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OZET

Endotoksemik Sicanlarda 20-HETE Analogu 5,14-HEDGE'nin Sistemik miR-150,
miR-223 ve miR-297 Diizeyleri Uzerindeki Etkisinin MyD88/TAK1/NF-xB Yolu
Etkinligi ile liskilendirerek Arastirilmasi

Bu calismada, sistemik yoldan dayanikh bir 20-hidroksieikozatetraenoik asit
(20-HETE) analogu olan ve endojen olarak olusan 20-HETE'nin etkilerini taklit ettigi
bilinen N-(20-hidroksieikoza-5[Z],14[Z]-dienoil] glisin (5,14-HEDGE) uygulandiginda,
gerek kontrol ve gerekse endotoksemik sicanlarin serumlarinda miR-150, miR-223 ve
miR-297 ekspresyon diizeyleri ile renal, kardiyak ve vaskiiler dokularinda sitozolik
miyeloit farkhlasma faktori 88 (MyD88), sitozolik transforme edici biiyiime faktori
ile etkinlestirilen kinaz (TAK1), IxkB kinaz (IKK) B ve kB inhibitori o (IxB-o) ile
sitozolik/niikleer niikleer faktor kB (NF-xB) p65 protein ekspresyonlar1 ve/veya
etkinliklerinin ne yonde degistigi arastirildi. Deneylerde kontrol grubu olarak serum
fizyolojik ve septik sok grubu olarak lipopolisakkarit (LPS), deney grubu olarak da
tek basina veya LPS ile birlikte 5,14-HEDGE uygulanan erkek Wistar sicanlar
kullamldi. 5,14-HEDGE, hayvanlara serum fizyolojik veya LPS enjeksiyonundan 1
saat sonra uygulandi. Sicanlara serum fizyolojik veya LPS enjeksiyonundan 6nce ve 1,
2, 3 ve 4 saat sonra kuyruktan ortalama arteriyel basin¢ (OAB) ve kalp hiz1 (KH)
kayitlar1 alindi. Deneyler sonunda, oldiiriilen sicanlardan alman kanlardan
hazirlanan serum orneklerinde miR-150, miR-223 ve miR-297 ekspresyon diizeyleri
ile bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor mezenterik arterlerinde sitozolik MyD88,
TAK1, fosforile TAK1, IxB-a ve fosforile IxB-o ile sitozolik/niikleer NF-kB p65 ve
fosforile NF-xB p65 protein ekspresyonlar olciildii. Sicanlara LPS uygulanmasindan
4 saat sonra OAB 35 mmHg kadar azaldi, KH 75 atim/dakika kadar artti. LPS
uygulanan sicanlarin serumlarinda miR-150, miR-223 ve miR-297 ekspresyon
diizeyleri ile dokularinin sitozolik fraksiyonlarinda MyD88 ekspresyonu ile fosforile
TAK1/TAK1 ve fosforile IkB-0/IkB-a oram, sitozolik ve niikleer fraksiyonlarinda
fosforile NF-xB p65/NF-xB p65 oram ile niikleer/sitozolik NF-xB p65 ve
niikleer/sitozolik fosforile NF-kB p65 oraninda artis oldugu gozlendi. LPS'nin neden
oldugu biitiin bu degisiklikler 5,14-HEDGE ile 6nlendi. Bu calismanin bulgulan, 5,14-
HEDGE'nin endotoksemi sirasinda miR-150, miR-223 ve miR-297 ekspresyon
diizeyleri ile MyD88/TAK1/IKKp/IkB-a/NF-kB yolunun ekspresyon ve etkinligindeki
artmayi onledigini ve boylece septik sok tedavisinde yararh olabilecegini gosterdi.

Anahtar kelimeler: Endotoksin, MyD88, TAK1, IKKp, IkB-a, NF-xB, miRNA
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ABSTRACT

Investigation of the Effect of 20-HETE Analog, 5,14-HEDGE, on Systemic miR-150,
miR-223, and miR-297 Levels in Relation with Activity of MyD88/TAK1/NF-«xB
Pathway in Endotoxemic Rats

In this study, effects of a stable analog of 20-HETE, N-20-hydroxyeicosa-
5[Z],14[Z]-dienoyl]glycine (5,14-HEDGE), which mimics the effects of endogenously
produced 20-HETE, on miR-150, miR-223, and miR-297 expression levels in sera and
cytosolic myeloid differentiation factor 88 (MyD88), transforming growth factor-
activated kinase (TAK1), IxB kinase (IKK) B, and inhibitor of kB o (IxkB-ot) as well as
cytosolic/nuclear nuclear factor kB (NF-xB) p65 protein expressions and/or activities
in renal, cardiac and vascular tissues of control and endotoxemic rats were
investigated. In these studies, saline, lipopolysaccharide (LPS), and 5,14-HEDGE
alone or in combination with LPS-treated male Wistar rats were used as control,
septic shock, and experimental groups, respectively. 5,14-HEDGE was administered 1
hour after injection of saline or LPS. Mean arterial pressure (MAP) and heart rate
(HR) were measured from rats received either saline or LPS at time 0, 1, 2, 3, and 4
hours. At the end of the experiments, rats were sacrificed, serum miR-150, miR-223,
and miR-297 expression levels and cytosolic MyD88, TAK1, phosphorylated TAK1,
IkB-o, and phosphorylated IkB-a as well as cytosolic/nuclear NF-xB p65 and
phosphorylated NF-xB p6S protein expressions in kidney, heart, thoracic aorta, and
superior mesenteric artery were measured. MAP fell by 35 mmHg, HR rose by 75
beats/min at 4 hour after LPS administration. Serum miR-150, miR-223, and miR-297
expression levels and tissue protein expression of MyD88 and phosphorylated
TAK1/TAK1, and ratios of phosphorylated IxB-o/IkB-a ratio in cytosolic fractions
and phosphorylated NF-xB p65/NF-xB p65 in cytosolic and nuclear fractions as well
as nuclear/cytosolic NF-xB p65 ratio and nuclear/cytosolic phosphorylated NF-kB p65
ratio were observed to be increased in LPS-treated rats. The LPS-induced changes
were prevented by 5,14-HEDGE. The results of the study demonstrated that 5,14-
HEDGE prevented the increase in miR-150, miR-223, and miR-297 expression levels
as well as expression and activity of MyD88/TAK1/IKKp/IxkB-o/NF-kB pathway
during endotoxemia, and thus it could have a beneficial effect in septic shock
treatment.

Keywords: Endotoxin, MyD88, TAK1, IKKp, IkB-a, NF-xB, miRNA
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1. GIRIS

Sepsis enfeksiyona karst konagin verdigi siddetli sepsis (bilinen veya olasi bir
enfeksiyona karsi ikincil olarak hizla gelisen organ islev bozuklugu) ve septik sok (sivi
uygulanmasiyla diizeltilemeyen hipotansiyonun eslik ettigi siddetli sepsis) ile
sonuc¢lanabilen sistemik zararli bir yanittir. Sepsisin en sik goriilen bir komplikasyonu
olarak ortaya c¢ikan septik sok, enfeksiyona karsi konakta gelisen enflamatuvar ve
antienflamatuvar olaylar ile humoral ve hiicresel tepkilerin neden oldugu respiratuvar,
gastrointestinal, renal ve sirkiilatuvar islev bozukluklarinm ardindan ¢oklu organ yetmezligi
ve 6liim ile sonug¢lanabilmektedir. Diinyada giderek daha biiyiik bir saglik sorunu olmaya
baslayan siddetli sepsis ve septik sok nedeniyle her yil dort bireyden biri, bazen daha cogu,
O0lmektedir. Hemodinamik destek (oksijenasyon/ventilasyon stratejileri, sivi/vazopresor
kullanimi1 ve erken hedefe yonelik tedavi gibi), antimikrobiyal tedavi ve bakteriyel viriilans
faktorleri (antiendotoksin antikorlar ve endotoksin uzaklastirict kolonlarin kullanilmasi
gibi) ile konaktaki yanit faktorlerini (steroitler, antisitokin ilaglar ve antikoagiilanlarin
kullanilmast gibi) hedef alan yaklasimlarin yetersiz kaldigi sepsis ve septik sok
tedavisindeki gelismeler oldukca yavas ilerlemekte, ayrica tedavi maliyeti giderek
artmaktadir. Bu durumun nedenleri arasinda sepsis ve septik sok patojenezinin pek cok
mediyatoriin katkisindan dolay1 karmasik olmasi, mediyatorlerin birbirleri ile etkilesmeleri,
semptomlar ve prognozun bireyler arasinda degiskenlik gostermesi sayilmaktadir. Son
yillarda yapilan ¢alismalar, Escherichia coli (E. coli) gibi Gram-negatif bakterilerin hiicre
duvarinm bir bileseni olan ve "endotoksin" olarak da adlandirilan lipopolisakkarit (LPS)'nin
lipit A boliimiiniin konakta tetikledigi sinyal ileti mekanizmalarinin ve etkinlestirdigi ¢cogu
enzim ekspresyon ve etkinliginin diizenlenmesine dayanan nedene yonelik ve molekiiler

diizeyde 6zgiil terapotik yaklagimlar tizerinde yogunlagmistir (1-3).



Bir bilgi kodlamayan mikroriboniikleik asit (miRNA)'lar, haberci riboniikleik asit
(messenger ribonucleic acid; mRNA)'lar ile dogrudan etkilesmeleri sonucunda onlarin
degradasyonuna neden olarak veya protein translasyonunu inhibe ederek protein kodlayan
genlerin ekspresyonunu diizenleyen, ancak mRNA'lardan farkli olarak protein sentezine
neden olmayan kiiciik riboniikleik asit (RNA)'lardir. Ozellikle sepsis ve septik sok gibi
enflamasyon ile belirgin durumlarin patojenezinde énemli bir rolii olan niikleer faktor kB
(NF-kB)'nin, miR-9, miR-21, miR-125a, miR-132, miR-146a, miR-147b, miR-155 ve miR-
30la gibi miRNA'larin ekspresyonlarinin artmasina veya let-71 gibi miRNA'larin
ekspresyonlarmmin  azalmasina neden olarak, ¢ogu miRNA'nin ekspresyonunu
diizenlendigine iliskin caligmalarimn sayisi giderek artmaktadir. Ote yandan, miR-9, miR-21,
miR-146a ve miR-155 gibi miRNA'larin NF-kB sinyalleyici yolunu inhibe ettigi veya miR-
301a gibi miRNA'larin NF-xB etkinligini artirdigina iliskin bulgular da vardir (4-24). Son
yillarda, 0©zellikle dolasgimda bulunan miRNA'larin ekspresyon diizeylerinin ¢esitli
hastaliklarda tan1 amaciyla kullanilabilecegine iliskin calismalar iizerinde yogunlasilmistir
(4, 21, 25). Sepsisli hastalarin serum veya plazmalarinda 6zellikle miR-150, miR-223, miR-
297, miR-146a ve miR-574-5p diizeylerinin tam1 amaciyla belirteg¢ olarak
kullanilabileceklerine iliskin ¢alismalar da bulunmaktadir. Yapilan bir ¢alismada, yogun
bakimda yatan sepsisli hastalarda serum miR-297 diizeylerinin 6len hastalarda, miR-574-5p
diizeylerinin ise yasayan hastalarda daha yiiksek oldugu bulunmustur (26). Bu calismanin
sonuclarma gore, miR-297'nin yasam siiresi, miR-574-5P'nin ise sepsis nedeniyle 6liimden
sorumlu oldugu ileri siiriilmiistiir. Ote yandan, plazma miR-150 diizeylerinin sepsisli
hastalarda azaldig1 ve bu azalmanin hastaligin siddeti ile iliskili oldugu bildirilmistir (27).
Bir bagka calismada, sepsisli hastalarda serum miR-146a ve miR-223 diizeylerinin sistemik
enflamatuvar yanit sendromu (systemic inflammatory response syndrome; SIRS) ve kontrol
gruplarina gore daha az oldugu ve oOzellikle miR-223'tin SIRS ve sepsisi birbirinden
ayirmak amaciyla kullanilabilecegi bildirilmistir (28). Schmidt ve ark. (29) ise, LPS
uygulanan saglikli insanlarin 16kositlerinde miR-146b, miR-150, miR-342 ve let-7¢g
diizeylerinin azalirken, miR-143 diizeyinin arttigmi gostermislerdir. Ote yandan,
rodentlerde olusturulan in vivo deneysel septik sok modellerinde miRNA'larin roliine iligkin

yapilan ¢aligmalarin sayisi olduk¢a azdir. LPS uygulanan farelerin cesitli dokularinda miR-



21, miR-25, miR-27b, miR-100, miR-140, miR-142-3p, miR-181c, miR-187, miR-194,
miR-214, miR-223 ve miR-224 (30), miR-146a (31), miR-146b, miR-155 ve miR-1224
(32), miR-125b-5p, miR-150 ve miR-181a (33) diizeylerinin arttig1 ve miR-181d (33) ile
miR-223 (34) diizeylerinin azaldigmin gosterilmesine karsm, sicanlarda miRNA
diizeylerinin arastirildigi herhangi bir ¢calisma bulunmamaktadir. Ayrica, sepsisli hastalarin
serum veya plazmalarinda diizeylerinin Ol¢iildiigi miR-150 ve miR-223 ile sicanlarin
serum (35), hepatik stellat hiicreler (36), kardiyomiyosit (37) ve kolon mukozasinda (38)
yapilan calismalar olmasina karsin, miR-297 diizeylerinin ne yonde degistigine iligskin

herhangi bir bilgi bulunmamaktadir.

