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TAVSANLARDA ENDOTOKSIN iLE OLUSTURULAN DISSEMINE
INTRAVASKULER KOAGULASYON UZERINE VITAMIN E VE
PREDNISOLON’UN ETKILERI*

Ramazan Gol1@ Zafer Durgun'

Effects of Vitamin E and Prednisolone on Endotoxin-induced Disseminated
Intravascular Coagulation in Rabbits

Ozet: Bu galigma, tavsanlarda endotoksin ile olugturulan dissemine intravaskiiler koagulasyon (DIC) (zerine E vitamini ve
Prednisolon’un etkilerinin befidenmesi amaciyla yapildi. Hayvanlar (i¢ esit gruba aynidi. Endotoksemi, tim gruplardaki hay-
vanlara 6 saat boyunca 100 pg/kg/saat dozunda endotoksin (E. coli 0.111:B4) inflzyonu ile olusturuldu. Birinci grup kontrol (K)
olarak kullanilirken ikinci grubu olusturan hayvanlara (E) 4 gin 10 mg/kg/gin [P Vitamin E enjeksiyonu yapilarak son en-
jeksiyonu takiben 10. dakikadan itibaren endotoksin inflizyonuna baglandi. Uglnc gruptaki (P) hayvanlara ise endotoksin in-
flizyonundan 30 dakika dnce 10mg/kg SK prednisolon verildi. Endotoksin inflizyonundan hemen énce (0.saat) ve inflizyonu
izleyen 2., 4. ve 6. saatlerde kan 6mekleri alindi. Caligmada; endotoksin (K) grubunda APTT, PT ve TT' de 6nemli derecede
uzama, fibrinojen konsantrasyonu ve trombosit sayisinda digme, D-dimer seviyesinde ylikselme ve Idkopeni gdzlenirken, ak-
yuvar tipleri ylizdelerinde ise dmekleme zamanlarina gbre anlamli degisimler kaydedildi. Buna kargin; Vitamin E ve Pred-
nisolon uygulamasinin hemostatik ve hematolojik birgok parametrede meydana gelen olumsuz degisiklikleri 6nemli diizeyde
baskiladig belirlendi. S6z konusu etkinin E grubunkine gére P grubunda daha belirgin oldugu gérildi.

Anahtar kelimeler: Dissemine intravaskiiler koagulasyon, Prednisolon, E Vitamini

Summary: This study was conducted to determine the protective effects of prednisolone and vitamin E on the development of
endotoxin-induced disseminated intravascular coagulation (DIC) in rabbits. Experimental DIC was induced in all groups by int-
ravenous infusion of 100 pg/kg/ lipopolysaccharide (E coli 0111:B4, LPS) for 6 h in 60 ml saline (10 mbh). Vitamin E was in-
jected (10 mg/kg,IP) for 4 successive days, and LPS was infused 10 min after the final vitamin E injection. Prednisolone was
injected (10 mg/kg,SC) 30 min before the administration of LPS. Hemostatical and hematological markers at 0, 2,4, and 6 hr
were determined. In this study, in the rabbits only receiving endotoxin we observed an important prolongation in APTT, PT
and TT, and a decrease in platelet count and fibrinogen level, and an increase in D-dimer concentration, and leukophenia, and
also significant changes in the percentage of differential leukocytes at sampling times. However, the administrations of pred-
nisolone and vitamin E significantly caused the suppression on the determined parameters. We have suggested that the tre-
atments of prednisolone and vitamin E may be useful in LPS-induced DIC, and we have concluded that prednisolone has
more effective than vitamin E.
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LPS yapisinda olan endotoksinin énemli roli oldugu
bildiriimektedir (Levi ve ark., 1997; Hardaway,

Girig

Sepsis prognozu ydnlyle modern tibbin en
kompleks hastaliklar arasinda gésterilmektedir. Son
yillarda antimikrobiyal tedavide ¢ok 6nemli ge-
ligmeler olmasina ragmen sepsis hala 6zellikle ok
ve multiple organ yetersizligi durumunda ciddi ha-
yati tehiike olusturmaktadir (mortalite %60) (Hes-
selvik ve ark., 1989; Hack, 1993; Munoz ve ark.,
1999).

Sepsiste bakteriler tarafindan olugturulan en-
feksiyonun morbidite ve mortalitesi (izerinde bak-
terilerin (6zellikle gram-negatif) membranlarindaki

2000). Kanda LPS humoral ve selliler etkiler olus-
turmaktadir. Humoral seviyede LPS, kompleman sis-
temini aktive etmekte ve koagulasyon sisteminin
farkli yollarini etkilemektedir. Doku faktori ve FX'un
aktivasyonu ile Antitrombin III'Gn (ATIIl) tOketimi so-
nucu fibrin sekillenmesini hizlandirarak ve plaz-
minojen aktivatdr inhibitdr tip-1'in (PAI-1) plazma se-
viyesini ylkseltmesiylede fibrin taginmasini azaltarak
dissemine intravaskiler koagulasyon (DIC) olu-
sumuna sebep olmaktadir. Hucresel seviyede ise
LPS bir ¢ok hicreyi stimile ederek bazi aktif mo-
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lekillerin sekresyonuna yol agmaktadir (Hardaway,
2000). LPS ile etkilesimden sonra B lenfositler po-
liklonal olarak aktiflesmekte ve immunglobulinleri
sekrete etmekte, mast hicreleri ve bazofiller ke-
motaktik faktdr, histamin ve serotonin Uretmekte,
plateletler ise blylime ve koagulasyon faktérlerini
sekrete etmektedirler. Notrofiller serbest oksijen ra-
dikalleri salarlarken monosit, makrofaj ve endotel
hicreleri onemli dlgide yangisal sitokinler dret-
mektedirler ( Levi ve ark., 1997; Levi ve ark., 2000).

