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1.0ZET

Enfeksiyona sistemik yanit olarak tanimlanan sepsis, yogun bakim

tinitelerinde goriilen en sik 6liim nedenleri arasinda yer almaktadir.

Bu c¢alisma, sepsiste gelisen inflamatuar yanit tedavisinde kullanilan
intravendz immiinglobulinlerin (IVIG) T helper (Th) polarizasyonu {izerine olan

etkisini aragtirmak amaciyla planlanmstir.

Calismaya alinan Wistar-Albino cinsi 30 adet rat rastgele 4 gruba ayrildu.
Grup I, kontrol grubu olarak ayrildiktan sonra, Grup II, III ve IV’e E. Coli LPS’i
intraperitoneal olarak uygulanarak sepsis modeli olusturuldu. Grup III’e IgM ve
IgA ile zenginlestirilmis, Grup IV’e IgG iceren immiinglobulin ilk giin LPS’den
6 saat sonra ve sonraki iki gilin intraperitoneal olarak uygulandi. Tiim gruplardaki
deneklerden bazal, 24. ve 72. saatte kuyruk veninden alinan kan orneklerinden
Flow cytometry yontemi ile periferik kan lenfosit subgruplari; ELISA yontemi ile
IL-4, IFN-y diizeylerine bakildi, gruplar arast 14 giinliik sag kalim orani

degerlendirildi.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, CD4™+26" ve IFN-y diizeyinin II, IIT
ve IV. gruplarda 24. saatte bazal degere gore azaldigi saptandi. IV. grupta;
CD4'+26" diizeyi 24. saatte bazal degere gore azalirken, 72. saatte arttif
saptandi(p<0.05). IFN-y diizeyleri ise kontrol grubu hari¢ diger gruplarda bazal

degere gore azaldig1 saptandi (p<0.05).



CD4'+30" ve IL-4 diizeyinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda tiim
gruplarda arttig1 saptand1 (p<0.05). CD4™+30" ve IL-4 diizeyinin kontrol grubu

harig, diger tiim gruplarda bazal degere gore artmis oldugunu gozlendi (p<0.05).

Deneklerin 14 giinliik sag kalim oranlari; sepsis grubunda 3-5 giinler
arasinda, sepsis + pentaglobin grubunda 5-14 giinler arasinda, sepsis +

flebogamma grubunda 4-9 giinler arasinda 6ldiigli saptandi.

Th2 yanitim1 ve mortaliteyi azaltigim1 saptadigimiz  IVIG’lerin,
immiinomodulatuar etkisinin oldugu ve sepsis tedavisinde adjuvan olarak

kullanilabilecegi kanaatine varildi.

Anahtar kelimeler: Sepsis, IVIG, Th polarizasyonu



2. ABSTRACT

The Effects of IVIG Treatment Upon Th Polarization in the

Experimental Rat Models with Sepsis

Sepsis defined as sistemic response to infection is the most common cause
at death in health care units. In this study use investigate the effect of solution of
intravenous immunoglobulins which are used in the treatment of inflamation

response on T helper polarization in sepsis

Thirty Wistar-Albino rats which included to study were randomly
separeted to 4 groups. Group I is control group and, E. coli LPS were given
intraperitoneally to Group II, III, IV and model of sepsis were formatted. Pure
IgM and IgA were given intraperitoneally to group III and IgG to group IV at the
first day, 6 hours and 2 days after LPS aplication. Peripheric blood lymphocyts
subgroups were analyzed by Flow cytometry and IL-4, IFN-y levels were
analyzed by Elisa methods in the blood samples that were taken veins of tail at the

basale 24™ and 72" hours and ratio of 14 days survay were searched.

Levels of CD4"+26" and IFN-y were determined lower at the 24™ hours
samples than basale levels when compared with control group. In group IV level
of CD4"+26" were decreased at the 24™ hours and increased at the 72" hours
according to basale levels. Level of IFN-y were decreased in all times according

to basale levels except control groups.

It was determined that levels of CD4"+30" and IL-4 were increased in all

groups when compared with control groups.



14 days survay ratios of subjects were determined as 3-5 days in sepsis, 5-

14 days in sepsis + pentaglobin and 4-9 days in sepsis + flebogamma groups.

We determined that, IVIG’s which decreased the Th2 response and
mortality have immunomodulutoury effects and use think that these agents can be

useful in the treatment of sepsis.

Key words: Sepsis, IVIG, Th Polarization



3. GIRiS

3.1. SEPSIS

Enfeksiyona verilen sistemik inflamatuar yanit olarak tanimlanan sepsis,
ozellikle son yillarda patofizyolojisi daha 1iyi tanimlanmis olmasina,
antimikrobiyal tedavideki ilerlemelere, tani yOntemlerinin ve teknolojideki
gelismelere ragmen Ozellikle sok ve multiorgan sistem yetersizligi ile komplike
oldugunda yiiksek mortaliteye sahip bir klinik tablodur (1). Son yillarda
tedavideki Onemli gelismeler ile masif hemoraji, major travma, nekrotizan
pankreatit gibi ciddi, tibbi ve cerrahi durumlarda hastalarin kardiyovaskiiler
kollaps, akut sikintili solunum sendromu (ARDS) ya da bobrek yetmezligi nedeni
ile erkenden kaybedilmelerini Onlemis, ancak hastanin ge¢ donemde
kaybedilmesine yol agcan yeni problemler; agir sepsis, septik sok ve sonrasinda
¢oklu organ disfonksiyon sendromu (MODS) ortaya ¢ikmustir (2). Siddetli sepsis
yogun bakim {iinitelerindeki en sik Olim nedenleri arasinda yer alir. Sepsisin
patofizyolojisinin anlasilmasi, degisik tedaviler ve daha iyi yogun bakim
desteginin 6liim oranii azaltmasina ragmen, halen diinya'da 6liim sebeplerinin

basinda sepsis gelmektedir (3).

3.1.1 Tamimlamalar

Mortalitesi oldukg¢a yiiksek olan sepsis ve iligkili durumlar 1991 yilina
kadar bakteriyemi, septisemi, sepsis, sepsis sendromu ve septik sok gibi ¢esitli

tanimlamalar ile ifade edilmis, bu terimler genellikle birbirlerinin yerine



kullanilmis, sepsis ve iligkili durumlarin yeterince anlasilamamasina ve 6zellikle

de klinik ¢alismalarin yorumlanmasinda ciddi kargasaya yol agmustir (4).

Bu karmasaya son verilmesi i¢in kavramsal ve pratik bir ¢at1 olusturulmasi
amact ile 1992 yilinda gergeklestirilen Konsensus Toplantisinda (American
College of Chest Physicians/ Society of Critical Care Medicine Consensus

Conferenca Committee) sepsisin yeni tanimlamalar1 yapilmistir (Sekil-1) (4).

Balkterivemi

. Endotokseiu

Enfeksivon
Fungemi

Pankieatit

Sekil-1: Sepsis ile iligkili durumlar (4).

3.1.1.1. Enfeksiyon

Mikroorganizmalara ya da bu mikroorganizmalarin normalde steril olan
konak dokusundaki invazyonuna karsi viicudun gelistirdigi inflamatuar cevapla
karakterize mikrobiyal bir olusumdur. Semptomatik, asemptomatik, subklinik

olabilir (4).



3.1.1.2. Bakteriyemi

Kanda canli bakterilerin bulunmasina denir (viremi, fungemi, parazitemi
vb.). Kiiltiirle dogrulanabilir. Ancak, bu olay endokardit ya da birkag intravaskiiler

enfeksiyon disinda gegici bir siirectir (4).
3.1.1.3. Sistemik Inflamatuar Yamt Sendromu (SIRS)

Konsensus toplantisinda yeni terim olarak sistemik inflamatuar yanit
sendromu (SIRS), enfeksiydz veya nonenfeksiyoz bir tetikleme mekanizmasiyla
ortaya ¢ikan sistemik inflamatuar yaniti tanimlamak i¢in kullanilmigtir. Her
enfeksiyon SIRS’a neden olmaz. SIRS tablosunda enfeksiyon varlig sart degildir.
SIRS olusumuna neden olan nonenfeksiyoz hastaliklar arasinda, pankreatit,
iskemi, travma, hemorajik sok, yanik, TNF’iin haricen kullanilmas1 gibi etkenler

yer almaktadir.

SIRS taniminda yer alan kriterler asagida siralanmistir. Bunlardan en az

ikisinin bulunmasi ile tan1 konulmaktadir;
1- Viicut 1sisinin 38 °C den yiiksek veya 36 °C den diisiik olmast,
2- Kalp hizinin 90/dk’ dan daha fazla olmasi,

3-Solunum sayisinin 20/dk’ dan daha fazla veya arteriyel CO, basincinin 32

mmHg’ dan daha diigiik olmasi,

4-Lokosit sayisin 12000/ mm® den yitksek veya 4000/ mm®’ den daha

diisiik sayida olmasi, veya geng hiicre formunun %10’ dan fazla bulunmasi (4).



3.1.1.4. Sepsis

Enfeksiyona kars1 konagin kontrol altina alinamamig yaygin inflamatuar

yanitt olup endojen mediatorlerin salinimina bagli olarak gelisir. 1992°de yapilan

uzlagsma toplantisina gore enfeksiyona bagli gelisen SIRS’1n 2 veya daha fazla

kriterinin olmasi ile tam1 konulur. 2001 yilinda (American College of Chest

Physicians, The European Society of Intensive Care Medicine, The American

College of Chest Physicians, The American Thoracic Society ve The Surgical

Infection Society) “Uluslararas1 Sepsis Tanimlamlar1 Toplantis1” yapilmistir. Bu

toplantida SIRS tani kriterlerinin nonspesifik oldugu ve ileride biyokimyasal

ve/veya immiinolojik kriterlerin tanida kullanilabilecegi belirtilmis ve sepsis tani

kriterleri genisletilmigtir

(Sekil-2) (4-7).

|nfeksiyon

5N

r

Makrofajlar
Nétrafiller
Lenfositler
Endotelyum

Akut faz proteinleri
Komplemnan sistemi
Koagiilasyon sistemi

Pro-inflamatuar sitokinler
Kompleman faktbrleri
Granliler enzimler, ROS, NO

»

Anti-inflamatuar sitokinler
Doku hasarn

immiin sistem depresyonu
Infeksiyonlara yatkinlik

MODS

| Inflamatuar yanit|

Sekil-2: Sepsis kaskad1 ve evreleri (Hoesel LM, Ward PA. Mechanisms of

inflammatory response syndrome in sepsis. Drug Discovery Today: Disease

Sepsisin klinik semptomlan
Ciddi sepsis | septik sok

Organ yetmezligi

Hipoalkdif yamit

Mechanisms 2004;1:345-350).

Zaman



3.1.1.5. Agir sepsis

Sepsis tablosu ile birlikte organ disfonksiyonu, hipoperfiizyon bulgular
(laktik asidoz, oligiiri, mental durumda akut degisiklikler) ya da sepsisin
indiikledigi hipotansiyon (Sistolik arter basinci (SAP) < 90 mmHg ya da SAP’ ta
40 mmHg’ lik bir azalma) bulunmasi durumudur.

e Hipoksemi: PaO,’ nin 75SmmHg’ nin altinda olmasi,

e Oligiiri: Idrar ¢ikisinin 30 ml/saatin altinda olmast,

e Laktik asidoz: Serum laktatinin 2 mmol/It’ nin tizerinde olmast,

e Mental durumda bozulma: Glasgow Koma Skoru’ nun 3’ {in iizerinde

olmas1 (Hasta sedatize edilmis olmamali) (4,5).

3.1.1.6. Septik sok

Yeterli sivi resiisitasyonu, inotropik ve vazopressor destege karsin
hipotansiyon ve hipoperfiizyon bulgularinin varligi, mental durumda bozulma,

laktik asidoz ve oligiirinin yer aldig1 klinik tablodur (4,5).

3.1.1.7. Cogul Organ islev Bozuklugu Sendromu (Multiple Organ

Dysfunction Syndrome, MODS)

SIRS gelisen bir hastada birden fazla vital organ sisteminde islevsel
bozuklugu goriilmesi olarak tanimlanmistir. Desteklenmedigi  takdirde
homeostazin siirdiiriilmesi olanaksizdir. Primer ve sekonder olarak ikiye ayrilir.
Primer MODS, iyi bilinen ve konaga dogrudan hasar veren spesifik bir olaya bagh
olarak gelisirken, sekonder MODS ise spesifik bir olaya direkt yanit olmaktan ¢ok

konagin anormal sistemik yanitina bagl olarak gelisir. Sekonder MODS, SIRS’1n



cok siddetli inflamatuar yanita ve 6llime yol acan son basamagidir. MODS’da
islev bozuklugu tiim organlarda gelisebilir ve akut akciger hasari, akut tubuler
nekroz, prerenal azotemi, izole trombositopeni veya yaygin damar i¢i pithtilasma
sendromu (DIC), metabolik ensefalopati, akut non-enfeksiy6z hepatit, ileus,
adrenal yetmezlik ile rabdomyoliz gibi klinik sendrom ve bozukluklarla kendini

gosterebilir ( 4-8).

3.1.2. insidans

Sepsis gelisen hastalarda, genellikle altta yatan baska bir hastalik eslik
etmekte ve klinik bulgularda en az sepsis kadar altta yatan hastalikta sorumlu
olabilmektedir. Bu durum, sepsisin tant ve insidansinin tam olarak saptanmasini
giiclestirmektedir. Hastaligin ileri donemlerinde, uygulanan tedavinin giderek
agresif hale gelmesine ragmen, sepsis insidans1 ve mortalitesi hastanelerde halen

yiiksek olarak bulunur (2, 9, 10).

Sepsis bildirimi zorunlu olan bir enfeksiyon hastaligi olmadigindan sepsis
ve sepsise bagli mortalite konusunda gercek verileri sunmak giigtiir. Amerika
Birlesik Devletleri istatistik verilerine gore sepsis 10. siradaki 6liim nedenidir ve
yilda her 1.000 hastadan 3’1 sepsis tablosuna girmektedir. Diinya’da yaklasik
olarak her giin 1.400, yilda 18.000.000 bireyden fazlasi sepsisten Olmektedir.
Halen koroner yogun bakim digindaki yogun bakim iinitelerinde, dliimlerin en sik
nedeni olmaya devam etmektedir. Ulkemizde sepsisin insidansi ve mortalitesi
hakkindaki bilgiler yetersizdir. Mortalite oranlari, SIRS’tan agir seyreden

MODS’a kadar giderek artmaktadir (11-13).

10



3.1.3. Etiyoloji

Sepsis  tablosu  bakteriler, virlisler, mantarlar, parazitlerden
kaynaklanabilecegi gibi, travma ve pankreatit gibi nonenfeksiyoz olaylarla da
gelisebilmektedir. Olgularin yarisinda, etken gosterilememesine karsin grubun
cogunlugunun antibiyotik tedavisine yanit vermesi, bu hastalarda da etkenin
siklikla bakteriyel oldugunu diisiindiirmektedir. Son yillarda gelisen tan1 ve tedavi
amagch girisimsel teknikler, dis ortama duyarli olan dokular i¢in zedeleyici ortam

olusturmakta ve sepsise zemin hazirlamaktadir.

Etken olarak antibiyotik cagindan once Gram (+) bakteriler 6n planda
iken, antibiyotiklerin yaygin kullanimi ile Gram (-) bakteriler 6n plana ge¢cmistir.
Son yillarda 6zellikle immunosupresif hastalarda kandida enfeksiyonlarina sik
rastlanmaktadir. Hastane dis1 kaynakli vakalarda en sik neden {iiriner enfeksiyon

iken hastane kaynakli vakalarda alt solunum yollaridir (14, 15).

Etken mikroorganizmalar ve sikliklari su sekildedir

1-Gram (-) Dbakteriler: E.coli, Klebsiella, Proteus, Enterobacter,
Pseudomonas (%50-60)

2-Gram (+) bakteriler: Stafilococcus aureus, Streptococcus pneumonia,
Stafilococcus epidermis (%35-40)

3-Mantarlar: En sik kandida olmak tizere (%3-5)

4-Bunlarin yani sira viriisler, riketsialar da etken olabilir (14, 15).
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3.1.4. Patogenez

Molekiiler biyoloji alanindaki gelismeler, sepsis olusan patolojik olaylarin
bir¢ogunun anlagilmasina yardimci olmustur. Arastirmacilar, konagin enfeksiyona
kars1 pasif kalmadigini, genis spektrumlu, sonugta hasar olusturan endojen
inflamatuar mediatorler salindigin1 fark etmislerdir. Yapilan c¢aligmalarda elde
edilen sonug, enfeksiyon eradike edildikten sonra da klinik yanitin devam ettigi ve

bunun artmig mortalite ile iligkili oldugudur (16, 17).