Arakidonik  asit  (AA)nm  bir  ®-hidroksilasyon  iirlinii  olan = 20-
hidroksieikozatetraenoik asit (20-HETE), bobrek, kalp, karaciger, beyin, akciger ve cesitli
damarlarda baslica sitokrom P450 (cytochrome P450; CYP) 4A ve CYP4F izoformlar1
olmak {iizere, CYP enzimleri tarafindan olusturulmaktadir. 20-HETE 6zellikle damar
geriminin diizenlenmesi, bobrek islevi ve arteriyel kan basincinin diizenlenmesinde 6nemli
rol oynamaktadir. Hipertansiyon, iskemik vaskiiler, serebral, kardiyak ve renal hastaliklar,
neovaskiilarizasyon, diyabet, enflamasyon, polikistik bobrek hastaliklari, gebelik toksemisi
ve kanser gibi cesitli patolojik durumlarda 20-HETE olusumunda degisiklikler oldugu
gozlenmistir (2, 3, 39-55). Son yillarda yapilan caligmalarda, LPS ile olusturulan siiregen
sistemik enflamasyon modelinde CYP4A ve CYPA4F aracilig: ile olusan 20-HETE'nin
enflamasyona neden olan mediyatorlerden biri olarak rol oynadig: gosterilmistir (56, 57).
Ote yandan, giiniimiizde endotoksine maruziyet sonucunda indiiklenebilir nitrik oksit
sentaz (INOS) ve siklooksijenaz (cyclooxygenase; COX)-2 gibi enzimlerin ekspresyon ve
etkinliginin artmasi sonucunda asir1 diizeyde olusan ve enflamasyon ile belirgin bir¢ok
renal ve kardiyovaskiiler hastaligin patojenezinde rol oynayan nitrik oksit (NO) ve
prostaglandinler gibi vazodilatdr mediyatorlerin inhibisyonuna yonelik yaklasimlar
olmasmna karsin, endotoksemi sirasinda CYP4A ekspresyon ve etkinliginin azalmasi
sonucunda olusumu azalan 20-HETE gibi vazokonstriktor tiriinlerin dayanikli analoglarinin
sepsis ve septik sok tedavisinde yararli olabilecegine iliskin literatiirde tarafimizdan yapilan

caligmalar disinda herhangi bir caligma bulunmamaktadir (58-85). Endotoksemik siganlarda



in vivo olarak yaptigimiz calismalarin sonuglarina gore, subletal dozda (10 mg/kg;
intraperitoneal [i.p.]) LPS (E. coli LPS O111:B4) enjeksiyonu ile olusturulan deneysel
septik sok modelinde gelisen vaskiiler hiporeaktivite ve hipotansiyona bdobrek, kalp,
akciger, dalak, beyin, torasik aort, siiperiyor mezenterik arter ile femoral arterde ¢oziinebilir
epoksit hidrolaz (¢EH), mitojen ile etkinlestirilen protein kinaz kinaz (mitogen-activated
protein kinase kinase; MEK) 1, ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen kinaz (extracellular
signal-regulated kinase; ERK) 1/2, IkB kinaz (I kB kinase; IKK) B, kB inhibitorii (inhibitor
of kB; 1kB)-a, NF-xB, iNOS, ¢oziinebilir guanilil siklaz (¢GS), protein kinaz G (protein
kinase G; PKG) ve/veya COX-2 ekspresyon/etkinligi, katalaz etkinligi ile tiimor nekroze
edici faktor (tumor necrosis factor; TNF)-a. ve interlokin (interleukin; 1L)-8 olusumunda
artmaya, ayn1 zamanda CYP2C23, AA epoksijenazlar, CYP4A1/A3 ve endoteliyal nitrik
oksit sentaz (eNOS) ekspresyon/etkinliginde azalma eslik etmektedir. Ayrica, apopitozun
gostergelerinden biri olan kaspaz-3 etkinligi ile oksidatif stresin gostegelerinden toplam
antioksidan etkinlik, siiperoksit dizmutaz (superoxide dismutase; SOD) etkinligi, glutatyon
rediiktaz ve glutatyon peroksidaz etkinligi ile indirgenmis glutatyon diizeyleri azalmaktadir.
MEKI/ERK1/2/iNOS yolu (61-68, 70-73) ve/veya COX-1/2 inhibisyonu (58, 69, 72, 74,
78, 79, 82, 85) ya da dayanikh bir 20-HETE analogu olan ve endojen olarak olusan 20-
HETE'nin etkilerini taklit ettigi bilinen N-(20-hidroksieikoza-5(Z],14[Z]-dienoil] glisin
(5,14-HEDGE) (30 mg/kg, subkiitan [s.k.]; LPS'den 1 saat sonra) (59, 60, 75-77, 80, 81, 83,
84) uygulanmas1 sonucunda sicanlarin renal ve/veya kardiyovaskiiler dokularinda
enflamatuvar sitokinlerden 1L-8 ve TNF-a olusumu ile birlikte artmis olan cEH, MEKI1,
ERK1/2, IKKp, IkB-a, NF-kB p65, iNOS, heat shock protein 90 (hsp90), ¢GS, PKG,
COX-2, gp91P™* (NOX2; nikotinamit adenin diniikleotit fosfat [nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate; NADPH] oksidazin siiperoksit olusturan katalitik alt birimi),
p47""* (NOXO02; NOX2 etkinliginin diizenlenmesinden sorumlu NADPH oksidaz alt
birimi) ve/veya 3-nitrotirozin ekspresyon/etkinligi ile azalmis olan CYP2C23, AA
epoksijenazlar ve CYP4Al ekspresyon/etkinligi ile apopitoz, oksidan/antioksidan durum,
lipit peroksidasyonu ve enflamasyon ile ilgili degisiklikler normal diizeylere
getirilebilmekte, ayrica giiclii bir vazokonstriktér olan 20-HETE olusumunun artmasi ile

vaskiiler hiporeaktivite, hipotansiyon, takikardi ve enflamasyon diizeltilebilmekte, farelerde



mortalite Onlenebilmektedir. Bu tez calismasinda ise, sistemik yoldan 5,14-HEDGE
uygulanan kontrol ve endotoksemik si¢anlarin serumlarinda miR-150, miR-223 ve miR-
297 ekspresyon diizeyleri ile renal, kardiyak ve vaskiiler dokularinda sitozolik miyeloit
farklilasma faktorii (myeloid differentiation factor; MyD) 88, transforme edici biiyiime
faktorii ile etkinlestirilen kinaz (transforming growth factor-activated kinase; TAK) 1,
IKKB ve IxB-o ile sitozolik/niikkleer NF-kB p65 protein ekspresyonlari ve/veya

PR

etkinliklerinin ne yonde degistigi arastirilmastir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Septik Sok

Sok, viicudun yasamsal organlara ve dokulara yeterli kan ve oksijenin
saglanamamas1 sonucu yasami tehdit eden bir durum olarak tanimlanmaktadir. Sokun
baslica tiirleri arasinda septik sok, hemorajik sok, travmatik sok, kardiyojenik sok,
norojenik sok ve anafilaktik sok bulunmaktadir. Septik sok, basta Gram-negatif ve Gram-
pozitif bakteriler olmak {izere cesitli mikroorganizmalara karsi konakta gelisen
enflamatuvar ve antienflamatuvar olaylar ile humoral ve hiicresel tepkilerin neden oldugu,
kanda vazopresor katekolamin diizeylerinin artmasina karsin, vazokonstriktor maddelere
kars1 hiporeaktivite ve sivi uygulanmasiyla diizeltilemeyen kan basincinda ileri derecede
bir diismenin eslik ettigi, mikrosirkiilatuvar islev bozukluguyla birlikte akciger, karaciger,
bobrek ve beyin gibi yasamsal organlarda doku perfiizyonu ve oksijen kullaniminda
bozulma sonucu bu organlarin islevlerinde bozukluk ve ardindan Oliimiin goriildiigii
karmagik bir sistemik yanit olarak tamimlanmaktadir. E. coli gibi Gram-negatif
bakterilerden agiga ¢ikan endotoksinlerin neden oldugu septik sok ise "endotoksik sok",
"endoksin soku" veya "toksik sok" olarak adlandirilmaktadir. Konakta enfeksiyona
maruziyet sonucunda baslayan ve coklu organ yetmezligine dek gidebilen durumlarin

tanimlar1 Cizelge 2.1'de verilmistir (1-3, 86-88).



Cizelge 2.1. Konakta enfeksiyona maruziyet sonucunda baslayan ve ¢oklu organ yetmezligine dek gidebilen durumlar
ile ilgili tanimlar.

Normalde steril olan konak¢ida mikroorganizmanin varligi veya mikroorganizmanin yayilma-

Enfeksiyon sina kars1 verilen enflamatuvar yanit ile belirgin mikrobiyal durum.

Bakteriyemi Kanda canli bakteri bulunmasi durumu.

Siddetli klinik belirtiler ile kendini gosteren sistemik enflamatuvar yanmt. Sayilan durumlar-
dan en az ikisi olmali: Ates > 38°C veya < 36°C; kalp hiz1 > 90 atim/dk.; solunum hiz1 > 20
solunum/dk. veya Paco, < 32 torr (< 4.3 kPa); 16kosit > 12.000 hiicre/mm’ veya > %10
olgunlasmamis hiicre.

Bilinen veya olas1 bir enfeksiyona karsi verilen sistemik yanit durumu. Sayilan durumlardan
bazilar olabilir: Genel degiskenler (ates > 38.3°C; hipotermi < 36°C; kalp hizi > 90 atim/dk.
veya yasa gore normal degerinden iki standart sapma daha ¢ok; takipne; mental durumda
degisiklik; anlaml derecede 6dem veya pozitif sivi dengesi [24 saatten uzun siire > 20
ml/kg]; hiperglisemi [diyabet yoklugunda kan glukozu > 140 mg/dl veya 7.7 mmol/l]); enfla-
masyona iliskin degiskenler (I5kositoz [I5kosit sayist > 12.000 ul™']; 15kopeni [16kosit sayisi
< 4.000 ul']; %10'dan cok olgunlagmanus bicimde normal I6kosit sayisi; plazma C-reaktif
protein diizeyi normal degerinden iki standart sapma daha ¢ok; plazma prokalsitonin diizeyi
normal degerinden iki standart sapma daha ¢ok); hemodinamik degiskenler (arteriyel hipotan-
siyon [yetiskinlerde SKB < 90 mmHg, OAB < 70 mmHg veya SKB'de > 40 mmHg kadar bir
azalma ya da kan basinci yasa gore normal degerinden iki standart sapma daha az]); organ
islev bozuklugu ile ilgili degiskenler (arteriyel hipoksemi [Pao,/F10, degeri < 300]; ivegen
oligoiiri [yeterli miktarda sivi uygulanmasina karsin idrar ¢ikisi en az 2 saat siireyle < 0.5
ml/kg/sa.]; kreatinin diizeylerinde artma [> 0.5 mg/dl veya 44.2 umol/l]; pihtilasma anormal-
likleri [uluslararas1 normalize oran1 > 1.5 veya etkinlestirilmis kismi tromboplastin siiresi >
60 Sn.]; ileus [bagirsak sesleri yoklugunda]; trombositopeni [trombosit sayis1 < 100.000 ul];
hiperbilirubinemi [plazma toplam bilirubini >4 mg/dl veya 70 pmol/l1]); doku perfiizyonu ile
ilgili degiskenler (hiperlaktatemi [> 1 mmol/l]; azalmis kapiler dolum veya lekelenme).
Hipotansiyona neden olabilecek bir durum olmamasma karsin, SKB'nin 90 mmHg'den diisiik
Sepsisin neden oldugu olmas1 veya OAB'nin 70 mmHg'den diisiik olmas: ya da SKB'de 40 mmHg'den daha ¢ok bir

SIRS

Sepsis

hipotansiyon azalma olmasi veya kan basincinin yasa gore normal degerinden iki standart sapma daha az
olmas1 durumu.