DIC; sepsiste bazi tetikleyicilerle (bakteri, virus,
lipopolisakkarit, stafilokokal o hemolizin vb.) int-
ravaskller koagulasyon mekanizmasinin aktive edil-
mesiyle baslayan, Ozellikle kapiller damarlarda sis-
temik bir bigimde fibrin sekillenmesiyle sonuglanan,
koagulasyon faktorleri ve trombositlerin kullaniimasi
yaninda fibrin yikimlanma Urlinlerinin de kanda bi-
rikmesiyle karakterize olan edinsel bir sendromdur
(Levi ve ark., 1997). Bu durumda s6z konusu mik-
ropthtilar nedeniyle gelisen hemodinamik ve me-
tabolik dizensizlikle baglantill olarak organlara ye-
terince kan destedi saglanamamakta ve doku
isemisi geliserek multiple organ yetersizligi ile birlikte
platelet ve koagulasyon proteinlerinin tiketimi so-
nucu siddetli kanama komplikasyonlar olusmaktadir
(Hesselvik ve ark., 1989; Hack 1993).

Endotoksinin toksik etkisi baglica TNFe, IL-1 ve
IL-6 gibi sitokinlerce ayarlanmaktadir (Michie ve ark.,
1988; Van Devender ve ark., 1990). Gunimizde
sepsiste koagulasyon ve fibrinolizisin patogenezisi
Gzerinde yapilan bir ¢ok galismada, sitokinlerin rol(
Uzerinde durulmakta (Van Devender ve ark., 1990;
Jansen ve ark.,, 1995; Han ve ark., 1999) ve ko-
agulasyon aktivasyonunda (ekstrinsik sistem ak-
tivasyonu) ézellikle IL-6 ile IL-1, antikoagllan me-
kanizma ve fibrinolizisin bozulmasinda ise baglica
TNFa'nin etkin oldugu kaydediimektedir (Levi ve
ark., 1997, Weiss ve Rashid, 1998).

Glukokortikoitler gok giigli anti-enflamatuvar ve
immunosupressif etkiye sahip olup sitokinlerin ve
yangisal cevabin olugmasi igin ihtiya¢ duyulan birgok
hicre yGzey molekllinin sentezini inhibe et-
mektedirler (Han ve ark., 1999). Prednisolon gibi
glukokortikoitlerin uygulanmas: DIC"i indiikleyen yan-
gisel sitokinlerin plazma seviyesinde azalmaya ve
klinik olarak iyilesmeye sebep olmaktadir (Yamazaki
ve ark., 1999; Han ve ark., 1999). Ayrica s6zkonusu
maddeler hemostazis igin blylk 6nem tagiyan en-
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dotelyal buttnligl ve doku perfuzyonunu korumaya
katki saglamakta, koagulasyon aktivasyonunu ve
nétrofil agregasyonunu azaltmakta, hicreleri ve 6zel-
likle lizozomal enzimleri stabilize etmekte ve bir ¢ok
mediyatér salinimini (serbest radikaller gibi) en-
gellemektedir (Latour, 1983).

E vitamini platelet agregasyonunun in-
hibisyonuna sebep olmaktadir (Yoshikawa ve ark.,
1982). Ayrica E vitamini serbest radikalleri ve aktif
oksijenleri bastirarak lipit peroksidasyonu ve mor-
taliteyi azaltimakta ve endotoksemide geligen endotel
hasara kargl koruyucu bir etkiye sahip olmaktadir
(Takeda ve ark., 1986; Basu ve Eriksson, 2000).

Materyal ve Metot

Aragtirmada Adana Veteriner Aragtirma Ens-
titbs’'nden temin edilen saglkh ve canli agirliklan
1.5-2.5 kg civarinda olan 30 adet erkek Yeni Zelanda
irki tavsandan yararlanildi. Hayvanlar deneme siresi
boyunca, S.U. Veteriner Fakilltesi Deneme Hay-
vanlan Unitesindeki padoklarda banndinidi. Arag-
tirmaya baglamadan 6nce hayvanlar bir hafta sire
ile gaigma ortaminda tutuldu ve aragtirma suresi bo-
yunca barinaklarin 1sisi ortalama 20°C dolayindaydi.
Hayvanlar standart tavsan yemi ile ad libitum bes-
lenirken onlerinde surekli temiz su bulunduruldu.

Caligmaya baglamadan 6nce hayvanlar gerekli
saglik kontrolinden gegirilerek canli agirliklan be-
lirendi ve ortalama canli agirliklan birbirine yakin ola-
cak sekilde Ug esit gruba aynldi. Birinci grup kontrol
(K) olarak kullanilirken, hayvanlara 6 saat boyunca
100 pg/kg/saat dozunda endotoksin (Esherichia Coli
lipopolisakkariti, 0.111:B4 serotip, Sigma SIL4130)
inflizyon tarzinda uygulandi. Ikinci grubu olugturan
hayvanlara ise yine ayn sire ve dozdaki endotoksin
infizyonundan &nceki 4 gin 10 mg/kg/gln IP Vi-
tamin E (E) (DL-alpha tocopherol acetat, Evigen®
amp, Aksu Farma, Istanbul, Tirkiye) enjeksiyonu ya-
pilarak son enjeksiyonu takiben 10. dakikadan iti-
baren endotoksin inflizyonuna baglandi. Uglnci
gruptaki (prednizolon, P) hayvanlara ayni slre ve
dozdaki endotoksin inflizyonundan 30 dakika énce
10mg/kg SK prednisolon (Prednisolon® amp, Fako,
Istanbul, Tarkiye) verildi. Her {i¢ gruptaki hayvanlarin
arteria femoralislerinden anestezi altinda ve sirasiyla
kan alindiktan sonra (0.saat) hayvanlarin marjinal
kulak venlerine serum fizyolojikte dilue edilmis en-
dotoksin infizyonuna baslandi. InfGzyonu izleyen
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2., 4. ve 6. saatlerde tekrar ayn sirayla kan oOr-
nekleri alindi. Alinan émeklerde; plazma APTT, PT,
TT, fibrinojen ve D-Dimer diizeyleri ile kan platelet
sayisi, Iokosit sayisi ve lokosit ylizdeleri belirlendi.

Anestezi: Hayvanlar anesteziye alinmadan on-
ceki 12 saat boyunca a¢ birakildiktan sonra int-
ramuskiler olarak 2x103mg/kg ksilazin hidrokiorir
ve 30mg/kg ketamin hidroklorir uygulamasi ile
anesteziye alindi ve anestezi, ¢aligma slresince int-
ramiskller olarak ketamin hidroklorir'dn idame
dozu (15mg/kg) ile strdurlidi (Hermida ve ark.,
1999; Munoz ve ark., 1999).