Mikroorganizmalar ilk basamak olmalarina ragmen sepsisi tetiklemek icin
yeterli degildir. Potansiyel endojen mediatorlerin aktivasyonu ile inflamatuar
yanitin baglatilmasi gerekir. Sepsisteki endojen mediatdrler karmasik ve ¢ok
sayidadir. Bunlar arasinda koagiilasyon sistemi, komplemanlar, kininler,
sitokinler, arasidonik asit metabolitleri, myokard depresan faktor, endorfinler,
histamin, lizozomal enzimler, platelet aktive edici faktor (PAF) ve serbest oksijen

radikalleri (SOR) bulunmaktadir.

Enfeksiyon ve bakteriyemi varliginda organizmanin ilk savunmasi
fagositik hiicreler ve kompleman yoluyla saglanir. Bu nonspesifik bir yanit olup
ardindan immiinglobulinler ve immiinkompetan hiicreler tarafindan spesifik bir
yanit baglatilir. Bu yanitin en 6nemli aktivatorleri bakteri hiicre duvart bilesenleri
olup Gram (-) bakteriler i¢in endotoksin ve Gram (+) bakteriler i¢in ise teikoik
asittir. Inflamatuar kaskatta ilk ortaya c¢ikan mediatorler sitokinler ve
komplemanlardir, bunlar sekonder mediatorlerin salinimina, 16kosit aktivasyonu
ve kemotaksiye neden olurlar. Sekonder mediatorler de inflamatuar kaskadi tekrar

aktive ederler (18).

12



Bakteri

| [ Dentritik| .
: /| hicre { -
Iy ~ —

J (\L
f T 4 ' . !.f‘ !
{ J > J\ﬂ -"__ Vi -~ ’ “‘ d \1'-.
Nekrotik i 0 Nekrotik

hiicre < r’:— c hiicre

Apc; ptotik Apoptotik
hicre hicre

\

inflamatuar
triinler

(+)

= Anerji
Al s / o ;\ T =
- 5 T cell 5 - e
. w / 1

~ : ~—
Th2;anti inflamatuar — * Th2; anti inflamatuar
sitokinler sitokinler
Th1; inflamatuar Th; inflamatuar
sitokinler sitokinler

Sekil-3: Sepsiste inflamatuar yanit; makrofajlar ve dendritik hiicreler, bakteri
invazyonu ve CD-4 T tip 1| hiicrelerinden salinan IFN- y gibi sitokinler yolu ile aktive
olurlar. Alternatif olarak, CD-4 T hiicrelerinden anti-inflamatuar profile sahip olanlar
(tip 2 T helper hiicreleri (Th2)) IL-10 salgilarlar ve makrofaj aktivasyonunu
baskilarlar. CD-4 T hiicreleri makrofaj ve dendritik hiicrelerin stimiilasyonu yolu ile
aktive hale gelir. Ornegin, makrofajlar ve dendritik hiicreler 1L-12 salgilarlar. Bu
sitokin de inflamatuar sitokinleri salgilatmak tizere, CD-4 T hiicreleri aktive eder (tip
1 helper T hiicreleri (Thl)). Birden fazla faktére bagl olarak (organizmanin tipi,
enfeksiyon yeri) makrofajlar ve dendritik hiicreler, anti-inflamatuar ya da inflamatuar
sitokinlerin indiiksiyonuna ya da sitokin iiretiminin global azalmasina (anerji) neden
olabilirler (1) (Hotchkiss RS, Karl IE. The pathophysiology and treatment of sepsis.
The New England Journal of Medicine 2003;348:138-51).
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Sepsiste endotelin hasarlanmasiyla doku faktérii ve sitokinler salinir,
antikoagiilan 6zellikteki endotel prokoagiilan hale gelir. Salinan nitrik oksit (NO)
ile vazodilatasyon olusur. Endotelin direkt hasari, sitokinler ile hiicre iskeletinin
degismesi, kontraksiyonu ve mediatorlerin etkisi ile damar gegirgenligi bozulur.
Koagiilasyon sisteminin ekstrinsik yolu baskin olarak c¢aligmaya baslar ve
koagiilasyon kaskadi sonucu olusan trombin de inflamasyona katkida bulunur.
Ayni zamanda hasarlanmis endotelden trombin ile aktive olan plazminojen
inhibitorii salinarak fibrinolizisi inhibe eder ve boylece damar i¢i pihtilasma

olusur (19).

3.1.4.1. Sitokin Firtinasi:

Sitokinler, organizmada immiin sisteminin regiilasyonunda ve inflamatuar
olaylarda 6nemli rol oynayan molekiillerdir. Ayn1 zamanda hiicreler arasi iliskileri
de diizenleyerek lokal ve sistemik inflamatuar cevapta yer alirlar. Sitokinler
hormona benzemekle beraber 6zellesmis bir dokudan degil de gesitli hiicreler
tarafindan yapildiklar1 i¢in hormon olarak kabul edilmezler ve etkilerini ise
otokrin veya parakrin sekilde gosterirler. Bazi hiicreler kiiltiir ortaminda spontan
olarak sitokin salgilayabilirse de sitokinlerin ¢ogu hiicrelerin aktivasyonundan
sonra salgilanmaktadir. Sitokinler peptid veya glikoprotein yapisinda olup
molekiil agirliklar1 20-40 kilodalton (kD) arasinda degismektedir. Cok aktif
maddeler olup ¢ok kii¢iik miktarlar1 dahi etkili olabilmektedir. Cesitli sitokinlerin
genleri bulunup klonlanmig ve bu sayede sitokinlerin daha fazla miktarda yapimi
miimkiin olmustur. Bu sitokinlerden biri diger sitokinlerin salgilanmasina neden

olabildigi icin sitokinlerin etkisi birbirine benzeyebilir. Immiin sistemden
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salgilanan sitokinlerin onemli bir boliimii interlokinler olup baslica gorevleri
immiin sistem hiicrelerini uyarmaktir. Rekombinant deoksiriboniikleik asit (DNA)
teknolojisi ile 100°den fazla sitokin tanimlanmistir ve ¢cogu hakkinda heniiz yeterli
bilgi bulunmamaktadir. Aktive olmus T lenfositler tarafindan sentezlenen
sitokinlere lenfokin, aktive monosit ve makrofajlar tarafindan sentezlenen
sitokinlere monokin ve lokositler arasinda iletisimi saglayan sitokinlere de
interlokin (IL) denilmektedir. Kemotaktik etkiye sahip olanlar ise ayrica kemokin

olarak adlandirilirlar (20, 21).

Sitokin ailesi icerisinde,

1. Sitokin siiper ailesi

2. Interldkinler

3. Koloni- stimiile edici faktorler (CSF)
4. Interferonlar (IFN o, B, y)

5. Déniistiirticii biiylime faktorleri (TGF)

6. Tiimor nekroz faktor (TNF o, ) yer alir (20, 21, 22).

Sitokinlerin genel etkileri:

1. Lenfoid ve diger bazi hiicrelerin ¢ogalma ve farklilasmasini saglamak,

2. Immiin cevabi siddetlendirmek veya azaltmak suretiyle regiile etmek,

3. Inflamasyon olaylarina katilan hiicreleri aktive etmek, reaksiyon yerine
toplay1p orada tutmak ve ¢esitli biyolojik etkinlik gostermek,

4. Kemik iligine etki ile hematopoetik regiilasyona katilmak,

5. Ates ve akut faz cevabi olusturmak,

6. Antiviral etkinlik olusturmak,
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7. Baz1 hipofiz hormon ve diger biyolojik maddelerin sentez ve salinimina neden
olmaktir (20-22).
Sitokinler esas olarak iki ana grup altinda toplanabilir (20, 21).

1. Immiin yaniti indiiksiyonu ile ilgili olanlar;

a) T helper-1 (Th1) hiicreleri ve hiicre aracili olaylar (IL-2, TNF-3, IFN-y)

b) T helper-2 (Th2) hiicreleri ve antikor aracili olaylar (IL-4, IL-10, TGF- B)
2. Immiin/ inflamatuar yanitin efektdr fazi ile ilgili olanlar;

a) Proinflamatuar sitokinler (TNF-o, IL-1, a-kemokinler, B-kemokinler)

b) Antiinflamatuar sitokinler (TGF- B, IL-4, IL-10, IL-13)

Sepsiste organizmada goriilen hemodinamik, metabolik ve immiin
degisiklikler hiicreler arasi sinyal iletide rol alan mediatorler ve sitokinler araciligi
ile olusur. Sepsiste dogal immiin yanitin kontrolsiiz bir sekilde aktivasyonu ile
makrofaj, endotel ve epitel hiicrelerinin lipopolisakkarit veya bakteriyel tirlinleri
spesifik reseptorleri ile tanimalari, sitokin kaskadinin tetiklenmesi ile sonuglanir.
Aktive monosit ve makrofajlar, sitokin yanitini harekete gegiren en Onemli
mediator olan TNF-a salgilarlar. Monosit, makrofaj ve endotel hiicrelerinden
salgilanan TNF-a’ya IL-1, IL-6, IL-8, SOR, PAF ve NO salimimi eklenir.
Proinflamatuar sitokin salinimin1 endotel hasari, kompleman ve koagiilasyon
kaskadmin aktiflesmesi izler ve hastada vazodilatasyon, sistemik hipotansiyon,
kapiller permeabilite artis1 ve ddem gelisir. Inflamatuar yanmitin asir1 olmastyla

sepsis, MODS ve hatta 6liim gelisebilir (22, 23).

Son zamanlarda sepsiste sitokin kaskadinin sadece asir1 inflamatuar yanit

olan SIRS’tan kaynaklanmadigi ve inflamatuar yanit1 kontrol eden antiinflamatuar
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bir yanitin oldugu diisiiniilmektedir. Bu yanitin amaci kontrolsiiz inflamasyon
nedeniyle olugsacak doku hasarinin dnlenmesi olup kompansatuar antiinflamatuar
yanit sendromu (CARS) olarak adlandirilmistir. CARS asil olarak 1L-10, TGF-B
ve PGE; ile baglatilir, monositler deaktive olur, antijen tanima aktiviteleri azalir,
TNF-a, IL-6, IL-8 ve IFN-y gibi proinflamatuar sitokinlerin saliniminda azalma
olur. SIRS ve CARS tablolarinin ayni anda olmasi durumu ise miks antagonistik

yanit sendromu (MARS) olarak adlandirilmaktadir (24, 25).

Sepsiste proinflamatuar sitokinlerin 6n plana ¢ikmasi sitokin firtinasi ile
antiinflamatuar sitokinlerin agir basmasi immiinsupresyon ile karsimiza
cikmaktadir. Aslinda her iki durumda zaman igerisinde sepsiste gelisebilmektedir.
Antiinflamatuar yanit sepsisin baslamasindan bir siire sonra gergeklesmekte ve
hastalarda immiinsupresyon klinigi, ge¢ tip hipersensitivitenin kaybu,
enfeksiyonlar1 sinirlayamama ve nozokomiyal enfeksiyonlara yatkinlikla kendini
gostermektedir. Bu nedenle, sepsiste immiinsupresyonun kompansatuar bir olay

degil primer bir yanit olarak karsimiza ¢iktigindan s6zedilebilir (9, 26).

CD4 (+) T lenfositlerin, Thl’e farklilasarak inflamatuar sitokinlerin
saliverilmesine, Th2’lere  farklilagarak ise antiinflamatuar sitokinlerin
saliverilmesine yol agtiklar1  gozonline alindiginda, sepsiste gozlenen
immiinsupresyonun  mekanizmasinda  Thl’lerden Th2’¢ kayma Onem
kazanmaktadir (27, 28). Yapilan klinik caligmalarda sepsiste Th’daki kayma
heniiz yeni gosterilmekle birlikte; literatiirde patojenin tipi, miktar1t ve
enfeksiyonun yeri gibi bilesenlerin, Th’daki kaymanin ger¢eklesmesindeki olasi

etkilerinde s6z edilmekte olup henliz CD4 (+) T hiicrelerinin Thl veya Th2
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yanitlara yonelmelerindeki mekanizmanin ise tam olarak agiklanamadigi ortaya
konmustur. Th2 yanitlarindaki artis sepsiste mortalite iizerine etki etmektedir; Th2
yanitlarinin Th1 yOniine, yani kaymanin ters ¢evrilmesinin mortaliteyi onledigi ve
antiinflamatuar sitokinler i¢inde bilinen IL- 10’nun prognostik faktor olarak

siddetli sepsiste kullanilabilecegi gosterilmistir (27, 28).
3.1.5. Klinik Tam

Sepsis ve iligkili tablolar, aynmi hastaligin ilerlemekte olan evrelerini,
enfeksiyondan ¢ok konake¢inin enfeksiyona karsi artan yanitini tanimlamaktadir
(29, 30). Endojen mediatorler ile enfeksiyona sistemik yanit sonrasi organlarda
generalize inflamatuar reaksiyon olusmakta, giris yerinden end-organa varan
disfonksiyon ve/veya yetmezlige kadar ilerlemektedir (9). Inflamatuar yanitin
olugmasinda rol alan ¢esitli endojen molekiillerin etkileri ve birbiriyle etkilesimi

sonucu ortaya ¢ikan tablo her hastada farkli olabilir ve olduk¢a karmasiktir.

Sepsis riskinin yiiksek oldugu durumlar soyle siralanabilir:
1-Enfeksiyona neden olabilecek girisim yapilanlar,
2-Travma veya cerrahi operasyon geciren veya yanikli hastalar,
3-Immiin sistemi baskilayacak tedavi alanlar,
4-Immiin sistemi baskilayan kronik durumlar,

5-Damar i¢i veya triner kateter varlig1.

Klinik ve laboratuvar parametrelerinin sepsis igin spesifitesi ve
sensitivitesi olmamasi nedeni ile, enfeksiy6z etiyolojinin erken bir parametresinin
kullanilmasi gerekebilir. Erken tani spesifik tedavi yontemlerinin uygulanmasini

saglar.
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3.1.5.1. Sepsisten siiphe edilmesine yarayan semptom ve bulgular.

1) Klinik bulgular
e Ates/hipotermi
¢ Aciklanamayan tasikardi
¢ Aciklanamayan takipne
e Periferik vazodilatasyona ait bulgular
e Aciklanamayan sok

e Mental durumda degisiklik

2) invaziv hemodinamik monitorizasyon bulgular1 veya laboratuvar
parametreleri

e Diisiik sistemik damar direnci/ytliksek kalp debisi

e Artmis oksijen tiiketimi

e Lokositoz/ndtropeni

e Aciklanamayan laktik asidoz

e Bobrek ya da karaciger testlerinde agiklanamayan degisiklikler

e Trombositopeni/ DIC

e Artmus prokalsitonin diizeyi

e Artmus sitokin, C-reaktif protein (CRP) diizeyi

Ayrica fizik ve laboratuvar bulgularinin yaninda hemodinamik instabilite,
arteriyel hipoksemi, oligiiri, koagiilopati ve karaciger fonksiyon testlerinde

degisiklikler gibi organ islev bozukluklarinin gostergeleri de eklenmistir (4, 7).
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3.1.5.2. Sepsis tam kriterleri:

Dokiimente edilmis veya siiphe edilen enfeksiyon ve agsagidakilerden
bazilar1 sunlardir;
1) Genel degiskenler
e Hipo veya hipertermi varligi (Ates > 38° veya< 36°).
e Kalp hiz1 (>90/dk veya yasa gore normal degerin 2 standart deviasyon iistii)
e Tasipne
e Mental durum degisikligi
e Onemli 6dem veya pozitif sivi dengesi (24 saatte 20ml/kg iizerinde)
e Diyabeti olmayan hastalarda hiperglisemi (plazma glukozu>120mg/dl veya
7.7 mmol/L)
2) inflamatuar degiskenler
e Lokosit sayisinin >12.000/ml veya <4.000/ml olmas1
e Normal beyaz kiire sayisti ile birlikte %10’dan fazla olgunlasmamis
nétrofiller
e Plazma CRP diizeyinin normal degerin 2 standart deviasyon iistii
e Plazma prokalsitonin diizeyinin normal degerin 2 standart deviasyon iistii
3) Hemodinamik degiskenler
e Arteriyel hipotansiyon (SKB<90mmHg, OAB<70mmHg veya eriskinde
SKB>40mmHg veya her yas i¢in normal degerin 2 standart deviasyon alt1)
o SvO2>%70

e Kardiyak indeks>3.5L/dk/M
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4) Organ islev bozuklugu degiskenleri

e  Arteriyel hipoksemi (PaO,/Fi0,<300)

e Akut oligiiri (idrar miktari< 0.5ml/kg/saat veya en az iki saat 45ml/saat)
o Kreatinin artig1 (kreatinin>0.5mg/dl)

o Koagiilasyon bozuklular1 (INR>1.5 veya aPTT>60sn)

e lleus

e  Trombositopeni (trombosit sayisinin <100.000/ml)

. Hiperbilirubinemi (plazma total biliriibinin>4mg/dl)

5) Doku perfiizyon degiskenleri

. Hiperlaktatemi (laktat>1mmol/L)

. Kapiller dolmanin azalmas1 (7).

