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Otolog ve homolog kan transfiizyonunun karin ici enfeksiyon
modelinde TNF-alfa diizeyleri ve sagkalima etkisi

Effects of autologous and homologous blood transfusion on TNF-alpha levels and
survival in an intraabdominal infection model
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AMAC
Homolog kan transfiizyonunun immiinmodiilatuvar etkileri-
nin cerrahi hastalarda kanser niiksii ve enfeksiyon geligimi
tizerine olumsuz etkileri olabilecegi yoniinde bulgular vardir.
Bu olumsuz etkileri ortadan kaldirmaya yonelik bir yaklagim
otolog kan transfiizyonudur. Bununla birlikte, otolog transfiiz-
yonun bu agidan yarari netlik kazanmamistir. Bu ¢aligmada,
siganda karin i¢i enfeksiyon modelinde otolog ve homolog
kan transfiizyonunun TNF-alfa diizeyleri ve sagkalim iizerine
etkileri aragtirildu.

GEREC VE YONTEM

Calismada toplam 92 adet Spreague-Dawley cinsi sican kulla-
nildi. 44 sicanda kan transfiizyonunu takip eden 7. giinde
cekal ligasyon delme yontemi ile karin i¢i enfeksiyon
olusturuldu, ardindan 90. dakika ve 6. saatte kan ornekleri
alinarak ELISA yontemi ile TNF-alfa diizeylerine bakildi. 48
sicanda ise (Sagkalmin degerlendirilmesi ic¢in kullanilan
sicanlar homolog ve otolog gruplarda 12’ser sicandan olustu.)
transfiizyon ve ¢ekal ligasyon delme iglemini takiben bir hafta
stireyle sagkalim gozlendi.

BULGULAR

Calisma sonucunda otolog transfiizyon grubuna goére, homo-
log kan transfiizyonu grubunda TNF-alfa yanitinda belirgin
bir baskilanma oldugu gériildii, fakat gruplar arasinda sagka-
Iim ag¢isindan bir fark bulunamadi.

SONUC

Bu bulgulara dayanarak, otolog kan transfiizyonunun trans-
flizyona bagl immiinmodiilasyonu azaltacak bir segenek ol-
dugu, fakat karin i¢i enfeksiyonda mortaliteyi azaltmadig so-
nucuna vartlmistir.

Anahtar Sozciikler: Homolog kan transfiizyonu; immiinmodiilas-
yon; kan transfiizyonu; karin i¢i enfeksiyon; otolog kan transfiiz-
yonu.

BACKGROUND

Autologous blood transfusion is one of the approaches used
for prevention of the undesirable immunomodulatory effects
of homologous blood transfusion that can cause an increase in
cancer recurrence and surgical site infections. On the other
hand, the benefits of autologous blood transfusion in that
respect are not yet clearly identified. In this experimental
study, we investigated the differences in effects of autologous
and homologous blood transfusion on tumor necrosis factor
(TNF)-alpha levels and survival in an intraabdominal infec-
tion model in rats.

METHODS

A total of 92 Sprague-Dawley rats were used in the study.
Forty-four of those rats were divided into autologous and
homologous transfusion groups, and intraabdominal infection
was instituted by cecal ligation puncture method on the 7th
day after blood transfusion. Blood samples were taken at the
90th minute and at 6-hour intervals after cecal ligation punc-
ture and were used for measurement of TNF-alpha levels by
ELISA method. In the remaining 48 rats, survival was inves-
tigated within the first week of cecal ligation puncture.

RESULTS

Our results revealed significantly depressed TNF-alpha levels
in the homologous blood transfusion group, but with respect
to survival, no difference was detected between the groups.

CONCLUSION

Based on these findings, we concluded that autologous blood
transfusion decreases transfusion-related immunomodulation
but does not cause a decrease in mortality due to intraabdom-
inal infection.