Deneysel endotokseminin olugturuimasi: Bu
amagla her hayvan igin 600ug/kg canl agiriik mik-
tanndaki  endotoksin  (Esherichia  Coli i
popolisakkarit, 0.111:B4 serotip, Sigma SIL4130) 60
ml serum fizyolojik igerisinde ¢bzindirlidikten
sonra infizyon uygulamasina kadar -20°'C'de mu-
hafaza edildi. Uygulanacagdinda endotoksin 37°C'lik
su banyosunda ¢bzdurlldikien sonra; daha dnce
tavsaniann marjinal kulak venine basit dikislerle sa-
bitlenen steril intraket araciliiyla saatte 10ml hizla
ve 6 saal slresince infize edildi. (Hermida ve ark.,
1999; Munoz ve ark., 1999; Montes ve ark., 2000).

Kan Omeklerinin alinmasi, iglenmesi ve de-
polanmasi: Kan dmekleri endotoksin infGzyonundan
hemen once (0.saat ) ve infllzyondan sonraki 2., 4.
ve 6.saatlerde femoral artere yerlegtirilen intraket
yardimiyla alindi. Alinan kanlar, igerisinde %3.8'lik
sodyum sitrat bulunan tiplere 1/9 oraninda yavasga
bosaltiidiktan sonra kan ile antikoagtlantin iyice ka-
ngmasi saglandi. Kan drnekleri en fazla 2 saat ige-
risinde santriflij edilmek sartiyla buz i¢inde mu-
hafaza edildi. PT, APTT, TT, Fibrinojen ve D-Dimer
dGzeylerinin belifenmesi amaciyla 3000 devirde
+4°C’ de 20 dakika boyunca santriflj edilen (Hettich

zentrifugen, universal 30RF) kan o6meklerinden
elde edien plazmalar analiz edilene kadar -
70°C'de depo edildi (Warr ve ark., 1990). Ayrica
trombosit ve Iokosit sayimi ile I6kosit formGlinan be-
lirenmesi amaciyla EDTA' tdplere yeterince kan
alind1 (1.2mg EDTA/mI kan).

Hemostatik analizler:
Protrombin zamani (PT), Aktive edilmig parsiyel

tromboplastin zamam (APTT), Trombin zamani (TT)
ve Fibrinojen dizeyi dijital koagulometrede (Option
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2 Plus coagulameter, bioMerieux, 1668, Behnk
Electronic, Germany) herbir parametre icin ozel kit-
leri yardimiyla (sirasiyla; HEMOLAB Isimat 1(bi-
oMerieux), HEMOLAB Silimat (bioMerieux), Throm-
boquik (organon teknika corporation), HEMOSTAT
fibrinogen (bioMerieux) ) belirenirken D-Dimer di-
zeyinin belifrenmesi icin Amex-190 otomatik ko-
agulometre ve "AUTO D-Dimer” kitinden (Sigma di-
agnostics) yararianiimigtir.

Hematolojik analizler:

Trombosit sayimi: EDTA'l tiplere alinan kan 6r-
nekleri (1.2 mg EDTA/ ml kan), alyuvar sulandirma
pipetlerinde Rees-Ecker eriyigi ile 100 kat su-
landinidiktan sonra 1g1k mikroskobunda (olympus op-
tical co. LTD, Japan) 40'lik objektifle ve Thoma lami
yardimiyla incelenerek hicrelerin sayimi  ger-
geklestirildi (Konuk, 1981).

Lokosit sayimi: Kan o&meklerinin 10kosit su-
landirma  pipetinde Toark erlyigi ile 10 kat su-
landinimasindan sonra klasik sayma yontemiyle 1$ik
mikroskobunda (olympus optical co. LTD, Japan)
ve Thoma lami kullamilarak incelenmesiyle hic-
relerin sayisi belirlendi (Konuk, 1981).

Lokosit formQll: Lokosit tiplerinin yGzde oranian
May Grinwald-Giemsa boyama yontemi ile boyanan
sUrme kan frotilerinde hicrelerin 11k mikroskobunun
immersiyon objektifinde identifikasyonu yoluyla be-
lirendi (Konuk, 1981).

Istatistiki Analizier:

Aragtirmada incelenen parametrelerin gruplar
arasi ve grup i¢i farkhliklarinin istatistiksel analizinde
SPSS 10.0 programindan tukey testi kullaniimigtir
(SPSS, 1998).

Bulgular

Caligmada K ( Kontrol, Endotoksin), E (Vit. E+
Endotoksin) ve P (Prednisolon + Endotoksin) grup-
lannda endotoksin infizyonu éncesi (0.saat) ile uy-
gulamay izleyen 2.,.4..ve 6.saatlerde belirlenen or-
talama aktive edilmis parsiyel tromboplastin zamani
(APTT), protrombin zamani (PT), trombin zaman
(TT) ile fibrinojen ve D-Dimer dizeyleri Tablo 1'de,
ortalama trombosit ve I6kosit sayis: ile Iokosit yuz-
deleri ise Tablo 2'de sunulmaktadir.