Siireg¢ sistemik inflamasyon olsun veya olmasin enfeksiyon ile baslar,
sistemik yanit agir sepsis veya septik sok ile devam eder. Organ disfonksiyonu,
kardiyovaskiiler, pulmoner, renal, hemotolojik belirtiler ile ortaya cikabilir. Sok
tablosu vazodilatasyon, intravaskiiler sivinin ekstravazyonu sonucu olusan
hipovolemi ve cesitli derecelerde miyokardiyal disfonksiyon sonucu olusur.
Akcigerlerde alveol bosluklarini proteindz bir sivinin doldurmasi ile ARDS

tablosu olusabilir.

3.1.6.Laboratuvar Tam

Konsensus kriterlerinin, epidemiyolojik ¢alismalarda faydali olmasina
ragmen, bu kriter ile klasik bulgular1 olmayan hastalarda tani1 konulmas1 giictiir.
Negatif bakteriyolojik sonug¢ alinmasi, sepsisi ve/veya enfeksiyonun olmadigini

gostermez. Erken sepsis tanisinda oOzellikle klinik semptom ve bulgularin
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degerlendirilmesi zor oldugunda, laboratuvar testleri daha kesin ve daha hizh
sonuca gotiirmektedir. Son yillarda, CRP ve prokalsitonin (PCT) sepsisi taklit
eden durumlari ayirt etmede yardimer oldugu diistiniilmiistiir. Hastalarda izlenen
inflamatuar yanitin enfeksiy6z kaynakli olup olmadigini belirlemek i¢in erken

parametrelerin bulunmast 6nemlidir.

3.1.7.Prognoz

Sepsis tedavisinde yeni gelismelere karsin, 6liim orani hala yiiksektir.
Degisik ¢aligmalarda o6lim oran1 %20-80 arasinda degigsmektedir. Bu
calismalarda farkli 6liim oranlarinin bildirilmesi ¢alisma gruplarinin heterojen

olmasina baghdir (Sekil-4 ).

Gram negatif bakteriyel sepsislerde %45-50, Gram pozitif bakteriyel
sepsislerde  %20-30, Anaerop sepsislerde ise  %15-30 Oliim orani

bildirilmektedir (31).

add

@ Grarmi+)
@ Gramil(-)
O Anarop

50

Sekil-4 : Sepsiste mortaliteye neden olan patojenlerin dagilimi (31)

Sok, DIC, ARDS ve diger organ yetmezligi komplikasyonlari

gelistiginde 6liim oranm1 %70-90 arasinda degismektedir. Etkenlere gore de
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Oltim orani farklilik gésterir. En yiiksek 6liim oranmi P.aeruginosa, veba ve

sarbon sepsislerinde bildirilmistir.

Sepsiste prognozu etkileyen faktorler sdyle 6zetlenebilir (31);

1. Altta yatan hastaliklar (n6tropeni, hipogammaglobulinemi, diyabet,
alkolizm, bobrek yetersizligi, solunum yetersizligi)

2. Yas

3. Tedavi basladiginda enfeksiyona bagli komplikasyonlarin gelismis
olmast1

4. Bakteriyeminin siddeti (polimikrobiyal bakteriyemi)

5. Enfeksiyon kaynagi

6. Enfeksiyonun gelistigi yer (nozokomiyal)

7. Hastanin yattig1 servis (YBU)

8. Antibiyotik tedavisinin uygunlugu

9. Tedavinin baslamasina kadar gecen zaman

3.1.8 Tedavi Yaklasimlar

Standart sepsis tedavisi; antibiyotik kullanimi, enfeksiyon odaginin
uzaklagtirilmasi, destek tedavisi (vazoaktif ila¢ kullanimi, mekanik ventilasyon,
hemodiyaliz veya hemofiltrasyon, transfiizyon, beslenme) gibi ¢ok yonlii

yaklagimlar igermektedir.

Antibiyotik se¢imi etken mikroorganizmaya baghidir. Ampirik tedavide
genellikle dar spektrumlu antibiyotikler tercih edilmekte ve spesifik antibiyotik
secimi sliphe edilen odaga gore yapilmaktadir. Antibiyotikler kiiltiir sonucu ve

antibiyograma gore degistirilmelidir.
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Hemodinamik destek tedavisi olarak intravaskiiler voliimiin yeniden
saglanmast ve organ perfiizyonunun yeterli hale getirilmesi amaglanmalidir.
Septik hastadaki voliim replasmani, artmis kardiyak atim hacmi ve sistemik
oksijen sunumunda iyilesme ile sonu¢ vermektedir. Sivi resilisitasyonunun uygun
arteriyel basinglari ve organ perfiizyonunu saglayamadigir durumlarda vazopressor

ajanlar tedaviye eklenmelidir (32).

Mekanik ventilasyon, sepsis atagi ve ARDS siiresince uygulanan destek
tedavisidir. Hemodiyaliz veya hemofiltrasyon ciddi asidemi, hiperkalemi, iiremi

veya hipervolemi olusmus akut bobrek yetmezligi durumlarinda uygulanmaktadir.

Hematolojik olarak, agir DIC tablosu koagiilasyon profili ve trombosit
sayist kontrol edilerek trombosit veya taze donmus plazma transfiizyonu ile tedavi

desteklenmelidir.

Enfeksiyon odaginin uzaklastirilmasinda perkiitandz kateterler kontrol
edilmeli ve apse veya peritoneal kontaminasyon odagi mevcut ise cerrahi

yaklagim ile tedavi edilmelidir.

Yeni tedavi yaklasimlarinda, sendromun ilerleyisini durdurmak veya
yavaslatmak amaciyla kullanilan, mikrobiyal toksinleri hedef alan (antiendotoksin
antikorlar, IL-1 reseptdor antagonisti vb.), inflamatuar ag1 etkileyen
(kortikosteroidler, ibuprofen), koagiilasyonu diizenleyen (platelet aktive edici
faktor-PAF antagonistleri, AT III, protein C vb), konak savunmasini giiglendiren

ajanlar (immiinglobulinler vb) yer almaktadir.
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Antiendotoksin antikorlar, endotoksine yiiksek oOzgilliikte baglanip,
etkilerini ortadan kaldiracak diizeyde amaca uygun degildir. Protein veya
lipoprotein yapisindaki yeni bazi ajanlarin, endotoksinin ndtralizasyon
kapasitesinin yiiksek oldugu gozlenmistir. Bazi arastirmacilar lipid A tlirevlerinin
endotoksini dogrudan notralize ederek basarili olabileceginden hareketle

arastirmalarini stirdiirmektedir (33).

Septik sokta kortikosteroidlerin mortaliteyi azalttigi gosterilmis ve
tedavide uygulanmislardir (34). 1980’lerin basina kadar septik sok tedavisindeki
yerini koruyan kortikosteroidler ile ilgili yapilmis iki biiyiik ¢calismada mortalite
ve morbidite lizerine negatif etkileri oldugu one siiriilerek kortikosteroid kullanimi
terkedilmistir (35-37). Glinlimiizde agir sepsis ve septik soktaki hastalarda
adrenokortikal yetmezligin oldugunu gosteren klinik c¢alismalar mevcuttur.
Adrenerjik  reseptorlerdeki  duyarliligin = azalmasmnin  kortikosteroidlerle
engellendigi ve reseptdr sayisinin arttigr ortaya konulmustur. Bu sonuglar ile
kortikosteroidler yeniden glindeme gelmistir. Ge¢ donem septik soklu hastalarda
kortikosteroid kullanimi ile hemodinamik iyilesme oldugu ve vazopressor

ihtiyacinin ortadan kalktig1 gosterilmistir (38,39).

Koagulasyon ile inflamasyon sistemi arasinda kompleks bir etkilesim
mevcuttur. Proinflamatuar sitokinlerin koagiilasyon kaskadini aktive etmesi
sonucu antikoagulan ajanlardan antitrombin III (AT III) ve protein C diizeyleri
azalir. Bunun sonucunda koagiilasyon sisteminde dengenin prokoagiilan tarafa
kaymasina neden olur. AT III ekstrensek yoldaki faktorlerden 1Xa, XIa, XIla ya

ek olarak faktor Xa, Ila ve plazmini inhibe eder. Koagiilasyon {iriinlerinden
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trombin doku faktorii aktivasyonu yaparak bradikininin iiretimine, hipotansiyon
ve doku hipoperfiizyonuna neden olur. Yapilan ¢alismalarda AT III uygulanan
hastalarda DIC siiresi ve organ yetmezligi sayis1 azalmis, mortalitede istatistiksel
olarak anlamli bir diigiis saptanmamistir (40). Protein C, Va ve VlIila gibi
faktorleri inhibe ederek trombin olusumu sinirlanir. Trombin seviyesi azaldiginda
inflamatuar, prokoagiilan ve antifibrinolitik cevaplar azalir. Endojen aktive
protein C nin direkt antiinflamatuar etkilerinin yan sira; TNF- o ve IL-1 {iretimini
azaltarak, endotelde E-selektini bloke ederek 16kosit adezyonunu inhibe ederler.
Yapilan calismalarda agir sepsis hastalarinda koagiilasyonu ve inflamasyonu
inhibe etmis fibrinoliz saglamistir. Aktive protein C indirekt olarak plazminojen-
aktivator inhibitor 1 (PAI-1) i inhibe ederek fibrinolitik cevabi azaltir. Fibrinolitik
cevabi diizenleyen bir diger ajan doku plazminojen aktivatorii (t-PA) diir. Bu ajan
olugsmus mikrotrombiisii damardan ayirir ve kan akimini tekrar saglar. Aktive

protein C t-PA in olusturdugu pihti lizisini kolaylastiric etkiye de sahiptir (40).

Konak savunmasini gii¢clendiren ajanlardan, interferon-gama ve intravenz
immiinglobulinler mevcuttur. IFN-y, hayvan gram negatif sepsis modellerinde
kullanilmaktadir. Intravendz immiinglobulinler (IVIG), ¢ocuk ve eriskinlerde
olmak tizere agir sepsisin tedavisinde kullanilmaktadir. Amag¢ sepsiste deprese
olmus immiinglobulin diizeylerini yiikseltmektir. Sepsisle ilgili son ¢aligmalarda
(41) , antibiyotik tedavisi halen degerini korumaktadir. Ne var ki; immiin destek
tedavisinin de gerekliligine inanilmakta ve IgM ile =zenginlestirilmis

immunoglobulinlerin bu tedavi ihtiyacini karsiladig1 diigiiniilmektedir.
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Gelecekte tedavi yaklagimlar1  diizenlenirken, immiin statliniin
degerlendirilmesi, enfekte hastanin immiin ve biyokimyasal siniflamasi ve erken
miidahele, mekanistik bir tanimlama ve daha homojen gruplar, bir cevabi yok
etmekten ziyade modiile etmek 6n plana ¢ikacaktir. Kullanilacak monitorizasyon
yontemleri ise; HLA-DR + monosit, Exvivo IL-12 sekresyonu ve TNF, Th1/Th2,

CD64" nétrofilleri igerecektir.

3.2. SEPSISTE iMMUNOLOJIK FONKSiYONLAR

Sepsis immiinopatogenezindeki ana rolii endotel hiicre aktivasyonu
oynamaktadir (19). Endotel hiicreleri; aktive yardimci T (T-helper, Th)
hiicrelerinden salgilanan interferon-y (IFN-y) ve interlokin-2 (IL-2) etkisiyle
mononiikleer fagositlerden sekrete edilen IL-1, IL-6, IL-8 ve tiimor nekroz faktor-
o (TNF-a) sitokinleri sonucu aktive olmaktadir. Aktive monosit ve endotel
hiicrelerinden potent inflamatuar mediyatdrlerin salgilanmasindaki amag 6ncelikle

savunma mekanizmasina yonelik biyolojik olaylarin baslamasini indiiklemektir.

T helper hiicreleri antijenik uyariyla beraber IL-12 ve IL-4 sitokinlerinin
etkisiyle Thl ve Th2 olmak iizere iki ayri alt gruba farklilagir (42). Thl
lenfositleri; IL-2, IFN-y ve TNF-f  salgilayarak hiicresel immiin cevabin
baslatirken, Th2 lenfositleri IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 ve IL-13’iin sentezlenmesinde
rol alirlar. Son yillarda yapilan aragtirmalarda Thl hiicresel tip immiin cevabin
gelismesinde major rol oynadigi ortaya koyan dominant proinflamatuar bir sitokin
olan IL-18" in, IL-12° den bagimsiz olarak Thl proliferasyonuyla IFN-y
sekresyonunu artirdigi ve NK ve Th’ lardan TNF-a sentezlemesini indiikleyerek

monositlerden de IL-1B ve IL-8 salgilanmasini uyardigi bildirilmistir (43, 44). Her
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iki grup Th lenfositi de salgiladiklar1 sitokinlerin etki mekanizmalar1 itibariyle

antagonistik olarak immiin cevabi regiile ederler.

TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8 proinflamatuar; IL-4, IL-10, IL-13, TGF-p, koloni
stimulan faktorler, ¢oziinlir TNF-o reseptorleri ve IL-1 reseptdr antagonisleri ise
antiinflamatuar mediyatorlerdir. Bu sitokinlerin etki mekanizmalar1 tam olarak
bilinmemekle beraber, 6zellikle IL-10" nun monosit fonksiyonlarmi, T ve B
lenfosit proliferasyonlarin1 inhibe ettigi gosterilmistir (45, 46). Proinflamatuar
sitokinlerin daha fazla olmasi durumda SIRS ve buna bagli hedef organlardaki
hiicrelerde gelisen apopitozis sonucu MOF; antiinflamatuar sitokinlerin daha
baskin olmasi halinde ise klinik olarak immiinolojik anerji ve enfeksiyona egilim

goriilmektedir (47).

3.2.1.Sepsisteki Immiinsupresyon Mekanizmalari

3.2.1.1. Antiinflamatuar Sitokinlere Olan Kayma

Aktive edilmis CD4'T hiicreleri, ya TNF-a, IFN-y ve IL-2 gibi inflamatuar
(tip 1 helper T- cell [Thl] ) 6zelliklere sahip sitokinler ya da IL-4 ve IL-10 gibi
antiinflamatuar (tip 2 helper T- cell [Th2] ) 6zelliklere sahip sitokinler sekrete
ederler. CD4'T hiicrelerinin Thl veya Th2 cevaplarindan hangisini verecegini
etkileyen faktorler bilinmemektedir, fakat patojenin tipi, bakteriyel inokiiliimiin
biiylikliigii veya enfeksiyonun yeri bu faktorleri etkileyebilir (48). Yanikli veya
travmali hastalardan elde edilen mononiikleer hiicreler Thl sitokin diizeylerini
azaltirken IL-4 ve IL-10 Th2 sitokin diizeylerini artirir, sepsisli hastalarda Th2

cevabinin tersine dondiiriilmesi survayvi iyi yonde etkilemektedir (49).

28



3.2.1.2. Anerji

Anerji antijene kars1 bir cevapsizlik halidir. T hiicreleri spesifik antijenlere
kars1 prolifere olamiyor veya sitokin sekrete edemiyorlarsa anerjiktirler. Heidecke
ve ark. peritonitli hastalarda T hiicre fonksiyonunu arastirmislar ve Th2 sitokin
iretiminde bir artma olmaksizin Thl fonksiyonunda azalma tespit ettiklerinde bu
durumun anerji ile iliskili oldugunu savunmuslardir. Dedektif T hiicre

proliferasyonu ve sitokin sekresyonu, mortalite ile korrelesyon gosterir (50).

3.2.1.3. immiin Hiicrelerin Oliimii

Sepsisten Olen insanlardaki otopsi calismalar1 apopitozise bagl adaptif
immiin sistem hiicre kayiplarinin derin ve progressif oldugunu ortaya koymustur
(51). CDS" T hiicrelerinde herhangi bir kayip olmamasima, NK hiicreleri veya
makrofajlarin olusmasina ragmen sepsis, B hiicre diizeylerini, CD4" T hiicre
diizeylerini ve follikiiler dendritik hiicreleri belirgin Olgiide azaltmaktadir.
Lenfosit ve dendritik hiicre kayiplar1 6zellikle 6nemlidir, ¢linkii bu durum hayati
tehdit edici enfeksiyonlarda goriiliir. Sepsis sirasinda apopitozise bagli lenfosit
kaybinin biiyiikligii, hastalarda dolasimdaki lenfosit sayiminin yapilmasiyla net
bir sekilde goriiliir (51). B, CD4" T hiicreleri ve dendritik hiicre kayiplari sirastyla
antikor iiretimini, makrofaj aktivasyonunu ve antijen sunumunu azaltmaktadir (52,

53).

