmustur.

Gulnuimuizde, sepsis fizyopatolojisindeki gelismelere ragmen, terminolojideki karmasanin
surdigl gozlenmektedir. 1991 ve 1992 yillarinda Amerikan Gogus Hastaliklar: (American College
of Chest Physicians-ACCP) ve Y ogun Bakim Dernekleri (Society of Critical Care Medicine-SCCM)
biraraya gelerek sepsis tanisi, izlemi ve tedavisinde belli standartlar1 belirlemek adina uzlasma
toplantisi yaparak sepsis tammlarini yayinlamislardir (2,3)(Sekil 1)

SIRS / Sepsis

Bakteriyveni
(septsemi)

Koagiilasyon +
fibrinolizis

Organ disfonksiyvonu

Sekill. SIRS, sepsis ve enfeksiyon arasindaki iliski (3)



Delinger ve ark.(4) tarafindan 2004 yilinda bu tammlar gdzden gecirilerek yeniden
yaymlanmustur.

Sistemik Inflamatuar Y anit Sendromu ( Systemic Inflammatory Response Syndrome SRS
asagidakilerden iki veya daha fazlasinin varligi olarak tammlanmustir:
1. Vicut sicakligi > 38 °C veya < 36 °C
2. Kalp Hiz1 > 90/dk.
3. Solunum Say1si > 20/dk
4. Lokosit sayisi >12.000/mm3 veya < 4000/mm3 ya da immatir hiicre oram > %10.

Sepsis. SIRS ile birlikte pozitif kilttr sonucu ile dokiimante edilmis bir enfeksiyonun varligi
olarak tammlanmaktadir. Klltor negatif ise tant icin klinisyenin enfeksiyon varligint 6ngormesi
ve/veya asagidakilerden birisinin varligi gerekmektedir.

1. Belirgin 6dem veya pozitif sivi dengesi (20 ml/kg/20 saat)

2. Hiperglisemi: Glukoz > 120 mg/dL (Diabetes Mellitus yok iken)
3. Inflamasyon belirtecleri: CRP > 2SD, prokalsitonin > 2 SD

4. Karisik ventz kanda oksijen satiirasyon (SvO2) > %70

5. Kardiyak Indeks.Cl > 3.5L/dk./m2

Agir Sepsis. Sepsis ile birlikte organ disfonksiyonu hipoperfiizyon bulgulari veya
hipotansiyon varligidir. Hipoperflizyon bulgular: asagidakileri igerir ancak bunlarla sinirli degildir:
1. Arteryel hipoksemi (PaO2/FiO2 < 300 mmHg)

2. Akut oligodri (en az iki saat boyuncaidrar ¢ikist < 0.5 ml/kg/saat veya 45 mmol/L)

3. Kreatinin > 2 mg/dL

4. Koagulasyon bozukluklar:: INR > 1.5 veya aPTT > 60 sn.

5. Trombositopeni: Plt < 100 000/mm3

6. Hiperbilirtibinemi: Tota Billtribin > 2 mg/dl veya 35 mmol/L.

7. Hiperlaktatemi: Laktat > 2 mmol/L

8. Hemodinamik parametreler: Arteryel hipotansiyon: Sistolik arter basinci (SAB) < 90 mmHg,
Ortalama arter basinci (OAB) < 70 mmHg veya SAB’da alisilmis degere gore 40 mmHg’ dan fazla
disus.

Septik Sok: Yeterli sivi reslisitasyonuna ragmen sepsis kaynakli hipotansiyon ve
hipoperfiizyon bulgularimin varlig: seklinde tamimlanmustur.



Coklu Organ Yetersizligi (COY) : Akut kritik hastada iki veya daha fazla organin etkilendigi
ve homeostazin miidahale olmadan (mekanik ventilasyon, hemodiyaliz gibi) saglanamadigi durum

olarak tanimlanmustir.

TUm bu calismalar ve gelismelere ragmen sepsis ve iliskili tablolarin tamst klinisyenlere
sorun teskil etmeye devam etmektedir

2.2. Epidemiyologji ve Etiyolgji

Sepsis epidemiyolojisi konusunda yapilan calismalar yontem olarak belirgin farkliliklar
gostermektedir. Bu calismalar kullanilan yontemlere gore 3 gruptaele alinabilir:

1. Hastane c¢ikis verilerine dayanan calismalar,

2. Yogun bakim Unitesine yatis verilerine dayanan calismalar,

3. Hastaneye basvuru verilerine dayanan ¢alismalardir.

Amerika Birlesik Devletleri (ABD)'nde 1995 yilinda hastane cikis verilerine dayanilarak
yapilan bir calismaya gore sepsis tamli yillik 751.000 olgunun olabilecegi hesaplanmistir. Bu
calismada agir sepsis insidans: 3/1000 kisi ve mortalite de % 28.6 olarak bulunmustur (9).

1979-2000 yillar1 arasindaki verilere gore yapilan bir diger calismada, hastaneye yatan
hastalarin % 1.3 de sepsis izlendigi ve ve 22 yilda insidansta artis oldugu gosterilmistir. 100.000
nifus icin 1979 yilinda 82.7 olan olgu sayisimin 2000 yilinda 240.4 olarak bulunmustur. Etiyolojik
acidan bakildiginda onceki yillarda gram (-) bakteriler yiksek oranda iken, daha sonraki yillarda
gram (+) bakterilerin 6ne ¢iktigi saptanmustir. 20 yillik stire icinde mantar enfeksiyonlarinda %
207’ lik bir artig belirlenmistir (10).

2002 yilinda 24 Avrupa ulkesinde yapilan, 198 yogun bakim tnitesini kapsayan bir ¢alismada,
2001 uzlas1 konferansi kriterleri kullanilarak sepsis insidensi %37 olarak bulunmustur. En sik
enfeksiyon odag1 olarak % 68 akcigerler, % 22 batin, % 20 kan ve % 14 Uriner sistem bulunmustur.
Hastane mortalitesinin % 24.1 olarak bulundugu bu calismada, septik sokta mortalite % 54.1 olarak
saptanmustir (11).



2.3. Sepsisin Fizyopatolojis

Sepsis ve septik sokta meydana gelen fizyopatolojik olaylarin temelinde viicuda giren
mikroorganizmalarin ve bilesenlerinin vicudun dogal bagisiklik sistemini harekete gecirmesi
yatmaktadir. Mikroorganizmalarin antijenik yapilari ve toksinleri inflamasyonu baslatir (5-8)
(Tablol).

Tablo 1. Septik sok patogenezinde rol oynayan bakteriyel yapilar

Bakteriyel yapi Kaynak Ornek
Endotoksin (LPS, lipid A) Butun gram negatif bakteri E. coli sepsisi
Meningokoksemi
Peptidoglikan Batun bakteriler
Lipoteikoik asit Gram pozitif bakteri
Ekzotoksinler S.aureus A-hemolizin
S. pyogenes Streptolizin-o
E.coli E.coli hemolizini
Slperantijenler S.aureus Toksik sok sendromu toksini
S. pyogenes Enterotoksin
Pirojenik ekzotoksin
Enzimler S. pyogenes IL-1b konvertaz
Clostridium perfringes Fosfolipaz

Bu antijenik yap1 ve toksinler, dolasimdaki mononukleer fagositleri, endotel hticrelerini ve
diger farkli bir cok hiicreyi uyararak guclt mediyatorlerin salinmasina neden olurlar. Monositlerden
timor nekrozis faktor-alfa (TNF-a), interlokin-1 (IL-1), IL-6, IL-8 ve trombositleri aktive eden
faktor (PAF) salinir. IL-1 ve IL-6 T hucrelerini aktive ederek y-interferon, I1L-2, 1L-4, granulosit
monosit koloni stimulan faktorlerin (GM-CSF) salgilanmasint saglarlar.(Sekil 2 ) Mediyatérlerin
salinmasini takiben koagilasyon sistemi, kompleman sistemi, fibrinolizis ve kinin sistemi aktive
olur (6-8).