GOL, DURGUN

Tablo 1: Endotoksin (K) , Vitamin E + Endotoksin (E) ve Prednisolon + Endotoksin (P) gruplannda belirlenen hemostatik

parametreler  (n=10, x+SEM)
PARAMETRELER GRUPLAR ORNEKLEME ZAMANI (saat)
0 2 4 6
APTT (Saniye) K 65,7142,22 ¢ 73,39+356 ¢ 105674362 bA 129,13+t395 a A
E 63491356 b 6510+251 b 68,35+2,12 b B 7743205 a B
P 64,0142,27 b 65,07+2,28 ab 66,24+155 abB 71,94+185 a B
PT (Saniye) K 13,4540,34 d 15531038 ¢ A 20504048 b A 27274050 a A
E 12,9110,50 ¢ 13851048 bcB 15241043 b B 17,10:048 a B
P 13,8810,39 b 1331043 b B 14851045 b B 16,344043 a B
TT (Saniye) K 15791043 ¢ 16,6410,47 ¢ 19804051 b A 23,75t152 a A
E 15444025 b 15,74+0,54 b 16,58+0,60 abB 18,25+055 a B
P 15,06+0,37 b 15254038 b 15924069 b B 17,10£062 a B
FIBRINOJEN (g/1) K 2,92+0,10 a 248+0,11 b 1888006 c B 1404005 dB
E 27110,14 a 2,64+0,15 ab 22040,11 bcA 1974011 c A
P 2674010 a 2,60+008 a 24310,07 abA 2194005 b A
D-DIMER (ug/mi) K 0,181001 ¢ 021+0,02 ¢ 0474003 b A 0,7840,05 a A
E 020:0,02 b 0,24+0,03 b 0391004 a AB 0481005 aB
P 0,181001 b 0,2110,01 b 030002 a B 0374003 a B

a, b, ¢, d; ayni satirda degisik harf tagiyan saatler arasi farklilik dnemli (P<0.05).
AB; ayni siitinda aym parametreye ait degisik harf tagiyan gruplar arasi farkiilik 6nemili (P<0.05).

Tablo 2: Endotoksin (K) , Vitamin E + Endotoksin (E) ve Prednisolon + Endotoksin (P) gruplannda belidenen hematolojik
parametreler (n=10, xtSEM)
PARAMETRELER GRUPLAR

ORNEKLEME ZAMANI (saat)

0 2 4 6
TROMBOSIT K 48315 a 25614 b B 16448 ¢:C 11245 dC
(X109/L) E 472418 a 365+18 b A 311+12 ¢ B 259+12 dB
P 494313 a 380+15 b A 356+15 bcA 307+18 cA
LOKOSIT K 5,9510,36 a 1431027 ¢ B 1,36+0,16 ¢ C 2,60:0,32 bB
(x10%/ mm?3) £ 6,6810,80 a 1,750,119 bAB 2,104027 b B 3,3510,36 bB
A P 6,30+0,38 a 2451028 CcA 3024020 ¢ A 4953059 bA
K Heterofil K 32,10+1,68a 750£1,04 cB 6,20+131 ¢ C 18,50+2,34b C
Y E 37,1042,51 a 10,50+1,26 bB 17,10¢2,13 b B 29,3043,39aB
u P 3540+2,32 b 16,70:2,09 cA 30404231 b A 52,80:2,71a A
v Lenfosit K 61,60+1,94 ¢ 88,90+129 aA 90,40+1,24 a A 78,0042,41b A
A E 57,70+2,37 ¢ 85,60+1,38 ‘a AB 79,2042,12 a B 67,.90+3,44b B
R P 58,90+2,57 ¢ 80,70:2,06 aB 67,704223 b C 45904+2,65dC
%  Monosit K 3,4010,65 1,801033 AB 2,10:028 A 250037 A
F £ 2,8040,42 2308034 A 2204029 A 1,70:026 AB
e} P 3,1040,46 a 1,3040,15 bB 1,104001b B 0,800,225 bB
R Eozinofil K 1,8040,29 a 0,90+023 b 0,70:021 b 0,60:022 b
M E 1,5040,17 a 1,0060,21 ab 0,900,223 ab 0,7010,15 b
U P 1,6040,22 a 0,90+0,18 b 050:0,17 b 0,4040,16 b
IL Bazofil K 1,1040,28 0,90+0,18 0,60+0,22 0,40+0,16
U E 0,90+0,23 0,60+0,16 0,600,22 0,40+0,16
P 1,0040,21 a 0,40:0,16 b 0,3040,15 b 0,1040,01 b

a, b, ¢, d; ayni satirda degisik harf tagiyan saatler arasi farkliik Snemli (P<0.05).

A, B, C; ayni sltiinda ayni parametreye ait degisik harf tagtyan gruplar arasi farklilik dnemli (P<0.05).
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Tartigma ve Sonug

Tavsanlarda endotoksin uygulamasi ile olug-
turulan DIC (zerine E vitamini ve prednisolon'un et-
kilerinin aragtinimasinin amaciandiy) ¢aligmada, tOm
gruplan olusturan hayvanlarda 100ug/kg/saat do-
zunda E.coll lipopolisakkaridinin (0111:B4 serotipi) int-
ravendz 6 saat sUrekli inflzyonuyla deneysel en-
dotoksemi gergeklegtinidi (Warr ve ark., 1990; Munoz
ve ark., 1999; Hermida ve ark., 1999; Montes ve ark.,
2000). Plazma Vitamin E dlzeyinin sOrekliligini sag-
lamak amaciyla verimesi gereken miktannin tavsan,
ral, fare gibi birgok laboratuvar hayvaninda 10-50 mg/
kg dolayinda olmas: gerektiji yolundaki bildirimier
(Yoshikawa ve ark., 1982; Margues ve ark., 1987,
Broner ve ark., 1989; Sugimoto ve ark., 1991) dikkate
alinarak; araghrmann E vitamini verilen grubunu olusg-
turan tavsaniara endotoksin inflzyonundan onceki 4
gin 10 mg/kg dozunda vitamin E intraperitoneal ola-
rak enjekie edildi. Prednisolon uygulanan hayvanlarda
ise 10mg/kg dozda subkutan prednisolon uy-
gulamasinin deneysel endotoksemide etkili oldugu ve
hemostatik parametreler ile plazma sitokin dizeyleri
uzerine etkili oldugu bildiriminden (Yamazaki ve ark.,
1999) hareketle, prednisolon enjeksiyonu endotoksin
uygulamasindan 30 dakika nce ayn doz ve yolla ya-
pich.

Bitdn deneysel modellerde, endotoksinin  lokal
yada sistemik olarak ozelliide TNF ve IL wsnoldieﬂ

Bmsymﬂanrﬂanbmdmommwap-
maktadir (Van Devender ve ark., 1990; Levi ve ark.,

1999 ). Bu nedenle aragtrmada, endotoksin in-
!i:zyomnunzleyen&saatsondmaidammmoh-
rak degeriendirildi.

