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OZET

Amag: Cekal ligasyon ve perforasyon yéntemiyle olusturulan deneysel peritonit modelinde, timér neksozis faktér al-
fa (TNF-c) dilzeyi ve graniilosit koloni stimule edici faktér'tn (G-CSF) TNF-o. ve prognoz tizerine etkisini arastirmak.
Durum Degerlendirmesi: Karin ici enfeksiyonlar sonucunda olugan peritonit ve bunun sonucunda gelisen sepsis, gli-
niimiizde halen hasta 6limlerinin en nemli nedenlerinden biridir. G-CSF uygulamast ile septik sok belirtilerinin or-
taya ¢ikmasina neden olan olaylari baslatan sitokinlerin baginda gelen TNF-o. diizeyinin diistirtiimesi ve nétrofillerin -
indiiklenmesinin tedavi edici olabilecegi diisiintilmektedir.

Yontem: Calismada kullanilan agirliklari 250-300 gram arasinda degisen 25 adet eriskin erkek Wistar Albino rat l¢ gru-
ba ayrildilar. Birinci grupta gekal ligasyon perforasyon (CLP), ikinci grupta gekal ligasyon perforasyon ve grantilosit ko-
loni stimile edici faktor (CLP+G-CSF) ve ticiincii grupta sadece laparotomi uyguland. Ratlardan ameliyata baglamadan
“0. saat” ve postoperative “6.saat"te kan drnekleri alinarak TNF-o diizeyleri 6lgildi. Herbiri ayri ayn kafeslerde su ve
yem serbest olarak birakilan ratlar sagkalim analizi amaciyla 6 saate bir gozlendi. Oliim gozlenen ratlara yeniden lapa-
rotomi uygulanarak karaciger, dalak, bobrek, akciger ve cekum patolojik inceleme amaciyla alind.

Cikarimlar: CLP olusturulan ratlarda TNF-o diizeyleri anlaml; olarak yiikselirken, G-CSF uygulamasinin TNF-o, dii-
zeylerinde anlamlr diisiise yol actigi gézlendi. Buna parallel olarak sagkalimin da G-CSF uygulanan grupta anlamli
olarak daha iyi oldugu gozlendi.

Sonug: G-CSF'tin, TNF-o/'nin serum diizeylerini dsiirerek endotokseminin olumsuz etkilerinden koruyucu rol oyna-
digi ileri stiriilebilir,

Anahtar Kelimeler: Tiimér nekrozis faktor alfa (TNF-w), grantilosit koloni stimiile edici faktor (G-CSF), sepsis, peritonit.

SUMMARY

In this study, the effect of granulocyte colony stimulating factor (G-CSF) on tumor necrosis factor alpha (TNF-a) and
prognosis in an experimental model of peritonitis caused by cecal ligation and puncture were evaluated. The rats
were divided into three groups. Cecal ligation and puncture (CLP) was performed to the first group, CLP and granu-
locyte colony stimulating factor (G-CSF) to the second group, simple laparotomy to the third group. The pre- and
postoperative TNF-a. levels were obtained and rats were observed every six hours for survival analysis. The postope-
rative TNF-ct levels were found to be elevated in CLP group and administration of G-CSF reduced the elevated TNF-
« levels. The survival rates were significantly better in the CLP+G-CSF group. The study has shown that administra-
tion of G-CSF reduced the elevated TNF-ot levels due to peritonitis and prolonged survival.

Key words: Tumor necrosis factor alpha (TNF-0), granulocyte colony stimulating factor (G-CSF), sepsis, peritonitis.
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Karin ici enfeksiyonlar sonucunda olusan peri-
tonit ve bunun sonucunda gelisen sepsis, glnii-
miizde halen hasta 6limlerinin en pnemli neden-
lerinden biridir. Bu nedenle sepsis fizyopatolojisi-
nin ayrintili olarak anlagilabilmesi ve farkl terapo-
tik yaklagimlar gelistirmek amaciyla siirekli yeni
aragtirmalar yapiimaktadr. 1,231 Son yillarda sito-
kinlerin, konak yanitinda, sepsis ve multiorgan yet-
mezliginin fizyopatolojisinde snemli rol oynadigl
gosterilmistir. 13421 Tamor nekozis faktor alfa
(TNF-0) septik sok belirtilerinin ortaya gikmasina
neden olan olaylari baglatan sitokinlerin baginda
gelmektedir. Normalde immiin yanitta gerekli olan
bu sitokinler fazla miktarda salindiklarinda sepsis
ve multi organ yetmezligine neden olur-
1ar.16,7.89,10,11,12]