Key Words: Homologous blood transfusion; immunomodulation;
blood transfusion; intraabdominal infection; autologous blood trans-
fusion.
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Cerrahi uygulanan hastalarda, cerrahi travma,
anestezi, kanama, karm ici enfeksiyon ve kan trans-
flizyonu gibi pek ¢ok faktoriin bagisiklik sistemini
baskiladig diisliniilmektedir. Bugiine kadar yapilan
caligmalar homolog (allojenik) kan transfiizyonunun
immiinsiipresif etkilerini siipheye yer birakmayacak
sekilde ortaya koymustur."’ Bu etkiden, immiinsiipre-
sif ilaglarin gelismesinden 6nceki donemlerde trans-
plantasyon yapilacak hastalarda rejeksiyonu 6nlemek
amaciyla yararlanilmigtir. Giiniimiizde homolog kan
transfiizyonunun immdinsiipresif etkileri tiimor niiksii
ve ameliyat sonrasi enfeksiyonlarda artisa neden olan
bir sorun olup, cerrahlar1 ameliyat sirasinda ve ame-
liyat sonras1 erken donemde kan transfiizyonundan
olabildigince kacinmaya zorlamaktadir. Bununla bir-
likte, ameliyat sirasinda ve ameliyat sonrasi erken
donemde doku perfiizyonunun idame ettirilmesi ge-
rek yasamsal organlarin gerekse yara iyilesmesi sii-
recinin olumsuz etkilenmemesi i¢in gereklidir.

Bu nedenle, ameliyat sirasinda ve sonrasinda ho-
molog kan yerine kullanilabilecek diger alternatifler
tizerinde calisilmaktadir. Bunlar, perflorokarbonlar,
sentetik hemoglobin preparatlari, beyaz kiire sayisi-
n1 azaltmaya yoOnelik yaklasimlar ve otolog kan
transfiizyonudur."” Tiim bu yaklagimlar kendilerine
has iistiinliiklere ve sorunlara sahiptir. Perflorokar-
bonlar ve sentetik hemoglobin preparatlari biyokom-
patibilite sorunlar1 yaninda, 6zellikle sentetik he-
moglobin preparatlarinin mikrodolasim iizerindeki
olumsuz etkileri nedeniyle rutin kullanima girecek
diizeye erisememislerdir. Otolog kan transfiizyonu
ise hastanin kendi kaninin ameliyat 6ncesi donemde
depolanmasini, ameliyatin geciktirilmesini ve kan
bankasi agisindan belirgin bir is yiikii ve maliyeti be-
raberinde getirmektedir. Ameliyat sirasinda, kana-
maya bagl viicut bogluklarinda biriken otolog kanin
hastaya tekrar verilmesi ise son derece pahali tekno-
lojilerin kullanilmasim gerektirmekte ve kanser ya
da enfeksiyon yayilimi olasilig1 nedeniyle ¢cogu ge-
nel cerrahi hastasinda kullanilamamaktadir.

Ote yandan ameliyat sonras1 dénemde ortaya ¢i-
kabilecek cerrahi alan enfeksiyonlar1 hem hastanede

Tablo 1. Sicanlarin gruplara gore dagilimi

kalis stiresini ve morbiditeyi hem de tedavi maliyeti-
ni belirgin derecede artirmaktadir. Uzun siireli anti-
biyotik kullanim1 geregi antibiyotiklere direng gelis-
mesine neden olmakta, cerrahi enfeksiyonun tetikle-
digi sistemik enflamatuvar siire¢ pek ¢ok hastada si-
nirli yogun bakim olanaklarinin kullanilmasini ge-
rektirecek coklu organ yetersizligine yol agmaktadir.

Yapilan arastirmalar otolog kan transfiizyonunun
enfeksiyon gelisimini 6nleme konusundaki etkinligi
agisindan farkli sonuglar vermisgtir."

Bu calismada, sicanda karin i¢i enfeksiyon mode-
linde, homolog ve otolog kan transfiizyonunun pre-
enflamatuvar yanit ve sagkalim iizerine etkilerinin
karsilastirilmasi hedeflendi.