Aragtimada Kontrol grubu hayvanlarda be-
lifenen uzamig APTT, endotoksin ile olugturulan
DIC’'in seyrinde endojen pihtilasma sisteminin olum-
suz etkilendiginin gostergesi sayiabilir. Kontrol gru-
bunda O.saatte saptanan APTT defer; Kouz ve ark
(1996)'nin tavsaniara doku fakidrl vererek olug-
turdukian DIC modelindeki bazal dejere (65 saniye)
uyguniuk gbsterirken, aragtirmada 6.saatte 129.13 sa-
niye olarak bulunan APTT degeri ayni aragtincilann
7.saatte elde ettikleri 200 saniyelik degerden daha di-
ve ark., 1996) deneysel DIC'i doku faktorl ile olus-
tumalan ve APTT ol¢iimind 7.saatte yapmalanna
baglanabilir. Yine fzutani ve ark. (2000)'nin E.coli li-
popolisakkaridinin (0127:B8) ratlara 1 saat boyunca
infGzyonuyla (50 mgkg) olusturdukian modeide,
APTT; kontrol grubunda 35.4 saniye ken deneme

grubunda toksin inflizyonunu izieyen 2.saatte 137.5 sa-
dizeyde uzama, sbzkonusu aragtimma pulgulanwa
uyum icindedir. Caligmada endotoksin inflzyonu on-
cesi prednisolon veya E vitamini uygulamasmin
APTTnin uzamasini 6nemli derecede (P<0.05) inhibe
ettigi gorlidG (Tablo 1). Bu bulgu, Yoshikawa ve ark
(1982)'nin vitamin E uygulamas: yaptiklan ratlara E.coli
endotoksininin (055:B5) 4 saat sUrekdi infizyonuyla
olusturduidan DIC modelindeki PTT (parsiyel trom-
boplastin zamani)'de gdzledikleri dedisime benzeriik
gostermektedir.

Cakgmada, eksojen pihtilagma sisteminde rol oy-
nayan faktorerin akfivitelerindeki degigikliklerin sap-
tanmas: amacryla digllen PT degeri; kontrol grubunda
son dmeklemede (6.saat), Kouz ve ark (1996)'nin doku
fakiorl inflizyonunun 7.saatinde belirttiklerr PT de-
gerinden hafif disik bulundu. Yamazaki ve ark
(1999)'nin E. coli endotoksinini (055:85) 30 mg/kg do-
zunda 4 saat boyunca infize ederek ratlarda olug-
turdukian deneysel DIC modelinde ayni parametre Or-
neklemenin O.saatinde 12.3 saniye lken sonuncu
Omeklemede (4.saat) 46.1 saniye olarak rapor edil-
mektedir. Benzer gekilde tavgan ve ratlarda olugturulan
deneysel DIC'de PT dederinin patolojik olarak uza-
diim gdsteren ¢ok sayida caligma bulunmaktadir (o
ve ark., 1990; Yoshikawa ve ark., 1990; Gonda ve ark.,
1993; Kawamura ve ark., 1993; Scherer ve ark., 1995;
Fujita ve ark., 2000). Birgok deneysel DIC modelinde
PT'nin uzamasi bulgusu, gahsma sonugianyla ayni olup
eksojen pihtilagma yolunun deneysel DIC'den et-
kilenmis oldugunu gostermektedir. Bu ¢alismada en-
dotoksin inflzyonu 6ncesi uygulanan vitamin E ve
prednisolonun, PT'deki uzamay énemli dizeyde bas-
kiladigi gézlendi (Tablo 1). P grubunda elde edilen bul-
gular, Yamazaki ve ark (1999)'nin E.coli endotoksinini
(055:B5) 30mg/kg dozunda 4 saat srekli olarak infize
ederek ratlarda gelistirdikleri DIC modelinde elde et-
tikieri sonuglaria (infizyon sonunda; kontrol grubunda
12.3 saniye, endotoksin grubunda 46.1 saniye ve
prednisolon grubunda 15.1 saniye) paralelik ar-
zetmekledir. Vitamin E uygulanan tavsaniarda elde
edilen bulgu ise Yoshikawa ve ark (1982)'nin olug-
turdukian DIC modelinde belirttikleri PT'de meydana
gelen dedisimlere (0.saatte 12.1 saniye, 4 saatiik in-
flzyonun sonunda ise; endotoksin grubunda 225 sa-
niye ve Vit E grubunda 15.1 saniye) uygunluk gdos-
termektedir. Antioksidan karakteri nedeniyle vitamin E
serbest radikallerle reaksiyona girerek istenmeyen ok-
sidasyonlann onlenmesi ya da azaltimasinda etkili ol-
maktadir. Bdylece endotelyal trombomodulin inak-
tivasyonu ve hicresel hasann énlne gegilebilmektedir
(Broner ve ark., 1989; Okajima 1999). Aynca vitamin
E'nin platelet agregasyonunu inhibe etme Ozelligi ve
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antitrombotik fonksiyonu bulunmaktadir (Yoshikawa
ve ark.,, 1982; Yoshikawa ve ark., 1984). Calismada
Vitamin E'nin s6z konusu parametre (zerine olumiu
etkileri; bahsedilen mekanizmalar ¢ergevesinde ger-
ceklesen faydali rollerine  baglanabilir.  Glu-
kokortikoitler; endotoksin, kompleman ve immun
komplekslerce salinan prokoagilan doku faktorii olu-
sumunu inhibe edebilmekte (Putterman, 1989), gra-
nulosit agregasyonunu baskilamakta, nétrofillerin en-
dotelyal ylzeye vyapigma egilimini azaltmakta,
endotelyumu serbest radikallerin zaranndan ko-
rumakta ve aktivasyonunu  en-
gelleyebilmektedir (Skubitz ve ark., 1981; Latour,
1983). Aynica s6z konusu madde endotoksinle in-
diklenen DIC'in patogenezisinde baglica rol alan
TNF-a, IL-1B ve IL-6 gibi yangisal sitokinlerin sa-
imimini 6nemli  dizeyde baskilayabilmektedir (Ya-
mazaki ve ark., 1999). Caligmada prednisolon uy-
gulamasinin  PT (zerine baskilayici etkisi ise
bahsedilen maddenin bu olumlu rollerine baglandi.