Enfeksiyon ile miicadelede konagin savunma
mekanizmalarinin uyariimasi snemlidir. Notrofil
viicudun en yaygmn fagositik hiicresi oldugundan
sayl veya fonksiyonlarindaki kayiplar enfeksiyon
riskini artirmaktadir. Bir hemopoetik biiytime fak-
t6rii olan grantilosit koloni stimule edici faktor (G-
CSF), natrofil sayisint arttirmast nedeniyle dzellik-
le notropenik hastalarda enfeksiyona direng sagla-
mak amaciyla kullanilmaktadir. Ayrica G-CSF'un
basta TNF-0. olmak tizere baz sitokinlerin dizey-
lerinde diigiige  neden oldugu bilinmekte-
dir.[1314,15,16,17]

Bu calismada gekal ligasyon ve perforasyon
yontemi ile sepsis olusturulan ratlarda plazma
TNF-o. diizeyleri, G-CSF’tin TNF-0. konsantrasyo-
nu ve sepsisteki fizyopatolojik degisikliklere etkisi
ve tedavideki yeri arastirildi.

GEREC VE YONTEM

Caligma hastanemiz Genel Cerrahi Klinigince
gerceklestirildi. Caligmada agirhklari 250-300 gram
arasinda degisen 25 adet erigkin erkek Wistar Albi-
no rat kullanildi. Galigmadan bir hafta once ratlar
arastirma ortamina alinarak cevreye uyumlari sag-
landi ve deney giiniine kadar standart rat yemi ve
su ile beslendiler. Ratlar tg gruba ayrildilar. Birinci
grupta gekal ligasyon perforasyon (CLP), ikinci
grupta gekal ligasyon perforasyon ve graniilosit ko-
loni stimiile edici faktor (CLP+G-CSF) ve ticlincti
grupta sadece laparotomi uygulandi. CLP ve
CLP+G-CSF grubunda 107ar, sadece laparotomi ya-
pilan grupta ise 5 rat kullanildi. Tum ratlara aneste-
zi amaciyla 35 mg/kg ketamin HCI (Ketalar, Park
Davis, ABD) intraperitoneal olarak uygulandr.
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Ameliyata baglamadan dnce retroorbital plek-
sustan Pasteur pipeti ile alinan kanlar “0. saat” ka-
ni olarak degerlendirildi. Ardindan 200 mikrolitre
ringer laktat subkutan olarak uygulandi. Daha son-
ra ratlarin karin trag yapilarak ameliyat masasina
supin pozisyonunda tespit edildi. Ameliyat bolge-
si %1 povidon iodin ile temizlendikten sonra 2
cm. orta hat insizyonla abdominal kaviteye ulasl-
di. CLP grubunda laparotomiyi takiben cekum bu-
Jundu ve rat anatomisine uygun olarak, ileum ve
asenden kolon devamlihigl bozulmayacak ve gekal
pos olusturacak sekilde 3-0 ipek ile baglandi ve
antimezenterik kisimdan 18 gauge igne ile 2 kez
delindi. Takiben organlar yerlerine konarak periton
ve cilt 3-0 atravmatik ipek ile ayr ayri ve devamli
olarak kapatildi. Resusitasyon amaciyla 3 ml/100
gr % 0.9 NaCl solusyonu subkutan uygulandi ve
ratlar su ve yem serbest olacak sekilde herbiri ayri
ayr kafeslere kondu. Daha sonra 6. saat kanlar
hafif eter anestezisi altinda retroorbital pleksustan
Pasteur pipeti ile alindi. Ratlar tekrar ayrt ayrn ka-
teslere konarak su ve yem serbest olacak gekilde
gozleme alindr.

ikinci grupta CLP+G-CSF olarak kodlanan 10
adet rata “0.saat” kanlari alindiktan sonra, ameli-
yata baglamadan oénce 50 mikrogram/kg G-CSF+
200 mikrolitre ringer laktat karigimi subkutan ola-
rak uygulandi. Takiben CLP grubundaki islemler
aymi gekilde uygulandi.