Sepsisin neden oldugu Enfeksiyonun neden oldugu hipotansiyon, laktat diizeylerinde yiikselme veya oligoiiri olmasi

doku hipoperfiizyonu durumu.

Sepsisin neden oldugu organ islev bozuklugu veya doku hipoperfiizyonu ile birlikte olan
sepsis durumu. Enfeksiyon nedeniyle oldugunu diisiindiiren sayilan durumlardan herhangi
biri olabilir: Sepsisin neden oldugu hipotansiyon; laktat diizeyleri normal laboratuvar iist
degerlerinin iizerinde; yeterli miktarda sivi uygulanmasina karsin idrar ¢ikisi 2 saatten uzun
Siddetli sepsis stire < 0.5 ml/kg/sa. enfeksiyon kaynag olarak pndmoni yoklugunda Pao,/Fio, degeri < 250
ile birlikte ivegen akciger zedelenmesi; enfeksiyon kaynagi olarak pnomoni varliginda
Pao,/F10, degeri < 200 ile birlikte ivegen akciger zedelenmesi; kreatinin > 2 mg/dl (176.8
pmol/1); bilirubin > 2 mg/dl (34.2 pmol/l); trombosit sayis1 < 100.000 ul; koagiilopati
(uluslararasi normalize orani > 1.5).
Sepsisin neden oldugu, yeterli s1vi uygulanmasina karsin diizelmeyen hipotansiyon olmasi

Septik sok durumu.

Coklu organ yetmezigi (Cl}liilsrlnm ile homeostazin saglanamadigi hastalarda organ islevlerinin degismesi ile belirgin

F10,, inspirasyonla alman oksijen fraksiyonu; OAB, ortalama arteriyel basing; Pacg,, kan kismi karbondioksit basinct,
SIRS, sistemik enflamatuvar yanit sendromu; SKB, sistolik kan basinci.



2.1.1. Epidemiyolojisi

Sepsisin yillik goriilme sikligr her 100.000'de 50-95 olgu olarak goriilmekte, ayrica
goriilme siklig1 da her y1l %9 oraninda artmaktadir. Siddetli sepsis ve septik sok olgularinin
sayisinin ise 2010-2020 yillar1 arasinda 934.000'den 1.110.000'e ¢ikacag: ileri siiriilmiistiir.
Sepsis icin yapilan hastane bagvurularinin, tiim basvurularin %?2'sini olusturdugu, sepsisli
hastalarin yaklasik %9'unda siddetli sepsis, siddetli sepsis hastalarinin %3'linde ise septik
sok gelistigi bildirilmistir. Yogun bakim birimlerinde bulunan hastalarin yaklasik %10'Tuk
bir boliimiinii de septik soklu hastalar olusturmaktadir. Yogun bakim birimlerindeki
destekleyici tedavideki ©Onemli gelismelere ve oldukca etkili ve genis spektrumlu
antibiyotiklerin kullanilmasina karsin, sepsisli hastalarda genis c¢apta yapilan
epidemiyolojik calismalar ve klinik arastirmalarin sonuglarina gore, mortalite goriilme
olasilig1 yaklasik %35 oraninda, septik sok nedeniyle olan Oliimlerin orani ise %60 kadar
artmugtir. Antihipotansif tedaviye yanit vermeyen septik soklu hastalarin yaklasik %75't
birkac¢ saat veya giin icerisinde 6lmektedir, kalan hastalar ise giinler veya haftalar sonra
coklu organ yetmezligi nedeniyle 6lmektedir. Sepsisli hastalarda mortalite goriilme olasiligi
%21.6-50.8 arasinda degismektedir. Amerika Birlesik Devletleri'nde her yil 750.000'den
cok sepsis olgusunun goriildigli, bu olgularin 380.000'den ¢ogunun yogun bakim
birimlerine yatirildigi ve 130.000 kadar olgunun da mekanik solunuma gerek duydugu
bildirilmistir. Bir solunum aygitina baglanan sepsisli hastalar yogun bakim birimlerinde
yaklasik 7-14 giin kadar yasayabilmekte, daha sonra 10-14 giin kadar daha hastanede
kalabilmektedirler. Sonu¢ olarak, bu hastalar hastanede 3-5 hafta kadar kalmaktadirlar.
Angus ve ark. (2001) tarafindan yapilan bir arastirmada, sepsis ve septik sok nedeniyle
tedavi goren hastalar i¢in kisi basina yaklasik 22.000 $ kadar harcama yapildigi tespit
edilmistir. Ayrica, sepsisli hastalarm bakimi i¢in yillik toplam maliyetin 17 milyar $ kadar
oldugu bildirilmistir. Hesaplanan bu yillik maliyetin toplumun yaslanmasi, antimikrobiyal
ilaglara direncli bakterilerin ortaya c¢ikmasi ve girisimsel terapotik yaklasimlarin
yaygilasmasindan dolay1 oniimiizdeki yillarda daha da artacag ileri siiriillmektedir (2, 89-

93).



2.1.2. Etiyolojisi

Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteriler, mantarlar, anaerobik mikroorganizmalar ve
viriisler sepsise neden olabilmektedir. Genellikle Gram-negatif veya Gram-pozitif bir
bakterinin bagirsak, akciger, deri ya da jenitoiiriner sistem aracilifiyla kan dolasimina
gecmesi sonucunda sepsis ve septik soka neden olan patofizyolojik olaylar
tetiklenmektedir. Sepsis ve septik sok olgularmin %30-50 kadarndan Gram-pozitif
bakteriler (metisiline duyarli Staphylococcus aureus (S. aureus) %14-24, metisiline
direngli S. aureus %5-11, oteki Staphylococcus tiirleri %1-3, Streptoccus pneumoniae %9-
12, oteki Streptococcus tiirleri %6-11, Enterococcus tiirleri %3-13, anaerobik
mikroorganizmalar %1-2 ve oOteki Gram-pozitif bakteriler %1-5), %25-30 kadarindan
Gram-negatif bakteriler (E. coli %9-27, Pseudomonas aeruginosa %8-15, Klebsiella
pneumoniae %?2-7, Enterobacter tiirleri %6-16, Haemophilus influenzae %?2-10, anaerobik
mikroorganizmalar %3-7 ve oteki Gram-negatif bakteriler %3-12), mantarlar (Candida
albicans (C. albicans) %1-3 ve oteki Candida tiirleri %1-2), %1-3 kadarindan parazitler ve
%?2-4 kadarindan viriisler sorumlu tutulmaktadir. Sepsis etkeni olarak C. albicans en sik
goriilen mantarlardandir, ancak albicans olmayan tiirlerin (C. glabrata, C. krusei ve C.
tropicalis) oraninin %?24'ten %46'ya yiikseldigi bildirilmistir. Sepsis etkeni olarak
tanmimlanan 6teki mantarlar arasinda Cryptococcus, Coccidioides, Fusarium ve Aspergillus
bulunmaktadir. Ote yandan, olgularin %20-30 kadarmnda kan kiiltiirlerinin goreceli olarak
disik  duyarhilikta olmast veya antibiyotik  kullanimindan dolayr  etken
tanimlanamamaktadir. Siddetli sepsis veya septik soklu bireylerin %?25'inde enfeksiyon
kaynaginin cesitli bolgelerde goriilmesine karsin, bireylerin %20'sinde enfeksiyon kaynagi

bilinmemektedir (2, 93).

Sepsis ve septik sokun risk etkenleri arasinda erkek olmak, kuzey Amerikalilar icin
beyaz olmayan etnik kokenden olmak, birlikte bagka hastaliklarin  bulunmasi,
malignansiler, bagisiklik sisteminin yetersiz calismasi veya baskilanmis olmasi, siiregen
organ yetmezligi, alkol bagimliligi ve genetik Ozellikler bulunmaktadir. Diyabet,

malignansi veya insan bagisiklik yetersizligi virlisii (human immunodeficiency virus)



enfeksiyonu olan ya da cerrahi girisim yapilan hastalar ile deri biitiinliigli bozulan travma
kurbanlarinda sepsis gelisme olasilig1 ¢cok daha yiiksektir (94, 95). Septik sok 60-70
yaslarinda daha sik goriilmektedir (95, 96). Her ne kadar beyazlar ile siyahlar
karsilastirildiginda, sepsis nedeniyle hastaneye yatis ve mortalite oranlarmin siyahlarda
daha yiiksek oldugu ancak fatalite oranlarinin benzer oldugu bildirilmis olsa da (97), sepsis

herhangi bir irkta, cinsiyette, yasta veya cografik bolgede goriilebilmektedir (2, 90-93, 98).

2.1.3. Patofizyolojisi

Sepsis ve septik sokta gelisen patofizyolojik olaylarda oncelikle monosit, makrofaj,
notrofil ve endotel hiicreleri enfeksiyona karsi yanitin baglatilmast ve siirdiiriilmesi
acisindan 6nemli rol oynamaktadirlar. Sepsis ve septik sok patofizyolojisinde yer alan 6teki
onemli olaylar ise enflamasyon ve pihtilasma olaylarinin baglamasidir. Enflamasyon ve
pihtilagsma olaylar1 bir kez basladiginda birbirleri ile etkileserek konagin enfeksiyona karsi
olan yanitin1 giiclendirirler; ornegin, enflamasyon gelismesine neden olan mediyatorler,
dolasimda bulunan monositlerin, doku makrofajlarinin, notrofillerin ve endotel hiicrelerinin
yiizeyinde bulunan doku faktoriiniin ekspresyonunu indiikleyerek pihtilasma olayini
artirabilmektedirler. Enflamasyonun baslamasi ile birlikte sitokinler, adezyon molekiilleri,
reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri gibi mediyatorlerin asir1 ve kontrolsiiz bir bicimde
olusumunun artmasi sepsis patofizyolojisine katkida bulunmaktadir. Sepsiste olusumlari
artan TNF-a, IL-1, IL-8 ve interferon (IFN)-y gibi enflamasyonun baslamasina aracilik
eden sitokinlerin yam siwra, IL-4, 1L-10 ve IL-13 gibi antienflamatuvar sitokinler de

olusmaktadir (2, 90-92, 99-109).