Caligmada prednisolon ve vitamin E'nin TT (ze-
rinde Onemli diizeyde baskilayici oldugu tespit edildi
(Tablo 1). Bu etki; s6zkonusu maddelerin DIC ve en-
dotoksemi (zerine olan faydall fonksiyonlan ile agik-
lanabilir. TT'nin; konuyla ilgili tavsan ve kedi gibi hay-
vanlarda yapilan diger aragtimmalarda da (Scherer ve
ark., 1995; Deniz, 1999) uzama gostermesi galisma
sonuglarini  destekler niteliktedir. Kontrol grubunda
aragtirmanin 6.saatinde Sl¢tlen TT degerinin Kouz ve
ark (1996)'nin belirttikleri degerden (29 saniye) biraz
dislk oldugu gdzlendi. Bunun muhtemel sebebi aras-
tincilann deneysel DIC'i doku faktoriyle olugturmalarn
ve Omeklemenin 7.saatte yapilmasi olabilir. TT'nin
uzamasinin nedeni; plazma fibrin yikim Griinlerinin, fib-
rinojenin fibrine donlglmini engellemesine ve plaz-
ma fibrinojen konsantrasyonunun normalden disik
olmasina baglanmaktadir (Bick, 1994; Rocha ve ark.,
1998; Deniz, 1999).

Caligmadaki gibi giddetli DIC gelisen bir canlida,
APTT, PT ve TT gibi trombin olusum kapasitesini
olcen global koagulasyon test (Screening testler) so-
nuclan patolojik olarak uzamaktadir. Bunun baglica se-
bebi fibrinojen ile aktifiesen baz koagulasyon fak-
torterinin (FILV, VII, IX ve X) kullaniimasi, plazmince
pargalanmasi ve fibrin yikim Grinleri tarafindan ya-
pimlarinin inhibe edilmesidir. Bunun yaninda hafif se-
yiri DIC olgularinda nadiren bu degerler 6mekleme
zamanlanna badl olarak degismemekte veya ki-
salabilmektedir (Bick, 1994; Rocha ve ark., 1998).

Aragtirmada kontrol grubunda fibrinojen kon-
santrasyonu O.saat sonrasi tim Omekleme za-
manlannda kademeli olarak dlstl (P<0.05). Montes
ve ark (2000) gelistirdikleri DIC modelinde, fibrinojen

bazal diizeyini 3.34 g/L, endotoksin uygulamas: sonrasi
2., 4. ve 6.saatlerde sirastyla; 3.09, 2.72, 2.39 g/L ola-
rak belifmektedirler. Munoz ve ark (1999) ise 0., 2. ve
6.saatlerdeki fibrinojen miktarini sirastyla; 2.78, 2.48 ve
1.58 g/ olarak bildirmekte ve 6nemli distge dikkat
¢ekmektedirler. Paloma ve ark (1992)'nin olusturduklar
tavsan modelinde de bazal, 2. ve 6.saatlerdeki fib-
rinojen miktan sirasiyla; 2.67, 1.93 ve 1.46 g/L olarak
rapor ediimektedir. Yamazaki ve ark (1999), ratlarda
kontrol grubunda fibrinojen konsantrasyonunu 2.93 g/L,
LPS inflzyonunun 4.saatinde ise 0.34 g/L gibi gok
disik bir dizeyde belifemislerdir. Calisma bulgulan
s6z konusu aragtirma sonuglannin tamamini destekler
niteliktedir. Caligmada Vitamin E'nin fibrinojen du-
zeyindeki disOsU K grubununkine gore baskiladigi goz-
lendi (Tabloc 1). Elde edilen degerler Yoshikawa ve ark
(1982)'nin fibrinojen dlzeyinde meydana gelen de-
gisimlere iligkin belirttikleri bulgularia (0.saat; 1.27 g/L, 4
saatlik inflzyon sonrasi; endotoksin grubunda <0.2 g/l
vitamin E grubunda 0.37 g/L) paraleldir. Benzer se-
kilde prednisolonun da DIC'de sekillenen fibrinojen mik-
tanindaki digist azalti@ gdrulda (Tablo 1). Bu bulgu,
Yamazaki ve ark (1999)'nin elde ettikleri galisma so-
nuglanna ( 4 saatlik inflizyon sonrasi; kontrol grubunda
2.93 g/, endotoksin grubunda 0.34 g/L, prednisolon
grubunda 1.94 g/L ) ve sz konusu maddenin DIC ve
endotoksemide yararll oldugu seklindeki bildirimiere
(Osterud ve ark., 1989; Semrad, 1993; Han ve ark.,
1999) uyguniuk gdstermektedir (Tablo 1).

D-dimer dizeyinin intravaskdler fibrin yikiminin
6nemli bir gbstergesidir (Bick,1994). Yamazaki ve ark
(1999) kontrol grubu ratlarda plazma D-dimer di-
zeyinin 0.23ug/ml oldugunu, endotoksin inflzyonunun
4.saatinde ise 1.08 pg/miye yikseldigini kay-
detmektedirler. Asakura ve ark (2001a, b) ratlarda yap-
tiklan caligmalarda endotoksin inflizyonu oncesi D-
dimer dizeyini 0.18 -0.19 “ug/ml, inflzyon sonrasi
4.saate ise 1.2 - 1.3 pg/ml olarak bildirmektedirer.
Scherer ve ark (1995) da tavsanlarda LPS (E.coli K-

.235) uygulayarak olusturduklan DIC modelinde aras-

timanin baslangicinda 0.05 pg/ml olarak oictikler D-
dimer dlzeyini uygulamadan sonraki 4.saatte 1.65 pg/
ml olarak kaydetmiglerdir. Caligmada belirlenen; en-
dotoksin inflzyonunun D-dimer diizeyinde artiga yol
agmas! bulgusu, séz konusu aragtirma sonuglanyla
uyum gdstermesine karsin, elde edilen degerler biraz
dluglktd. Caligmada endotoksin inflizyonu 6ncesi uy-
gulanan vitamin E ve prednisolonun, plazma D-dimer
duzeyindeki artigi 6nemli dlizeyde baskiladigi gézlendi
(Tablo 1). Prednisolon uygulanan grupta elde edilen
bulgular Yamazaki ve ark (1999)nin E.coli en-
dotoksinini (055:B5, 30mg/kg) ratlara 4 saat siirekli ola-
rak inflze ederek geligtirdikleri DIC modelinde elde et-
tikieri bulgularia (infllzyon sonunda; endotoksin
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grubunda 1.08ug/ml ve  prednisolon grubunda
0.32ug/ml) uyumludur. Calismada E vitamini gru-
bunda kontrol grubundakine gére D-dimer dlizeyinde
belifenen baskilanma, Yoshikawa ve ark (1982)'nin
kontrol grubuna gére Vitamin E grubunda fibrin yikim
uriinteri (FDP) dizeyinde belirledikleri degisimle uyum
gostermektedir.