Kontrol grubundaki 5 rata ise sadece basit la-
parotomi uygulanarak karin ayni sekilde kapatildi.

Herbiri ayri ayrt kafeslerde su ve yem serbest
olarak birakilan ratlar sagkalim analizi amaciyla 6
saate bir gdzlendi. Oliim gozlenen ratlara yeniden
laparotomi uygulanarak karaciger, dalak, bobrek,
akciger ve cekum patolojik inceleme amaciyla
alindr.

Kan ornekleri ise 3000 devir/dakika hizla 5 da-
kika santrifiije edildi ve sekilli elemanlar birbirin-
den ayrildiktan sonra serumlart TNFa. diizeyi olgti-
miine kadar —70°C’de sakland.

Serum TNFo Diizeylerinin Olciimii: Serum
TNFa. diizeyleri, rat TNFo ticari ELISA kiti (Bioso-
urce Int, Ca, ABD) kullanilarak saptanmistir. Sant-
riftje edilip —70°C'de saklanan rat serumlari ile
+4°C’de saklanan rat TNFa ticari ELISAkiti oda si-
cakhigina ulagana kadar beklendikten sonra isleme
gecildi. Ticari kit icinde bulunan mikroplagin ilk
sira gukurlari kontrol olarak alinip igine sadece 50
mikrolitre ornek seyreltici, sonraki cukur dizilerine

50 mikrolitre standart sivi (1500-1000-500-250- )
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Tablo 1. Gruplara ait ortanca (aralik) TNFa diizeyleri (pg/ml) ve p degerleri
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“0.”saat TNFc, “6.” Saat TNFo.

(pg/ml) (pg/ml) P Degeri
CLP 4,50 (3.40-5.10) 141,50 (67,70-187,30) P<0,05
CLP+G-CSF 4,50 (3,70-5,10) 25,50 (16,00-36,20) P<0,05
Kontrol 4,30 (3,20-5,30) 4,80 (3,80-5,90) *
P Degeri * P<0,05
* Anlaml degil

125-62.5-31.2-15.6pg/ml) olacak sekilde kondu.
Daha sonra bunlarin Gzerine 25 mikrolitre rat se-
rumlari eklendi. Kontrol gukurlari disindaki tim
gukurlara 50 mikrolitre biotin konjugat sivisi (bi-
otinlenmis anti TNFa) konmasini takiben buhar-
lasmanin engellenmesi i¢in mikroplak dzel kagitla
kaplanarak oda sicakliginda 90 dakika beklemeye
alindi. Bu sire sonunda mikroplaktaki tiim cukur-
lar kit icinde bulunan yogun yikama sivisi ile 25
defa seyreltildikten sonraotomatik yikayici ile be-
ser defa yikandi. Kontrol cukurlari disindaki tim
gukurlara 100 mikrolitre streptovidin-HRP sivisin-
dan eklenerek, yeniden tzell kagitla kaplanmis se-
kilde 45 dakika beklemeye alindi. Bu siirenin so-
nunda cukurlar otomatik yikayici ile beser defa yi-
kandr. Kontrol gukurlari da dahil olacak sekilde
tiim gukurlara 100 mikrolitre stabilize renklendiri-
ci eklenip oda sicakhiginda ve karanlikta 30 daki-
ka beklemeye alindi. Daha sonra her cukura 100
mikrolitre tepkime durdurucu sivi (4-N-siilfirik asit)
eklendi. Elde edilen karigimlar 450 nanometrelik
filtre kullanilarak ELISA okuyucu spektrofotometre
cihazinda &lciildi. Elde edilen sonuclar pg/ml cin-
sinden kaydedildi.

Patolojik Degerlendirme: Ratlardan alinan ce-
kum, karaciger, akcigers bobrek ve dalak érnekle-
ri fiksasyon amaciyla %10’luk formalin solusyonu
igine kondu. Rutin takip ve parafin bloklamay ta-
kiben Hematoxilen-eosin ile boyanarak isik mik-
roskobunda patoloji bélimiince degerlendirildi.