Sepsisli insanlarda sistemik enflamatuvar yanit, esas olarak normalde insan
dokularinda bulunmayan mikrobiyal kokenli makromolekiiller tarafindan baslatilmaktadir.
Biitiin pathogen-associated molecular pattern molekiillerinden en potenti bakteriyel
LPS'dir. Gram-negatif bakterilerin hiicre duvarinda bulunan LPS, molekiile polar ve

amfipatik Ozelliklerini kazandiran ii¢ degisik bolgeden olusmaktadir. Bu bolgeler; lipit A,
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cekirdek oligosakkarit ve yineleyen polisakkarit zincirlerinden olusmaktadir. Dis bolgede
bulunan O-antijen yapisinin bakteri tiirlerine baglh olarak antijenitesi bulunmaktadir. Orta
bolgede yer alan ¢ekirdek bolge daha az antijenik degiskenlik gostermektedir. En icteki
bolgede ise lipit A yapist bulunmaktadir. E. coli gibi Gram-negatif bakterilerin neden
oldugu sepsis ve septik sok patojenezinin en potent mikrobiyal mediyatorii "endotoksin"
olarak da adlandirilan LPS'nin "lipit A" boliimiidiir (Sekil 2.1). Gram-pozitif bakterilerde
endotoksin olmamasina karsin, bu mikroorganizmalarm en 6nemli 6zelligi peptidoglikan ve
lipoteikoik asit gibi, LPS'den daha az derecede de olsa, enflamatuvar sitokinlerin

saliverilmesine neden olan gii¢lii ekzotoksinler tiretmeleridir (2, 89, 92, 108, 110-115).

n

\_| Repeat | )
unit

N 0-Specific chain
L

(33988
VV

N core — N Lipida [
AN Lipid L/

Polysaccharide

\ ‘ Glucosamine
Outer —

Cell wall — .\v membrane . 2-Keto-3-deoxyoctonate (KDO)
Peptidoglycan —{— \ [\ / | Outer membrane @ L-Glycero-D-mannoheptose
~ QrOtel

nnerb ﬂ ﬂ ﬂ @\A\Membmne tein ("> Monosaccharide residue
= rane/ v V \./ \./ ~ Ethanolamine

Phospholipid Cytoplasm -~ Long chain (hydroxy)
: - fatty acid
\_ Gram-negative bacteria / o Phosphate group

Sekil 2.1. LPS yapisinin sematik gosterimi (112). LPS, lipopolisakkarit.
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Lipit A, yiiksek derecede immiinoreaktiftir ve Gram-negatif sepsiste gozlenen toksik
etkilerin birgogundan sorumludur. Lipit A'nin baglica etkisi, makrofajlar: etkinlestirmesi ve
enflamasyona neden olan olaylar1 tetiklemesidir. Enfeksiyona kars1 gelisen yanitta 6nemli
rol oynayan monositler, makrofajlar, notrofiller ve endotel hiicreleri yiizeyinde bulunan
cluster of differentiation (CD) 14 ve Toll-like receptor (TLR) 4, biitiin bakteriyi veya LPS
gibi bakteriyel iriinleri taniyan ve onlara baglanan reseptorlerdir. Hepatositler tarafindan
sentezlenen bir serum proteini olan lipit baglayici protein (lipid-binding protein; LBP)'nin
bakteriyel LPS'yi CD14'e transfer etmesinin ardindan, LPS molekiilleri CD14 tarafindan
biriktirilmekte ve LPS monomerleri lenfosit antijen 96 (lymphocyte antigen 96; MD-2) ve
TLR4 reseptor kompleksine sunulmaktadir (Sekil 2.2 ve Sekil 2.3). TLR4 aracilikli olarak
enflamasyon ile sonug¢lanan yolun etkinliginin bir gostergesi olarak, LPS ile bagl olan MD-
2/TLR4 kompleksi (LPS-MD-2-TLR4), reseptor multimerine doniistiiriilmektedir. TLR4
sinyal yolu MyD88'e bagimli ve MyD88'den bagimsiz olmak lizere ikiye ayrilmaktadir.
MyD88'e bagimli yolda, Toll-interleukin 1 receptor domain containing adaptor protein
(TIRAP) araciligiyla MyD88'e iletilen uyar1 interlokin-1 reseptorii ile iligkili kinaz
(interleukin-1 receptor-associated kinase) (IRAK) 1/4, timor nekroze edici faktor
reseptoril ile iliskili faktor (tumor necrosis factor receptor-associated factor) (TRAF) 6,
TAKI1, IKKo (IKK1), IKKB (IKK2), IKKYy (IKK3) ve mitojen ile etkinlestirilen protein
kinaz (mitogen-activated protein kinase; MAPK)'ler gibi sinyalleyici molekiiller (MEK1,
mitojen ile etkinlestirilen protein kinaz kinaz [mitogen-activated protein kinase kinase;
MKK] 3/6 ve MKK4; ERKI1/2, p38 MAPK ve c-jun N-terminal kinase [JNK] 1/2)
araciligiyla cesitli enflamatuvar mediyatorlerin olusumunu uyarmak iizere NF-xB ve
etkinlestirici protein (activating protein; AP)-1 (c-fos/c-jun heterodimeri) transkripsiyon
faktorleri etkinlestirilmektedir. MyD88'den bagimsiz yolda ise, Toll/interleukin-1 receptor
(TIR) iceren bir adaptdr protein olan Toll-interleukin 1 receptor domain-containing
adapter-inducing interferon-f§ (TRIF), niikleer faktor kB etkinlestirici kinaz ile iliskili
protein (nuclear factor kB-activating kinase-associated protein; NAP) 1, timor nekroze
edici faktor reseptorii ile iligkili faktor aile iiyesi ile iligkili niikleer faktor B
etkinlestiricisini baglayan kinaz (tumor necrosis factor receptor-associated factor family

member-associated nuclear factor kB-activator-binding kinase; TBK) 1, timor nekroze
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Sekil 2.2. Memeli bir konakta enflamasyon ile sonuglanan LPS/TLR4 aracilikli sinyalleyici yol etkinliginin
sematik gosterimi (123). AP, activated protein; CD, cluster of differentiation; IkB, kB inhibitor; IFN,
interferon; IKK, IkB kinase; IRAK, interleukin-1 receptor-associated kinase; IRF, interferon regulating
factor; LBP, lipid-binding protein; LPS, lipopolysaccharide; MAPKs, mitogen-activated protein kinases;
MD-2, lymphocyte antigen 96, MyD, myeloid differentiation factor; NAP, nuclear factor kB-activating
kinase-associated protein;, NF-kB, nuclear factor xB; P, phosphate; TAK, transforming growth factor-
activated kinase; TBK, tumor necrosis factor receptor-associated factor family member-associated nuclear
factor kB-activator-binding kinase; TIR, toll/interleukin-1 receptor; TIRAP, toll-interleukin 1 receptor
domain containing adaptor protein; TLR, toll-like receptor; TRAF, tumor necrosis factor receptor-associated
factor; TRAM, toll-interleukin I receptor domain-containing adapter-inducing interferon-f-related adaptor
molecule; TRIF, toll-interleukin 1 receptor domain-containing adapter-inducing interferon-J.
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member-associated nuclear factor kB activator; TBK, tumor necrosis factor receptor-associated factor family member-associated nuclear factor xB-activator-
binding kinase; TIRAP, toll-interleukin 1 receptor domain containing adaptor protein; TLR, toll-like receptor; TRAF, tumor necrosis factor receptor-associated

factor; TRAM, toll-interleukin 1 receptor domain-containing adapter-inducing interferon-f-related adaptor molecule; TRIF, toll-interleukin 1 receptor domain-
containing adapter-inducing interferon-p.
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edici faktor reseptorii ile iligkili faktor ile tiyesi niikleer faktor kB etkinlestiricisi (fumor
necrosis factor receptor-associated factor family member-associated nuclear factor kB
activator; TANK), IxB kinaz ¢ (IxB kinase ¢; IKKi) ve . TRAF3 araciligiyla IFN-$3 ve IFN
ile indiiklenebilen genleri up-regiile etmek {iizere, interferon diizenleyici faktor (interferon
regulating factor; IRF) 3'i etkinlestirmekte, ayrica reseptor ile etkilesen protein (receptor-
interacting protein; RIP) 1 araciligiyla AP-1'1 etkinlestirmek tizere MAPK'ler ile NF-xB'nin
etkinlesmesini  saglayan IKK'lerin etkinlesmesine neden olmaktadir. NF-xB'nin
etkinlesmesiyle sonu¢lanan TLR4'lin aracilik ettigi sinyalleyici yollar Sekil 2.4'te sematik
olarak gosterilmistir (2, 99, 105, 116-125).

NF-xB, NF-xB/Rel ailesindeki proteinlerin ¢esitli kombinasyonlarindan olusan
dimerleri olusturan yapisal olarak retroviral onkoprotein v-Rel ile yapisal homoloji
gosteren transkripsiyonel proteinlerin bir grubudur. Memeli hiicrelerinde NF-xB ailesindeki
proteinlerin birinci grubunda NF-xB1 (p105'ten olusan p50; geni NFKB1) ve NF-xB2
(p100'den olusan p52; geni NFKB2), ikinci grubunda ise RelA (p65; geni RELA), RelB
(geni RELB) ve c-Rel (geni REL) bulunmaktadir. Bu proteinlerden yalnizca RelA, RelB ve
c-Rel transaktivasyon bolgeleri icermekte, transkripsiyonel olarak etkin olan NF-xB
dimerlerinde de bu ii¢ faktorden biri bulunmaktadir. NF-xB ailesindeki proteinler
arasindaki etkilesmeler baska yapida bir NF-xB dimerinin olusmasina neden olmaktadir
(126-128). Bu NF-xB dimerleri homodimer veya heterodimer olabilmektedir; 6te yandan,
NF-xB'nin en baskin bigimi p50/p65 heterodimeridir. NF-kB dimerlerinin farkli bigimleri
deoksiriboniikleik asit (deoxyribonucleic acid; DNA)'ya baglanma tercihi, IxB izoformlar1
ile etkilesmenin segiciligi ve transkripsiyonel yetenegi gibi Ozellikleri acisindan
birbirlerinden ayrilirlar. Ornegin, p65/c-Rel dimeri 5-HGGARNYYCC-3" bolgesine
baglanirken, p50/p65 dimeri tercihen 5-GGGRNNYYCC-3" bolgesine baglanir (126).
RelB/p52 dimeri tercihen, p65/p50 dimeri tarafindan taninmayan, 5-GGGAGATTTG-3’
bolgesini tanir (129). p65 iceren NF-kB dimerleri tercihen IkB-o ve IkB-p ile etkilesirken
(126, 128), p50 iceren dimerler IkB-y ve IkB-C'y1 yeglerler (130, 131). Ekspresyonu

yalnizca lenfoit dokularda smirli olan RelB disindaki NF-xB proteinleri biitiin hiicre
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Sekil 2.4. NF-kB'nin etkinlesmesiyle sonuclanan TLR4 sinyalleyici yollarin sematik gosterimi (121). Akt,
protein kinase B; CD, cluster of differentiation; CKII, casein kinase II; C-Src, c-Src tyrosine kinase; ECSIT,
evolutionarily conserved signaling intermediate in Toll pathways; FAK, focal adhesion kinase; I-kB, kB
inhibitor; IKK, 1B kinase; IRAK, interleukin-1 receptor-associated kinase; LBP, lipid-binding protein; LPS,
lipopolysaccharide; MD?2, lymphocyte antigen 96; MEKK, mitogen-activated protein kinase/extracellular
signal-regulated kinase kinase kinase; MKK, mitogen-activated protein kinase kinase; MyD, myeloid
differentiation factor; NF-kB, nuclear factor kB; NIK, nuclear factor kB-inducing kinase; Oxy, S-
glutathionylation; P, phosphate; p38, p38 mitogen-activated protein kinase; PI3K, phosphatidylinositol-3-
kinase; PI-PLC, phosphatidylinositol-specific phospholipase C; PKA, protein kinase A; PKC, protein kinase
C; PKR, protein kinase R; PPARY: peroxisome proliferator-activated receptor; RIP, receptor-interacting
protein; S-NO, S-nitrosylation; TAB, transforming growth factor-activated kinase-binding protein; TABs,
transforming growth factor-activated kinase-binding proteins; TAK, transforming growth factor-activated
kinase; TANK, tumor necrosis factor receptor-associated factor family member-associated nuclear factor kB
activator;, TBK, tumor necrosis factor receptor-associated factor family member-associated nuclear factor
KkB-activator-binding kinase; TIRAP, toll-interleukin 1 receptor domain containing adaptor protein; TLR,
toll-like receptor;, TNF, tumor necrosis factor; TNFRI, tumor necrosis factor receptor 1; TR, transcription;
TRADD, tumor necrosis factor receptor 1-associated death domain protein; TRAF, tumor necrosis factor
receptor-associated factor; TRIF, toll-interleukin I receptor domain-containing adapter-inducing interferon-

8.

16



tiirlerinde yapisal (constitutive) olarak eksprese edilmektedir (132). Cogu NF-xB
dimerlerinin transkripsiyon etkinlestiricileri olmasima karsin, p52/p52, p50/p50 ve p65/p65
homodimerleri transkripsiyonal baskilayicidirlar (133). pSO veya p65 homodimeri histon
deasetilaz ile bir kompleks olusturduktan sonra DNA'ya baglanir ve NF-kB'ye bagimli gen
ekspresyonunu baskilar (134). Ote yandan, Marienfeld ve ark. (135) RelB/p50 veya
RelB/p52 dimerinin bir transkripsiyonal etkinlestirici gibi davranirken, p65/RelB
heterodimerinin gen transkripsiyonunu baskiladigmi gostermislerdir (105, 116, 117, 119-
125, 136-141).