GEREC VE YONTEM

Arastirma 92 adet erigkin inbred Spreague-Daw-
ley sican (250-300 gr agirliginda) iizerinde yapilds,
homolog kan transfiizyonu i¢in dondr olarak inbred
erkek Wistar sicanlar kullanildi. Hayvanlarin deney
protokolii siiresince su ve yiyecege erigimleri kisit-
lanmadi. Hayvanlarin bakimi ve izlemi Hacettepe
Universitesi Deney Hayvanlari Laboratuvari'nda ya-
pildi, deneyler Hacettepe Universitesi Cerrahi Arag-
tirma Laboratuvari’nda gergeklestirildi. Sicanlardan
44’1 sitokin Olgiimleri icin kullanilirken, 48 sican
sagkalim gruplarinda kullanildi (Tablo 1). Sagkali-
min degerlendirilmesi i¢in kullanilan sicanlar homo-
log ve otolog gruplarda 12’ser sicandan olusturuldu.
Sagkalim degerlendirmesi 18 ve 22 G igne kullanila-
rak iki kez yapildigindan bu grupta toplam 48 sican
kullanildi. Ayrica, 10 adet Wistar Albino cinsi si¢an
homolog kan transfiizyonu i¢in dondr olarak kulla-
nildi, bu sicanlar kan alindiktan sonra anestezi
altinda oldiiriildii.

Anestezi

Deney protokolii siiresince hayvanlara ilki kan
transfiizyonu i¢in 0. giinde, ikincisi ¢ekal ligasyon
delme icin 7. giinde olmak iizere iki kez anestezi ve-
rildi. Anestezi, ksilazin (5 mg/kg - Rompun®) ve ke-
tamin (30 mg/kg - Ketalar®) karisiminin tek intra-
muskuler enjeksiyonla verilmesiyle uygulandi.

TNF-alfa Diizeyleri Sagkalim
90. dakika 6. saat CLP-18G CLP-22G
Homolog Otolog  Sham Homolog Otolog  Sham Homolog  Otolog Homolog  Otolog
8 8 6 8 8 6 12 12 12 12
22 22 24 24
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Transfiizyon

Transfiizyonlar sol ana femoral ven 24 G intraket
ile kateterize edilerek yapildi, kanama ve hava em-
bolisi olasilifimi azaltmak icin venin diseksiyonu
mikroskop altinda (Zeiss Binocular ameliyat mikros-
kop) gerceklestirildi. Homolog grupta hipervolemi
gelismesi olasiligini azaltmaya yonelik, toplam kan
hacminin %10’una denk gelen 1,5 ml kan prehepari-
nize enjektorlere alindiktan 1 saat sonra, otolog
grupta siganin kendi kani, homolog grupta ise donor
olarak kullanilan Wistar Albino si¢anlarin kani trans-
fiize edildi.

Karin Ici Enfeksiyon

Karm ici enfeksiyon modelinde, Baker’in tanim-
ladig1 yontemle ¢ekal ligasyon delme uygulandi.”
Bu amagla, islem 6ncesi yiyecege erisimi kisitlan-
mamis olan siganin sag kolon igerigi ¢cekuma dogru
sivazlandiktan sonra ¢ekum, ileum ile kolon arasin-
da pasaj1 engellemeyecek sekilde proksimalinden
baglandi. Daha sonra hem 6n hem de arka duvarini
icerecek sekilde 18 G igne ile iki yerinden delindi.
Bu yaklagimla, peritonite bagli erken mortalite her
iki grupta da yiiksek oldugundan, sagkalim grubu 22
G igne ile tekrarlandi. Cekal ligasyon delmeyi taki-
ben tiim sicanlar 2,5 ml subkiitan serum fizyolojik
ile resiisite edildi. Kan 6rnekleri belirlenen zaman
araliklarinda (90. dakikada ve 6. saatte) kardiyak
ponksiyon ile alindi, islem sonrasi sicanlar anestezi
altinda oldiiriildii. Sagkalim, islem sonrasi 6., 24.,
30., 54. ve 72. saatlerde ve 7. glinde mortalite deger-
lendirildi (Tablo 1).