Istatistiksel Degerlendirme: Gruplarin kendi
icindeki TNFo dizeylerinin zamana bagh degisimi
("0.” ve “6.” saat) bagimh gruplar icin Wilcoxon
testi ile kargilastirildi. Ug grubun “0.” ve “6.” Saat-
lerdeki TNFo. diizeylerinin birbirleri ile karsilasti-
nlmalarinda 6nce Kruskal Wallis varyans analizi
daha sonra post hoc ikili karsilagtirmalar igin
Mann-Whitney U testi kullanildi. Ratlarda sagka-
lim stireleri Kaplan-Meier yéntemi degerlendirilir-

ken, gruplar arasindaki sagkalim farkliliklarinin
saptanmasinda Log rank testi kullanildi.

BULGULAR

Klinik Bulgular: Calismada sadece CLP uygula-
nan ratlarda postoperatif ilk saatlerden itibaren
baslayan ve giderek ilerleyen genel durum bozuk-
lugu klinik olarak belirgindi. Bununla birlikte
CLP+G-CSF uygulanan ratlarda klinik gériintimiin
belirgin olarak daha iyi oldugu gézlendi. Sadece
laparotomi uygulanan grupta ise herhangi bir kli-
nik problem gézlenmedi.

TNFa Diizeyleri: Calismada TNFa serum dii-
zeyleri "0."saatte CLP grubunda ortanca 4,50
pg/ml (3,40-5,10 arasi), CLP+G-CSF grubunda
4,50pg/ml (3,70-5,10 arasi) ve kontrol grubunda
ise 4,30 pg/ml (3,20-5,30 arasi) olarak bulundu.
Gruplar kendi aralarinda ikiserli olarak degerlendi-
rildiginde TNFa diizeyleri arasinda anlamli farkli-
Ik olmadigi gdzlendi (p>0,05). Altinci saat TNFo
serum diizeyleri ise CLP grubunda 141,50 pg/ml
(67,70-187,30 arast), CLP+G-CSF grubunda 25,50
pg/ml (16,00-36,20 arasi) ve kontrol grubunda
4,80 pg/ml (3,80-5,90 aras)) olarak bulundu.
Gruplar kendi aralarinda degerlendirildiginde “6.”
Saat TNFow serum dizeyleri her i grup arasinda
da anlamli olarak farkli bulundu (p>0,05). CLP ve
CLP+G-CSF gruplarinin “6.” saat degerlerinin “0.”
Saat degerlerine gore anlamli sekilde yiiksek oldu-
gu gozlenirken (p<0,05), bu farlilik kontrol gru-
bunda gdzlenmedi (p>0,05) (Tablo 1).

Sagkalim Siirelerinin Degerlendirilmesi: Calis-
mada, opere edilen ratlar postoperatif su ve yem
serbest olacak sekilde ayri ayr kafeslere kondu ve
6 saatte bir sagkalim agisindan gézlendi. CLP gru-
bundaki ratlarda sagkalim orani 6 ve 12.saatlerde
%100 iken, bu oranin 18. saatte %50 ve 24. saat-
te %30 oldugu gozlendi. Otuzuncu saatte tiim rat-
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Sekil 1. Gruplara gore sagkalim

larin yasamini yitirdigi tespit edildi. CLP+G-CSF
grubunda ise sagkalim orani 18. saatte %100 iken,
24. saatte %90, 30 ve 36. saatlerde %70, 42. saat-
te %30 ve 48. saatten 72. ssate kadar % 10 olarak
bulundu. Sekseninci saatte ise tiim ratlar 6ldGgu
gozlendi. Sadece laparotomi yapilan kontrol gru-
bunda ise 80. saate kadar 6lim gézlenmedi.

Kaplan-Meier yontemi ile elde edilen sagkalim
degerlerinin log rank testi ile yapilan kargilagtirma-
sinda her t¢ grup arasindaki farkin istatistiksel ola-
rak anlamli oldugu bulundu (CLP vs CLP+G-CSF
p=0.0003, CLP vs Kontrol p=0.0000, CLP+G-CSF
vs Kontrol p=0.0000) (Sekil 1).