3.2.2.Lokosit Populasyonlari

Sepsise yol acan tiim mekanizmalar sonucunda, kanda aktive olan

monositlerden ve doku makrofajlarindan  proinflamatuar  sitokinlerin
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salgilanmasina ve kemik iligi depresyonuna neden olmaktadir (54, 55). Agir
travma hastalarindaki stresle beraber artan proinflamatuar sitokin diizeylerinin
etkisiyle olusan T ve B lenfositlerinin fonksiyonlarindaki depresyonun
monosit/makrofaj aktivasyonundaki azalmalar sonucu T hiicreleri ile arasindaki

etkilesimdeki bozukluktan kaynaklandigi diisiiniilmektedir (56).

Travma sonrast agirt aktivasyon sonucu monosit/makrofajlarin yasam
siirelerinin kisalip eliminasyonuyla olusan immiinoparalizinin heniiz tam
olgunlagsmamis monosit/makrofaj populasyonunun eskilerinin yerini almasina dek
3-5 giin siirdiigii gosterilmistir (57). Sepsisle komplike travma hastalarda
proinflamatuar sitokin salgilayan, HLA-DR ekspresyonu az, antijen sunumunu
baskilayan, FcR+ “kizgin makrofaj” (angry macrophage) populasyonunun baskin
hale ge¢ip, immunolojik anerjide ve firsat¢1 enfeksiyonlarin gelismesinde basrolii
oynadiklar1 diisiiniilmektedir (58). Travma sonrasi erken donemde gelisen ve
enfeksiyonlara egilimde Onemli rol oynadigi disiiniilen 16kosit HLA-DR
ekspresyonundaki bu azalmanin IL-10 etkisiyle olustugu ve in vitro olarak anti-

IL-10 antikorlariyla bunun kismen diizeldigi ortaya konmustur (59).

3.2.2.1 T Helper Alt Gruplar

Kandaki lenfositlerin %35-60 kadarini, heterojen bir popiilasyona sahip Th
alt grup hiicreleri olusturur (60, 61). CD4" yiizey reseptorii tasiyan
subpopiilasyon, ge¢ duyarliktan sorumlu efektdr hiicreler ve sitotoksik T
hiicrelerinin olgunlagsmasina yardimci T hiicrelerini kapsar. Bu popiilasyonun

hiicreleri, B hiicrelerinin antikor yapan plazma hiicrelerine donmelerini de
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indiikler. Bu nedenle, CD4" reseptorii tasiyan bu lenfositlere Th/ indiiktor

hiicreleri de denmektedir.

Istirahat halindeki Th hiicresi antijenle stimiile edildiginde hiicre, ya IL-
12, IFN-y ya da IL-4 etkisi altinda Thl veya Th2 fenotipi olusturacak bigimde
cogalir ve farklilasir. Thl ve Th2 orami degisir. Béylece bu baskinligin sonuglar
periferde gozlenebilir (61). Thl hiicrelerinin asil fonksiyonu, Thl tipi sitokinler,
makrofajlarin fagositoz ve mikroorganizma 6ldiirme yeteneklerini giiclendirerek,
enfeksiyonlara karst savunmay1 tesis etmektir. Th2 alt grup hiicreleri akut ve
kronik inflamasyonu ve geg tipte hiicresel hipersensitiviteyi inhibe ederler. Bunlar

Th1 hiicrelerinin aksine gogunlukla CD30" yiizey reseptdrii tasirlar (60).

Thl hiicrelerinin %77’ si sitolitik aktiviteye sahiptir. Buna karsilik, Th2
hiicrelerinin sadece %18 kadan sitolitik aktivite gosterir (60). Bu nitelikleri
dikkate alindiginda, Th2 alt gruplarinin esas itibariyle humoral immiin cevaplarin,
Thl alt gruplarmmin ise, hiicresel immiin cevaplarin olugmasinda etkin rol
oynadiklar1 anlagilmaktadir. Bir Th alt grubunun sentezledigi sitokinler, diger Th

alt grubunun sentezledigi sitokinlerin yapimini baskilayabilir (60, 61).
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Tablo-1: Thl ve Th2 alt gruplar1 arasindaki 6nemli farklar (62)

Sitokin profili Th1 Th2
IFN-y ++ -
TFN-a ++ -
IL-2 ++ -
IL-3 ++ -
IL-4 - ++
IL-5 - ++
IL-6 - T+
IL-10 - i
IL-13 - +
GM-CSF - *
Baslica Islevi Geg tipte asir1 B hiicre yardimi
duyarlilik,
Makrofaj aktivasyonu
Sitotoksisite
Sinirli B hiicre yardimi
ve inhibisyonu
izotip Ab indiiksiyonu IgG1 IgG4

Cevabin yararh oldugu

bashica haller

Cevabin Zararh Oldugu

Bashca Haller

Viral enfeksiyonlar
Allerji
Tiiberkiiloz,

Leyismaniyoz

Artrit, otoimmiinite
Helmint enfestasyonu,
Allograft rejeksiyonu,
Gebelik

Artrit, otoimmiinite
Helmint enfeksiyonu
Gebelik

Allogreft rejeksiyonu
onleme

Tiiberkiiloz, leyismaniyoz
Virus enfs. (kizamik,HIV)
Allerji
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3.3. SITOKINLER

Immiin ve inflamatuar olaylara katilan hiicrelerin etkinliklerinin
arttirilmasi, uyarilmis lenfositler, monositler, makrofajlar ile diger baz1 hiicrelerde
sentezlenen ve salinan, parakrin veya otokrin etkili sitokin denen ve ¢cogu 20-30
kD bir grup potent peptid veya glikoprotein yapisindaki soliibl maddenin araciligi
ile olur. Sitokinler antijen i¢in spesifik olmamakla beraber antijenin, ortaya ¢ikan
sitokin profilinin olusmasinda yonlendirici etkisi olabilir; sentezlenmeleri ve
hedef hiicreleri etkilemeleri i¢in ¢ogunlukla bir stimiilasyonu gerektirirler, kendi
aralarinda agonist ve antagonist etkilesimler gosterebilirler. Sitokinler 107%-107"
molar konsantrasyonlarda biyolojik olarak aktiftirler ve genellikle sekrete
edildikleri bolgede etkili olurlar. Bazilar1 uzak mesafelerde de etkili olabilirler.

Etkileri gesitli faktorlerle modiile edilebilir (63).

Sitokinler, i¢inde 100’den fazla sayida farkli molekiil bulunan biiyiik bir
grup olusturmaktadir. Bunlarin bir kismi heniiz tam olarak incelenmemistir ve
bilgilerde karigikliklar vardir. Fizyolojik acidan sitokinlere, hiicreler arasinda

mesaj (sinyal) ileten biyolojik mediyatorler gibi bakilabilir (63).
3.3.1. Interlokin-4 (11-4)

Th2 alt gruplarinin iiretilmesi ve indiiklenmesi ile etki gosteren sitokindir.
4 adet a- helikal yap1 i¢eren sitokin ailesindendir. B hiicre uyarici faktor 1 (BSF-
1) olarak ta bilinir. 20 kd agirliginda olup kodlayan genler 5. kromozom
tizerindedir. Bu bolge IL-3, IL-5, GM-CSF, M-CSF ve M-CSF reseptor genlerini

de bulundurdugundan hemopoezde onemlidir. IL-4" iin esas hiicresel kaynagi,
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aktive mast hiicreleri ve bazofiller kadar Th2 alt gruplarinin CD4" T lenfositleridir

(22, 64).

IL-4, IFN-y’ nin makrofaj aktive edici etkisini antagonize eder ve bdylece
hiicresel immiinite reaksiyonlarinin inhibisyonuna yol agar. Bu durum Th2 hiicre
fonksiyonlarinin, immiin inflamasyon inhibitorleri gibi islev yaptigim
gostermektedir. Bununla birlikte, IL-4, IgE reaksiyonlarini, mast hiicre/eozinofil

reaksiyonlarini baglatirken makrofaj bagimli reaksiyonlar1 baskilar (22, 64).

3.3.2. interferon-y (IFN-y)

Tip II interferon (IFN) diye de adlandirilan Th hiicrelerinden Thl alt
gruplarinin olusmasina neden olan bir sitokindir. Homodimerik bir proteindir.
IFN-y’ nin reseptord, tip II reseptor ailesi 6zelliginde iki yapisal agidan homolog
iki polipeptidden olusur. Hiicre i¢ci mikroorganizmalara kars1 hiicresel immiinitede
onemli fonksiyonlar1 vardir. IFN-y makrofaj aktive eden sitokin olarak, T
lenfositleri ile NK hiicrelerini aktive eder ve fagosite edilmis mikroorganizmalarin
makrofajlarca oldiirlilmesini saglar (22, 64, 65). IFN-y vaskiiler endoteliyal
hiicrelerin bir aktivatoriidiir. Bununla birlikte noétrofilleri  aktive ederek NK

hiicrelerinin sitolitik aktivitesini uyarir.
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Tablo-2: IL-4, IFN-y’ nin baslica biyolojik 6zellikleri (63)

Sitokin  Temel kaynagi Baslica biyolojik etkinligi
I1L-4 Th2 hiicreleri, - Th2 alt grup indiiksiyonu
timositler, - Th1 alt grup inhibisyonu

IFN-y

mast hiicreleri,
bazofiller,

NK hiicreleri

CD8" T hiicreleri, Thl
hiicreleri,

NK hiicreleri

- Aktive B hiicre ¢ogalma faktorii

- Sitotoksik T hiicre aktivasyonunun artmasi
- Mast hiicrelerinin ¢gogalma faktorii

- MHC klas II ekspresyonunun artmasi

- IL-1Ra ekspresyonunun indiiksiyonu

- 1L-1,6,8, TNF-a ve NO sentezine inhibitor etki

- CD4" T hiicrelerinin Th1’e diferansiasyonu

- Th1 ve NK hiicre aktivitesinin siddetlenmesi

- Th2 alt grup hiicrelerinin inhibisyonu

- Makrofaj ve endotel hiicrelerinin aktivasyonu

- CD8" T efektorlerin olusmasi

- B hiicre proliferasyonu ve farklilasmasi

- Sitokin etkilerinin siddetlendirilmesi/zayiflatiimasi
- NADPH oksidaz, NO sentaz sentezinin artmasi
- Lenfosit ve monosit kemotaksisi

- Kaseksi

- Antiviral etkinlik
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3.4. INTRAVENOZ iMMUNGLOBULINLER

Immiinglobulin preparatlar1 35 yildan beri immiin yetmezliklerin tedavisi
ve pasif immiinizasyonda kullanilmaktadir. Bu preparatlarin % 95’ini IgG
olusturmakta ve c¢ok az IgA ve IgM icermektedir. Immiinglobulinler 6nce
intramiiskiiler (IM) olarak hazirlanmis ardindan intravenéz (IV) kullanilacak
preparatlar seklinde hazirlanmis ve nihayet bunlar subkutan (SC) olarak da
kullanilmaya baslanmistir. Eskiden beri kullandigimiz IM preparatlarinin tedavide
uzun siireli kullaniminda, enjeksiyon yerinde agr1 ve apse gelisebilme, emiliminin
yavag olmasi, anafilaktik reaksiyona yol agmasi nedeni ile kullanimlarinda giigliik
yasanmaktadir. Bugiin daha ziyade intraven6z immiinglobulin (IVIG) seklinde
hazirlanan preparatlar tercih edilmekte IM olanlar ise pasif immiinizasyonda

kullanilmaktadir.

3.4.1. intraven6z Immiinglobulinlerin Etki Mekanizmasi

IVIG konsantrelerinin %95 oraninda immiinglobulin (Ig) G igeren
preparatlari, ilk olarak humoral immiin yetmezlikli hastalarda kullanilmistir. Ek
olarak 1981’ den bu yana viicudun kompleks immiinolojik olaylar1 agikliga
kavustukca kullammi artnugtir.  Immiinglobulinler, giiniimiizde inflamatuar
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (66, 67). IVIG’in potansiyel etki
mekanizmasi c¢esitlidir (41); oncelikle immiinglobulinin sabit Fc pargasi ile Fc
reseptorlerinin  etkilesimi sonucu olusan kompleman aktivasyonu immiin
komplekslerin  temizlenmesini saglamaktadir. IgG’nin  degisken bolgesi
otoantikorlarin aktivitesini module etmekte ve idiyotipik ag interaksiyonu yoluyla

immiin regiilasyon saglamaktadir. IVIG’deki IgG havuzunun antijenik 6zelligi
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cesitli mikrobiyal antijenlere karst etkilidir veya sitokin ve hiicre ylizey
reseptorleri gibi diger ag elemanlan ile etkilesir. Ticari preparatlarin ¢ogu iyi

tolere edilir ve hastalara multi inflizyonlar verilebilir.

IVIG’ in belirgin antiinflamatuar etkisi gézlenmistir. Bu fenomen, en ¢ok
Kawasaki sendromunda belirgindir. ITP tedavisinde Fc reseptor blokaji ile
otoantikorlarinin  duyarhilastirdigi ~ trombositlerin ~ tutulumunda  azalma
saglamaktadir. Deney hayvanlarinda gosterilen muhtemel bir mekanizma IVIG’ in
aktif C3 fragmanlarina baglanmasi ile komplemana karst doku hasarini inhibe

etmesidir (68).

Kii¢iik miktarlarda sitokinlere ve reseptorlerine yonelik antikorlar, anti-
idiotip antikorlar ve siiper antijenlere karsi antikorlar da icermektedir. IVIG’in
yarilanma Omrii 3 haftadir. Intravendz immiinglobulinlerin giiniimiizde

immiinomodiilatuar etkisi tam olarak ortaya konmamistir (Sekil-5) ( 69).

CRz CR3 CR1
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IVIG’nin immiinomodiilatuar erken donem etkileri; sirkiile otoantikorlarin
ndtralizasyonu, makrofajlardaki Fc  reseptorlerinin  fonksiyonel blokaji,
kompleman’in olusturdugu hasarin inhibe edilmesi, immiin kompleks iizerine
etkileri, proinflamatuvar sitokinlerin sentezinin diizenlenmesi, sirkiile lokosit
fenotiplerinin degistirilmesini igerir (70). Ge¢ donem etkileri ise; B hiicre
klonlarmmin azaltilmasi ve antikor sentezinin baskilanmasi, serum antikor
titrelerinde gozlenen spontan fluktuasyonlar iizerine etkisi, sentezlenen sitokin
paternini degistirerek, fonksiyonel T ve B hiicre repertuvarini degistirmesi

seklindedir (70).

3.4.2. IVIG Kullanim Alanlar

Immiin yetmezlikler, herediter ve metabolik hastaliklar, immiinosupresif
ilag ve ajanlar kullanan hastalar, enfeksiyon hastaliklari, hemolitik hastaliklar,
otoimmiin hastaliklar, travma ve cerrahi girisim, transplantasyon sonrasi donem,

digerleri (intrauterin embriyo atilimini 6nleme, steroide bagimli astma v.b.)

3.4.3. Tedavinin Komplikasyonlari

Hipotansiyon, pulmoner ve renal disfonksiyon, enfeksiyon, anafilaktik
reaksiyon, bulanti, bag donmesi, bas agrisi, ates, kusma, tromboembolik olaylar ve

son zamanlarda yayinlanan ve tedavinin kesilmesine yol agan aseptik menenjit.
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3.4.4. Pentaglobin (Pentaglobin®, Biotest Pharma Gmbh, Dreieich,

Germany)

IVIG benzeri yolla elde edilen antikorlar 1980’lerin ortalarinda
Pentaglobin adiyla tretilmistir. Pentaglobin %5’ lik immiinglobulin preparati

olup, binlerce dondrden elde edilen havuzdan {iretilir ve %12 oraninda IgM igerir.

IgM humoral immiinolojik aktivite i¢in dnemli antikor sinifidir. Dalakta
veya lokal olarak lenf nodlarinda antijen sunumunun oldugu bolgede, ilk savunma
noktasinda sentezlenir. IgM molekiilleri, bakteriyel patojenlerin eliminasyonu ve
bakteri toksinlerinin notralizasyonu i¢in 6nemlidir. Tek bir IgM molekiilii 10 adet
antijen baglama bolgesine sahiptir ve bes Fc fragmani igerir, boylece agliitinasyon
reaksiyonu ve kompleman aktivasyon yollar1 agisindan diger immiinglobulin
siiflarindan {stlindiir. IgM molekiilii kompleman varliginda bakteriyel hiicre
duvarinda lizisini baglatabilir (41). Yenidoganlar, bu primer antikor sentezini do
novo sentezleyebilir, boylece mikrobiyal patojenlere karsi gelisen ilk konakgi

yanit1 IgM’ lerden gelir (71).