Sepsis Fizyopatolojisi
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Sekil 2: Sepsis fizyopatolojisi ( 10)

(IL-1; interlokin-1, MiF;makrofaj migrasyon inhibitor faktor HMGB-1; High mobility group B-1,
LPS; Lipopolisakkarit MIP: Macrophage inflammatory protein, MCP; Monosit kemotaktik protein-
1, NO; nitrik oksit, TNF-a ; TUmor nekrozis faktor-alfa)

Sitokinler, mikroorganizmalarin bagisiklik sistemi hicreleri tarafindan yok edilmesini
guclendirirken endotel tzerinde adezyon molekdllerinin ekspresyonunu da artirmakta, nitrik oksit
(NO) uretimi yoluyla vazodilatasyonu tetiklemekte ve pihtilasma sistemini de aktive etmektedir (8,
13,14).

Eger bagisiklik yamiti mikroorganizmalar: yok etmekte basarisiz olursa sistem uyariimaya
devam eder; organ hasar1 olusturacak derecede inflamasyon meydana gelebilir. Bu durumda kalp
hiicrelerinde artrms NO Uretimi ve TNF varhig: kalp islevlerini bozarak kollapsa neden olabilir.
Tromboz ve antifibrinolizis sistemik bir hal alir ve protein C gibi antitrombotik faktorler tiketilerek
diizeyleri duser. Meydana gelen yaygin tromboz pihtilasma faktorlerini de tikettigi icin kanamalar
gorulmeye baslar (13, 14, 18).



Septik soktaki klinik patofizyolojik degisiklikler olan;

* Artrmuig vaskiler / kapiller gecirgenlik,

* Patolojik vazokonstriksiyon ve vazodilatasyon,

« Intravaskiler koagtilasyon ve fibrinolizis bozuklugu,

» Miyokard disfonksiyonu, hiicresel diizeydeki bu olaylara bagli olarak gorilmektedir.

Bircok glncel arastirma sepsis patofizyolojisinde bagisiklik sistemi bilesenlerinde gorulen
apopitozun da dnemli bir rol oynadigini ortaya koymaktadir

2.4. Sepsiste organ yetersizligi gelisimi

Sepsiste hedef organ damar endotelidir ve hemen hemen bitiin mediyatorler damarlar
Uzerine etkilidir. Endotoksin, TNF-a, IL-1, PAF, I6kotrienler, tromboksan A2 ve nitrik oksit (NO)
endotel permeabilitesini artirir. Kompleman sisteminin aktivasyonu da endotel hasarina yol acar,
damar permeabilitesini direkt veya notrofilleri aktive ederek indirekt yolla bozar. Ayrica
degrantilasyon esnasinda nétrofillerden agiga ¢ikan toksik oksijen radikalleri ve lizozomal enzimler
de endotel permeabilitesini artirr. Damar permeabilitesinin artmast ve endotel hasari,
ekstravazasyon ve mikrotrombtslerin olusumunu kolaylastirir. Endotel hasar1 olusunca, orada organ
perflizyonu bozulur ve organ yetersizligi gelisir (Sekil 3) (6, 7, 8,14)
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Sekil 3. Sepsiste organ yetersizligi gelisimi (DIK; Dissemine intravaskiller koagulasyon)



2.5. Sepsisve Akut Solunum Sikintist Sendromu

Sepsiste birincil kaynak organ akcigerler oldugu gibi, farkli organ veya sistemlerden
kaynaklanmasi halinde de ilk hedef akcigerdir. Akut akciger hasar1 (ALI; Acute lung injury) /Akut
solunum sikintisi sendromu (ARDS;Acute respiratuar distress syndrome ) gelisme riski sepsis,
Ozellikle gram negatif sepsiste %40-60 dir ( Tablo 2). Akcigerlerin hedef organ olmasinda zengin
damar agina ve genis alveolar blgeye sahip olmasinin rolt vardir. Cok etkin bir savunma sistemine
sahiptirler ki; bu sistem gerektiginde ¢ok hizli agresif inflamatuvar yanit meydana getirebilir (19-
22).

Akcigerlerden gegerken inflamatuvar hiicrelerin vaskiler endotele gok yakin olmalar: da
anlamhdir. Boylece, saglikli bireylerde, dolasimdaki nétrofillerin bir bolimu gegici olarak
pulmoner mikrovaskulatiirde tutulur. Bu hticreler saglikl1 bireylerde dolagimdaki nétrofillerin
kicuk bir bolimuni teskil eder. Bununla birlikte, sistemik inflamatuvar hadiselerde, spesifik hticre
ylzeyi reseptorlerinin up-regilasyonu ile dolasimdaki notrofiller aktiflesir ve bu da notrofillerin
pulmoner endotele adezyonunda artis ile neticelenir. Sonug olarak, akcigerlerde tutulan aktif
notrofil sayisinda cok carpici bir artis meydana gelir. Boylece, notrofiller akciger kapillerlerinden
gecerken endotele cok yakinlasmalar: ile ¢cok dar bir cevre olusmakta ve bu daracik cevrede
notrofillerin histotoksik maddelerinin konsantrasyonlar1 ¢ok artarak endotel hiicre hasari riski
yukselmektedir. Cok kuvvetli pulmoner inflamasyon ve takiben gelisen endotel harabiyeti ALI ve
ARDS nin major ozellikleridir (20).

Tablo 2. ALl ve ARDS etiyolojisinde rol oynayan hastaliklar verisk faktorleri (19)

Primer ARDS Sekonder ARDS
(Pulmoner ARDS), (Direk) { Ekstrapulmoner A RDS), (Indirek)
*  Mide igerigi aspirasyonu * Sepsis
* Agir gbgis travmasi (Akeiger * Agirnontorasik travma
kontiizyonu) *  Multipl vzun kemik kinklan
* A pnimoni » Sok
*  Toksik gaz inhalasyonu *  Multipl kan transfitzyonu
*  Suda bogulma *  Akut pankreatit
*  Pulmoner embaoli * Tlag intoksikasyonu
* Reperfiizyon hasan




2.6. Akut Solunum Sikintist Sendromu Tedavis

Ashbaugh ve ark. (23) tarafindan ilk defatarif edildigi 1967’ den beri 40 y1l gegmesine
ve Ozellikle son 20 yildir Gzerinde yogun calismalar yapilmasina ragmen, ARDS icin etkin ve
spesifik bir tedavi yontemi gelistirilememistir. Bu ytizden hala kritik hastalarda ¢cok sik olarak
karsimiza ¢cikmakta ve yiksek mortalite ile seyretmektedir .

Son yillarda yogun bakim alamindaki uygulamalarin iyilesmesi ve ARDS tedavisinde
kullanilan mekanik ventilasyonun yarattigi akciger hasarim azaltmaya yonelik calismalar, ARDS

mortalitesinde azalmaya yol agmustir.

ARDS nin akcigerleilgili (pulmoner) ve akciger dis1 (ekstrapulmoner) bir ¢ok farkli nedenle
ortaya ¢ikmasi, tek basina bir hastalik olmayip, bir sendrom olmasi, tam kriterlerinin etyolojiyi
tammlayamamast ve basladiktan sonra yaygin inflamatuvar yantla seyretmesi tedaviyi

zorlastirmaktadr.

ARDS tedavisinde en 6nemli nokta, ARDS tamsi alan hastaya bir taraftan yogun bakim
destek tedavisi baslanirken, ayni anda etyolojide rol oynayan faktorlerin tespit edilmesi ve varsa
gpesifik tedavilerinin yapilmasidir

ARDS de ana mekanizma inflamasyon olduguna gore, antiinflamatuvar ajanlar spesifik
tedavide esas roli oynayacaktir. Bunlarin basinda da kortikosteroidler  gelmektedir.
Kortikosteroidler disinda, aktive protein C, antitrombin [11, pentoksifilin, anti-endotoksin
immunoterapi, siklo-oksijenaz inhibitorleri, antiproteazlar, antioksidanlar, inhalasyon
yoluyla verilen vazodilatorler (nitrik oksit-NO, Prostaglandinler-PGE1 ve PGE2), anti-adezyon
molekulleri, gen tedavisi denenmektedir (23,24).

ARDS nin destek tedavisi olarak, arastirilan bircok farmakolojik ajan bulunmaktadir. Ancak
bunlarin klinikte yer aimalarim saglayacak sinirli kanitlar mevcuttur (24) (Tablo 3).