TNF-alfa Olciimii
TNF-alfa ol¢iimii Hacettepe Onkoloji Enstitiisii
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I 1,96 standart sapma
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TNF-alfa diizeyleri (pg/dl)

Otolog Homolog Sham

Sekil 1. TNF-alfa diizeylerinin gruplar arasindaki dagilimi.
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Temel Onkoloji Laboratuvari’nda -20°C’de saklanan
sigan serumlarinda solid faz sandvi¢ ELISA (Bioso-
urce Cytoscreen Kit, USA Enzyme-immunosorbent-
Assay) yontemi ile olciildii.

Istatistiksel degerlendirmede TNF-alfa diizeyleri
icin Mann-Whitney U testi, sagkalimin karsilastiril-
mas1 icin ki-kare testi kullanildi. Degerlendirme
STATISTICA for Windows (StatSoft Inc.) programi
kullanilarak yapildi.

BULGULAR

Altinc saatte 0l¢iilen TNF-alfa diizeyleri her iki
gruptada onemsenemeyecek diizeylerde olmakla bir-
likte, 90. dakikada alinan 6rneklerde yapilan Sl¢iim-
ler acisindan, otolog ve homolog transfiizyon grup-
lar1 arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark bu-
lunmustur (p<0,05). TNF-alfa diizeyleri otolog grup-
ta 98+31,13 pg/ml iken homolog grupta 24+4,14
pg/ml’dir (Sekil 1).

Cekal ligasyon delme yonteminde 18 G igne kul-
lanilan siganlarda her iki grupta da erken donemde
mortalite cok yiiksek oldugundan istatistiksel bir
karsilagtirma yapilamamistir. Cekal ligasyon delme
icin 22 G igne kullanilan siganlarda mortalite agisin-
dan, 6., 24., 30., 48., 54. ve 72. saatlerde ve 7. giin-
de yapilan degerlendirmede gruplar arasinda istatis-
tiksel olarak anlamli bir fark bulunmamakla birlikte,
tiim bu zaman araliklarinda mortalitenin homolog
grupta daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Sekil 2).

TARTISMA

Homolog (allojenik) kan transfiizyonu alicinin,
vericiye ait dentritik antijen sunan hiicrelerde bulu-
nan HLA-DR antijenleri de dahil pek cok yabanci
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- Homolog
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g ]
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] CLP sonrasi saat
6 24 30 48 54 72 7. giin

Sekil 2. Cekal ligasyon delme igleminin 18 G igne ile yapildi-
81 grupta otolog ve homolog transfiizyon gruplarinda
sagkalimin zaman ile iligkisi.
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antijen ile karsi karsiya gelmesine neden olur."* Ge-
nel olarak en az bir HLA-DR antijeninde farklilik
olan durumlarda antijene tolerans gelisirken, tiimiiy-
le HLA-DR uyumsuzlugu olan durumlarda alloim-
miinizasyon ortaya c¢ikmaktadir.” Homolog kan
transfiizyonunun yardimci T-hiicre sayisinda, mito-
jenlere lenfosit yanitinda, yardimci/baskilayict T-
lenfosit oraninda, “natural killer” hiicre fonksiyo-
nunda, gecikmis tipte hipersensitivitede azalmaya
neden oldugu bilinmektedir. Bu etkiler topluca trans-
flizyona bagli immiinmodiilasyon (“fransfusion re-
lated immunomodulation” - TRIM) olarak adlandi-
rilmaktadir.” Dzik’e gore TRIM etkisinin, birincisi
HLA iliskili adaptif immiiniteyi etkileyen, ikincisi
bagisiklik iizerinde daha genel bir etki gosteren ol-
mak lizere, baslica iki nedeni vardir. Bunlardan ikin-
cisi banka kaninda ortaya ¢ikan apoptotik hiicrelerin
infiizyonu sonucu TGF-beta diizeylerinin etkilenme-
sine baglidir.”’ Ayrica pek ¢ok ¢alismada banka kani-
nin notrofillerin sitotoksisitesini ve siiperoksit dis-
mutaz iiretimini artirdigin1 ve pulmoner endotel hiic-
relerini aktive ettigini, bu etkilerin banka kaninin de-
polanma siiresi ile paralellik gosteren bir doz-etki
iligkisi icinde oldugu gosterilmigtir.””