Pentaglobin, kullanima hazir bir insan immiinglobulin preparatt olup, 50
mg protein/ml igerir. Iimmiinglobulin oran1 %95 den az degildir. Pentaglobin esas
olarak I1gG(%76), yiiksek konsantrasyonlarda IgA(%12) ve IgM(%12) igerir.
Immiinglobulin subgruplar1 1gGl %62, 1gG2 %25.8, IgG3 %4, 1gG4%7.6
oraninda bulunur. %5’ lik protein soliisyonu, pH 6.8 de iso-onkotik olarak
bulunur, %2.5 glukoz ve 78 mmol/l sodyum klorid igerir. Pentaglobin, hi¢cbir katki
maddesi, stabilizan veya prezervatif icermez. Pentaglobin iiretiminde, protein

boliimii beta-propiolakton ile modifiye edilir, bdylece iyi intravendz tolerans
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saglanir  (non-spesifik ~ kompleman  aktivasyonunu  tetiklemez)  ve
immiinglobulinlerin biyolojik fonksiyonu (Fc-bdliim fonksiyonu) saglam kalir.
1 ml soliisyonda; 6 mg IgM, 6 mg IgA, 38 mg IgG, igeren, 10 ml’lik

amptl ve 50-100 mI’lik infiizyon siselerinde kullanima sunulmustur.

3.4.5. Flebogamma (Flebogamma® 5%, Grifols, Usa.)

Insan plazmasindan hazirlanan %5’lik IgG igeren ve koruyucu madde
icermeyen, sorbitol ile stabilize edilmis intravendz kullanim i¢in hazirlanmig
immiinglobulin preparatidir. Yiiksek piirifiye IgG (>99) iceren flebogamma iginde
IgG’nin subgruplar I1gG; %70.3, 1gG; %24.7, 1gG; %3.1, 1gG4 %1.9 oraninda
bulunmaktadir. IgM ve IgA orani < 0.05 mg/ml’dir. %5°lik flebogamma iginde
her ml’sinde 50 mg IgG, 50mg D-sorbitol ve <6mg/ml propilen glikol igeren
preparatlart mevcuttur. pH’ s1 5 ile 6 arasinda, osmolaritesi 240-350 mOsm/L
arasinda degismektedir. 10-50-100-200 ml’lik infiizyon siselerinde kullanima

sunulmustur.

3.5.SEPSISTE UYGULANAN iIMMUNOLOJIK TESTLER

Travmatik olaylar sonucu gelisen immiinolojik degisiklikleri ortaya
koyarak Ozellikle politravmatize septik hastalarda yeni immiinomodiilator
terapotik  girisimleri  uygulamak amaciyla immiinolojik fonksiyonlarin
degerlendirilmesine yonelik testler gittikce 6nem kazanmakta, her gecen giin
teknolojik gelismelerle beraber yeni yontemler ve ticari kitler uygulama alanina

girmektedir. Bu yontemlerden en giincel ve en ¢ok kullanilanlar1 sunlardir:
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a) Lokositlerin kantitatif analizi: Flow Cytometry yontemi (FACS=
Flourescence Activated Cell Scorting), MACS (Magnetic Activated Cell Scorting)

b) Lokositlerin fonksiyonlarina yonelik testler:

Salgilanmis Sitokin tayini: ELISA, RIA, Bioassay

Salgilanmamis Intrasitoplazmik Sitokin Tayini: FACS, RT-PCR
(Reverse Transcriptase- Polimerase Chain Reaction)

Lenfosit proliferasyon testleri: T- lenfositleri i¢cin Concanavalin (Con-A)
veya Phytohemagglutinin (PHA); B-Lenfositleri i¢in Pokeweed Antijeni gibi
mitojenlerle uyartya yanitin Hs- timidin ile 6l¢iimii

Makrofaj fonksiyon testleri: Neopterin (RIA ile) veya nitrik oksit tayini,
Candida fagositoz testi, reaktif oksijen radikallerinin 6lgiimii

Deri testi (Gecikmis tip asir1 duyarhlik reaksiyonu)

¢) Akut faz reaktanlarimin tayini: CRP (Nefelometri), Prokalsitonin
(RIA, immiinoluminometric-assay)

d) Kompleman ve immiinoglobulinlerin tayini: Nefelometri

e) Hematolojik fonksiyonlarin tayini: Antitrombin-3 tayini, PT, PTT

3.6. ELISA (ENZYME-LINKED-IMMUNOSORBEND ASSAY)

Antijen- antikor birlesmesini goriiniir hale getirmek i¢in, enzimle isaretli
antikorlar (isaretli konjugat) kullanilmaktadir. Enzim isaretli konjugat, antijen-
antikor kompleksine baglandiktan sonra, ortama konulan substrat yikima
ugramakta ve pH degisimine bagli renk degisikligi olusmaktadir. Bu renk

degisikligi  kolorimetrik  olarak  Olgiilerek  kontrollere  gbére  sonuglar
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degerlendirilmektedir. Olduk¢a duyarl bir yontem olup, 6rnekte az miktarda olan

antijen veya antikoru 6lgebilmektedir.

ELISA’nin ii¢ degisik yontemi bulunmaktadir. Bunlardan ilki, ELISA’
nin en yaygin versiyonu olan sandwich ELISA y&ntemidir. Ikincisi, 6zgiil antijene
karsi olusan antikorlar1 arastirmada kullanilan, antikor yakalama (anti-body
capture) yontemidir. Ugiinciisii ise Mikropartikiil enzim immiin assay (MEIA)
yontemidir.

ELISA deneylerinde yaygin olarak kullanilan enzimler alkalen fosfataz ve
yaban turpundan elde edilen peroksidazdir. Bu enzimler, monoklonal antikorlarin
antijenleri ile kompleks olusturma kapasitelerinde olumsuz etki yapmadan onlara
kovalent olarak baglanabilmektedir. Enzimlerle kullanilabilecek degisik
substratlar bulunmaktadir. Substratlarin enzimle karsilasmasi sonucunda, renkli
irlin ya da kemiliiminesans olusumunu saglayan substratlarin (luminol + Hidrojen
peroksit) kullanilmasiyla testin duyarliligi artirilmastir (72).

3.7. FLOW CYTOMETRY

Hiicrelerin biyokimyasal ve fiziksel 6zellikleri yillardir primer mikroskop
Ozellikleri kullanilarak saptanmasina karsilik giinlimiizde, Flow cytometry temel
olarak hiicrelerin biiyiikliigiine ve graniilaritesine bagli olarak tek hiicre
seviyesinde arastirma imkani saglamaktadir. Flow cytometry sistemi, siispansiyon
halindeki hiicrelerde yiizey antijenlerinin belirlenmesi, B hiicreleri ile T hiicre alt
gruplarinin tayini, losemi ve lenfoma tiplemesi, DNA analizi, fagositoz,
otoantikor tayini ve kromozom analizi gibi bir ¢ok konuda kullanilmaktadir. Flow
cytometry’ nin; ¢ok sayida hiicreyi hizla sayabilme, ¢ok az sayidaki neoplastik

hiicreyi genis bir hiicre popiilasyonu ic¢inden saptama, hiicre alt gruplarinin
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ayrimini ve heterojen hiicre popiilasyonlarinin saflastirilmasi (sorting ) gibi klinik
kullanimda 6nemli 6zellikleri vardir (73).

3.7.1. Hiicre Analizi

Flow cytometry ile analizlerde hiicrelerin siispansiyon haline getirilmesi
ve monoklonal antikor ile isaretlenmesi gerekmektedir. Lenfosit analizinde ficoll
(histopague) kullanilarak periferik kandaki sekilli elementler yogunluk farklarina
gore ayrilir. Hiicrelerin izolasyonundan ve saf eldesinden sonra prob adi verilen
bir veya daha fazla floresan bagli monoklonal antikor veya diger kromoforlar
hiicre ile konjuge edilir. Problar genellikle ylizey antijenine veya hiicre igi
elamanlaria spesifiktirler. Probu secerken hastaligin prognozu &nemlidir.
Hastaligin hangi hiicre populasyonu ile calisalacagini gosterir ve o hastaliga
0zglin problar kullanilir.

Immiinofloresan isaretleme tekniginde direkt ve indirekt metodlar
kullanilir. Direkt metoda antikorla konjuge olmus florokrom (fluorescein
isothiocyanate (FTIC), Rhodamin, phycoerythrin (PE) vb.) maddeleri kullanilir.
Bu sistemin avantaji, kullanilan antikorun monospesifik olmasi nedeni ile,
nonspesifik baglanmanin ihmal edilecek kadar az olmasidir. Cok diisiik dansiteye
sahip yiizey antijenlerinin gosterilememesi ise dezavantajidir. Indirekt metoda ise;
siispansiyon halindeki hiicrelere ilk olarak isaretsiz monoklonal antikor baglanir.
Daha sonra analiz i¢in ikinci bir isaretli monoklonal antikora ihtiya¢ vardir. Bu
ikinci antikor, hiicre ile bagli durumda olan birinci antikora baglanir. Bu metodun
avantaji, cok diisiik dansiteye sahip yiizey antijenlerinin gosterilebilmesi,
dezavantaji ise, nonspesifik baglanmalarin direkt metoda oranla daha sik

goriilmesidir (73).
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4. GEREC ve YONTEM

Calismamuz, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul onay1 alindiktan
sonra, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirmalar Merkezi
(FUTDAM) laboratuarinda gerceklestirildi. Arastirmanmiza FUTDAM’dan temin
edilen agirliklar1 200-250 gram arasinda degisen Wistar-Albino cinsi 30 adet rat
alindi. Calismada, “Deneysel ve Diger Bilimsel Amaglar i¢in Kullanilan
Vertebrali Hayvanlarin Korunmasi igin Avrupa Antlagmasi” etik hiikiimlerine
uyularak ve en az sayida ratin kullanilmasina 6zen gosterildi. Denekler 12 saat
giin 15181 alan ve havalandirma diizenegi bulunan odada (22-24 °C, % 70-75 nem)

tutuldu. Standart sigan yemi ve ¢esme suyu ile beslendi.

4.1. DENEY

Calismaya alian denekler isaretlenerek, randomize olarak 4 gruba ayrildi.
Tiim deneklere anestezi Ketamin HCI (Ketalar®, Eczacibasi, Istanbul) 90 mg/kg
ve Xylazine (Romphun® Bayer, Istanbul) 10 mg/kg intramiiskiiler uygulanarak

saglandu.

Grup I (Kontrol Grubu, n=6): Bu gruptaki deneklere 1 ml % 0.9 NaCl

intraperitoneal olarak enjekte edildi.

Grup II (Sepsis Grubu, n=6): Deneklere 1 ml % 0.9 sodyum kloriir
(NaCl) igerisinde E. Coli lipopolisakkariti (LPS) (0111:B4; Sigma Chemical, St.
Louis, MO) 2,5 mg/kg intraperitoneal olarak enjekte edilerek deneysel sepsis

modeli olusturuldu (74).
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Grup III (Sepsis Modeli Olusturularak IgM ve IgA ile
zenginlestirilmis immunglobulin verilen grup, n=9): Bu gruptaki dencklere 1
ml % 0.9 NaCl igerisinde 2,5 mg/kg E. coli lipopolisakkariti, intraperitoneal
olarak verilerek deneysel sepsis modeli olusturuldu ve deneklere, LPS
uygulandiktan 6 saat sonra ve sonraki iki giin 4 ml/kg (1 ml’sinde; 6 mg
IgM, 6 mg IgA, 38 mg IgG icerir) IgM ve IgA ile zenginlestirilmis
immiinglobulin (Pentaglobin, Biotest Pharma GmbH, Dreieich, Germany)

intraperitoneal olarak uygulandi. (75).

Grup IV (Sepsis Modeli Olusturularak IgG iceren immunglobulin
verilen grup, n=9): Bu gruptaki deneklere 1 ml % 0.9 NaCl igerisinde 2,5 mg/kg
E. coli lipopolisakkariti, intraperitoneal olarak verilerek deneysel sepsis modeli
olusturuldu ve deneklere LPS uygulandiktan 6 saat sonra ve sonraki iki giin 500
mg/kg, IgG iceren immunglobulin (Flebogamma® 5%, GRIFOLS, USA.)

intraperitoneal verildi (76).

Deneklere E. coli LPS’nin intraperitoneal olarak verilmesinden yaklasik 6-
8 saat sonra hastalik belirtileri gozlemlendi. Sepsis tani1 kriterleri olarak,
deneklerin viicut 1silarin1 korumak i¢in bir arada toplandiklari, hareketleri azaldigi
ve vyavasladigi, piloereksiyon, gozlerde c¢apaklanma ve kanama gelistigi
gbzlemlendi (77). Bu belirtileri 12 saat igerisinde gostermeyen denekler ¢alisma
dis1 birakildi. Ayrica deneklerden bazal, 24. ve 72. saatte kuyruk veninden alinan
kan orneklerinden lokosit Ol¢iimleri ve rektal yolla (MICROLIFE marka digital
termometre kullanilarak) viicut 1silar1 olgiildii. Sepsis gelismeyen ve c¢alismay1

tamamlayamayan deneklerin yerine yeni denekler alinarak denek sayis1 30’a
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tamamlandi. Deneklerden girisim Oncesinde ve girisimden sonra 24. ve 72.
saatlerde sonra kuyruk veninden alinan kan orneklerinden Flow cytometry ile
periferik kan lenfosit subgruplari (CD45", CD14",CD3", CD4", CD8", CD4"+26",
CD4'+30",) odl¢iildii, ELISA ile de rat IL-4, IFN-y diizeyleri &lgiilerek, Th
polarizasyonu yorumlandi. Gruplar aras1 14 giinlik sag kalim orani
degerlendirildi.

4.2. FLOW CYTOMETRY ANALIZi

Periferik kan lenfosit subgruplarmin Immiinoloji Anabilim Dali
Laboratuar’inda, lenfositlerin iki renk (double-colour direkt immiinofluoresan
yontemi) immiinofenotiplendirilmesi fluoresan izotiyosiyanat (fluorescein
isothiocyanate, FITC) veya pikoeritrin (phycoerythrin, PE) ile direkt bagh
monoklonal antikorlarin isaretli kombinasyonlarinin kullanildig1 tam kan lizis
yontemi uygulanarak, Becton Dickinson (BD) FACScan (USA) marka akim

sitometri aletinde asagidaki rat monoklonal antikorlart degerlendirildi;

CD45" (CLOOIF), CD3" (CLO20FITC), CD4" (CLOO3PE), CD8" ( CLO04PE),

CD4"+26" (CLO61FITC) [Cedarlane Laboratories, CANADA]
CD14" PE (553740) CD4"+30", PE (559232) [BD Biosciences, CANADA]
Yukarida belirtilen lenfosit alt grup yiizey belirleyicileri (CD45", CD14",
CD3", CD4", CD8', CD4'+26", CD4+-I-30+) icin spesifik rat monoklonal

antikorlar1 ve izotipik kontroller i¢in (IgG1,, 1gG2,) tipi rat monoklonal antikorlari

kullanilarak direkt immiinoflorasan yontemi ile akim sitometrisinde dl¢iildii.

Vendz kan drnekleri 0,2 ml EDTA’ 11 tiip i¢ine 0,8 ml alinarak toplam 1 ml’

ye tamamlandi iki saat i¢inde ¢alisildu.
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1)

2)

3)

4)

5)

Orneklerin Hazirlanmasi:

75 mm’ lik polipropilen tiiplerin i¢ine 20 pL CD45", CD14", CD3", CD4",
CD8", CD4™+26", CD4"+30" * lar1 igeren monoklonal antikorlar konuldu.
Uzerine tam kan sayimu igin alinan drneklerdeki ile ayni diliisyonda 100
pL tam kan konuldu.

Hazirlanan ornekler karistirilarak 20 dakika karanlikta ve oda sicakliginda
bekletildi.

Eritrositleri parcalamak ve 1okosit stabilizasyonunu saglamak igin
hazirlanan karigimi TQP rep cihazinda yikama isleminden gegirildi.

Tiip igerisine 500 uL PBS eklenerek analizorde okundu. Her okumada
spesifik monoklonal antikorlardan 10° ar pL IgGl1,-FITC , 1gG2,-PE

izotipik kontrol olarak kullanildu.