Tablo 3. Akut solunum sikintisi sendromu icin olasi tedaviler

(1) ARDS deki fizyolojik anormallikler igin kullamlabilecek terapotik ajanlar
Nitrik oksit
Prostaglandinler ve diger vazodilatorler
Diuretikler ( pulmoner 6dem igin)
Alveolar surfaktan
(2) ARDS deki akut inflamatuvar yanit igin kullamlabilecek terapotik ajanlar
Nitrik oksit
Prostaglandin E1
I buprofen
Glukokortikoidler
Ketokanazol
Pentoksifilin/ lisofilin
N-asetil-sistein
SOD ve katalaz mimetikleri
Anti-endotoksin
Anti-sitokinler
Afelimomab
TNFR flzyon protein
Interlokin-10
Interlokin-1 reseptor antagonisti
Kemokin (CCRI) antagonisti
Anti-trombin
Anti-C5a
Notrofil elastaz inhibitor
Keratinosit blytme faktori
Gen terapisi
(3) ARDS in fibroproliferatif doneminde kullanilabilecek terapotik ajanlar
Glukokortikoidler
Gen terapisi




2.7. Sepsis Tedavisinde K ullamlan Vazoaktif flaglar

Sepsis sagaltiminda ilk basamak sivi reslsitasyonu ile yeterli kan basinci ve organ
perfizyonunu saglamaktir. Sivi  reslisitasyonuna ragmen hipotansiyon dizeltilemiyorsa,
vazopressor tedavisine baslanmalidir

2.7.1. Dopamin

Septik sokta segilecek ilk vazopresor olarak Onerilmektedir. 5Sug/kg/dk’ min  altindaki
dozlarda dopaminerjik reseptorler (DA1,DA2) aracilig1 ile renal, mezenterik ve koroner damarlarda
vazodilatasyona neden olur ( 22 ). 5 -10 pg/kg/dk’ lik dozlarda 1 adrenerjik etkisi 6n plana gikarak
kardiyak kontraktilite ve kalp hizinda artisa neden olur. 10 ug/kg/dk’ nin Uzerindeki dozlarda ol

adrenerjik etki ile arteriyel vazokonstriksiiyona ve kan basincinda artisa neden olur ( 25,26).

Dopamin, sepsiste yeterli sivi tedavisine ragmen hipotansif hastalarda, ortalama arteriyel
kan basincint % 24 artirmaktadir (27). Diger vazopresor ilaglara gore tasikardi ve aritmiler
istenmeyen etkileridir. Pulmoner santta artma, prolaktin  salgilanmasinda azalma ve
immunosupresyon gibi yan etkileri de bulunmaktadr.

2.7.2. Norepinefrin

Norepinefrin hem o hem de B adrenerjik etkiye sahiptir. DUsik dozlarda beta adrenerjik etki
ile kan basinci ve atim hacmini artirir. Daha yUksek dozlarda primer olarak alfa adrenerjik etki ile
sistemik vaskiler direnci artirarak kan basincim artirir. Norepinefrin kalp debisinde %10-20 ve atim
hacminde %10-15 artis saglar (28). Norepinefrin pulmoner arter tikanma basincini cok az artirir (1—
3 mm Hg) veya hi¢ degisiklik yapmaz.

Norepinefrin septik soka bagli hipotansiyonun tedavisinde dopaminden daha etkilidir. Bazi
calismalarda sivi tedavisi ve dopamin inflizyonu sonrasi hipotansiyonu devam eden hastalarda
norepinefrinin ortalama arteriyel basinci artirdign gosterilmistir (29). Inflizyon dozlari 0.05
ug/kg/dk’ dan baslar ve 3,3 png/kg/dk’ ya kadar cikilabilir.

Norepinefrin, efferent renal arterde afferente gére daha fazla vazokonstriksiyon yaparak
filtrasyon fraksiyonunda artisa neden olur. Septik soktaki hastalarda norepinefrinin tek basina veya
dobutamine ek olarak verildiginde kreatinin klirensini ve idrar ¢ikigim artirir.

2.7.3. Dobutamin
Dobutamin, B 1 ve B 2 adrenerjik etkilere sahip sentetik bir katekolamindir. Dopamine gore
daha az yan etkileri vardir. 5-15 ug/kg/dk dozunda inflizyon ile verilebilir. Etkisi 1-2 dakika icinde

baglar ve en yuksek etkiye 10 dk sonra ulasilir. Bununla birlikte, dobutamin, uzun siireli infiizyon
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icin miyokardiyal norepinefrin depolarin: tiiketen dopaminden daha iyi bir segenektir. Kalp debisini
artirmasi nedeniyle, dobutamin uygulamasi ile idrar ¢ikisinda artis saglanabilir (30).

Dobutaminin septik sok tedavisinde vazopressorler ile koadjuvan rolti vardir ve bu tedavi ile
miks vendz oksijen saturasyonu ve kardiyak indekste iyilesme saglanabilir. Dobutamin sepsiste
pulmoner vaskiler rezistans: azaltir ve kardiyak indekste iyilesme saglar. Bu etkiler sonucu sag kalp
kontraktilitesini ve splanknik kan akimint artirir (30, 31).

2.7.4. Epinefrin
Epinefrin, sivi tedavisine ve diger vazopressirlerin inflizyonuna yanmt vermeyen hastalarda
ortalama arteriyel kan basincim artirir. Oksijen alimint artirirken, tuketimini de yukseltir (32).

Splanknik kan akiminindaki olumsuz etkileri nedeniyle sepsiste cok tercih edilmez (33).

2.7.5. Vazopressin

Vazopressin, komplike kardiyovaskiler etkileri olan ve V1 reseptérlerini etkileyen kuvvetli
vazokonstriktor bir hormon olup, invitro belirgin vazopressor etki gosterir. invivo etkisi
dolasimdaki endojen vazopressinin barorefleksleri potansiyasyonu ve sempatik efferentlerin
inhibisyonuyla ortaya ¢ikar (34).

Normalde endojen vazopressin dizeyleri ¢ok disik olup vazokonstriktor etkisi yoktur.
Septik sokun baslangicinda vazopressin dizeyleri artar. Uzamis septik sokta goreceli vazopressin
eksikligi gelisir (35). Ekzojen vazopressin verilmesi dramatik olarak hemodinamik tabloyu
degistirerek kan basincint hizla yukseltir.

Vazopressin, diger vazoaktif gjanlarin etkilerini potansiyalize eder. Septik sokta yiksek doz
vazoaktif aan kullanilldigi halde yamt alinamayan hastalarda vazopressin uygulamasi
Onerilmektedir. Fizyolojik dozu (0.01-0.04 U/dk) olup; yiksek dozlari ciddi ve zararh
vazokonstriksiyona neden olur ( 34).

2.7.6. Levosmendan

Levosimendan, piridazinon-dinitril derivesi, miyokardin kalsiyum duyarliligint artiran ve
vazodilator etkiye sahip yeni bir inotropik ajandir. (15) (Sekil 4) Sirekli sabit dozda inflizyon
yapildiginda kararli duruma 4. saatte ulasir; ancak, daha hizli etki istendiginde yikleme dozu
inflzyonu ile plazma doruk konsantrasyonuna 12 dakikada ulasilir. %95-98 oraninda plazma
proteinlerine baglanir.
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Sekil 4. Levosimendanin kimyasal yapist

Konjugasyon, ekskresyon yoluyla karaciger ve bobreklerde elimine edilir. Yar1 émra bir
saattir. Levosimendan'in yaklasik %5'i once aktif bir metabolit olan OR-1855'e, daha sonra da
daha aktif olan OR-1896' ya asetile edilir. OR-1896’ nin olusumu yavastir ve doruk konsantrasyona
inflizyonun kesilmesinden 1-2 giin sonra ulasilir; % 40’1 plazma proteinlerine baglanir ve yarilanma
Omri yaklasik 80 saattir. Y ani sira farmakolojik etkileri ilacin kesilmesinden sonra bir haftaya kadar
sirer (16). Levosimendan’in ventrikdl dolusu yada cikis yolunu etkileyen belirgin mekanik
obstriksiyon, ciddi bdbrek yetersizligi (kreatinin klirensi < 30 ml/dk), ileri derecede karaciger
yetersizligi, ciddi hipotansiyon (sistolik kan basinci < 85 mm Hg) ve tasikardi (kalp hizi> 120/dk) ve “
torsade de pointes* oykusl bulunan hastalarda kullamimamas: gerektigi bildirilmistir (17). En sik
gordlen yan etkileri bas agrisi, hipotansiyon, bulanti, sersemlik, tasikardi, miyokard iskemisi, atriyal
fibrilasyon, ekstrasistol ve ventrikil tasikardisidir (36-38).