Transfiizyona bagli immiinmodiilasyon, masif
kan trasfiizyonunun organ naklinde rejeksiyonu en-
gelleyecek bir etken olarak kullanilmasini saglamis-
tir. Siklosporinin kullanilmadig1 dénemlerde bile, di-
ger aragtirmalardan bagimsiz olarak transfiizyon bir
yullik greft sagkalimimi %20 oraninda artirmus, sik-
losporin kullanilan hastalarda da immiinsupresyon
agisindan sinerjistik etkileri oldugu gozlenmistir."”

Transplantasyon uygulanan hastalardaki bu etki-
lere dayanarak 1981 yilinda Gantt kan transfiizyonu-
nun kanser niiksiinii artirabilecegi goriisiinii ortaya
atmig ve transfiizyonun ameliyat sonras1 donemde
enfeksiyon gelisimi olasiligini artirabilecegi yoniin-
deki gozlemlerin de etkisiyle, bu konuda ¢ok sayida
deneysel ve klinik calisma yapilmistir.""* Bununla
birlikte trasfiizyona bagli immiinmodiilasyonun me-
kanizmasi ve olumsuz etkilerinin ciddiyeti halen tam
olarak ortaya konabilmig degildir."

Ote yandan TRIM’a bagh kanser niiksiinde ve
ameliyat sonrasi enfeksiyonlarda artis olabilecegi
yoniindeki bulgular, cerrahlar1 ameliyat sirasinda ve
ameliyat sonras1 erken donemde kan transfiizyonun-
dan miimkiin oldugunca kaginmaya yonlendirmistir.
Yine de ozellikle kanser nedeniyle yapilan biiyiik
ameliyatlarda ve travma hastalarinda, hastanin ya-
samsal bulgularinin normal sinirlarda istikrarh tutu-
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labilmesi cogu zaman sistemik perfiizyonun idame-
sini, dolayisiyla kan transfiizyonunu gerektirir. Ayri-
ca yara iyilesmesi siireci de perfiizyondaki bozulma-
lardan olumsuz etkilenmektedir.

Bu nedenlerle, sistemik perfiizyonu homolog kan
transfiizyonuna gerek duyulmadan idame edebilecek
ya da homolog kan transfiizyonunun bagisiklik siste-
mi iizerinde olumsiz etkilerini azaltabilecek yakla-
simlar iizerinde ¢aligilmaktadir.

Perflorokarbonlar ve sentetik hemoglobin prepa-
ratlar1 homolog kan transfiizyonu gereksinimini or-
tadan kaldirabilecek segenekler olabilirse de, bu
tiriinlerin biyokompatibilitelerinin yetersiz olusu
onemli bir sorundur. Ayrica, bazi sentetik hemoglo-
bin preparatlar nitrik oksiti baglayarak vazokons-
triikksiyona neden olmakta ve doku perfiizyonunu
olumsuz etkilemektedirler.

Diger yaklasimlar transfiizyona bagli immiinmo-
diilasyonun asagida siralanan olasi nedenlerini en-
gellemeyi hedefler:"

1. Immiinolojik olarak etkin allojenik beyaz kiire-
ler,

2. Banka kaninda biriken beyaz kiire kaynakli ¢6-
ziinmiis mediyatorler,

3. Allojenik plazmada ¢6ziinmiis halde bulunan
HLA peptidleri.

Bunlardan ilk ikisi i¢in homolog kanin depolan-
mas1 Oncesi ya da sonrasinda allojenik beyaz kiirele-
rin sayisinin azaltilmasina yonelik 6nlemler alinabilir.