Analizler 488 nm lazer; yana sagiim (SS) 90° ile sagilim (FS) ve

flioresan FL1 (530 nm dalga boyunda yesil), fliioresan FL2 (585 nm dalga

boyunda oranj) dedektorleri kullanilarak System II Software 3.0 programinda

yapildi. SS’ e kars1 FS dedektorlerinin kullanimu ile hiicreler biiytikliik ve graniil

iceriklerine gore bilgisayar ekraninda yansitilip, lenfositler diger periferik kan

hiicreleri ve yerlesim yerleri esas alinarak ayrildi. Her bir hiicre grubu i¢in 10.000

lenfosit sayildi. Calismada CD45" - IgGl,- FITC / CD14" - 1gG2, — PE

monoklonal antikor ¢ifti kullanilarak lenfosit fraksiyonlar1 iizerindeki kapilar

denetlendi. Her ¢alismada analiz edilen hiicre gruplariin en az %95 oraninda

CD45" tasidig1 ve monosit karisimmin < %2 oldugu belirlendi. Sonuglar yiizde

deger seklinde Olgiiliip, bu degerler ile ¢arpilarak her bir lenfosit alt grubunun

absolii sayist hesaplandi.
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4.3. SITOKIN ANALIiZi

Sitokin tayinleri i¢in deneklerden girisim Oncesinde ve girisimden sonra
24. ve 72. saatlerde, yaklasik 0,5 ml. kan alindiktan sonra 6rnekler, 3000 rpm.de 5
dakika santrifiij (Lobofuge 200-Heraeus sepatech Instruments; Germany) edildi.
Ayristirilan  serumlar, sitokin analizleri yapilana kadar —80 °C 1sida derin
dondurucuda (New Brunswick Scientific, -80°C Ultra Low Freezer, U-57085;
USA) bekletildi. IFN-y (KRC4021 BIOSOURCE, USA) ve IL-4 (KRC0041
BIOSOURCE, USA) rat sitokin kitleri kullanilarak ELISA yontemiyle
gerceklestirildi. Kullanilan kitlerin sensivite degerleri IFN-y i¢in <13 pg/ml, 1L-4
icin <2.0 pg/ml olarak kaydedildi. Tiim 6lgiimler Firat Tip Merkezi Immiinoloji

Laboratuari’nda yapildu.

4.4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiki degerlendirme icin Statistical Package for Social Sciences
(SPSS) 12.0 programi kullanildi. Elde edilen veriler ortalama + standart deviasyon

olarak alindi.

Gruplar arasindaki tiim verilerin karsilagtirmasinda One-Way ANOVA,
Tukey HSD. Kruskal Wallis ve Mann Whitney U testi kullanildi. Grup igi
karsilagtirmada Paired-Samples T testi ve Wilcoxon analizleri uygulandi.
Gruplarin sag kalim oranlar1 Kaplan-Meier analizleri ile degerlendirildi. p<0.05

anlamli olarak degerlendirildi.
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5. BULGULAR

Calismaya alinan deneklerin agirliklart incelendiginde gruplar arasinda

anlamli fark saptanmadi (p>0.05). (Tablo-3)

Kontrol grubundaki denekler harig¢, diger ii¢ gruptaki deneklerin 16kosit
diizeyleri bazal deger ile karsilastirildiginda 24. saatte yiikseldigini ancak 72. saat
ile karsilastirildiginda anlamlilik saptamadik. Deneklerin ortalama viicut
isilarinin, kontrol grubu hari¢ diger ii¢ ¢alisma grubunda da bazal degere gore

yiikseldigini saptadik.

Tablo-3 . Gruplara gore deneklerin agirlik ortalamalarinin dagilimi (Ort + SD)

GRUPLAR n Agirhik (gr)
Grup I 6 224.62 + 6.90
Grup II 6 22523 +9.14
Grup III 9 22337+11.48
Grup IV 9 221.12+13.85
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5.1. CD3" LENFOSIT (TOTAL T LENFOSIT) FLOW CYTOMETRY

ANALIZ BULGULARI

Kontrol grubunda bazal degere gore, Ol¢iim yapilan diger donemler
arasinda belirgin bir degisiklik gdzlenmezken, sepsis olusturulan grupta bazal
degere gore 24. saatte anlamli olmayan azalma, ardindan ve 72. saatte anlamli
olmayan artis saptandi. III. ve IV. gruplarda bazal degere gore 24. saatte anlamli
azalmalar (sirastyla p=0.03 ve p=0.008), ardindan 72. saatte ise I'V. grupta bazal
degere gore anlamli artig saptandi (p=0.008). Ayn1 donem igerisinde gruplar arasi

karsilagtirmada anlamli bir fark saptanmadi.
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/ e Grup |
60 . “/ ®-=Grup Il
Grup Il
55 | Grup IV
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45
Bazal 24, saat 72. saat

D6nem

Sekil-6: Deneklerin CD3" lenfosit diizeyleri

&: p<0.05 Bazal deger ile karsilagtirildiginda
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5.2.CD4" LENFOSIT (TH- T HELPER LENFOSIT) FLOW

CYTOMETRY ANALIZ BULGULARI

Kontrol grubunda donemler arasinda belirgin bir fark saptanmaz iken,
sepsis grubunda 24. ve 72. saatte bazal degere gore anlamli olmayan azalmalar
saptandi. III. ve IV. gruplarda bazal degere gore, 24. saatte anlamli olmayan
azalmalar saptanirken, 72. saatte ise III. grupta 24. saate gore, IV. grupta ise hem
bazal hemde 24. saate gore anlamli bir artiglar saptandi ( p<0.05). Ayni donem

icerisinde gruplar arasi karsilagtirmada anlamli bir fark saptanmadi.
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Sekil-7: Deneklerin CD4" lenfosit diizeyleri
&: p<0.05 Grup III’de 24. saat degeri ile karsilastirildiginda

p<0.05 Grup IV’ te bazal ve 24. saat degerleri ile karsilagtirildiginda
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5.3. CD8" LENFOSIT (TC- T SITOTOKSIK LENFOSIiT) FLOW

CYTOMETRY ANALIZ BULGULARI

Kontrol grubunda bazal degere gore, diger 6l¢iim yapilan donemlerde

belirgin bir fark gézlenmez iken, sepsis grubunda 24. ve 72. saatte bazal degere

gore anlamsiz bir artiglar saptandi. II1. grupta bazal degere gore 24. saatte anlamli

olmayan azalma ardindan 72. saatte anlamli olmayan bir artig saptandi. IV. grupta

ise bazal deger ile karsilastirildiginda 24. saate anlamli bir azalma saptanirken

(p=0.05), 72. saatte hem bazal degere gore hemde 24. saate gore anlamli bir

artiglar saptandi (p<0.05). Aynm1 donem igerisinde gruplar arasi karsilagtirmada

anlamli bir fark saptanmadi.
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Sekil-8: Deneklerin CD8" lenfosit diizeyleri

&: p<0.05 Bazal deger ile karsilastirildiginda

¢: p<0.05 24. saat degeri ile karsilastirildiginda
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5.4.CD4"+26" T LENFOSIT (TH1) FLOW CYTOMETRY ANALIZ

BULGULARI

Kontrol, II. ve III. gruplarda bazal deger ile diger donemler
karsilastirildiginda anlamli bir degisiklik saptanmadi. IV. grupta bazal degere gore
24. saatte anlamli olmayan bir azalma, 72. saatte hem bazal, hem de 24. saate gore
anlamli bir artiglar saptandi (sirasiyla p=0.01, p=0.01). IV. grupta 72. saatte II. ve

II1. gruba gore anlamli artig saptandi (sirasiyla p=0.018, p=0.015).
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DOonem

Sekil-9: Deneklerin CD4'+26" lenfosit diizeyleri

&: p<0.05 Bazal deger ve 24. saat karsilastirildiginda,

#:p<0.05 II. ve III. grup ile karsilastirildiginda
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5.5.CD4"+30" T LENFOSIT (TH2) FLOW CYTOMETRY ANALIZ

BULGULARI

Kontrol grubunda bazal degere gore, Ol¢iim yapilan diger donemler
arasinda belirgin bir degisiklik saptanmazken, sepsis olusturulan grupta bazal
degere gore 24. ve 72. saatte anlamli artislar saptandi (sirasiyla p=0.02, p=0.02).
Bazal deger ile karsilastirildiginda, II1. grupta 24. saatte, IV. grupta 24. ve 72.

saatte anlamli artiglar saptandi (p<0.05).

24. saatte II. I1I. ve IV gruplarda I. gruba gore, II. grupta ise III. gruba gore
anlamli bir artma saptandi (p<0.05). 72. saatte II. III. ve IV gruplarda 1. gruba
gore, II. grupta III. ve IV. gruplara gore, I'V. grupta ise III. gruba gore anlaml1 bir

artis saptandi (p<0.05).
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Sekil-10: Deneklerin CD4'+30" diizeyleri
& : p<0.05 Bazal deger ile karsilastirildiginda
# : p<0.05 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
£ :p<0.05 IL grup ile karsilastirildiginda

$ :p<0.05 IV. grup ile karsilastirildiginda
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5.6. IFN-y

Kontrol grubunda bazal degere gore, Olciim yapilan diger donemler
arasinda belirgin bir degisiklik gozlenmedi. II grupta bazal deger ile
karsilastirildiginda 24. ve 72. saatte anlamli bir azalma saptandi (p<0.05). III.
grupta bazal deger karsilastirildiginda 72. saatte anlamli bir azalma saptandi
(p=0.01). TV. grupta bazal deger karsilagtirlldiginda 24. ve 72. saatte anlamli
azalma saptandi (sirastyla, p=0.01, p=0.008).

24. saatte II. ve IV. gruplarda I. gruba gore anlamli bir diisiis (sirasiyla
p=0.004, p=0.002), III. ve IV. gruplarda II. gruba goére anlamli bir artig (sirastyla
p=0.001, p=0.021), III. grupta ise IV. gruba gore anlamli bir artig saptandi
(p=0.013). 72. saatte II, III, IV gruplarda I. gruba gore anlamli azalma (sirasiyla
p=0.004, p=0.008, p=0.001), II. gruba gore IIl. ve IV. gruplarda anlamli bir

artiglar saptandi (sirasiyla p=0.002, p=0.013)
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Sekil-11: Deneklerin serum IFN-y diizeyleri
& : p<0.05 Bazal degerler ile karsilagtirildiklarinda
# : p<0.05 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
¢ : p<0.05 II. grup ile karsilagtirildiginda
£:p<0.05 IV. grup ile karsilastirildiginda

55



5.7. 1L-4

Kontrol grubunda bazal degere gore, Olciim yapilan diger donemler
arasinda belirgin bir degisiklik gozlenmez iken, bazal degere gore 11, III ve IV.
gruplarda 24. saate gore anlamli artislar saptandi (p<0.05). 72. saatte II ve IV.

grupta bazal degere gore anlamli ylikselme saptandi (p<0.05).

24. saatte II. grupta I. gruba gore anlamli artis saptandi (p=0.016). III. ve
IV. grupta ise II. gruba gore anlamli azalmalar saptandi (p=0.013). 72. saatte II ve

IV. gruplarda hem 1. hemde III gruba gore anlamli artis saptandi (p<0.05).

~ 34

S

S 32 A

2

s 30+

- ——Crup |
28 = Grup |l
26 - Grup 1l
24 Grup IV
22
20

Bazal 24. saat 72. saat
DOnem

Sekil-12: Deneklerin serum IL-4 diizeyleri
& : p<0.05 Bazal deger ile karsilastirildiginda
# : p<0.05 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
¢ : p<0.05 II. grup ile karsilastirildiginda

£:p<0.05 Kontrol ve III. grup ile karsilagtirildiginda
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Deneklerin sagkalim siirelerine bakildiginda;

I. gruptaki deneklerde 14 giinliik gbzlem stirecinde 6liim goriilmedi.

I1. gruptaki deneklerin; 83-108 saatler arasinda 6ldiigii gozlemlendi.

1. gruptaki deneklerin kontrol grubu harig, diger gruplara gore daha iyi
prognoz ortaya konan bir tablo sergiledigi belirlendi. Bu gruptaki deneklerin; 125-
310. saatler arasinda 61diigli saptanda.

IV. gruptaki deneklerin ise; 98-210. saatler arasinda 61diigli saptandi.

Sagkalim oranlarina bakildiginda, kontrol grubu ile III. grup arasinda

anlamli bir fark saptanmadi.
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Sekil-13 : Deneklerin saatlere gore sag kalim oranlari
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6. TARTISMA

Ik deneysel peritonit calismas1 farelerin peritonuna letal doz pnémokok
enjeksiyonu ile 1905 yilinda Kindborg tarafindan gergeklestirilmesinden bu yana
bakteri kullanarak yapilan deneysel peritonit ve sepsis modelleri gilinlimiiziin
halen 6nemli aragtirma konular1 arasinda yer almaktadir. Deneysel peritonit ve
sepsis modellerinin yaklasik yiizyillik gelisimi esnasinda, Ozellikle anti-
mikrobiyal ve anti-inflamatuar ilaglarin 6zel patojenlere veya inflamatuar ajanlara
kars1 etkilerini incelemek bir ¢ok arastirmaci ic¢in ilgi odagi olmustur. Bu
calismalarda ozellikle pro-inflamatuar sitokinlerin salgilanmasi sonucu immiin
sistemin baskilanmasina veya aktive edilmesine yol acan bir dizi immiino-

inflamatuar reaksiyon indiiklendigi belirtilmistir (78).

Pro-inflamatuar ~sitokinlerin aktive veya baskilama 0zelliklerinin
aciklanmasinda, sadece serum degerlerini belirlemek yaniltici sonuglara neden
olabilmektedir. Pro-inflamatuar sitokinlerin periferik dolagimda yarilanma
Omiirleri kisadir. Ayrica kanda ¢oziiniir dogal inhibitorleri de bulunmaktadir (79).
Glintimiizde yapilan sepsis ile ilgili klinik ve deneysel ¢alismalarda, periferik kan
lenfosit subgruplar1 veya lenfositlerdeki hiicre i¢i sitokin diizeylerinin incelenmesi
ile T lenfositlerindeki Thl ve Th2 hiicre tipi sitokinlerinin taranmasi, T
lenfositlerin Th1 veya Th2 yonii reaksiyonlarindan hangisine yoneldigi en gegerli

yontemlerle saptanmaktadir (80).

Caligmamizda, farkli iki IVIG preperati kullanarak deneklerde Th
polarizasyonu (Flow cytometry ve Elisa yontemi ile) ve sagkalim oranlari

degerlendirildi.
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CD4" T lenfositlerinin Thl’lere farklilasarak inflamatuar ve Th2’lere
farklilagarak ise antiinflamatuar sitokinlerin saliverilmesine yol agmalarinin yani
sira, sepsiste gozlenen Thl’lerin Th2’lere kaymasi immiinsupresyon
mekanizmalarinda 6nemli rol oynar. Th2’ye kayma giiniimiizde heniiz yeni
gosterilmekle Dbirlikte; patojenin tipi, miktar1 ve enfeksiyonun yeri gibi
bilesenlerin, bu kaymanin gergeklestirilmesindeki etkenlerden olup heniiz CD4" T
hiicrelerinin  Thl veya Th2 vyanitlara yonelmelerindeki mekanizmalar
aciklanamamigtir. Th2 yanitlarindaki artis sepsiste mortalite {izerine etki
etmektedir. Th2 yanitlarinin Thl’e c¢evrilmesinin mortaliteyi Onledigi ve
antiinflamatuar ajanlarin siddetli sepsiste kullanilabilecegi yapilan ¢aligmalarda

one stirtilmistiir (48).

Yapilan c¢alismalarda sepsisin Ozellikle ge¢ doneminde sepsise bagl
mortaliteyle iligkili olarak ya T hiicre anerjisinin geliserek invitro T hiicre
kiiltiirlerinde IL-2, IL-4, IL-10 ve IFN- vy olmak iizere gerek Thl gerekse Th2 tip
sitokin sekresyonlarinin diisiik bulundugu (42), ya da T hiicre kiiltlirlerinde 1L-4,
IL-5, IL-6 ve IL-10 gibi Th2 sitokinlerin baskin duruma gectigi; buna karsin Thl

tip IFN-y ve IL-12 gibi sitokin sekresyonunun azaldig: bildirilmistir (81).

Intraven6z immiinglobulinler serum bakterisidal aktiviteyi stimiile ederek
ve antiinflamatuar mediatorleri artirarak bakteriyel endo ve ekzotoksinleri
notralize etmek suretiyle immiin cevabir modiile edebilir. IVIG verilen sepsisli
cerrahi hastalardaki sonu¢larin umut verici olmasina karsilik sepsis ve septik sok
tedavisindeki kullanimi hala tartisgma konusudur (82). IgM ve IgA’dan

zenginlestirilmis immiinglobulinlerin bakteriyel lipopolisakkaridlere karsi daha
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iistiin bir antikor icerigine sahip oldugu gosterilmistir (83). Ayrica IgM ve
IgA’dan zenginlestirilmis immiinglobulinler pahali olmasina karsin genellikle
daha iyi tolere edilmekte ve yaklasik 20 yillik kullanimi neticesinde herhangi bir
viral transmisyona (bulas) yol agmadigindan daha giivenlidir. Yine buna benzer
sekilde gram-negatif septik soklu hastalar tizerinde yapilan prospektif kontrolli
bir calismada IgM ve IgA ile zenginlestirilmis immiinglobulin ile tedavi
sonrasinda sagkalimin daha iyi oldugu ortaya konmustur. Notropenik hastalarda
poliklonal IgM ve IgA ile zenginlestirilmis immiinglobulin ile tedavi sonrasinda

faydali sonuglar alindigina dair ¢aligmalar mevcuttur (84).