Levosimendan, htcre igi kalsiyum ve siklik adenozin monofosfat (CAMP) duzeylerini
artirmaksizin, troponin C'ye baglanarak kontraktil proteinlerin kalsiyuma duyarliligim yukselterek
kardiyak performanst iyilestirir. Bu nedenle, cAMP bagimli ganlarin olumsuz etkilerini
tasimadiklart ileri sirtlmektedir. Levosimendan ayrica fosfodiesterazi (PDE) selektif olarak inhibe
eder. Diger kalsiyum duyarlilastiricilarin PDE inhibisyonu terapdtik dozlarda izlenirken,
levosimendanin bu etkisi yalmzca terapétik dizeyin Uzerindeki dozlarda gozlenmektedir. Pozitif
inotropik etkisi kalsiyum konsantrasyonuna bagimlidir. Sistolde troponin C'nin N-terminal ucuna
baglanip, kalsiyum-troponin C baglantisini stabilize eder. Buna karsin, kalsiyum konsantrasyonu ve
sensitizasyonu diyastolde azaldig: icin diyastolik relaksasyonun etkilenmedigi yada iyilestigi ileri
strdlmistdr (15-17) (Sekil 5).
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Sonucta levosimendan proaritmojenik etki gostermeden ve enerji tiketimini artirmadan
kontraktiliteyi artirmaktadir. Levosimendan, miyozit ve damar duvarlarindaki ATP bagimli
potasyum kanallarint agarak, sistemik vaskuler yatakta vazodilatasyona, miyokardiyal onyik ve
ardylkte azalmaya neden olmaktadir. Koroner arterlerde de vazodilatasyon yaparak miyokard kan
akimini artirdigi, buna karsin miyokardin oksijen tuketimini artirmadig: bildirilmistir (39).
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Sekil 5. Levosimendanin etki mekanizmasi

Septik sokta levosimendanin olumlu etkilerinin olabilecegi ilk olarak Oldner ve ark. (40)
tarafindan ileri sirdlmastir. Arastirmacilar calismalarinda, levosimendanin, sistemik ve intestinal
oksijen sunumunda iyilesme, kardiyak indeksde ve atim hacminde artis sagladigini, ayrica ortalama
arteriyel basing (OAB), sistemik vaskiler direncte azalma, portal kan akiminda ise artisa neden

oldugunu gostermislerdir.

Levosimendanin septik sokta klinik kullanimi ilk kez Matgjovic ve ark. ( 41) tarafindan
2005 yilinda yayinlanan olgu sunumunda bildirilmistir. Daha sonra ¢ok az olgu sunumu ve kiguk

vaka serilerinde, septik soktaki hastalarda oksijen transportunda ve hemodinamik parametrelerde
iyilesme sagladig rapor edilmistir (42).
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Bircok calismada, vazoaktif ajanlarin ¢oklu organ yetersizligi ve ARDS tedavisinde
hemodinamik destek olarak kullamilmalarimin yaninda, sitokin salimimi ve inflamatuvar yanit

Uzerine direkt etkilerinin oldugu gosterilmistir (43).

Levosimendanin da inotropik ve vazodilatator etkilerinin yam sira anti-inflamatuvar ve anti-
apoptotik etkilerinin oldugu ve bu etkilerini de dolasimda bulunan proinflamatuvar sitokinler (TNF-
a, IL-6) ve apoptoz mediatorlerinin (Fas-fas ligand) serbestlesmesini azaltarak gerceklestirdigi
gosterilmistir ( 44-46)
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3.GEREC VE YONTEM

Calisma, DEUTF Deney Hayvanlari Arastrmalart Etik Kurulu onayr alindiktan sonra
Multidisipliner Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’ mn olanaklari kullanlarak yapildh.

3.1.Denekler

Calismada agirliklart 250-300 g arasinda degisen 21 adet Wistar Albino tipi eriskin erkek rat
kullamldi. DEUTF Deney Hayvanlar: Laboratuvary’ ndan saglanan denekler standart rat yemi ve su
ile beslendiler. Oda isisinda 12 saat aydinlik/karanlik siklusunda tel kafeslerde yasatildilar.
Cerrahiden 12 saat 0nce sadece su i¢gmelerine izin verildi. Deney slresince hayvanlarin vicut
sicaklig1 sabit tutuldu.

3.2.Anestezi Uygulamas
Deneklere 50 mg/kg ketamin (Ketalar ®, Pfizer Pharma GMBH, Almanya) ve 10 mg/kg
xylazine hidrochloride ( Alfazyne®, %2, Alfasan International, 3440 AB, Woerden, Hollanda)

intraperitoneal olarak uygulanarak anestezi saglandi.

3.3.Cekum Ligasyon Perforasyon Cerrahisi (CLP) Ile Deneysel Sepsis Modédlinin

Olusturulmas

Sepsis olusturmak icin Wichterman ve ark.( 47) tarafindan tammlanan ¢ekal ligasyon ve
perforasyon (CLP) yontemi uygulandi. Anestezi altinda 2 cm lik bir orta hat insizyonunun
ardindan, cekuma ulasildi. Cikan kolonun manipilasyonla fecesle dolmasi saglanarak c¢ekum,
antimezenterik ytzden, iliyogekal valvin hemen distalinden, intestinal obstrilksiyondan kaginilarak
2-0 ipek ile baglandiktan sonra 18 Gauge vendz kanille (Bigakcilar, Istanbul, Turkiye) 2 kez
perfore edildi. Islem sonrasi gekum abdominal kaviteye yerlestirilerek ve batin 3/0 ipekle devaml
suturle kapatildh. Islem sonunda 3mL/kg SF iv uygulandh.

Tum ratlar operasyondan 12 saat sonra sakrifiye edildi.

3.4. Monitorizasyon

Anestezi altinda sag inguinal bolgeye femur basina paralel olacak sekilde 2 cm genisliginde
insizyon uygulanarak femoral arter disseke edildi ve heparinize serum fizyolojik (100 U/mL) sivi
ile yikanmis 26 gauge kaniil (Bigakcilar, Istanbul, Tirkiye) yerlestirildi. Kantliin proksimal ucu
basing transdiiserine (ML T844 Physiological Pressure Transducer,Interlab LTD, Istanbul, Turkiye)
baglanarak ortalama arter basinglar: kaydedildi. 1.V. damar yolu olarak tim ratlarin kuyruk veni
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kullanildi. Siv1 ve ilag uygulamalar: icin 24 gauge kaniil (Bigakcilar, Istanbul, Turkiye) ratlarin
kuyruk venine yerlestirildi.

3.5.Deney Gruplari
Ratlar rastgele olarak ti¢ gruba ayrildr:

Sham grubu (n=7); sadece laparatomi yapildi. 2cm’lik orta hat insizyonu ile batin agildiktan sonra
cekum eksplore edildi ve islem yapilmadan batin 3/0 ipekle kapatild

Sepsis grubu (n=7); laparotomi sonrasi CLP uygulands, intravendz SF inflize edildi.
SepsistLevosimendan grubu (n=7); laparotomi sonrast CLP uygulandi, intraventz levosimendan
(S1mdax konsantre inflizyon ®, Abbott, 2,5 mg/5 ml, flakon , ABD) inflize edildi.

Resim 1. Arter kantlasyonu ve sivi inflizyonu uygulanmasi
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3.6.Deney Protokol

Batin kapatildiktan sonra 30 dk stabilizasyon i¢in beklendi. SepsistLevosimendan grubuna 10 dk

12 pg/kg yukleme sonrast 110 dk boyunca 0.3 pg/kg/dk levosimendan inflizyonu (48), diger gruplara

ayni hacimde SF inflizyonu baglandi. Gruplara uygulanan sivi miktar1 20 mL /kg/saat . Toplam calisma

siiresi tim gruplarda ayni tutuldu.