NF-xB'nin ¢esitli stres durumlarinda (fiziksel, kimyasal, oksidatif, ¢cevresel, fizyolojik
vb.) ve mitojenler, modifiye proteinler, reseptor ligantlari, fizyolojik ve patolojik
mediyatorler, apopitotik molekiiller, bakteriler, mantarlar, viriisler ve parazitler ile onlarin
triinleri, enflamatuvar sitokinler ile ¢esitli patolojik durumlarda etkinlestigi bilinmektedir.
NF-kB etkinligi esas olarak [xB ailesindeki proteinlerden IxB-o, IkB-f, IxB-y, IxB-¢, IkB-
¢, Bcl-3, pl05, pl00 ve molecule possessing ankyrin-repeats induced by
lipopolysaccharide (MAIL) tarafindan diizenlenmektedir. NF-xB'nin etkinlesmesinde
"klasik NF-xB yolu (canonical NF-xB pathway)" ve "klasik olmayan NF-xB yolu
(noncanonical NF-kB pathway)" olmak iizere iki yol tanimlanmistir (Sekil 2.5 ve Sekil
2.6). TLR, tiimor nekroze edici faktor reseptorii (fumor necrosis factor receptor; TNFR), B
hiicresi reseptorii (B-cell receptor; BCR) ve T hiicresi reseptorii (T-cell receptor; TCR) gibi
dogal ve adaptif immiin reseptorlerin aracilik ettigi c¢esitli sinyaller tarafindan tetiklenen
klasik yolda, TAKI tarafindan IKK kompleksinin etkinlesmesinin ardindan IKK tarafindan
ozellikle IkB-o'min fosforillenerek degrade olmasi sonucunda basta p50/p65
heterodimerleri olmak iizere gesitli NF-xB kompleksleri hizli ve gegici (transient) bir
bicimde niikleusa ge¢gmektedir; bu yolun etkinliginin artmasi erken gen transkripsiyonu,
gec gen ekspresyonu veya gen transkripsiyonunun baskilanmasi ile sonu¢lanmaktadir.
Tiimor nekroze edici faktor ailesi reseptoriine ait B hiicresini etkinlestirici faktor (B-cell-
activating factor belonging to TNF family receptor; BAFFR), CD40, lenfokin-f§ reseptorii

(Ilymphokine-p receptor; LTPR) ve niikleer faktor kB icin reseptor etkinlestiricisi (receptor
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activator for nuclear factor kB; RANK) gibi reseptorlerin aracilik ettigi sinyaller tarafindan
tetiklenen klasik olmayan yolda ise, niikleer faktor kB indiikleyici kinaz (nuclear factor
kB-inducing kinase; NIK) tarafindan IKKa'nin fosforilasyonu ve etkinlesmesinin ardindan
bir NF-kB prekiirsorii olan p100'iin fosforile olmast ve Skpl-Cull-Rocl-F-box ubiquitin
ligaz (Skpl-Cull-Rocl-F-box ubiquitin ligase complex; SCFBTrCP) kompleksi tarafindan
ubikuitinlenmesinin ardindan NF-kB'nin bir alt birimi olan RelB ile baglanmak iizere
yarisan p52'ye proteazom tarafindan islenmesi (processing) sonucunda olusan RelB/p52
heterodimerleri yavas ve kalici (persistent) bir bicimde niikleusa gecmektedir; bu yolun

etkinlesmesi ge¢ gen transkripsiyonu ile sonu¢lanmaktadir.

Canonical Noncanonical
TLRs TNFR BCR TCR BAFFR CD40 LTBR  RANK
Tl T ET —_— —_— e
[ " " " .

Rapid and transient @ @ Slow and persistent

Independent of Dependent on protein
protein synthesis synthesis

Respand to Respond to a subset
numerous stimuli of TNFR signals
Diverse functions Specific functions

Sekil 2.5. Klasik ve klasik olmayan NF-kB yollarinin sematik gosterimi (140). BAFFR, B-cell-activating
factor belonging to tumor necrosis factor family receptor; CD, cluster of differentiation; 1kB, kB inhibitor;
IKK, IxB kinase; LTPR, lymphotoxin-f receptor; NIK, nuclear factor xB-inducing kinase; RANK, receptor
activator for nuclear factor kB; TAK, transforming growth factor-activated kinase; TCR, T-cell receptor;
TLR, toll-like receptor; TNFR, tumor necrosis factor receptor; Ub, ubiqutinization.
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Sekil 2.6. Klasik ve klasik olmayan yollarda NF-xB etkinlesme kaskadinin sematik gosterimi (121). A,
acetylation; ATF, activating transcription factor-2; BAFF/Blys, B-cell activating factor/B lymphocyte
stimulator; CBP, cyclic adenosine 5 “monophosphate response element binding protein binding protein; CD,
cluster of differentiation; C/EBP, CCAAT/enhancer-binding protein; CREB, cyclic adenosine 5~
monophosphate response element binding protein; DA, deacetylation;, HMG 1(Y), high mobility group I(Y); I-
kB, kB inhibitor; IKK, kB inhibitor kinase; IRF, interferon regulating factor; junD, jun protein D; LT-SR,
lymphokine-f receptor; NF-kB, nuclear factor kB; NF-AT, nuclear factor of activated T cell; NIK, nuclear
factor kB-inducing kinase; Oxy, S-glutathionylation; P, phosphate; SCF, Skpl-Cull-Rocl-F-box ubiquitin
ligase complex; S-NO, S-nitrosylation; STAT, signal transducer and activator of transcription; TR,
transcription; U, ubiqutinization.
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Ote yandan, klasik olmayan yolda etkinlesen NIK'in klasik yolda IKK kompleksindeki
IKKa'nin fosforilasyonu, ayrica klasik olmayan yolda etkinlesen pl100‘iin klasik yolda
pS0/p65 kompleksine baglanmasi sonucunda p50/p65 heterodimerlerinin saliverilmesine
neden olabilecegi ileri siiriilmiistiir (142). IkB proteinlerinin yapilari, NF-xB dimerlerine
baglanma tercihleri, biyolojik islevleri ve etkinlesme mekanizmalar1 farkhidir. IxkB-o, IxkB-f3
ve IkB-e'nun NH; ucunda gelen bir uyarmin ardindan IxkB'nin degradasyonu icin gerekli
olan diizenleyici bir bolge bulunur (128). IxkB-a ve IxkB-f tercihen transaktivasyondan
sorumlu alt birimler (p65, RelB ve c-Rel) iceren dimerik kompleksler ile etkilesirlerken
(126, 128), IkB-y ve IkB-C p50 iceren dimerleri yeglerler (130, 131). IkB-o p65, RelB veya
c-Rel iceren herhangi bir 6nceden baglh NF-kB kompleksini ilgili DNA bdlgelerinden etkin
bir bi¢imde aywrabilmesine karsin, DNAya baghh p50/p52 heterodimerinin ayrilmasini
saglamada etkisiz kalmaktadir (128). IxB-y p50/p65 dimeri ile (p65/p65 veya c-Rel/c-Rel
dimeri ile degil) etkilesmektedir (130). IKB-C tercihen p65'ten daha ¢ok p50 ile birlesir ve
pS0/p65 heterodimeri oldugu kadar p50/p50 homodimerinin de DNA'ya baglanmasini
inhibe eder (130). IkB-¢ yalnizca p65 ve c-Rel ile birlikte bulunmaktadir (143). p105
tercthen p50 iceren dimerler ile birlikte bulunurken (130), p100 RelB iceren dimerler ile
birliktedir (129). RelB iceren NF-kB dimerlerinin sitoplazmada tutulmasina yalnizca p100
aracilik etmektedir. IxB protein genlerinin diizenlenmesinde de farkliliklar bulunmaktadir.
Ornegin, IkB-a, IkB-B ve IkB-¢ yapisal olarak eksprese edilirken (127), IxB-{ ve MAIL
LPS ve enflamatuvar sitokinler tarafindan indiiklenmektedir (131, 144). IxB-a, IkB- ve
IkB-¢ pek cok yerde eksprese edilirken, IkB-y onciil B hiicreleri gibi yalnizca bazi hiicre
tiirlerinde eksprese edilmektedir (145). IkB-a, IkB-C ve MAIL'nin NF-B ile diizenlenen
genler olmasma karsin (127, 144, 146), IkB-f'nin gen ekspresyonu NF-xB ile
diizenlenmemektedir (127). IxB proteinleri NF-kB'yi etkinlestiren uyarilara da farkli yanit
vermektedirler. Ornegin, IkB-p protein degradasyonu LPS veya IL-1 ile uyarilmasmin
ardindan gozlenirken, TNF-o veya forbol miristat asetat wuyarisindan sonra
goriilmemektedir; tersine, biitiin bu uyarilar IkB-o degradasyonuna neden olmaktadir

(147). Yapilan ¢alismalarda, LPS'nin hem IxB-o hem de IxB-B'nin degradasyonuna neden

20



olurken, iskemi/reperfiizyonun yalmizca IxB-o'nin degradasyonuna neden oldugu
gozlenmistir (148). IkB-{ ve MAIL'nin indiiklenebilir proteinler olmasina kargmn, IkB-{
LPS ve IL-1, ancak TNF-a degil, ile indiiklenebilirken, MAIL biitiin bu uyaranlar ile
indiiklenebilmektedir (126). Yapisal olarak eksprese edilen sitoplazmik c¢ogu IxB
proteinlerinin tersine, IxB-{ ve MAIL indiiklenebilir niikleer proteinlerdir (131, 149). Oteki
IkB'lerin tersine, MAIL bir transkripsiyonel artiricit olarak gorev yapmaktadir; 6rnegin,
LPS'nin neden oldugu IL-6 ekspresyonunda yirmi kattan cok bir artisa neden olmaktadir
(149). IxB-a, IkB-B ve IkB-g'nun degisik biyolojik islevleri de bulunmaktadir. Ornegin,
IkB-a'nin NF-xB yanitimin hizla sona ermesine izin veren giiclii bir negatif geri besleme
mekanizmasi olarak islev gérmesine karsin, [kB-B ve IkB-€ uzun siiren bir uyar1 sirasinda
NF-xB'yi stabilize edici yonde bir islevi bulunmaktadir (150). IkB'ler esas olarak NF-xB
dimerlerinin sitoplazmada kalmasini saglayarak, DNA'ya baglanma bdélgelerinden DNA'ya
bagli NF-xB dimerlerinin ayrilmasmi kolaylastirarak ve niikleustan NF-kB dimerlerini
cikartarak NF-xB'nin etkinlesmesini inhibe ederler (133). NF-xB'nin etkinlesmesi
sonucunda niikleusta NF-kB dimerlerine baglanan IkB-a ve IkB-{'min ekspresyon ve
sentezi artmaktadir; bdylece NF-kB dimerlerinin DNA'dan ayrilmalar1 saglanmakta ve
sitoplazmaya gecisleri artmaktadir. NF-kB'nin tam olarak etkinlesebilmesi i¢in, 26S
proteazomlar tarafindan IkB'nin (veya pl00 ve pl05'in inhibitdr pro-domainlerinin)
degradasyonu sonucunda IxkB'den saliverilmesi gerekir. IkB veya inhibitdr pro-