Patolojik Bulgular: Ratlar Oldiikten sonra yapi-
lan relaparotomide CLP grubunda tiim ratlarda
makroskopik olarak abdomende kotii kokulu ve
bulanik piiriilan serbest sivi, 6zellikle perforasyon
hattinin yaninda olmak tizere abse olusumlari gbz-
lendi. Bu bulgular CLP+G-CSF grubunda da daha
az olmakla beraber gézlendi. Kontrol grubundaki
ratlar 80. saatte sakrifiye edildiginde, makroskopik
olarak herhangi bir patolojik gériinim saptanma-
di. Mikroskopik inceleme sonucunda organlarda
goriilen patolojik degisiklikler tablo 2de gosteril-
mistir.
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TARTISMA

Sepsis ve septik sok tedavi ve proflaksisindeki
yeni yaklasimlar uygun hayvan modellerini izle-
yen randomize kontrollu klinik galismalari gerek-
tirmektedir. Sitokinler ve sitokin aktivitesinin 6zel-
likleri ve bunlarin tedavi ve fizyopatolojideki yeri
ile ilgili yapilan calismalar kesin bir sonuca var-
mak icin hentiz yeterli degildir.”! Yeni ilaglarin
etki ve giivenligini arastiran ¢alismalarda secilen
hayvan modelleri klinik ile uyumlu olmali, insan
sepsisi ve septik soku ile ilgili ozellikleri ve bu has-
talarda uygulanan prosediirleri icermelidir.l'718]

Peritonit ve sonrasinda gelisen sepsis ozellikle
immiinsupresif hastalarda akut solunum sikintisi
sendromu ve multipl organ yetmezligi gibi olim-
ciil komplikasyonlarla sonuglanabilmektedir. 191
Sepsis esas olarak bir sistemik enflamatuar yanittir
ve bunun sonucunda bircok mediator agiga cik-
maktadir. Salinan bu mediatérler fizyolojik miktar-
larda kaldiklar stirece organizma igin faydahdir ve
konakgi savunmasi icin gereklidir. Ancak olayin
fizyolojisinin bilinmemesi, etken ile miicadelenin
gecikmesi, yanhg tedavi durumlarinda salinan bu
mediyatorlerin birbirlerinin de miktar ve fonksi-




nN——

Volim 19, Sayi 4

Deneysel Peritonit Modelinde Graniilosit Koloni Stimiile Edici Faktoriin Timér Nekrosis Faktdr Alfa ve

Prognoz Uzerine Etkisi

Tablo 2. Orneklemesi yapilan dokulardaki patolojik degisiklikler
CLP CLP+G-CFs Kontrol
Karaciger Hiperemi, vena sentralislerde Vena sentralislerde dolgunluk Normal
dolgunluk, portal alanlarda
mononkleer hiicre
infiltrasyonu
Akciger Hiperemi, brons duvari ve Hiperemi Normal
interalveolar bélgede
mononikleer iltihabi hiicreler
Dalak Hiperemi, histiosit sayisinda Hiperemi Normal
artma, kirmizi pulpada nekroz
Babrek Hiperemi, tiip epitellerinde Hiperemi, tiip epitellerinde Normal
dejeneratif degisiklikler, dejeneratif degisiklikler,
glomerillerde hafif glomerillerde hafif
proliferasyon proliferasyon
Cekum Submukozada, muskularis Mukozada iilserasyon ve Hafif submukozal 6dem
mukoza ve serozada PML nekrotik materyal, PML
I6kositlerce zengin iltihabi l6kositler ve monontikleer
hticreler, mukozada tilserasyon hicrelerden zengin iltihap,
ve nekrotik materyal ile submukozal lenfatiklerde
kaplanma dilatasyon