Montes ve ark(2000)'nin 100ug/kg/saat dozunda
ve 6 saat boyunca sirekli endotoksin inflzyonuyla
tavsanlarda olugturdukian DIC modelinde, inflzyon
oncesi trombosit sayisi 462 x109 /L iken, Or-
neklemenin 2., 4. ve 6.saatlerinde sirasiyla; 239, 144
ve 84 x109 /L olarak kaydediimekte ve dmekleme za-
manlan arasindaki farkliliklann 6nemli oldugu vur-
gulanmaktadir. Munoz ve ark (1999) E.coli en-
dotoksininin (0.111:B4) 6 saat infizyonuyla (100ug/kg/
saat) tavsanlarda olusturduklan DIC'te, bazal, 2. ve
6.saatlerdeki trombosit sayisini sirasiyla; 454, 226 ve

“97 x109 /L olarak belitmektedirler. Paloma ve ark
(1992)'nin tavsanlarda E.coli endotoksiniyle
(0.128:B8, 20ug/kg/saat) olusturduklan modelde
bazal, 2. ve 6. saatlerdeki trombosit sayisini sirasiyla;
517, 272 ve 150 x109 A olarak bildiriimektedir. Tum
bu galigmalar 1siginda DIC'in ve organ yetersizliginin
patogenezisinde platelet aktivasyonunun &nemili roll
oldugu sonucuna vanlmigtir, Sepsis esnasinda platelet
aktivasyonunun baglica mediyatéreri trombin ve PAF
dir. Endotoksemilerde bu gibi mediyatorierin etkisiyle
koagulasyon olayina katilan plateletierin periferal kan-
daki dizeyleri onemli olglide azalmakta, trom-
bositopeni meydana gelmektedir. Trombositopeni olu-
sumunda plateletlerin gelisiminin birka¢ giin sirmesi
de onemli bir faktdrdir. Aynca endotoksinin kendisi
plateletiere ba§lanarak protein kinaz C'nin ak-
tivasyonunu saglamakta ve fibrinojen baglanma alan-
lannin (GPlIbllla) konformasyonal degisikligine sebep
olarak agregasyonu artirmakta ve hizlandirmaktadir
(Salat ve ark., 1999). DIC'te olusan trombositopeninin
bir bagka nedeni de endotoksinle aktiflesen komp-
leman sisteminin plateletlere zarar vermesidir (Latour,
1983; Bick, 1994). Caligmada prednisolon uy-
gulamasinin trombosit sayisindaki azalmayi Gnemii
oranda baskiladigi gérlld( (Tablo 2). Elde edilen so-
nuglar Yamazaki ve ark (1999)'nin gelistirdikleri rat
modelinde prednisolon verdikleri grupta elde ettikleri
bulgulara (kontrol grubunda; 753x109/L, endotoksin
grubunda; 179 x109 /L ve prednisolon grubunda 565
x109 /L) benzerlik gostermektedir. Ayrica galisma bul-
gular; “endotoksemi oncesi glukokortikoid uy-
gulamasinin plateletlerdeki serotonin kaybini, faktér Il
olusumunu, plateletlerin agregasyonunu ve komp-
leman aktivasyonundan kaynaklanan trombositopeniyi
Onledigi” bildirimlerini destekler niteliktedir (Latour,
1983). Caligmada vitamin E’'nin de trombosit sa-
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yisindaki diglsi onemli oranda baskiladigi gdziendi
(Tablo 2) ve sbzkonusu degisiklik Vitamin E'nin trom-
bosit agregasyonunu énleme ve antioksidan 6zelligine
baglandi. Calismada elde edilen bulgular Vitamin E ile
ilgili olarak Yoshikawa ve ark (1982)'nin olugturduklari
DIC modellerinde belirttikleri trombosit sayisinda mey-
dana gelen degigimiere uygunluk géstermektedir.

Endotoksin uygulamasindan hemen sonra tim
gruplarda gozlenen Ibkosit sayisindaki dislsun, bag-
lica Iokosit adezyon molekilleri ile endotelyal re-
septorerin  etkilesiminden kaynaklandi§i ileri su-
rulmektedir. Caligmada endotoksemiye ilk cevap olarak
belifenen I6kopeni tablosu; “endotoksinin, nétrofillerin
aktivasyonuna ve endotelyuma adezyonlarina sebep
olarak sepsisin giddetine gore baglangig Iokosit sa-
yisini azaltabilecedi” bildiimlerini destekler niteliktedir
(Gaviria ve ark., 1998; Saenz ve ark., 2001). Ayrica ¢a-
ligmada elde edilen bulgular, konuyla ilgili gesitli arag-
tirma sonuglanyla benzerdir ( Osterud ve ark., 1989;
Semrad, 1993; Scherer ve ark., 1995). Calismada P
grubunda 6zellikle 6.saatte diger gruplannkine gére 16-
kosit sayisinda gozlenen dnemili artig, glukokortikoitlerin
endotoksin tarafindan olusturulan [6kopeniyi  en-
gelleyebilecedi bildirimiyle uyumludur (Latour, 1983;
Osterud ve ark., 1989). Ayrica Naess ve ark (1991)'nin
domuzlarda yaptiklan ¢aligmada; kontrol grubunda en-
dotoksin inflizyonunun (E.coli 026:B4 ) onemli de-
recede I6kopeni olugturdugu, metilprednizolon (MP) uy-
gulanan grupta ise 1.saatte gbzlenen IS6kopeni
tablosunun 5.saatte dizelerek, Iokosit sayisinin bag-
langig deg@erinin de Uzerine ¢ikidi kaydedimektedir.
Sbz konusu aragtirmalardan elde edilen sonuglar ¢a-
ligma bulgulanini destekler niteliktedir.