FPTCP tiri E3

domainlerinin sinyal ile indiiklenen proteazomal degradasyonu igin SC
ligazlar tarafindan poliubikuitinasyon olaymnin gerceklesmesi gerekmektedir. Bu olay,
IkB'nin N ucundaki sinyal-yanit bolgesinde bulunan serin rezidiilerinin (Ser’*/Ser’®)
fosforilasyonu ile tetiklenmektedir. IxkB'nin bu iki bdlgeden fosforilasyonunun
gerceklesmesinde rol oynayan iki kinaz oldugu bildirilmistir: IKKo (IkB kinaz o, IKBKA,
IKK1) ve IKKB (IKBKB, IKK?2) (151, 152). IKK iki katalitik alt birim (IKKa ve IKKp) ile
bir diizenleyici alt birimden (IKKYy veya niikleer faktor kB esansiyel diizenleyicisi [nuclear

factor KB essential modulator; NEMO]) olusan ve "IKK signalozomu" olarak da
adlandirilan trimerik bir komplekstir (153-155). Klasik yolda TLR'yi uyaran LPS, TNF-a
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ve IL-1 gibi enflamatuvar molekiiller ile TCR'yi uyaran sinyaller tarafindan NF-xB'nin
etkinlesmesinde IKK signalozomundaki en onemli rolii olan kinaz IKK'dir (156-158). Son
yillarda, IL-1'e, ancak TNF-a'ya degil, yanit olarak IKKa'nin da IKKB yoklugunda bile
NEMO ile islevsel IKK kompleksleri olusturarak NF-xB'yi etkinlestirebildigi gosterilmistir
(159). Sitozolde oldugu kadar, NF-xB'ye bagimli ve bagimsiz gen ekspresyonunu
diizenlemek {iizere niikleusta da bulundugu gosterilen IKKP (160, 161), cesitli kinazlar
(mitojen ile etkinlestirilen protein kinaz/ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen kinaz [mitogen-
activated protein kinase/extracellular signal-regulated kinase kinase kinase; MEKK] 1,
MEKK3, TAKI, NIK, niikleer faktor kB etkinlestirici kinaz [nuclear factor kB-activating
kinase; NAK], protein kinaz C [protein kinase C; PKC]-0 vb.) tarafindan serin rezidiilerinin
(Ser177 ve Serm) fosforilasyonu sonucunda etkinlesebilmektedir (156); 6te yandan, IKK
molekiillerinin kendilerini homodimerleri veya heterodimerlerinin transotofosforilasyonu
mekanizmasiyla etkinlestirebildikleri de gosterilmistir (162, 163). IKKf, IkB-a ve kendisi
disinda, NF-kB yolunda baska molekiillerin de fosforilasyonuna neden olmaktadir.
Bunlardan biri gerek niikleusa gecmeden once sitozolde gerekse niikleusta Ser”° iizerinden
p65'in fosforilasyonudur (164-168); tam bir transkripsiyonel etkinlik i¢in 6nemli olan
p65/p65'in bu bolgeden fosforilasyonu, NF-kB etkinligindeki artis1 yansitmaktadir. Ote
yandan, pl05'in IKKP tarafindan fosforilasyonu, IkB-a'ye benzer bicimde,
poliubikuitinasyonuna ve degradasyonuna neden olmaktadir (169). NF-kB'nin etkinlesmesi
ile ilgili olarak IKKf'nin fosforilasyonuna neden oldugu bir bagka substrat TCR sinyal yolu
araciligiyla IKKf'nin etkinlesmesinde rolii olan B hiicresi lenfoma protein (B-cell
lymphoma protein; Bcl) 10 adli molekiildiir; ancak, IKKf bir yandan TCR'nin aracilik ettigi
yolda NF-kB'nin etkinlesmesi i¢in esas olan Carmal/Bcl10/MALT1 kompleksinin olusumu
icin gerekliyken, Obiir yandan BcllO'u fosforilleyerek bu sinyallemeyi azaltmaktadir.
IKK'ler sitoplazmada oldugu kadar niikleusta da NF-kB proteinleri ve NF-xB ile iliskili
proteinleri fosforile ederek transkripsiyonel yanitlar1 diizenleyebilmektedir (137).
Niikleusta bulunan etkinlesmis NF-kB hedef genlerin diizenleyici (promoter) veya artirici
(enhancer) kB elementleri olarak bilinen 6zgiill DNA bdlgelerine baglanarak baslica

enflamasyon, bagisiklik, karsinojenez, hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasi ile apopitoz gibi
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olaylardan sorumlu olan 500'den ¢ok sayidaki enzimin genlerinin transkripsiyonel diizeyde
ekspresyonlarinin  artmasma veya baskilanmasma neden olmaktadir. Ote yandan,
niikleustaki etkinlesmis NF-xB fosforilasyon, asetilasyon ve metilasyon gibi kendisinin etki
giiciinii ve siiresini diizenleyen bir dizi translasyon sonrasi modifikasyonlara ugramaktadir.
p65 siklik guanozin 5’-monofosfat (guanosine 5 ~monophosphate; AMP)'ye bagimli protein

kinaz, kazein kinaz ve IKK tarafindan sirasiyla Serm, Ser?’

ve Ser”° rezidiileri iizerinden
dogrudan fosforillenmektedir (170, 171). Protein fosfataz 2A tarafindan p65'in
defosforilasyonunun ise NF-kB'nin etkinligini azalttig1 bildirilmistir (171). p300/siklik
adenozin 5’-monofosfat yanit elementini baglayici proteini baglayict protein (cyclic
adenosine 5 “monophosphate response element binding protein binding protein; CBP)
tarafindan asetillenen p65'in IkB-o ile etkilesmesi daha az derecede olsa da, yine de NF-
kB'nin niikleer yerlesimini transkripsiyonel yanitini siirdiirmesini saglayabilmektedir (172,
173). p65, ayrica, "Set7" veya "KMT7" olarak da adlandirilan lizin metiltransferaz Set9

314/315

tarafindan Lys rezidiileri iizerinden metilasyona ugramaktadir (174). Ote yandan,

Chew ve ark. (175) tarafindan bir Ser/Thr fosfataz olan WIP1 tarafindan Ser’*° rezidiisii
tizerinden defosforile edilen NF-xB'nin etkinliginin negatif yonde diizenlendigi

gosterilmistir (105, 116, 117, 119-125, 136-141, 142, 176, 177).

Etkinlesmemis hiicrelerde NF-xB dimerlerinin, NF-kB'nin DNA'ya baglanmasini
onleyen (178) ve sitozolde kalmasini saglayan (156) IkB proteinlerinden esas olarak IkB-a,
IkB-f ve IxB-g¢ ile birlikte bulundugu bildirilmistir. Ayrica, NF-xB ve IkB-o
molekiillerinin sitozol ve niikleus arasinda gidip geldigi, ancak IxkB-o varliginda, IkB-
o/NF-kB kompleksinin esas olarak sitozolde yerlestigi gosterilmistir (179-181). IkB-o/NF-
kB kompleks olusumu, p65, ancak p50 degil, niikleer yerlesim bdolgelerini (nuclear
localization sequences) maskelemekte ve boylece NF-kB dimerlerinin niikleusa gecisini
kismen Onlemektedir (182). Bazi1 IkB-o/NF-xkB kompleksleri p50 iizerindeki
maskelenmemis niikleer yerlesim bolgeleri aracilifiyla niikleusa girebilmektedir. Ote
yandan, niikleusa giren bu IkB-0/NF-kB kompleksleri [xB-o iizerindeki niikleer disari

cikarma bolgeleri (nuclear export sequences) araciligiyla sitoplazmaya etkin bir bicimde
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geri tasmabilmektedirler (133). Sonug¢ olarak, IxkB-o/NF-xB komplekslerinin niikleusa
girisi ve cikigmin siirekli olarak gergeklestigi soylenebilir. Ote yandan, niikleer disari
cikarma bolgelerinin etkisinin, niikleer yerlesim bdolgelerininkinden daha baskin
oldugundan dolayi, NF-xB dimerlerinin baslica yerlesim yerinin sitoplazma oldugu ileri
stiriilmiistiir (133). Ayrica, bu niikleusa giris ve ¢ikis mekanizmasi yeni sentezlenen IkB-
o'nin, etkinlesmis NF-xB dimerlerini DNA'dan ayirmasi ve niikleus digina ¢ikarmasindan
da sorumludur (133). IxkBe ise, IkB-a'nminkilere benzer mekanizmalarla, NF-xB
dimerlerinin sitoplazmada dagilimina neden olmaktadir (156). Arjinin-lizinden zengin
niikleer yerlesim bolgeleri iceren molekiillerin niikleusa tasinmasi importin o/f yolu
araciligiyla olmaktadir. Giiniimiize dek insanlarda importin-ol, importin-o.3, importin-o4,
importin-ot5, importin-ot6 ve importin-ot7 olmak iizere alt1 importin-0t izoformu
tanmlanmustir (183, 184). Biitiin importin-o izoformlarinin niikleer yerlesim bolgesi iceren
substratlarin niikleusa girisine aracilik etme yetenegi bulunmaktadir. importin-a ile birlikte
olan importin-f ise, niikleer por kompleksleri araciligiyla importin-kargo kompleksinin
translokasyonunun ardindan, niikleer por komplekslerinin sitoplazmik tarafina
yerlestirilmesinden (docking) sorumludur (185). TNF-a'nin neden oldugu p50/p65
heterodimerinin (veya pS0/pS0 homodimerinin) niikleusa girigine importin-a3 ve daha az
derecede olmak iizere importin-o4'iin aracilik ettgi gosterilmistir (186, 187). p65 veya pS0
tizerindeki niikleer yerlesim bolgeleri dogrudan importin-o3'iin niikleer yerlesim
bolgelerine baglanmakta ve boylece NF-kB dimerlerinin niikleer translokasyonuna neden
olmaktadir (186, 187). Son yillarda yapilan caligmalarda, mitokondriyal islev ve protein
katlanmas: (folding), cogalmanin kontrolii, onkojenezin baskilanmasi ve transkripsiyonun
diizenlenmesi gibi cesitli hiicresel olaylarda rolii oldugu gosterilen prohibitin 1'in de TNF-
a'nin neden oldugu p65'in niikleusa girisi, NF-kB/DNA baglanmasi ve NF-xB aracilikli
transkripsiyonel etkinlesmeyi importin-ot3 ekspresyonunu azaltarak onledigi gosterilmistir
(188). IkB-f'nin NF-xB dimerlerine baglanmasi bir NF-xB alt biriminin niikleer yerlesim
bolgeleri ile bir baska alt biriminin niikleer yerlesim bdlgelerini maskelemektedir (130).
Ote yandan, bir baska NF-kB alt birimi iizerindeki niikleer yerlesim bolgelerini etkin bir

bicimde baskilayan IkB-B/NF-kB/xB-Ras kompleksini olusturmak iizere, IxB-B/NF-xB
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kompleksi Ras'a benzeyen G proteini (kB-Ras) ile etkilesmektedir (189). Boylece, IxB-
B/NF-xB kompleksleri niikleus ve sitoplazma arasinda gidip gelememekte ve sitoplazmada
kalmaktadir (133). Ayrica, iiclii kompleksteki IkB-B ¢ogu sinyal tarafindan fosforilasyona
ve degradasyona direnclidir ki, bu durum da NF-kB'nin etkilesmesini 6nlemektedir (189).
Ote yandan, yalmzca p50 iizerindeki niikleer yerlesim bolgeleri maskelenmis olmasina
kargin, IkB-B/NF-kB ve p105/NF-kB kompleksleri sitoplazmiktir (130). IkBL, NF-kB'nin
DNA'ya baglanmasini negatif yonde diizenledigi ve NF-xB aracilikli gen transkripsiyonunu
inhibe ettigi niikleusta yerlesmistir (131). Ayrica, NF-kB'nin niikleustan sitozole gecisinde,
niikleer eksport sinyali iceren molekiillerin niikleustan sitoplazmaya gecisine aracilik eden
bir niikleer eksport reseptorii olan Crm1 gibi eksportinler ile etkilesmesinin de rol oynadigi
bildirilmistir (190). Zerfaoui ve ark. (191) tarafindan yapilan bir calismada, LPS/TLR4
yolunun etkinlesmesinin ardindan niikleusa gecen p65'in, poli (adenozin difosfat-riboz)
polimeraz (poly [adenosine diphosphate-ribose] polymerase; PARP) 1 tarafindan
poli(ADP-ribosil)asyonunun (PARilasyonunun) Crml ile etkilesmesini Onledigi, boylece
p65'in niikleusta kalabildigi gosterilmistir (117, 119, 121, 122, 124, 136, 140, 141, 176,
192).