yonlarini etkileyerek endotel hasarini baslatmakta-
dir. Endotelde enzimlerin hasari, mikrotombiisler
ve kapiller permiabilitenin artmasi ile fizyolojik
denge bozulur ve sok tablosu ortaya ¢ikmakta-
dir.3:18,20,21,22,23,24] Sepsiste ortaya cikan bu me-
diatérlerden en 6nemlilerinden biri TNF-o¢’ dir, Ya-
pilan bir cok ¢alismada sepsisli hayvan ve insan-
larda TNF-o. diizeylerinin yiikseldigi gésterilmistir.
TNF-o artigi gram (-) bakteri ya da endotoksin uy-
gulanmasindan 2 saat sonra gozlenmektedir. Ayri-
ca eksojen TNF-o; verildiginde deneklerde septik
sok benzeri tablo olustugu gozlenmistir.[11.12,18,20]
Bununla birlikte TNF-a etkilerini bloke eden ajan-
lar ve anti TNF-ou antikorlar uygulandiginda ise
TNF-o duizeylerinin dustigi ve olusan septik tab-
lonun geriledigi gdsterilmistir,[12.20,22,25,26,27,28]
Sunulan calismada da gekal ligasyon ve perforas-
yon metodu ile deneysel peritonit ve sepsis olustu-
rulan ratlarda TNF-o. diizeylerinin anlamli olarak
arttigi tespit edilmis ve sonuglar literatiir ile uyum-
lu bulunmustur. TNF-a diizeyinin travmaya yanit
olarak artttigi ve 90-120 dakika sonra maksimum
seviyeye ulastigi, bununla beraber 6. saatte normal
dizeylere dustigi calismalarda gosterilmistir.[29]
Calismamizda da bununla uyumlu olarak peritonit
geligen ratlarda 6. saatte TNF-a diizeyleri yiiksek-

ken sadece laparotomi uygulanan grupta 6 saat
diizeyleri normal bulunmustur.

Sepsiste antienflamatuar tedavinin yeri oldukca
6nemlidir, ancak enflamasyonun konak savunma-
sindaki esas rolii dustiniildiginde, nétrofilleri in-
diiklemenin tedavi edici olabilecegi dusiiniilmiis-
tar.[19:221 Bu amagla G-CSF kullanilarak bir cok
calisma yapilmistir. Tode ve arkadaslarinin calig-
masinda CLP ile sepsis olusturulan ratlarda perife-
rik kanda nétrofil sayisi artmamakla beraber, peri-
toneal kavitede nétrofil birikimi oldugu ve morta-
litenin &nemli 6lgiide azaldig gorilmiistir.[7) Bu-
nun yanisira G-CSF’in TNF-o. salinimini suprese
ettigi invivo ve invitro olarak géisterilmistir. Enfla-
masyonun en énemli ve yaygin sitokini olan TNF-
a’'nmin baskilanmasi enflamasyondan korunmada
son derece dnemlidir.['7:193031] Girgen ve arka-
daslarinin calismasinda ratlarda G-CSF uygulan-
masi sonrasinda makrofajlardan TNF saliniminda
azalma goruldtgt ve bunun gram-negatif sepsiste
koruyucu oldugu bildirilmistir. 16} TNF-q diististin-
de kemik iligi makrofajlari, alveolar makrofajlar,
Kuppfer hticreleri ve peritoneal makrofajlarin G-
CSF ile karsilagtiklarinda TNF-or sekresyonunu
azaltmalari etkendir.l'>1617.191 yap(lan calisma-
larda G-CSF'in intestinal rejenerasyon, epitel hiic-
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re migrasyonu ve mukozal proliferasyona etkisi ile
bakteriyal tranlokasyon sonucu gelisen tablodan
da koruyucu oldugu gosterilmistir.[17-32]

Calismamizda da sadece CLP uygulanan grup-
ta sagkalim siresi disiik ve TNF-o duzeyleri yiik-
sek iken G-CSF uygulanan grupta literatirle uyum-
lu olarak sagkalimimn anlamli olarak uzadigi ve
TNF-o. diizeylerinin ise anlaml olarak dustigu
gdzlemistir bununla beraber organlardaki patolo-
jik degisiklikler acisindan gruplar arasinda anlam-
I farkhihk olmadigr gozlendi.

Sonuc olarak G-CSF'iin, sepsiste klinik ve pato-
lojik degisikliklerden sorumlu énemli sitokinler-
den biri olan TNF-o/nin serum diizeylerini diigiire-
rek endotokseminin zararli etkilerinden koruyucu
rol oynadigi ileri striilebilir.
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