Bazal (stabilizasyonun 30.dk si), 10., 20., 30., 60. 90 ve 120.dk ortalama arteryel basinclar
kaydedildi. Calisma boyunca sicanlarin normotermik (37°C) olmasi igin, calisma ortaminin

sicakligi 1sitici bir lamba ile korundu.

CGalisma gruplarimin sematik goruntimii

SHAM

| 10dk 20dk 30dk 60dk 90dk 120dk
A----- 30dk--- bazal -----------s=soemmmeee oo eees Ao
L aparotomi 0.saat 2.saat
Histopatolgji Swvi inflzyonu

ve Biyokimya

SEPSIS GRUBU

| 10dk 20dk 30dk 60dk 90dk 120dk |

A-----30dK ----- bazal ----------------- - - Ao
CLP 0.saat 2.saat
Histopatoloji Sivi inflizyonu

ve Biyokimya

SEPSIS+LEVOSIMENDAN GRUBU

| 10dk 20dk 30dk 60dk 90dk 120dk |

A-----30 dk----- bazal ------------------m-mmm oo A
CLP 0).saat 2.saat
bolus
Histopatoloji Levosimendan inflizyonu
ve Biyokimya

12.saat
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3.7. Kan ve Doku Orneklerinin Alinmasi

Calismanin 12. saatinde tim denekler ketamint+xylazine anestezisini takiben intrakardiyak
kan alinarak sakrifikasyon islemi gerceklestirildikten sonra, akcigerden doku ornekleri alindi. Sag
akciger histopatolojik incelemeler icin %10 tamponlanmis formol ¢ozeltisi icerisinde saklandi. Sol
akcigerden ise biyokimyasal islemler (doku MPO-MDA o6lcumleri) icin %0.9'luk NaCL ile
yuzeyel yikama ve kurutma islemlerinin  ardindan mikrosantriftj (eppendorf) tuplerine
yerlestirilerek, 6lciim yapilacag: giine kadar -80°C’ de derin dondurucu icinde korundu.

3.8. Akciger Dokusunda M PO ve MDA Olglimii

Doku Miyeloperoksidaz (MPO) duzeyleri Krawisz ve ak.in (49)  yontemiyle
gerceklestirildi. MPO sonuglar tinite/gram yas doku olarak degerlendirildi. (U/g doku).

Doku Malendialdehit (MDA) dizeyleri Ohkawa ve ark. (50) belirttigi yontem
(tiyobarbiturrik asit tlrevleri; tissue thiobarbitutiruc acid reactive substance /TBARS) ile nmol/g

yas doku olarak olculdi

3.9. Histopatolojik inceleme

Histopatolojik inceleme gruplardan habersiz bir histolog tarafindan yapildi. %10’ luk formol
icinde tespit edilen sag akciger 2 gin bekletildikten sonra parafine gomuldi. Parafin bloklardan
akcigerin orta zonuna uyacak sekilde kesitler alindi. Hemotoksilen-Eozin ile boyamp x10'luk
objektif kullamlarak mikroskop atindaincelendi.

Akciger dokusundan elde edilen kesitler alveol yapisi, alveol duvar kalinliklari, Gdem,
alveoler makrofajlarin miktari, mononukleer hicre infiltrasyonu, hemoraji, enflamasyon, kapiller
konjesyon ve kapiller permeabilitede artis, parankimde hemoraji, 6dem ve konjesyon yoninden
degerlendirildi. Ayrica alveol limenindeki alveoler makrofajlarin miktarr dijital olarak
goruntulenerek morfometrik yontemlerle birim alandaki miktarlar: belirlendi (makrofaj say1s1/0,016

mm?).

3.10.istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme icin Satistical Package of Social Sciences 15 ( SPSS 15,0,
Chicago, IL, USA ) programi kullamildi. Verilerin istatiksel analizinde Kruskal-Wallis varyans
analizi uygulandi. Gruplarin ikili karsilastirmalar icin Mann-Witney U testi ile kullanildi ve p <
0,05 degeri igtatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4BULGULAR

4.1.0rtalama Arter Basinglar: (OAB)

Gruplarin bazal OAB degerleri arasinda fark bulunmadi. Sepsis grubunda sham e oranla
OAB’de 30.,60., 120. dk anlaml1 distis (p:0.001, p:0.001, p:0.001), sepsist+levosimendan grubuna
oranlaise bazal ve 10.dk degerleri digindaki tim 6l¢iim zamanlarinda belirgin azalmaizlendi (20.dk
p:0.001, 30.dk p: 0.001, 60.dk p: 0.002, 90.dk p: 0.001, 120.dk p: 0.001). Sepsistlevosimendan
grubunun OAB sinin sham e gore 10., 20. ve 60. dk da daha disuk oldugu gbzlendi (sirasiyla p:
0.002, p: 0.001, p: 0.007) (Tablo-4).

Tablo-4: Gruplarin ortalama arter basinglarindaki degisiklikler

Gruplar Bazal 10.dk 20.dk 30.dk 60.dk 90.dk 120.dk
SHAM 97,28+5,08 | 98,00+£5,59 | 89,57+2,22 | 87,54+3,30" | 90,42+2,50" | 87,14+1,95 | 86,14+1,95
SEPSIS 93,14+4,25 | 93,14+4,01 | 93,00+4,76% | 77,28+3,40% | 75,42+4,99* | 65,57+6,47% | 58,00+5,32%
SEPSIS+ 94,57+2,93 | 89,28+2,28* | 81,42+3,25* | 86,57+1,71 | 84,71+3,81* | 86,42+2,22 | 86,14+3,00
LEVOSIMENDAN

Degerler ortalamatstandart sapma olarak verilmistir.

+ Sham ile sepsis grubu karsilastirildiginda (p:0,001, p:0,001, p:0,001)

* Sham ile sepsistlevosimendan grubu karsilastirildiginda (p:0,002, p:0,001, p:0,007)

& Sepsis grubu ile sepsistlevosimendan grubu Kkarsilastirildiginda (p:0,001, p: 0.001, p: 0.002, p: 0.001,

p:0.001)
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4.2. Biyokimyasal Deger ler

Miyeloperoksidaz (M PO)(U/g doku)

Sham (5,79£2,22), sepsis (20,91+3,74) ve sepsistlevosimendan (9,96+1,15) gruplar
karsilastirildiginda, sepsis grubu MPO dizeylerinin sham ve sepsist+levosimendan grubuna oranla
belirgin yiksek oldugu (sirastyla p: 0,002 ve p:0,003), buna karsin sham ve sepsis+levosimendan
gruplari arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark olmadig: saptanmustir (p:0,56 ).

B Sham

W Seosis

%]
[#]]

W Seosis+levosimencan

20

=
[#]]

10

Myeloperosidaz dizeyi U/g

Sruplar

Grafik 1: Gruplara gore M PO dizeyi

+ Sham ile sepsis grubu karsilastirildiginda (p:0,002)
& Sepsis grubu ile sepsistlevosimendan grubu karsilastirildiginda (p:0,003)
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Tiyobarbittrik asit tdrevleri (Tissue Thiobarbitutiruc Acid Reactive Substance /TBARS)
(nmol/g yas doku)

Sham (36,25+5,22), sepsis (50,44+7,11) ve sepsistlevosimendan (35,40+9,89) gruplar:
karsilastirildiginda, sepsis grubunun TBARS diizeylerinde sham ve sepsist+levosimendan grubuna
gore anlaml1 artis goralirken, (sirastyla p:0,004 ve p:0,009), sham ve sepsistlevosimendan gruplar:

arasinda fark saptanmamustir (p:0,25).

50 mSham

‘5 W Seosis

10 W Seosis+Levosimendcan
35
30
25

20

TEARS dizeyinmal/g

15
10

Gruplar

Grafik 2: Gruplara gére TBARS diizeyi

+ Sham ile sepsis grubu karsilastirildiginda (p:0,004)
& Sepsis grubu ile sepsistlevosimendan grubu karsilastirildiginda (p:0,009)
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4.3. Alveoler Makrofaj Sayis (makrofaj sayis/0,016 mm?)