Deneysel endotoksemi ile akut bakteriyel ve fun-
gal enfeksiyonlarda kisa bir nétropeni periyodunu nét-
rofili tablosu izlemektedir. Endotoksin uygulamasini iz-
leyen nétrofil sayisindaki s6z konusu azalma; Iokosit
adezyon molekilleri ile karaciger, akciger ve dalak gibi
birgok organdaki endotelyal reseptérierin etkilesmesiyle
iligkilendirilmektedir. Bu etkilegimi  NfP, endotoksin,
TNF-, IL-1, IL-8 ve PAF artirmaktadir. (Gaviria ve ark.,
1998). Nétropeni olugumunu izleyen birkag saat ige-
risinde endotoksinin direkt olarak salinimini artirdigr si-
tokinler (G-CSF, GM-CSF, TNF-u) ve aktive ettigi
kompleman C3e vasitasiyla kemik iligi rezervierinden
ndtrofil salimmi sitimdle edilmektedir (Dale ve ark.,
1995; Gaviria ve ark., 1998). Nitekim galigmada
6.saafte, 2.ve 4.saatiere gbre bir heterofili goz-
lenmektedir (Tablo 2).

Endotoksemide nétropeniye eslik eden lenfopeni
onemli bulgular arasinda sayiimaktadir (Saenz ve ark.,
2001; Choi ve ark., 2002). Arastirmada K grubunda
0O.saatte %61.60 olan lenfosit oraninin 2. (%88.90) ve
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4. (%90.40) saatlerde yikselmesi genel degerlen-
dirme gergevesinde bir lenfositoz tablosu olarak al-
gilanmamahidir. Bu durum I6kosit sayisinin oraninin
ayni saatlerde azalmasindan kaynaklanmaktadir.
Cunkd ayni grubun (K) 0.saatinde belirlenen ortalama
|6kosit sayisi; 5.95, 2.saatte 1.43, 4.saatte ise
1.36x10%/mm>dir (Tablo 2). Bu degerlere gbre basit
bir hesaplamayla 0.saatte mm3 kandaki lenfosit sa-
yisinin 3665, 2.saatte 1271, 4.saatte 1229 6.saatte ise
2028 oldugu ve lenfositoz degil, lenfopeni tablosunun
olustugu gériimektedir.

Endotoksemide proinflamatuvar sitokin salimimi
ve doku faktorli olusumuna sebep olan monositler
DIC’in patogenezisinde 6nemli rol oynamaktadir. En-
feksiyonlarda, konakgi savunmasinda énemli rol oy-
nayan bu hicrelerin sayllarnnin azaldig bildiriimektedir
(Dekkers ve ark., 2000; Fijen ve ark., 2000; Choi ve
ark., 2002). Caligmada elde edilen monosit yizde de-
Qerlerinin, gerek oransal gerekse ayni 6mekleme za-
manindaki I6kosit sayisi géz 6nine alinarak yapilan
degerlendiriimesinde, tim gruplarda O.saate gore
2.4.ve 6.saatlerde diguk oldugu gézlendi. Monosit
yuzde oranlan 6dmekleme zamanlanna gére K ve E
gruplannda 6nemli bir farklilk gbstermezken, P gru-
bunda 2.0meklemede Onemli dizeyde dismis
(P<0.05) ve sbz konusu dusis sonraki 6mekleme-
lerde de devam etmistir. Deneme gruplan arasinda
monosit ylzdesi P grubunda 2.saatte E gru-
bununkine, 4.saatte her iki grubunkine, 6.saatte ise K
grubununkine gére dusik bulundu (P<0.05)(Tablo 2).

Eozinopeni septik hastalarda belirlenen bulgular
arasinda yer almaktadir (Choi ve ark., 2002). Aras-
timada eozinofil ylizde oranlari, K ve P gruplannda ilk
omekleme zamanina gore 2., 4.ve 6.saatlerde di-
serken (P<0.05), E grubunda gbzlenen azaima sa-
dece 6.saatte 6nemliydi (P<0.05). S6z konusu pa-
rametre agisindan higbir émekleme zamaninda
gruplar arasi farklilk anlamli degildi (Tablo 2).

Calismada bazofil yizde degerieri yoninden sa-
dece P grubunda O.saate gére daha sonraki Or-
nekleme saatlerinde dnemli diizeyde azalma (P<0.05)
belirlenirken, gerek diger gruplarda dmekleme za-
manlan arasinda gerekse ayni saatlerde gruplar arasi
bir farklilik gbzlenmedi. Bununla birlikte en yiksek
yUzde orani tim gruplarda 0.saat, en dlgilk oran ise
6. saatte goruldl (Tablo 2).

P grubundaki akyuvar formiilindeki degigimler
glukokortikoitlerin kemik iliginde nétrofil olugumunu ar-
tirmasina, lenfosit, monosit, eozinofil ve bazofil sayisini
ise azaltmasina baglanabilir (Yilmaz, 1999).

Sonug olarak; tavsanlarda endotoksin inflizyonu
ile olugturulan deneysel DIC (zerine vitamin E ve
prednisolon'un etkilerinin belirenmesinin amaglandigi
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calismada; yalniz endotoksin uygulanarak DIC olug-
turulan tavsaniarda APTT, PT ve TT' de 6nemli de-
recede patolojik uzama, fibrinojen konsantrasyonu ve
trombosit sayisinda azalma, D-dimer seviyesinde yuk-
selme ve |6kopeni belirlendi. Ancak énceden E vitamini
ve Ozellikle de prednisolon uygulamalannin, hemostatik
mekanizmalarda ve hematolojik parametrelerde olu-
sacak olumsuz degigiklikleri engelleyebilecegi ve
DIC'te kullaniimasinin yararli olacagi sonucuna vanidi.
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