NF-xB, ozellikle ¢ok sayida enflamatuvar molekiillerin olusumundan sorumlu olan
enzimlerin genlerinin transkripsiyonel diizeyde ekspresyonlarinin artmasma neden
oldugundan dolay1, septik sokun patojenezinde énemli bir rol oynamaktadir (Sekil 2.7). Bu
genlerin arasinda sepsis ve septik sok patojenezinde dnemli rol oynayan iNOS ve COX-2
gibi enzimler, akut faz proteinleri ile IFN-y, IL-18, IL-6, IL-8 ve TNF-a gibi enflamatuvar
sitokinler yer almaktadir. Ozellikle iNOS ve COX-2 etkinliginin artmasi sonucunda
olusumu artan NO ve prostaglandin I, (prostasiklin, prostacyclin; PGl,) gibi vazodilator
triinlerin yani1 swra, CYP4A, CYP3A ve CYP4F enzimlerinin katalizledigi tepkimeler
sonucunda olusan AA'nin bir ®-hidroksilasyon iiriinii 20-HETE gibi enflamasyona neden
oldugu kadar vazokonstriktor etkisi de olan {iiriinlerin olusumunun azalmasinin yaninda,
antienflamatuvar etkisi olan epoksieikozatrienoik asit (epoxyeicosatrienoic acid; EET)'ler

gibi vazodilator iirlinlerin olusumunun artmasi da kardiyovaskiiler sistemin baskilanmasina
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neden olmaktadir. Sonug¢ olarak, septik sok patojenezinde vazodilatdr/vazokonstriktor ve
enflamatuvar/antienflamatuvar dengeler daha cok vazodilator etkili ve enflamatuvar
tiriinlerin olusumunun artig1 yoniinde bozulmustur. Bozulan bu dengenin yeniden kurulmasi
icin de {liriinler ve/veya enzimler diizeyinde birbirlerinin olusumlarin1 ve/veya etkilerini
Onleyecek bicimde etkilesmeler de goriilmektedir. Biitiin bu olaylar sepsis ve septik sok
hastalarinda uygun bicimde yapilan vazokonstriktor tedaviye karsin, geri cevrilemeyen
vaskiiler hiporeaktiviteyi aciklamaktadir (2, 3, 99, 116, 119, 121-123, 125, 139, 140-142,
193, 194).

Bacteria/Bacterial components

Fever, l . brinolvsis Purpura
Tachypnea . . Impaired Fibrinolysis Petechiae
Tachycardia Signaling Process j
Leukocytosis T
] Activates > DIC
Neurological Coagulation
Abnormalities
Ncutroghil » | Hypotension
Infiltration NO Cardiovascular
Activation
+ Hyporeactivity
ROS, RNS, Proteolytic . R
Enzyme Release PGL,, PGE,
PGF,, LTB,,
¢ LTD,, LTE,,
TBXA,, v
Endothelial activation/injury
+ Tissue Hypoperfusion

Increased Endothelial Permeability | o | Tissue Injury | < and Hypoxia

Sekil 2.7. NF-xB'nin septik sok patofizyolojindeki roliiniin sematik gosterimi (121). 5-LO, 5-lipoxygenase;
CINC, cytokine-induced neutrophil chemoattractant; COX, cyclooxygenase; DIC, disseminated intravascular
coagulation; FLAP, 5-lipoxygenase-activating protein; ICAM, intercellular adhesion molecule; IFN,
interferon; IL, interleukin; iNOS, inducible nitric oxide synthase; LTB, leukotriene B; LTD, leukotriene D;
LTE, leukotriene E; MCP, monocyte chemoattractant protein; MIP, macrophage inflammatory protein; NF-
kB, nuclear factor kB; NO, nitric oxide; PAI, plasminogen-activator inhibitor type; PGE, prostaglandin E;
PGF, prostaglandin F; PGI,, prostaglandin I,; RNS, reactive nitrogen species; ROS, reactive oxygen species;
TBXA, thromboxane A,; TF, tissue factor; TNF, tumor necrosis factor; VCAM, vascular cell adhesion
molecule.
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Ote yandan, agir1 diizeylerde oksidan olusumu ve/veya antioksidanlarin azalmasima bagh
olarak ortaya c¢ikan oksidan/antioksidan dengenin bozulmasi sonucunda gelisen
enflamasyon oksidatif strese neden olmaktadir. Reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin asir1
diizeylerde olusumuna bagh olarak ortaya ¢ikan oksidatif stres ise, septik sok gibi ¢esitli
hastaliklarda siklikla goriilen mortaliteye neden olabilmektedir. Endotoksemi sirasinda
oksidatif stres ve doku zedelenmesinin gostergelerinin arttig1 ¢esitli hayvan modellerinde
ve insanlarda yapilan caligmalarda gosterilmistir (2, 195-200). Septik sokta goriilen
sistemik hipotansiyon, vaskiiler hiporeaktivite, coklu organ yetmezligi ve yiiksek mortalite
oranmdan sorumlu tutulan ve reaktif nitrojen tiirlerinden NO ve peroksinitritin endotoksemi
sirasinda oksidatif DNA zedelenmesi ile birlikte olan doku zedelenmesine katkis ile ilgili
bulgular celiskilidir (2, 195, 199). Ote yandan, iNOS inhibitorlerinin endotoksin ile azalan
antioksidan kapasite ve doku zedelenmesinin 6nlenmesinde etkili olabilecegi pek cok klinik

arastirmada gosterilmistir (2, 199, 200).

2.1.4. Tedavisi

Sepsis ve septik sok tedavisinin baglica hedefleri arasinda patojenin zamaninda
tanimlanmasi, enfeksiyon kaynaginin yok edilmesi, antimikrobiyal tedavi, septik soka
neden olabilecek olaylar zincirinin engellenmesi ve organlardaki islev bozuklugunun
diizeltilmesi bulunmaktadir. Gilintimiizde antibiyotik kullanilmadan yapilmasi gereken
yaklagimlarda ise destekleyici bakimin iyilestirilmesi (oksijenasyon/ventilasyon
yaklagimlari, s1vi/vazopresor kullanimmin optimize edilmesi, erken hedefe yonelik tedavi
vb.), bakteriyel viriilans faktorlerinin engellenmesi (antiendotoksin antikorlar, endotoksin
uzaklastiran kolonlar vb.) ve konaga iliskin etkenlerin baskilanmasi1 (kortikosteroitler,
antisitokin ilaglar, antikoagiilanlar vb.) hedeflenmektedir. Ote yandan, septik kaskatta
onlarca sayida degisik mediyatoriin bulunmasi ve birbirleri ile etkilesmelerinden dolayzi,
sepsis ve septik sokun tek bir ilag ile tedavisi olas1 gibi goriinmemekte, mediyatdr veya

zarar goren organa Ozgii tedavi yaklasimlarina gerek duyulmaktadir (Sekil 2.8). Bundan
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1. Microbial mediators

2. Pattern recognition receptors

3. Immune effector cells

4. Host response pathways

| Microbial mediators ‘

" |
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i
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Sekil 2.8. Septik sok tedavisinde patojenezde rol oynayan mediyatorlere yonelik tedavi yaklasimlar (203). AT
111, antithrombin I1I; BPI, bactericidal permeability-increasing protein; CD, cluster of differentiation;, HMG-
1, high mobility group I; IL, interleukin; IL-1ra, interleukin-1 receptor antagonist; LPS, lipopolysaccharide;
Mab, monoclonal antibody; MAPK, mitogen-activated protein kinase; MIF, macrophage migration inhibitory
factor; NO, nitric oxide; NOS, nitric oxide synthase; Oy, superoxide; PAF-AH, platelet-activating factor
acetylhydrolase; PAFra, platelet activating factor receptor antagonist; PMX B, polymyxin B; rhAPC,
recombinant human activated protein C; sPLA, secretory phospholipase A,; TFPI, tissue factor pathway
inhibitor; TK, tyrosine kinase; TLR, toll-like receptor;, TNF, tumor necrosis factor.
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dolayi, bakteriyel bilesenler, konak kokenli enflamasyon gelismesinde rol oynayan
mediyatorler ile doku zedelenmesine neden olan mediyatorlere karst uygulanacak uygun
tedavi yaklasimlari, 6zellikle enflamasyon sirasinda gelisen olaylar1 azaltarak, vaskiiler
islev bozuklugu ile hemodinamik bozukluklar1 diizelterek ve doku zedelenmesi ile ¢oklu
organ yetmezligi gelismesini Onleyerek sepsis ve septik sokun tedavisinde mortalitenin
azaltilarak yasam siiresinin uzatilmasinda yarar saglayabilecektir. Ote yandan, cesitli tedavi
yaklasimlar1 arasinda olan glukokortikoitler, secici veya secici olmayan COX veya NOS
inhibitorleri, NO veya NO donorleri, anti-LPS antikorlar, TNF-o ve IL-1B reseptor
antagonistleri kullanilarak yapilan klinik ¢aligmalarda istenilen basariya ulagilamamastir (1,

2, 88,90, 91, 201-211).

Eriskinlerde sepsis, siddetli sepsis ve septik sok tedavisi i¢cin Surviving Sepsis
Campaign'in yapilmasini siddetle 6nerdigi ve en son 2012 yilinda giincellenerek yaymlanan
yaklasimlar Cizelge 2.2'de 6zetlenmistir (1). Dellinger ve ark. (1) tarafindan yapilan
yayinda, septik soklu pediatrik hastalar i¢in Onerilen yaklasimlar ayrica ayrintili bir bicimde
aciklanmis olup, infantlar ve ¢cocuklarda hemodinamik destegin siirdiiriilmesinde zamana
duyarli ve amaca yonelik algoritma Sekil 2.9'da verilmistir. Uluslararas1 diizeyde kabul
gormiis olan ve 6zel durumlar disinda yapilmasi Onerilen yaklasimlara gore, ilk 3 saat
icerisinde laktat diizeyleri dl¢iilmeli, antibiyotik uygulamasindan once kan kiiltiirleri elde
edilmeli, genis spektrumlu antibiyotikler uygulanmali ve hipotansiyon varsa ya da laktat
diizeyleri > 4 mmol/l ise 30 ml/kg kristaloit uygulanmaldir. ilk 6 saat icerisinde ise,
baslangictaki sivi resiisitasyonuna yanit vermeyen hipotansiyon olgularinda ortalama arter
basmci (OAB)'nin = 65 mmHg diizeyinde siirdiirebilmesi i¢in vazopresorler kullanilmali,
s1v1 resiisitasyonuna karsin inat¢i arteriyel hipotansiyonun oldugu durumda (septik sokta)
veya baglangictaki laktat diizeyleri = 4 mmol/l (36 mg/dl) oldugunda santral vendz basing
(= 8 mmHg olmaly) ile santral vendz oksijen doygunlugu (= %70 olmal1) dl¢iilmeli ve eger

baslangictaki laktat diizeyleri yiiksekse, yeniden 6l¢iim yapilmalidir (1).
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Cizelge 2.2. Sepsis, siddetli sepsis ve septik sok tedavisi icin Surviving Sepsis Campaign'in yapilmasini siddetle
onerdigi yaklagimlar (1).

ILK RESUSITASYON VE ENFEKSiYON SORUNLARI

A.

IIk resiisitasyon

1

. Sepsisin neden oldugu doku hipoperfiizyonu olan hastalarin resiisitasyonu i¢in ilk 6 saat i¢indeki hedefler

sunlardir:

a) Santral venoz basing 8-12 mmHg

b) OAB = 65 mmHg

¢) Idrar ¢ikigt > 0.5 ml/kg/sa.

d) Santral venoz (siiperiyor vena kava) veya karisik venoz oksijen doygunlugu sirasiyla %70 veya %65 (derece
1C)

. Laktat diizeyi yiiksek olan hastalarda laktat diizeyi normal degerlere getirilmelidir (derece 1C).

. Sepsis icin tarama ve performans iyilestirmesi

. Erken tedavi uygulanabilmesi icin olasilikla enfekte ve ciddi derecede hasta olan bireyler siddetli sepsis acgisindan

rutin olarak taranmalidir (derece 1C).

. Siddetli sepsiste hastane temelli performans iyilestirme girisimlerinde bulunulmalidir (derecelendirilmemis).

. Tam

2.

3.

. Antimikrobiyal tedaviye baslanmadan 6nce (eger antimikrobiyal tedaviye baslanmigsa 45 dakikadan uzun siire

gecmemis olmasi kosuluyla) kiiltiir yapilmalidir (derece 1C). Aerobik ve anaerobik siselerde en az 2 dizi kan
kiiltiirti yapilmalidir (derece 1C).

Yapilabiliyorsa ve enfeksiyon nedeni olarak yaygin kandidiyaz varsa, 1,3-beta-D-glukan testi (derece 2B), manan
ve antimannan antikor testleri yapilmalidir (derece 2C).

Enfeksiyonun olasi kaynagini dogrulamak icin hizla goriintiileme ¢aligsmalar1 yapilmalidir (derecelendirilmemis).

C.

Antimikrobiyal tedavi

1.

2a.

2b.
3.

4a.

4b.