Sham (4,2+0,34), sepsis (15,31+0,71) ve sepsistlevosimendan grubunun (10,94+0,81)
alveoler makrofg) sayilari karsilastirildiginda, sepsis grubunda sham grubuna gére anlamli1 derecede
artis saptandi (p:0,002). Sepsistlevosimendan grubu alveoler makrofg) sayilarinin Sepsis grubuna
gore anlaml1 derecede dusik (p:0,002), Sepsistlevosimendan grubu alveoler makrofa) sayilarinin

ise sham grubuna oranla yiiksek oldugu saptandi (p:0,009)

& | Sham
16 W Sepsis
— 14 o Sepsistlevosimendan
o
w E
E Elz
T 2
Eo
E Qlﬂ'
30
> >8
=
G
4
2 /” ~
rd //
0 “ 4

Gruplar

Grafik 3: Gruplara gore alveoler makrofaj sayis
+ Sham ile sepsis grubu karsilastirildiginda (p:0,002)

& Sepsis grubu ile sepsistlevosimendan grubu karsilastirildiginda (p:0,002)
* Shamile sepsistlevosimendan grubu karsilastirildiginda (p: 0,009)
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4.4. Akciger Histopatolojis

Hematoksilen & Eosin boyal:1 preperatlarda sham grubunda akcigerlerin yapist normal olarak
gozlendi. Inflamasyon ve kapiller permeabilitede artma olmachgi, alveol yapilarinin normal oldugu,
alveolar septumlarda kalinlasma, alveol [timeninde alveoler makrofaj, tip 11 pndmosit ve nétrofiller
gobzlenmedi. Parankimde hemoraji, 6dem ve konjesyon yontinden patolojik bulgu saptanmadi
(Resim 2).

Sepsis grubu sham grubu ile karsilastirildiginda yaygin akut akciger hasar1 gozlendi. Bu
grupta yaygin monontkleer hiicre infiltrasyonu, kapiller permeabilitede artis izlendi. Alveollerin
histopatolojik olarak degerlendiriimesinde diffuz alveoler hasar, alveoler Odem, alveoler
septumlarda kalinlasma, alveol limeninde yogun alveoler makrofaj daha az miktarda nétrofil ve tip
Il pndmositler gdzlendi. Parankimde yaygin hemoraji, mononukleer hicre infiltrasyonu, 6dem ve

vaskiler konjesyon saptandi.

Sepsistlevosimendan grubu, sepsis grubu ile karsilastirildiginda daha az oranda akut
akciger hasar1 gbzlendi. Bu grupta monontkleer hiicre infiltrasyonu ve kapiller permeabilitede bazi
alanlarda artis bulundu. Alveollerin histopatolojik olarak degerlendirilmesinde alveoler hasar,
alveoler 6dem, ve alveoler septumlarda kalinlasmaya daha az rastlandi. Alveol Iimeninde sepsis
grubunda yogun olarak gorilen alveoler makrofaj, nétrofil ve tip II pndmositler daha az miktarda
idi. Parankimde sepsis grubuna oranla daha az yaygin hemoraji, monontkleer hiicre infiltrasyonu,

O0dem ve vaskiller konjesyon saptandh.
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Resim 2: Sham, Sepsis, SepsistLevosimendan gruplarina ait akciger dokusu goruntleri.
Inflamasyon, kapiller permeabilite, alveol yapilari, alveoler septumlar, alveol limeninde alveoler

makrofajlarin gruplar arasi farkliliklar

(H&E) x4, x20 , x40
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5. TARTISMA

Sepsis her gegen guin patogenezi, fizyopatolojisi, tam ve sagiltim yontemlerindeki buluslara
karsin bugin hala 6nemini koruyan infeksiyona bagli 6limcul bir hastaliktir (51). Deneysel ve
klinik olarak sepsisin yol actigi uzak organ hasarlarini azaltmaya yonelik arastirmalar stirmektedir.

Bu calismada sepsis indiksiyonu asamasinda tedavi olarak verilen levosimendanin sepsise bagli
akciger hasarini, degerlendirdigimiz biyokimyasal ve histopatolojik parametrelerle, azalttig:
gosterilmistir.

Laboratuvar hayvanlarinda sepsis olusturmak amaciyla kullanilabilecek modelleri ilk defa
Wichterman ve ark. simiflandirmislardir (47). Bunlar: 1) Canli E. Coli intraventz inflzyonu, 2)
Peritoneal kaviteye fekal materyal veya canli mikroorganizmamn uygulanmasi, 3)ekstremitelere,
yumusak dokulara enfekte materyal implantasyonu ile abse olusturulmasi, 4) Cerrahi girisim ile
gastrointestinal traktustaki normal bariyerlerin hasarlanmas: seklindedir. Son yontemin yaygin kullanimi
cekal ligasyon perforasyon olarak bilinmektedir.

Arastirmamizda, ucuz, dayanikli olmalari, kolay saglanabilmeleri ve spesifik bir patojen
icermemeleri nedeniyle ratlar tercih edilmis, sepsis olusturmak icin CLP yontemi kullaniimistir. Bu
yontemde perforasyonu gerceklestiren materyalin ve perforasyon biydklGginin sepsis olusumuna
etkilerinin farkli oldugu bildirilmis ve 18 G ventz kateter ile gerceklestirilen ponksiyonla 5 saat
sonunda 80 mg/kg intraperitoneal endotoksin verilmesine es deger TNF-o dizeyleri elde edildigi
gogerilmistir (52). Bu nedenle arastirmada CLP igin etkinligi kamtlanmig 18 G vendz kateter
kullanim yeglenmistir.

Sepsis tedavisinde ana hedef kan volumintn dizeltilmesi, yeterli doku perflizyonunun ve
dokularin oksijen ihtiyacinin saglanmasidir (53). Sivi reslisitasyonuna ragmen kan basincinin
yukseltilemedigi, organ perfizyonun saglanamadigi durumlarda vazopressor ganlarin tedaviye
eklenmesi, agir hipotansiyon varhiginda ise direkt vazopressor ile tedaviye baslanabilecegi
Onerilmektedir (54 ).

Sepsisli hastalarin %10-15'ine yastan bagimsiz olarak miyokardiyal depresyon eslik eder. Bu
durum, her iki ventrikilde sistolik ve diyastolik disfonksiyon ile sonuglanan karmasik olaylarin
sonucudur. Bu olaylar, g adrenerjik sitimilasyonda azalma, intrasellller kalsiyum trafiginde degisiklik ve
myofibriller seviyesinde elektromekanik baglanmada bozulmadir. Bunlar iginde intraselliler kalsiyum
trafigindeki degisiklik onemli bir yer tutmaktadir. Septik sican izole kalp kasi hiuicresinde, endotoksin ve
sitokinlerin L tipi voltaja duyarli kalsiyum kanallarinda, kalsiyum akimimi baskilayarak intraselltler
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kalsiyum konsantrasyonunu azalttigi gosterilmistir (55, 56, 57). Ayrica sepsiste Ryanodin reseptor
dansitesinin azalmasi ile sistol sirasinda sarkoplazmik retikulumdan kalsiyuma bagli kalsiyum saliniminin
bozuldugu gosterilmistir (58,59). Sonug olarak, sistol sirasinda intraselltler kalsiyum konsantrasyonunun
azalmast miyokardiyal kontraksiyonun azalmasina neden olur.

Miyokardin kalsiyum duyarliligim artiran ve vazodilator etkiye sahip yeni bir inodilator olan
levosimendan, inotropik etkisini diger pozitif inotropik ajanlardan farkl: olarak hticre igi kalsiyum
miktarim artirmadan gergeklestirir. Miyokardin oksijen tiketimini artirmadan kontraktilitesini
artirr ve hticre i¢i kalsiyum artisina bagli olarak gelisen aritmi, iskemi ve miyozit disfonksiyonu
gibi yan etkiler onlenmis olur (15-17). Levosimendanin bu 0zelligi bize sepsisde miyokard
disfonksiyonuna sekonder olarak agirlasan organ yetersizligine olumlu etkisi olabilecegini
disundirmis ve bu calismada sepsisin erken doneminde baslatilan levosimendanin akciger hasarina

etkisi aragtirilmstir.