Yanik sonrasi travma olusan hastalarda yapilan prospektif bir ¢alismada;
1, 3, 5 ve 7. glinlerde alinan kan oOrneklerinden Flow cytometry yontemi ile
intrasitoplazmik sitokin diizeyleri degerlendirilmis ve sepsise bagli mortalitede,
Th2 tipi sitokinlerin (IL-4, IL-5, IL-6 ve IL-10 gibi) baskin, buna karsin Thl tip
IFN-y ve IL-12 sekresyonunun azligi seklinde bir sitokin profili ile iligkili
olabilecegi goriisii ileri siiriilmiistiir. Immiin fonksiyonun sitokin kaskadina bagl
degisimde farkli ¢alismalar ile benzer immiinopatolojik sonuglarin elde edildigi

vurgulanmustir. (85).

Puyana ve ark’lari; 37 travma hastasinda yaptiklar1 ¢alismada, travmadan
48 saat sonra kan Orneklerini alarak analiz etmislerdir. Anerjik hastalarda
mortalitenin daha fazla; T hiicre proliferasyon degerlerinin ise multiorgan
yetmezlik (MOF) ve Acute Physiology and Chronic Health Evaluation (APACHE
IIT) skorlartyla ters orantili oldugu bildirilmistir. Bu hastalar1 invitro T hiicre

kiiltiirlerinde 1L-2, IL-4, IL-10 ve IFN-y olmak {iizere gerek Thl gerekse Th2 tip

60



sitokin sekresyonlar1 diisiik bulunmus; baskin olarak Th2 tip T lenfosit klonlarina
sahip hastalarda daha sonradan anerji gelisme oraninin ¢ok daha diisiik oldugu

belirtilmistir (42).

Weighardt ve ark., major cerrahi uygulandiktan sonra sepsis sendromu
gelisen 35 hastada yaptiklar1 calismada; inflamatuar olaylarda 6zellikle IL-4, IL-5,
IL-6 ve IL-10 gibi Th2 tip sitokinlerin baskin duruma gectigini, buna karsin Thl
tip IFN-y ve IL-12 gibi sitokin sekresyonunun azaldigini ve bu sitokin profilinin

sepsise bagli mortaliteyle iliskili olabilecegini 6ne slirmiiglerdir (81).

Calismamizda, E. coli lipopolisakkariti uygulayarak deneysel sepsis
modeli olusturdugumuz ratlardan bazal deger i¢in islem baslangicinda, 24. ve 72..
saatlerde alinan kan Orneklerinde sitokin profilini degerlendirdik. Sepsis
olusturdugumuz grupta Thl tip sitokin olan IFN-y sekresyonunun, 24. saatte ve
daha ge¢c donemde 72. saatte hem bazal hemde kontrol grubundaki degerine gore
azaldigini, Th2 tip sitokin olan IL-4 sekresyonunun ise 24. saat ve 72. saatte hem

bazal degerine hemde kontrol grubuna gore arttigin1 saptadik.

Steinhauser ve ark. nin yaptiklart ¢alismada; CBD yontemi ve LPS
uygulayarak sepsis modeli olusturduklar1 farelerde, proinflamatuar ve
antiinflamatuar sitokinleri Elisa yontemi ile degerlendirmis, IL-12nin akut septik
peritonitteki ve sistemik sepsisteki rolii incelenmistir. IL-12 uygulanmasinin
septik peritonitte IFN-y diizeyini yikselterek sag kalim siiresini arttirdigi

belirtmislerdir (86).
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Napolitano ve ark’nin farelerde yaptiklari ¢alismada, deneklerde femur
fraktiirii olusturup 4 giin siire ile E.coli LPS’ni (400 pg) intraperitoneal olarak
olarak uygulamislardir. Bir grup denege IL-10 (100 uL salin i¢inde 0,5 pg), diger
bir gruptaki deneklere ise anti-IL-10 (100 pL salin i¢inde 100 pg) ilk LPS
dozundan 30 dk. dnce intraperitoneal olarak uygulamiglardir. Femur fraktiiri
olusturulup LPS verilen farelerde, IL-10 tedavisinin sag kalim siiresini artirdigini
ve tedavinin erken doneminde Th2 sitokini olan IL-4 diizeyini ylikselttigini

belirtmislerdir (87).

Calismamizda; deneklere E. coli lipopolisakkaritini intraperitoneal
olarak uygulayarak sepsis modelini ortaya konduktan sonra iki farkhi IVIG
uyguladik. IVIG uyguladigimiz gruplarda, o6zellikle de IgM ve IgA’dan
zenginlestirilmis immiinglobulin uygulanan grupta daha belirgin olmak iizere 24
ve 72. saatte IFN-y diizeyini sepsis grubuna gore daha yiliksek olarak olarak
saptadik. IL-4 diizeyinde ise 24. saatte bazal degere ve kontrol grubuna gore
yukseldigini, 72. saatte ise IgG uyguladigimiz grupta ylikselmeye devam ettigini,
IgM ve IgA’dan zenginlestirilmis immiinglobulin uyguladigimiz grupta ise
azalarak kontrol grubundaki degerine yaklastigin1 saptadik. IgM ve IgA’dan
zenginlestirilmis immiinglobulin uyguladigimiz grupta erken dénemde IL-4
diizeyi artmig, ancak daha sonra diismeye baslamistir ve bu grupta sag kalim
stiresi, kontrol grubu hari¢ diger gruplara oranla daha uzun olarak tespit edilmistir.
IVIG uyguladigimiz gruplardaki bu sitokin profili ve sag kalimdaki siiresinin daha
uzun olmasi, IVIG preparatlarinin antiinflamatuar etkisinin olabilecegini

diistindiirmektedir.
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Sewnath ve ark.’lari, IL-10 defisiti olan ve olmayan farelerde yaptiklari
calismada; deneklere intraperitoneal olarak E. coli (200 pL salin i¢inde 10% 10°,
10* koloni iceren) uygulayarak peritonit modeli olusturup ve anti-TNF
antikorlarinin  serum TNF diizeylerine ve mortalite iizerine olan etkilerini
aragtirmiglardir. Peritonit indiiksiyonundan 2 saat once Anti-TNF (0,5 mg)
uygulamast ile IL-10 defekti olan ve olmayan deneklerin serum TNF diizeylerinde
anlaml bir farkliligin olmadigimi ve 24. ve 36. saatlerde en belirgin mortalite

oranini saptamislardir (88).

Sistemik olarak LPS uygulanarak deneysel sepsis modeli olusturulan
ratlar, LPS uygulanmasindan 4-14 saat sonra sakrifiye edilerek kan sitokin
diizeyleri ELISA yontemi ile c¢alisilmis ve serum TNF-a, IL-1f ve IL-10

diizeylerinin her iki kan 6rneginde de artmis oldugu saptanmstir (89).

Ono ve ark., CBD yontemi ile peritonit olusturduklar1 farelerden 12.
saat, 1., 3., 5., ve 7. glinlerde alinan kan 6rneklerinde TNF-a, IL-12, IL-18 ve IL-
10 diizeylerini ELISA yontemi ile degerlendirmislerdir. 1L-12, IL-18 ve IL-10
diizeylerinde CBD isleminden sonraki 12. saatte pik yaparken 1. ve 3. giinlerde
de yiikselme oldugunu saptamigslardir. Sitokinlerin CBD’ nin 7. giinlinde ise bazal
degerlere  dondiikleri  goriilmiistir. TNF-a’da ise anlamli  degisiklik
saptamamislardir. CBD isleminden 7 giin sonra subletal dozlarda LPS uygulanan
farelerin serum IL-12, IL18, AST ve ALT diizeyleri ve karaciger mononiikleer
hiicrelerinde IL-12 ve IL-18 iiretiminin artti1 goriilmistiir. LPS uygulanmasindan
once anti-IL-12, anti-IL-18 veya her ikisinin birlikte uygulanmasinin sag kalim

oranlarini arttirdig1 saptanmistir (90).
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Yapilan bir c¢alismada, farelerde CBD yontemi ile peritonit modeli
olusturulup, IL-12 (0,2 ml) intraperitoneal olarak uygulanmistir. Uygulamadan
48 saat sonra Elisa yontemi ile yapilan 6l¢iimlerde IFN-y diizeyinin anlamli olarak
diisiik oldugu, IL-12 uygulamasinin IFN-y diizeyini anlamli olarak yiikselttigini

ve sag kalim siirelerini arttirdig tespit edilmistir (91).

Lally ve ark.’lari yeni dogan farelere ml’sinde 10° E. coli bulunan
siispansiyondan intraperitoneal olarak uygulayarak deneysel sepsis modeli
olusturduklar1 ¢aligmada; peritonit indiiksiyonundan 4 saat 6nce, bir gruptaki
deneklere farelerden rekombinant teknikle elde edilmis IL-10’u iki farkli dozda
(25 ng ve 50 ng) uygulamiglar ve diger bir gruba ise anti-TNF-a (20 pL )
uygulamislardir. Anti-TNF-a ile tedavi verilen grupta kontrol grubuna gore sag
kalim oraninda belirgin bir iyilesme saptamiglardir. Kontrol grubuna gore 25 ng
IL-10 ile tedavi verilen grupta sag kalim agisindan anlamli bir fark bulunamazken
50ng IL-10 wverilen grupla kontrol grubu arasinda sag kalimda anlamli fark

saptanmistir (92).

Calismamizda; deneklerden 3 farkli donemde kan o6rnegi aldik. Sepsis
olusturdugumuz grupta, kontrol grubu ve bazal degere gére IFN-y diizeyinin 24.
ve 72. saatte diistiigiinii, CD4 +26" diizeyinin 24. saatte azaldigmi ancak 72.
saatte artmaya basladigini saptadik. IL-4 diizeylerinin ise 24. ve 72. saatte kontrol
ve bazal degerlerine gore attigini tespit ettik. IVIG uyguladigimiz gruplarda,
sepsis olusturdugumuz gruba gore, IFN-y diizeyindeki diislisiin daha az oldugu,
IL-4 diizeylerindeki artis1 ise daha az olarak saptadik. Deneklerin, sepsis

olusturdugumuz grupta 3-5. giinler arasinda, IVIG uyguladigimiz gruplarda ise 5-
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14. gilinler arasinda oldiigiinii saptadik. IgM ve IgA’dan zenginlestirilmis
immiinglobulin uyguladigimiz grupta daha belirgin olmak iizere sag kalimdaki
artisin, bu preparatlarin erken déonemde, organ disfonksiyonlar1 gelismeden dnce,
belki de endotokseminin baglangicinda uyguladigimiz icin olabilecegini

diisiinmekteyiz.

Trautmann ve ark., IVIG preperatlarinin igindeki LPS spesifik IgG
antikorlarin1 degerlendirmislerdir. Antijen olarak, septisemik enfeksiyonlarda en
stk rastlanan E.coli, Klebsiella ve P.aeruginosa O antijen serotiplerinden elde
edilen LPS’yi se¢mislerdir. LPS antikorlarin1 standardize ELISA metodu ile
kantitatif olarak Olgmiislerdir. IVIG soliisyonlarinda E.coli, Klebsiella
pneumoniae ve Pseudomonas aeruginosa suslarinin O antijen serotiplerine karsi
antikorlarin 6Slgiilebilir diizeyde bulundugunu gostermislerdir. Yine bu ¢alismada,
IgM ile zenginlestirilmis tek preparat olan Pentaglobin’in 6zellikle yiiksek antikor
konsantrasyonuna sahip oldugu vurgulanmis ve buna bagh olarak IgM ile
zenginlestirilmis preperatlarin  Gr(-) nozokomiyal enfeksiyonlarin tedavi ve
profilaksisinde daha faydali olabilecegini bildirmislerdir. Bu ¢alisma sonucunda
IgM ile =zenginlestirilmis preparatlarin  endotoksinin  temizlenmesi ve

ndtralizasyonunda en etkili IVIG preparatlart oldugu kanisina varimistir (83).

Streptokokkal toksik sok sendromlu, ¢ok merkezli, ¢ift kor, randomize
kontrollii ¢aligmada, hastalara poliklonal IVIG (1.glin 1 gr/kg, 2. ve 3. giin 0,5
gr/kg olarak) uygulanmistir. Ayrica hastalara intravendz benzil penisilin (12
gr/giin) ile birlikte Clindamisin (600 mg/giin) uygulanmistir. Caligmanin

sonucunu etkilememesi icin hastalara plazmaferez uygulanmamistir. Plasebo
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grubundaki mortalite orani, poliklonal IVIG verilen gruba gore 3.6 kat daha
yiiksek olarak bulunmustur. Aradaki farkin istatistiksel a¢idan pek bir anlami
olmasa da streptokokkal toksik sok sendromu tedavisinde IVIG kullanilabilir

sonucuna vartlmistir (93).

Kress ve ark.’larinin, elektif kardiyo-pulmoner baypass uygulanacak 515
hastada yaptiklar1 ¢aligmada; cerrahiden 4 saat sonra IgM ile zenginlestirilmis
IVIG (ilk 3 saat 33 ml/saat sonraki 50 saatte ise 6 ml/saat olarak)
uygulamislardir. Bu hastalardan; 40 anerjik hastada postoperatif enfeksiyon
gelismistir. Enfeksiyon oranlar1 plasebo grubunda %43, IVIG grubunda ise %5
olarak bulunmus. Profilaktik olarak IgM ile zenginlestirilmis IVIG
kullanilmasiin enfeksiyon riskini belirgin olarak azalttigi saptanmistir. Ancak bu

calismada mortalite bir 6lciit olarak degerlendirilmemistir (94).

Calismamizda, deneysel sepsis modeli olusturdugumuz ratlara, LPS
enjeksiyonundan 6 saat sonra ve sonraki iki giin de dahil olmak iizere, 3 giin
boyunca IVIG uyguladik, IgM ve IgA’dan zengin immiinglobulin uyguladigimiz
grup ile kontrol grubu arasinda sag kalim oranlarinda bir anlamlilik saptamadik.
Bu sagkalim siiresinin daha iyi olmasinin sebebinin; literatiirdeki ¢aligmalarda
(83) belirtildigi gibi IgM ve IgA’dan zengin immiinglobulin preparatinin, sadece
IgG iceren immiinglobulin preparatina gore daha fazla antijen baglamasi,
endotoksinin temizlenmesi ve nétrolizasyonunda en etkili IVIG preparatlari
oldugu ve kompleman inhibisyon 6zelliginin daha fazla olmasindan kaynaklandig:

sonucu olabilecegi kanaatindeyiz.
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Hentrich ve ark.nin, ¢ok merkezli, prospektif, randomize kontrollii
calismalarinda; sepsis sendromlu veya septik soklu noétropenik  hastalara
kemoterapi uygulanmis ve sonrasinda da 1300 ml %5 IgM ve IgA ile
zenginlestirilmis immiinglobulin (Her 100 ml’ sinde 3,8 gr IgG, 0,6 gr IgM, 0,6 gr
IgA) ve %5 Human Albumin 72 saat iginde verilmistir. Calismada 28 giinliik
peryottaki tiim mortalite nedenleri incelenmistir. [gM ve IgA ile zenginlestirilmis
immiinglobulin verilen gruptaki mortalite %26,2 iken bu oran plasebo grubunda
%28,2 olarak bulunmustur. Sepsis sendromlu hastalarin %72’sindeki 28 giinliik
mortalite IgM ve IgA ile zenginlestirilmis immiinglobulin verilen grupta %17,1
iken plasebo grubunda %16,7 ve septik soklu hastalarin %28’ inde bu oran
%352,9’ a %54,8 olarak bulunmustur. Aragtirmacilar, hematolojik malignensileri
olan , septik soklu ve sepsis sendromlu notropenik hastalarda IgM ve IgA ile
zenginlestirilmis immiinglobulinin hi¢bir olumlu etkisinin olmadigi kanaatine

varmiglardir (95).