Ozellikle allojenik beyaz kiirelerin sayismnin azal-
tilmasina yonelik olarak kardiyopulmoner baypas
devresinin arteriyel girisine beyaz kiire filtresi yer-
lestirilmesi giinlimiizde oOnerilen ve enfeksiyoz
komplikasyonlarda azalma saglayan bir yaklagim-
dir.”*** Ayrica bu hasta grubunda homolog kan trans-
flizyonunun coklu organ yetersizligi gelisimini ve
mekanik ventilatorde kalig siiresini de artirdig1 gos-
terilmistir.””**' Kalp cerrahisi hastalari diginda kalan
hastalarda yapilan beyaz kiire azaltic1 yontemlerin
etkinligini aragtiran calismalarda ise, bu yontemin
rutin kullanilmasinin geregine isaret eden yeterli bil-
gl yoktur.[l,l3,33,34]

Immiinolojik olarak etkin allojenik beyaz kiireler
ve allojenik pazmada ¢6zlinmiis halde bulunan HLA
peptidlerinin yalnizca homolog transfiizyon yapilan
durumlarda sorun yaratacag diisiiniiliirse, hastanin
kendi kani depolanarak ameliyat sirasinda gerekti-
ginde bu kanin kullanilmas akilc1 bir ¢oziim gibi go-
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riinmektedir. Ayrica bu yaklasim, ameliyat dncesi
hastanin hematokritinin kontrollii sekilde azaltilmas1
yoluyla reolojik bir avantaj saglayabilecegi gibi, be-
lirli bir hacimde kanama ile kaybedilen alyuvar sayi-
sin1 da azaltabilir.

Bununla birlikte, bu yaklasim ameliyatin bir siire
ertelenmesini, hastadan kademeli olarak kan alina-
rak depolanmasini gerektirir. Bu da kan bankas1 agi-
sindan belirgin bir is yiikii ve maliyeti beraberinde
getirmektedir.

Otolog kan transfiizyonunun transfiizyona bagh
immiinmodiilasyonu engelleyerek, enfeksiyon geli-
simini azaltacag1 yoniinde beklentilere ragmen gerek
deneysel gerekse kilinik calismalarda farkli sonuglar
elde edilmistir."** Ameliyat oncesi kan depolanma-
s1 yontemi ile yapilan otolog kan transfiizyonunun
kolorektal kanser nedeniyle ameliyat edilen hastalar-
da enfeksiyon gelisimi ve kanser niiksii acisindan et-
kisini arastiran iki randomize kontrollii ¢alismadan
birincisinde; herhangi bir fark gézlenmezken, ameli-
yat sonrasi enfeksiyonlarin bu grupta daha az oldu-
gunu gostermigtir.”**"!

Bizim ¢alismamizda da otolog transfiizyon yapi-
lan siganlarda erken dénemde TNF-alfa yaniti, ho-
molog transfiizyon grubuna gore belirgin derecede
yiiksek bulunmakla birlikte, gruplar arasinda sagka-
Iim ag¢isindan bir fark gosterilememistir. TNF-alfa-
nin enflamatuvar yanitta erken ortaya ¢ikan ve kisa
siirede oOlgiilemeyecek diizeylere gerileyen bir sito-
kin olmasina karsin, homolog transfiizyon yapilan
siganlarda bu derece belirgin bir baskilanma olmasi,
otolog transfiizyonun transfiizyona bagli immiinmo-
diilasyonu ortadan kaldirabilecek bir tedavi segenegi
oldugunu gostermektedir. Sagkalim agisindan grup-
lar arasinda bir fark olmamasi ise kullanilan karin ici
enfeksiyon modelinin yiiksek mortaliteye neden olan
bir model olmasina baglanmistir. Ayrica sepsis ve
sistemik enflamasyonun kaotik yapisi nedeniyle si-
tokin diizeyleri ile sagkalim arasinda dogrudan bir
iliski olmayabilecegi de diisiiniilebilir.”** Nitekim
sepsiste sagkalimin esas belirleyicisi proenflamatu-
var yanitin siddeti degil, proenflamatuvar ve antienf-
lamatuvar yanitlar arasindaki dengedir.
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