Levosimendanin pozitif inotropik etkilerine ek olarak miyozit ve vaskiler diz kas
hicrelerinde ATP bagimli potasyum kanallarini agarak sistemik vaskiler yatakta vazodilatasyona yol
actig1 daha once gosterilmistir (39). Oldner ve ark. endotoksinden ¢énce baslanan levosimendan
inflzyonunun sistemik vaskiler direng indeksinde % 37, ortalama arteriyel basingta yaklasik % 22’ lik
azalmaya neden oldugunu bildirmiglerdir (40). Calismamizda sepsist levosimendan grubunda bolus
sonrast 10.dk baslayan ve 20. dk ya devam eden OAB de azalma literatir bulgulariyla uyumlu ve
beklenen bir sonuctur.  Otuzuncu dk itibariyla sham ve sepsistlevosimendan gruplart OAB leri
arasinda fark kalmamus, ancak sepsis grubunda 30.dk da baslayan kan basinci disisti sivi verilmesine
ragmen devam etmistir. Bu sonu¢ hem basarili bir sekilde sepsis olusturuldugunu, hem de sepsis
olusturulmus ratlarda bolus sonrasi 30. dk dan itibaren levosimendamn sham grubundan farksiz
hemodinami sagladigin gostermektedir. Sepsis grubundaki kan basinci dustkltGgiine ragmen denekler
calismay1 tamamlamis ve sakrifikasyon asamasina kadar ek sorun olusmamustir.

Klinik kullanimda levosimendanin kan basinci Uzerine olumsuz etkilerinin kisa siireli oldugu
ve Ozellikle katekolaminlere direngli septik sok olgularinda tercih edilmesi gerektigini bildiren olgu
sunumlart vardir (41,60). Barraud ve ark. (61) da levosimendanin sistolik ve diyastolik kardiyak
fonksiyonlart milrinon ve dobutamine oranla daha iyi idame ettirdiklerini ileri sirmistur. Yapilan
bagka bir deneysel calismada, normodinamik endotoksemide levosimendan inflzyonu sonrasi
sistemik hipotansiyon gelismekle birlikte sistemik ve intestinal oksijen sunumunun belirgin
yukseldigi, intramukozal asidoz gelisiminin onlendigi ve oksijen transportunun iyilestigini
bildirmiglerdir (62).
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Faivre ve ark. (63) levosimendan, vazopressin ve noradrenalinin LPS ile indiklenen deneysel
sepsis modelinde, kardiyak ve renal etkilerini arastirdiklar: ¢alismalarinda, vazopressinin renal kan
akimim azaltmasina ragmen noradrenalinin artirdigim ve levosimendan ile noradrenalinin sepsiste
daha yararli olabilecegini ileri sirmislerdir. Bu calisma farkli bir konuyu irdelemekle beraber,
arastrmamizda levosimendanin CLP ile indiklenen sepsiste sepsis grubuna gore OAB yi idame
ettirmede tek basina yeterli oldugu sonucuna varilmstir.

Levosimendanin Onerilen klinik dozu 6-24 pg/kg bolus sonrasi 24 saat 0.05-0,2 pg/kg/dk
inflzyon olarak bildirilmistir (64). Deneysel calismalarda ise ¢ok farkli dozlarla galigilmistir. Denek
olarak koyunlarin kullamldigi bir ¢calismada levosimendan 100 pg/kg/saat yikleme sonrasi aymi dozda
idame ettirilirmis (65), benzer sekilde levosimendanin sepsiste hemodinamik etkilerinin domuzlarda
arastirildigi calismada 200 pg/kg/saat secilmistir (40). Fries ve ark.(48) da levosimendan ile
norepinefrinin septik sokta mikrovaskiler oksijenasyona etkilerini karsilastirdiklar: arastirmalarinda
levosimendan: 10 dk. 12 pg/kg bolus sonras;, 110 dk. 0,3 pg/kg/dk dozunda kullanmislar ve olumlu
etkileri oldugunu bildirmislerdir. Ratlarda secilen tek doz olan bu arastirmaya ve klinik kullamma
uygunluk distintlerek calismamizda yukaridaki dozlar secilmistir.

Bakteriyel sepsis sirasinda olusan sistemik inflamatuvar yamt sendromuna yaygin olarak
akciger komplikasyonlar1 eslik eder. Sepsis hastalarinin %25-42'sinde akut akciger hasari
gorilmekte ve %50 ye varan mortalite ile sonuglanmaktadir (66). Sepsisteki akciger hasarin
Onlemeye veya tedavi etmeye yonelik bircok arastirma bulunmasina ragmen hentiz etkinligi kesin
kanitlanmis ve tedavi protokoliinde yer alan bir ilag uygulamasi yoktur.

Akciger hasar1 sirasinda sitokin tretimi ile makrofaj, lenfosit ve nétrofil aktivasyonu paralel
olarak gelisir. Sicanlarda LPS indiksiyonu ile olusturulmus sepsiste Anti -Makrofaj Migrasyon
Inhibitor Faktor Antibody’ nin (AMMIFA) akciger notrofil birikimine etkisi arastirilciginda; akciger
MPO aktivitesi, BAL sivisinda hiicre diferansiasyonu ve nétrofil oranlarimn AMMIFA ile tedavi
edilen grupta baskilandig1 gosterilmistir (67 ).

Hasar belirteclerinden MPO, notrofillerin akcigerdeki birikimini gosterir (49, 68, 69). N —
asetil sistein (70) ve metilen mavisi (71) gibi antioksidan Ozellikleri olan ilaglarin deneysel
kullanimininda, akciger dokusunda MPO dizeylerinde anlamli azalma sagladigi, sepsiste miktari
azalan faktorlerden biri olan Ghrelin hormonunun (72) NF-«xB inhibisyonu araciligiyla,
proinflamatuvar sitokinler ve akciger hasarinda azalma yoluyla sepsis sagkaliminda artisa neden
oldugu bildirilmistir.
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Calismamizda sepsis grubunda MPO diizeyinin sham ve sepsistlevosimendan grubundan
belirgin yuksek olmasi, sepsistlevosimendan grubunda MPO dizeyinin sham grubundan farkli
olmamasi, sepsis olusmasina ragmen levosimendanin akcigerlere nétrofil gocunl azalttigr seklinde
yorumlanmistir. Benzer sekilde Koca ve ark.(73) 0n tedavi olarak uygulanan antitrombin 111 {n
sepsise bagli gelisen akciger hasarini engelledigini gostermislerdir. Sitokin Uretiminin azaltilmasi
olarak da gorulebilecek bu sonug, bir alkoloid olan berberinin TNF-a Uretimi ve sitozolik fosfolipaz
A2 ekspresyonunu baskilayarak sekonder akut akciger hasarini iyilestirdigini bildiren Zhang ve
ark.(74) goruslyle orttismektedir.

ARDS|i olgularda renin anjiyotensin sistemininin inflamatuvar yanitin olusmast ve
patogenezinde yer aldiginin anlasiimasindan yola ¢ikilarak 2009 yilinda yayimlanan deneysel bir
arastirmada, sepsis modelinde 6n tedavi olarak kullamilan ACE inhibitori enalaprilin, akciger MPO
diizeylerini belirgin sekilde azalttigi bildirilmistir. Calismacilar akciger dokusunun histopatolojik
incelenmesinde interstisyel ©6dem ve inflamatuvar hicre infiltrasyonunun da azaldigim

gogtermislerdir (75).

Okside lipid ve proteinler hiicre membran hasarimin olusmasinda énemli rol oynar. Lipid
peroksidasyonu olarak adlandirilan bu olayin degerli bir gostergesi TBARS veya MDA dhir. Iskemik
onkosullamanin  (IOK) ATP duyarh K kanallarim agmasi ve vazodilatasyon yapmasi
levosimendanin etki mekanizmas: ile benzesmektedir. IOK nin iskemi reperfiizyon sonrasi olusan
lipid peroksidasyonun engelleyerek akciger hasarini azalttigi (76), N asetil sistein, metilen mavisi
gibi antioksidan ganlarin sepsiste akciger MDA dizeylerini disurdtgt bildirilmistir (70,71).
Arastirmamizda sepsistlevosimendan grubunda TBARS degerlerinin sham grubundan farksiz
ancak sepsis grubundan belirgin - distk bulunmasi, levosimendanin  akcigerlerde lipid

peroksidasyonunu engelledigini distindirmistor.