Rodriguez ve ark.‘larinin, cerrahi uygulanip abdominal sepsis gelisen 56
hastalik prospektif, randomize, c¢ift kor yaptiklari caligmalarinda; hastalara 7
ml/kg/glin Pentaglobinve diger bir gruptaki hastalara ise aynmi dozda %5’lik
Human Albumin vermislerdir. Hastalarin 30 giinlik sag kalim oranini
degerlendirmisler, kiiltiir-antibiyogram sonucu ile uyumlu antibiyoterapi alan ve
IVIG verilen hasta grubunda mortalite oraninin (%27,5 n=8), kiiltiir-antibiyogram
sonucu ile uygun antibiyoterapi alan kontrol grubundakine goére (%48,1 n=13)
daha diistik oldugunu saptamislardir. Ancak bu farkin istatiksel olarak anlamlilik

tespit etmemislerdir (96).
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Tugrul ve ark.’nin yaptiklar klinik ¢alismada, agir sepsisli hastalara, 3 giin
sireyle Sml’kg IgM ve IgA ile zenginlestirilmis IVIG kullanmis, tedavi
giinlerinde ve takiben 5 giin boyunca hastalarin klinik agirlik derecelerindeki
degisimi degerlendirmek amacit ile SOFA skorlart hesaplanmig, ancak

mortalitedeki diisiis net olarak a¢iklanamamustir (97).

Erdem ve ark‘lari, 44 prematiire dogan ¢ocukta neonatal dénemde sepsis
tedavisinde, standart sepsis tedavisine ek olarak IgM ve IgA ile zenginlestirilmis
immiinglobulini 3 giin siiresince kullanmiglardir. Calismada sepsise bagh
mortalite oraninin tedavi grubunda %30, kontrol grubunda %37.5 olarak bulmusg

ve aradaki farkin anlamli olmadigini bildirmislerdir (98).

Werdan ve ark’.nin sepsisli 653 cerrahi ve medikal hasta iizerinde
yaptiklar1 randomize ve kontrollii bir ¢alismada; poliklonal IVIG uygulanmasi ile
sepsisin siddetinde hafif bir azalma oldugu, bununla birlikte mortalitede bir

azalma olmadig1 sonucuna varilmstir (82).

Yapilan bir ¢calismada; E. coli LPS’1 ile sepsis modeli olusturulan ratlarda,
farkli konsantrasyonlarda IgG, IgM ve IgA igeren IVIG preparatlarinin
kompleman sistem inaktivasyon Ozelliklerini karsilagtirllmis ve ¢alismanin
sonucunda, hem invitro hem de invivo sartlarda, IgM igeren IVIG’ lerin, sadece
IgG igeren standart IVIG preparatlarina oranla kompleman inhibisyon 6zelliginin

daha fazla oldugunu gézlemlenmistir (99).

Jacobs ve ark.’nin yaptiklar1 calismada, CBD ile peritonit modeli

olusturduklar1 ratlara, peritonit indiiksiyonundan 4 saat sonra; Piperasilin
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(1000mg/kg) , Pentaglobin (4ml/kg), diger bir gruba ise Pentaglobin (4ml/kg) +
Piperasilin(1000mg/kg) uygulamislardir. Pentaglobin +Piperasilin kombinasyonu
ile tedavi edilen gruptaki denekler, kontrol grubu hari¢, diger gruplara gore

sagkalim oraninin anlamli olarak daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir (75).

Caligmamizda, 14 giinliik gozlem siiresince IVIG uyguladigimiz gruplarda
yasam sliresi daha uzun olarak saptadik. IgM ve IgA ile zenginlestirilmis
immiinglobulin uyguladigimiz grupla, kontrol grubu arasinda sagkalim
oranlarinda anlamlilik tespit etmedik. Literatiirde IVIG ile ilgili klinik
calismalarda genellikle 28 giinlilk mortalite orani, deneysel calismalarda ise 14
gilinliik mortalite oranlar1 degerlendirilmistir. Bundan dolay1 IgM ve IgA ile
zenginlestirilmis immiinglobulin ile ilgili yapilmis calisma sonuglar1 dikkatle
yorumlanmali ve standart sepsis tedavisindeki yerinin belirlenebilmesi i¢in daha
uzun siireli ve daha genis calisma gruplarinda degerlendirilmesinin gerektigini

diisiinmekteyiz.

IVIG, viicudun savunma mekanizmasini gii¢clendiren, IFN-y ve G-CSF
gibi tedavi edici bir metoddur. Sepsis tedavisinde c¢ok Oncelerden beri
kullanilmaktadir. Sepsisli hastalarda immiinglobilin konsantrasyonu azalmigtir ve

tedavinin bir pargasi olarak IVIG kullanilmaktadir (98).

Pentaglobin ile yapilan klinik ¢aligmalarda, standart antibiyotik tedavisi ile
karsilastirildiginda daha fazla fayda elde edilmistir. Endotoksemi varliginda dahi

Pentaglobin infiizyonu fizyolojik fonksiyonlarda iyilesme saglamistir (100, 101).

69



Asakura ve ark.’lar, ratlara LPS uygulayip DIC modeli olusturduklar
deneysel c¢alismada, deneklere LPS (30 mg/kg) uygulamiglar ve LPS
uygulamasindan 30 dk dnce ve 4 saat sonra iki doz IVIG uygulamislardir. Diger
gruptaki deneklere LPS (5 mg/kg) uygulayarak olusturduklari DIC modelinde,
LPS’ den 1 saat sonra tek doz IVIG uygulamiglardir. Her iki gruptada IVIG’in
plazma kreatinin ve Alanin aminotransferaz diizeylerinin, IVIG uygulanmayan
gruptaki deneklere gore daha diisiik oldugunu saptamiglardir. Ayn1 zamanda bu
deneklerde IVIG’in glomeriiler fibrin depozitlerini azalttigin1 ve serum TNF ve
IL-6" y1 suprese ettigini tespit etmislerdir. Bu ¢alismada; IVIG’in LPS tarafindan
indiiklenen DIC modelinde, TNF ve IL-6’ y1 suprese ettigi ayni zamanda
hemostatik bozuklugu diizelttigi, organ disfonksiyonunu azaltti§i ve glomerular

fibrin depozitlerini 6nledigi bulunmustur (102).

Yapilan bir deneysel calismada, 40 ratta CDB yontemi ile peritonit modeli
olusturulmustur. Peritonit indiiksiyonundan 2 ve 20 saat sonra deneklere sonra
IgG (0,4 gr/kg) igeren IVIG uygulanmistir. Peritonit indiiksiyonundan 24 saat
sonra deneklerin 16kosit sayisinin arttigir ve hafif bir metabolik asidoz oldugunu
saptamislardir. IVIG tedavisi verilen deneklerin, takip eden gilinlerde 16kosit
sayilarmin daha diistiik ve pH’ larimin kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Bu calismanin sonucunda sagkalim orani IVIG verilen grupta %
70 iken, kontrol grubunda %40 oldugu bulunmus. IVIG' in deneysel sepsis

tedavisinde yararli etkilerinin olduguna dikkat ¢cekmislerdir (103).
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Calismamizda, IgG igeren IVIG verdigimiz grupta, sepsis olusturulan
gruba gore lokosit sayilarindaki yiikselisin daha az oldugunu ve sagkalim

oranlariin daha uzun oldugunu tespit ettik.

Immiinglobilin preparatlar: siddetli bakteriyel enfeksiyonlarda, antibiyotik
tedavisi ile beraber uzun siireden beridir kullamilmaktadir (104). IVIG icerdigi
antilaktamaz antikorlara bagli olarak ve gram negatif bakterilerinin dis duvarinda
diizensizlige neden olmalar1 dolayisi ile acylureidopenisilinlerle sinerjistik etki
gdsterebilir(82). Immiinglobilin preparatlarinin baz1 hastaliklarda, antiinflamatuar
etkisi oldugu ve sitokin dretimini azalttig1 bilinmektedir. Guillan-Barre
sendromunun tedavisinde Immiinglobilin preparatlarinin dolasimdaki pro-

inflamatuar sitokin {iretimini azalttig1 bilinmektedir (105).

Sepsis sendromlu ve septik soklu hastalara poliklonal IVIG verilmesindeki
amag sadece immunglobulin diizeylerini diizenlemek ve mikroorganizmalara kars1
spesifik antikorlar saglamak degildir. Bunlarda bagka, proinflamatuar hiicrelerdeki
Fc reseptor blokaji, kompleman aktivasyonunun Onlenmesi, 16kosit ve serum
bakterisidal aktivitenin stimulasyonu ve sitokin etkilerinin engellenmesi
(Ienfositler tarafindan gerceklestirilen sitokin iiretiminin modiilasyonu) gibi
mekanizmalarla ciddi inflamatuar hastaliklar1 olan hastalar icin potansiyel

faydalar temin edildigi 6ne stirtilmektedir (99, 106).

Calismamizda; LPS uyguladiginiz 3 grupta da, CD3" (Total T Lenfosit)
diizeylerinin bazal degere gore 24. saatte azaldigini, 72. saatte ise arttigini
saptadik. 72. saattedeki artis IVIG verdigimiz gruplarda sepsis grubuna gore

anlamli idi. CD3" diizeyleri, enfeksiyon hastaliklarmin iyilesme doéneminde
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mutlak sayilar1 ve l6kositler i¢indeki dagilim oranlar1 artmaktadir. Bizde IVIG
verdigimiz gruplarda enfeksiyonun 72. saatteki artislar1 bazal degere gore anlamli
olarak saptadik. CD4" (T Helper Lenfosit) hiicrelerinin sepsis olusturdugumuz
gruplardaki degisimlerini anlamsiz olarak bulduk. Ancak IVIG uyguladigimiz
gruplarda 72. saatte bazal degerlerine gore anlami olarak yiikseldigini saptadik. T
helper’lar; makrofajlarin, fagositoz ve ve mikroorganizmalart dldiirme
yeteneklerini giiglendirerek, enfeksiyonlara kars1 savunmayi giiclendirmektedirler.
Bizde IVIG uyguladigimiz gruplarda CD4" diizeylerinde 24. saatten sonra

baslayan ve 72. saate dogru giderek artan bir bir artis saptadik.

Leon ve ark.’lariin E. coli lipopolisakkaritini intraperitoneal uygulayarak
deneysel sepsis modeli olusturduklar1 farelerde, IL-10 (30 pg/kg) intraperitoneal
olarak uygulamigslar. IL-10 uyguladiklar1 deneklerde, IL-10 uygulamadiklar
deneklere gore viicut 1silarin1 daha diisiik olarak saptamis ve bu deneklerden 1. , 4.
ve 24. saatlarde alinan kan 6rneklerinde IL-6 ve TNF-a diizeylerini anlaml1 olarak
daha diisiik bulmuslardir. Bu sonuglarla IL-10 tedavisinin sepsiste antipiretik

etkisini agiklamiglardir (74).

Calismamizda, LPS uygulayarak sepsis modeli olusturdugumuz
deneklerde, viicut 1s1s1n1 bazal deger ve kontrol grubuna goére daha yiiksek olarak
tespit ettik. IVIG uyguladigimiz gruplar da ise, IgM ve IgA ile zenginlestirilmis
immiinglobulin uyguladigimiz grupta daha belirgin olmak {izere, viicut 1sisindaki

yiikselisin daha az oldugunu saptadik.

Aslinda gerek insanlarda yapilan c¢alismalarda, gerekse hayvan

modellerinde septik uyar1 sonucu hem proinflamatuar ajanlarin Thl, hem de
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bunlarin  zararli etkilerini modiile etmek i¢in buna paralel olarak
antiproinflamatuar ajanlarin Th2 tip sitokinlerin salgilanmasinin indiiklendigi;
anerji gibi her iki tip sitokin salgilanmamasi veya bu dengenin biri lehine
bozulmast durumunda ise multiorgan yetmezlikleriyle mortalitenin arttig1
diistiniilmektedir. Proinflamatuar sitokinlerin periferik sirkiilasyonda yarilanma
Omiirlerinin son derece kisa olmasi ve kanda ¢oziiniir TNF reseptorleri, 1L-1
antagonisti gibi dogal inhibitorlerin bulunmasi nedeniyle sadece kan diizeylerinin
arastirilmasinin yaniltict sonuglara yol a¢tigi bilinmektedir. Bu ylizden, son
yillarda sepsisli hastalarda yapilan c¢alismalarda 6zellikle, periferik kan lenfosit
subgruplar1 veya intrasitoplazmik sitokin diizeylerinin arastirilmasinin daha dogru
sonuglar verecegi diisiiniilmektedir. Immiin sistemde Thl mi yoksa Th2 mi
reaksiyonlarin gecerli oldugu periferik kan lenfosit subgruplari veya T

lenfositlerindeki intrasitoplazmik IL-4 ve IFN-y tayiniyle saptanmaktadir.

Uluslararas1 Sepsis Komitesi Klavuzlari; kanita dayali ciddi sepsis ve
septik sok tedavisinde hangi tedavinin etkili oldugunu ve verilmesi gerektigini ve
yine hangi tedavinin etkisiz oldugunu ve verilmemesi gerektigini agiklayan
onemli bir klavuzdur. IVIG tedavisi konusunda ise bu klavuz sessiz kalmaktadir.
Pediatrik kisimda “poliklonal IVIG” in mortaliteyi azalttigi, sepsis ve septik sokta
timit verici bir adjuvan oldugu belirtilmektedir, fakat erigkin hastalar i¢in olan

kisminda pozitif veya negatif olduguna dair bir agiklama bulunmamaktadir (107).

Siiphesiz  IVIG tedavisi konusunda tartigmalar siirlip gidecektir.
Immiinomodulatuar tedavi olarak diisiindiigiimiiz IVIG tedavisinin pahali ve bu

nedenle kanit diizeyi II i¢in uygun olmadigini savunulabilir. Fakat yiiksek maliyet
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ile mortalitedeki diislis arasindaki denge iyi hesaplanmalidir. Ayrica bu kar-zarar
muhasebesi tiim uygulanmakta olan tedavilerde de goézetilmelidir, bu tartisma

sadece IVIG icin olmamalidir.

Normal ve patolojik durumlarda IVIG yar1 omrii degisebilmektedir. 1gG
normal bireylerde yaklasik 3-5 haftalik yar1 omre sahiptir (IgG1, IgG2, 1gG4).
IgG’ nin mindr igerigi olan IgG3’ {in yar1 émrii 1 hafta kadardir. Intravendz infiize
edilen dozun %100’ i intravaskiiler alanda bulunmakta, 3-4 giinde %50-70 damar
icinde kalirken ekstravaskiiler havuzda da dengeye ulagsmaktadir. Katabolizmasi
Fc reseptorlerine bagimli, kismen de serum konsantrasyonuna bagimlidir.
Hipermetabolik durumlarda yart omrii azalmistir. IVIG® in nosokomiyal
enfeksiyonlardan korumadaki celigkili faydalari, standart preparatlardaki antikor
seviyelerinin degisikligi ile agiklanabilir. Yine IVIG uygulamasinin dozu, verilis
siiresi, doz sayis1 konusundaki farkliliklar da durumu agiklayabilir. Biitiin bu
Ozellikler g6z Oniine alinarak doz miktar1 ve doz sayisi, doz araliklar

planlandiginda daha etkili sonuglarin alinmasi miimkiin olabilecektir.

Calismamizda, deneysel olarak olusturdugumuz sepsis modelinde, LPS
uyguladiktan 6 saat sonra ve sonraki iki giin de dahil olmak {izere ratlara {i¢ giin
boyunca intraperitoneal olarak IVIG preparatlar1 uyguladik. Sadece sepsis
olusturdugumuz grupta 24. ve 72. saatte, Th2’nin gostergesi olan CD4'+30" ve
IL-4’lin hem bazal degerine gore, hem de kontrol ve diger gruplara gére anlamh
olarak ytikseldigini saptadik. Bunun aksine IVIG uyguladigimiz gruplarda, IgM
ve IgA ile zenginlestirilmis immiinglobulin uyguladigimiz grupta daha belirgin

olmak iizere , 24. ve 72. saatte, Th2’nin gdstergesi olan CD4'+30" ve IL-4’iin
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hem bazal degerine gore, hem de kontrol ve diger gruplara gore artisin ise daha
diisiik diizeyde kaldigimi saptadik. Bu sonuglar 1s1ginda IVIG preparatlarinin,
ozellikle de IgM ve IgA ile zenginlestirilmis tek immiinglobulin preparati olan
Pentaglobinin inflamasyonu sinirlayan yani; antiinflamatuar, immiin regiilasyon
ve antitoksik etkili oldugunu diisiindiirmektedir. Sepsis tedavisinde antibiyoterapi
halen altin standarttir. Ancak mikroorganizmalarin antibiyotiklere direng
gelistirdikleri géz Oniine alindiginda, sepsis fizyopatolojisi ve biyopatolojisinin de
evrim geg¢irmekte oldugu ve immiin destek tedavisininde gerekli oldugu
diisiiniilmektedir. Deneysel sepsis modeli olusturdugumuz ratlarda IVIG
preparatlarinin, ozellikle de IgM ve IgA ile zenginlestirilmis immiinglobulin
preparatinin daha belirgin olmak iizere, Th2 yanitin1 ve mortaliteyi azalttigini, bu
acidan standart sepsis tedavisinde adjuvan olarak kullanilmasinin yarar

saglayacagini diislinmekteyiz.
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