Levosimendan, distk dozlarda kalsiyum duyarliligim artiran bir ilag olarak etki gosterirken,
yiuksek dozlarda fosfodiesteraz 3 inhibisyonuna yol agmaktadir. Fosfodiesteraz enzim
inhibitorlerinin ~ etki  mekanizmasi, 0zellikle inflamatuvar sitokinlerin  baskilanmasi  ve
antiinflamatuvar sitokinlerin artmasi olarak aciklanmistir (77-79). Makrofajlarin fosfodiesteraz 3
diizeyleri, bircok hticreye gore ( lenfosit, monosit, endotel hiicreleri) daha yuksek oldugu icin
levosimendanin antiinflamatuvar etkinliginde rol oynayabilir. Olprinon, inotropik ve periferik
vazodilator etkilerin yanisira spesifik bir fosfodiesteraz 3 inhibitoridir. Olprinonun sepsiste akciger
hasarina etkisini arastiran Koike ve ark. (79) ratlara iv LPS vermeden 6nce uygulanan olprinonun,

TNF-a, IL-6 dizeylerinde azalma, antiinflamatuvar sitokin IL-10 dizeyinde ise artisa neden
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olugunu ve akciger dokusuna notrofil gegisini inhibe ettigini gostermislerdir. Calismamizda
levosimendan grubundaki alveoler makrofa sayist sepsis grubuna gore anlamli derecede disuk
bulunmustur. Bu sonug levosimendanin alveoler makrofa) aktivasyonunu azalttigini gostermektedir.
Aktive protein C nin sepsiste 6n tedavi olarak uygulandigi deneysel arastirmada da ilacin
levosimendana benzer sekilde alveoler makrofaj sayilarint azalttig: bildirilmistir (80 ).

Akcigerlere notrofil infiltrasyonunun gostergesi olarak kullamlan MPO nun yan sira
dokunun histopatolojik degerlendirmeleri, akciger hasarini belirlemede dnemlidir. Sepsisle iliskili
ARDS akcigerde akut ve diffiz polimorfontkleer hiicrelerin birikimi, endotel hasari, interstisyel ve
alveolar 6dem ile karakterize gorinim sergilemektedir (20). Calismamizda akcigerlerin
histopatolojik incelenmesinde sepsis grubunda izlenen agir interstisiyel 6dem, vaskiler konjesyon,
alveoler hemoraji ve alveolar septum kalinlasmasinin, levosimendan ile belirgin olarak azaltildig:
saptanmustir. Bu sonug levosimendanin vazodilatasyon ve pulmoner dolasim artirici etkisi yan sira
antiinflamatuvar etkinligi ile de gergeklesmis olabilir.

Sepsiste intrasellller adezyon molekillerinden ICAM 1, I6kositlerin endotelden gecisi ve
ekstravaskiller alana transmigrasyonunda onemli rol oynar. Bedirli ve ark.(81) septik ratlarda
mortaliteyi azalttigi kamtlanmis polisakkarid bir immunmodulatér olan p-glukamin CLP ile
indiklenmis sepsiste akciger dokusunda ICAM 1 ekspresyonunu azalttigim kanitlamislar ve bu
yolagin gerek doku MPO aktivitesinin disurilmesinde gerekse histolojik hasarin iyilestirilmesinde
etkili oldugunu ileri sirmislerdir. Benzer sekilde Oztirk ve ark.(82) leflunomidin akcigerde
histolojik hasar1 ve MPO dizeylerini azalttigim gostermislerdir. Ulasabildigimiz kadariyla
levosimendanin sekonder ARDS de adezyon molekdlleri Gzerine etkisini gosteren bir arastirmaya
rastlanmamistir.  Bununla birlikte, MPO ve histopatolojik degerlendirme sonuglarimiz
levosimendanin akciger hasarinin iyilestirilmesinde adezyon molekilleri Gzerinden de etkili
olabilecegini dusindurtmstdr.

Ulasabildigimiz kaynaklara gore levosimendamin deneysel sepsis modelinde akciger
hasarina lipid peroksidasyonu ve nétrofil aktivasyonuna etkisi ile birlikte inceleyen calismaya
rastlanmamustir.

Erblyin ve ark. (83) rat sepsis ve abdominal kompartman sendromu modelinde
levosimendanin akcigerlerde INOS ve TNF alfadiizeylerini azalttigim 6ne stirmislerdir.

Vazopressor  ganlarin hemodinamik  etkilerinin - yamm  sira  antiinflamatuvar,

imminomodulatdr ve antiapopitotik dzelliklerinin de oldugunu ileri siiren bircok klinik ve deneysel
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calisma bulunmaktadir. Boyd ve ark. (84) vazopressorlerin deneysel sepsis modelinde V2
vazopressin reseptorleri aracihigiyla akcigerlerde lokal antienflamatuvar etkisinin  oldugunu
gostermislerdir. Saglikli gonulltlerde yapilan baska bir ¢alismada, endotoksin inflizyonundan sonra
verilen epinefrinin TNF-o’ min salimmint baskiladigi, 1L-10 salimmini ise artirdigi gosterilmistir
(85).

Dekompanze kalp yetmezlikli olgularda levosimendan ve dobutaminin, inflamasyon ve
apoptozis Uzerine etkileri arastirilmis; levosimendanin tedaviden 48 saat sonra TNF-a ve apoptotik
mediyatorlerden sFas ve sFasL’nin plazma konsantrasyonlarinda belirgin azalmaya neden oldugu
gogterilmistir (44). Benzer sekilde oksidatif hasar (MDA) ve sitokin diizeylerinin de levosimendan
lehine belirgin azaldigim bildiren yayinlar bulunmaktadir (45, 46).

Levosimendanin sahip oldugu farkli etki mekanizmalarindan yola cikilarak, sepsise
sekonder akciger hasarindaki etkinliginin arastirildigi bu ¢alismada, 2 saat siren uygulama ile
akciger dokusunda alveoler makrofa) sayis,, MPO ve TBARS dizeylerinde belirgin azalma elde
edilmistir.

Sitokin duzeyleri ve apopitoz belirteclerinin calisilmamas: nedeniyle levosimendanin bu
yolaklar Uzerindeki etkisi direkt olarak belirlenememistir. Ancak benzer sekilde inflamatuvar
yanitin baskilanarak akcigerlere notrofil infiltrasyonunun azaltilmasina katki sagladigini distindik.

Bu calisma levosimendanin sepsise sekonder akciger hasarina etkisini sorgulamistir. Erken
dénemde levosimendan uygulamas: akcigerlerde I6kosit kiimtlasyonunu, lipid peroksidasyonunu
ve histolojik hasar1 azaltmistir. Arastirmamizin sonuclar: sepsisin erken doneminde levosimendan
uygulamasinin akciger etkilenmesini azaltabilecegini distndirtmekle birlikte bu konunun klinik

arastirmalarla desteklenmesi gerektigi kanaatine varilmstir.

6. SONUC VE ONERILER
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Bu deneysel calismada rat sepsis modelinde, tedavi olarak verilen levosimendanin sepsise
bagli akciger hasari Uzerine etkileri, doku MDA-MPO dizeyi, alveolar makrofa sayisi ve
histopatolojik olarak degerlendirilmistir.

Levosimendan, sepsiste ciddi hemodinamik etkilenmeye neden olmanmustir.

Levosimendan, sepsise bagli akciger hasarimi azaltmstur.

Bu arastirmada inflamatuvar sitokinler, adezyon molekilleri cgaligilamamus; akciger hasari lipid
peroksidasyon, nétrofil akiimilasyonu ve histopatolojik olarak degerlendirilmistir.

Sepsisin Klinik tedavisinde rutin olarak yer almayan levosimendanin erken dénem uygulamasi

akciger hasarini azaltabilir.

Bu sonucun klinik arastirmalar ile desteklenmesi uygun olacaktir.
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