Bir tedavi hedefi olarak etkili intraventz antimikrobiyaller septik sok (derece 1B) ve septik sok olmaksizin

siddetli sepsis (derece 1C) tanisindan sonraki ilk bir saat i¢inde uygulanmalidir.

[k ampirik antienfektif tedavi biitiin olasi patojenlere (bakteriyel ve/veya fungal ya da viral) kars1 etkili ve olast

enfeksiyon kaynagindaki dokulara yeterli miktarda gecebilen bir veya daha c¢ok ilag ile yapilmalidir (derece 1B).

Antimikrobiyal tedavi giinliik olarak yeniden degerlendirilmelidir (derece 1B).

Baslangicta septik oldugu goriilen, ancak enfeksiyon olduguna iliskin yeterli kanit olmayan hastalarda, ampirik

antibiyotiklerin kullaniminin birakilmasi i¢in hekime yardimci olmasi agisindan diisiik prokalsitonin diizeyleri
veya benzeri biyobelirtecler kullanilmalidir (derece 2C).

Siddetli sepsisi olan nétropenik hastalarda (derece 2B) ve tedavisi gii¢ ¢oklu ilaca direncli Acinobacter ve

Pseudomonas spp. gibi bakteriyel patojenlerin saptandig hastalarda (derece 2B) kombine ampirik tedavi

yapilmalidir. Solunum yetmezligi ve septik sok ile birlikte cesitli enfeksiyonlar: olan hastalarda, genis

spektrumlu bir beta-laktam ile birlikte ya bir aminoglikozit veya bir florokinolon ile P. aeruginosa bakteremisi
icin kombinasyon tedavisi yapilmaldir (derece 2B). Bakteremik Streptococcus pneumoniae enfeksiyonlarindan
dolay1 septik sok gelisen hastalarda beta-laktam ve makrolit kombinasyonu kullanilmalidir (derece 2B).

Ampirik kombinasyon tedavisi 3-5 giinden uzun siire yapilmamalidir. Siiphenilen etken belirlenir belirlenmez en

uygun olan bir tek tedavi uygulanmalidir (derece 2B).

. Tedavinin stiresi tipik olarak 7-10 giindiir; daha uzun siireli tedavi klinik yanitin yavas oldugu, enfeksiyon
kaynaginin bosaltilamadig, S. aureus'un neden oldugu bakteremi, bazi fungal ve viral enfeksiyonlar ya da
notropeni gibi immiinolojik yetersizliklerin oldugu hastalarda uygun olabilir (derece 2C).

. Viral kaynakli siddetli sepsis ve septik soku olan hastalarda olabildigince erken antiviral tedaviye baslanmalidir
(derece 2C).

. Enfeksiy6z bir nedenin olmadig: saptanan siddetli enflamasyon ile belirgin bir durumu olan hastalarda

antimikrobiyal ilaglar kullanilmamalidir (derecelendirilmemis).
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Cizelge 2.2 (devam). Sepsis, siddetli sepsis ve septik sok tedavisi igin Surviving Sepsis Campaign'in yapilmasini
siddetle 6nerdigi yaklagimlar (1).

D. Kaynak kontrolii
1. Acil kaynak kontroliiniin 6nemli oldugu durumlarda enfeksiyonun 6zgiil bir anatomik tanisinin konulmasi
disiiniilebilir ve olabildigince hizli ya tan1 konulabilir ya da dislanabilir, eger yapilabiliyorsa tani konulduktan
sonra ilk 12 saat i¢cinde kaynak kontrolii i¢in girisim yapilabilir (derece 1C).
2. Olas1 enfeksiyon kaynagi olarak enfekte peripankreatik nekroz tanimlanmigsa, canli ve cansiz dokularin sinirlari
belirleninceye dek kesin girisim geciktirilir (derece 2B).
3. Siddetli septik bir hastada kaynak kontrolii gerektiginde, apsenin cerrahiden ¢ok perkiitanoz olarak bosaltilmasi
gibi en az fizyolojik zarar olusturabilecek bicimde etkili bir girisim yapilmalidir (derecelendirilmemis).
4. Damar ici giris aygitlari, siddetli sepsis veya septik sokun olasi kaynaklarindan biri olduklarindan, 6teki damar
girigleri yerlestirildikten sonra hizla ¢ikarilmalidirlar (derecelendirilmemis).
E. Enfeksiyonun 6nlenmesi
la. Ventilator ile iliski pnomoni insidensini azaltmak igin bir yontem olarak, secici oral dekontaminasyon ve secici
dijestif dekontaminasyon uygulanmali ve arastirilmalidir (derece 2B).
1b. Yogun bakim birimlerinde giddetli sepsisi olan hastalarda, ventilator ile iliskili pnomoni riskini azaltmak icin
orofaringeal dekontaminasyon amaciyla oral klorhekzidin glukonat kullanilabilir.

HEMODINAMIK DESTEK VE YARDIMCI TEDAVi

F. Siddetli sepsiste s1v1 tedavisi

1. Siddetli sepsis ve septik sokun resiisitasyonunda ilk secenek kristaloitlerdir (derece 1B).

2. Siddetli sepsis ve septik sokta sivi restisitasyonu icin hidroksietil nisastalart kullanilmamalidir (derece 1B).

3. Siddetli sepsis ve septik sokun s1vi restisitasyonunda hastalarin kristaloitlere gereksinimi oldugunda albiimin
kullanilabilir (derece 2C).

4. Hipovolemiden siiphelenildigi sepsisin neden oldugu doku hipoperfiizyonu olan hastalarda en az 30 ml/kg
kristaloit diizeyini (bir miktar1 albimine esdeger olabilir) saglamak i¢in baslangigta sivi uygulanmalidir. Bazi
hastalarda daha fazla miktarda sivinin hizla uygulanmasi gerekebilir (derece 1C).

5. S1vi uygulanmasina ya dinamik (nabiz basinci, vurum hacmi degisikligi vb.) ya da statik (arteriyel basing, kalp hiz
vb.) degiskenler agisindan hemodinamik diizelme saglanincaya dek devam edilir (derecelendirilmemis).

G. Vazopresorler

1. OAB'nin 65 mmHg olmasini saglamak icin ilk olarak vazopresor tedavi yapilmahidir (derece 1C).

2. Ik segilecek vazopresor noradrenalindir (derece 1B).

3. Kan basicinin yeterli diizeyde siirdiirebilmesi i¢gin bir baska ila¢ gerektiginde, adrenalin eklenebilir veya yerine
noradrenalin uygulanabilir (derece 2B).

4. OAB'yi yiikseltmek veya noradrenaline gereksinimi azaltmak amaciyla, vazopresin 0.03 tinite/dk. dozda
noradrenaline eklenebilir (derecelendirilmemis).

5. Sepsisin neden oldugu hipotansiyon tedavisi i¢in baslangicta tek ilag olarak diisiikk dozda vazopresin
onerilmemektedir; vazopresin 0.03-0.04 tinite/dk.'dan yiiksek dozlarda kurtarma tedavisinde uygulanmalidir
(derecelendirilmemis).

6. Yalnizca se¢ilmis hastalarda (takiaritmi ve bradikardi riski diisiik olan hastalar vb.) noradrenaline karsi bir bagka
vazopresor segenek olarak dopamin kullanilabilir (derece 2C).

7. Noradrenalin ile ciddi aritmilerin ortaya ¢iktigi, kalp debisinin yiiksek ve kan basincinin siirekli diisiik oldugu ve
kurtarma tedavisi olarak inotropik/vazopresor ilaglar ile diisiik doz vazopresin birlikte uygulandiginda OAB'nin
hedeflenen diizeye getirilemedigi gibi baz1 6zel durumlar diginda, fenilefrin septik sok tedavisinde
onerilmemektedir (derece 1C).

. Diisiik dozda dopamin bobrekleri korumak amaciyla kullanilmamalidir (derece 1A).

9. Eger kaynaklar yeterliyse, vazopresorlere gerek duyan biitiin hastalara olabildigince kisa siirede bir arteriyel kateter

yerlestirilmelidir (derecelendirilmemis).

e}
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Cizelge 2.2 (devam). Sepsis, siddetli sepsis ve septik sok tedavisi igin Surviving Sepsis Campaign'in yapilmasini
siddetle 6nerdigi yaklagimlar (1).

G. inotropik tedavi

1. Yiikselmis kardiyak dolum basinci ve diisiik kalp debisinin oldugu miyokardiyal islev bozuklugu veya yeterli
intravaskiiler hacim ve OAB saglanmasina karsin devam eden hipoperfiizyon belirtilerinin olmasi durumunda,
dobutamin 20 pg/kg/dk. dozda infiizyon ile tek basina uygulanabilir veya uygulanmaya baslanmis olan bir
vazopresore eklenebilir (derece 1C).

2. Kardiyak indeksi dnceden belirlenmis normalin {izerindeki degerlere yiikseltmek bir strateji olarak
kullanilmamalidir (derece 1B).

H. Kortikosteroitler

1. Yeterli siv1 resiisitasyonu ve vazopresor tedavisi ile hemodinamik durumun diizeltilebildigi erigkin septik soklu
hastalarin tedavisinde intraven6z hidrokortizon kullanilmamalidir. Hemodinamik durumun diizeltilemedigi
durumlarda, giinde bir kez 200 mg dozda olmak iizere hidrokortizon tek basina intravendz yoldan uygulanabilir
(derece 2C).

2. Hidrokortizon uygulanmasi gereken septik soklu erigkin hastalarda ACTH uyar1 testi yapilmamalidir (derece 2B).

3. Vazopresorlerin kullanimina gerek kalmadiginda, tedavi goren hastalarda hidrokortizon dozu giderek azaltilmalidir
(derece 2D).

4. Kortikosteroitler sokun olmadig1 sepsis tedavisinde kullanilmamalidir (derece 1D).

5. Diisiik dozda hidrokortizon kullanildiginda, yinelenen bolus enjeksiyonlar yerine, siirekli infiizyon ile
uygulanmalidir (derece 2D).

SIDDETLIi SEPSiSiN TEDAViSiNDE OTEKi DESTEKLEYiCi YAKLASIMLAR

I. Kan iiriinii uygulanmasi

1. Doku hipoperfiizyonu saglandiginda ve miyokardiyal iskemi, siddetli hipoksemi, ivegen hemoraji veya iskemik
kalp hastalig1 gibi hafifletici durumlarin yoklugunda, yalnizca eriskinlerde hemoglobin derisimini 7-9 g/dl arasinda
olmasini saglamak amaciyla, hemoglobin derisimi < 7 g/dl'ye diistiigiinde kirmizi kan hiicresi transfiizyonu
yapilmalidir (derece 1B).

2. Siddetli sepsis ile birlikte olan aneminin 6zgiil bir tedavisi olarak eritropoietin kullanilmamalidir (derece 1B).

3. Kanama olmamas1 veya invazif bir girisim tasarlanmamasi durumunda, taze dondurulmus plazma laboratuvar
pthtilagsma anormalliklerini diizeltmek i¢in kullanilmamalidir (derece 2D).

4. Siddetli sepsis ve septik sok tedavisi i¢in antitrombin kullanilmamalidir (derece 1B).

5. Siddetli sepsisi olan hastalarda, gériiniirde bir kanama olmamasi durumunda eger sayilari < 10.000 mm® (10 x
10°/1) ise profilaktik olarak trombosit uygulanmalidir. Hastada anlaml1 bir kanama riski oldugunda, sayilar1 <
20.000 mm* (20 x 10°/1) ise ise profilaktik olarak trombosit uygulanmalidir. Etkin kanama, cerrahi girisim veya
girisimsel islemler icin daha yiiksek miktarda trombosit sayis1 (= 50.000 mm® [50 x 10%/1] 6nerilmektedir (derece
2D).

I. immiinoglobulinler

1. Siddetli sepsis ve septik soku olan eriskin hastalarda intravenéz immiinoglobulinler kullanilmamalidir (derece 2B).

J. Selenyum

1. Siddetli sepsis tedavisi i¢in intravenoz selenyum kullanilmamalidir (derece 2C).

K. Rekombinant etkinlestirilmis protein C

1. Piyasadan cekildiginden kullanimi i¢in 6neride bulunulmamaistir.
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Cizelge 2.2 (devam). Sepsis, siddetli sepsis ve septik sok tedavisi igin Surviving Sepsis Campaign'in yapilmasini
siddetle 6nerdigi yaklagimlar (1).

L. Sepsisin neden oldugu ARDS icin mekanik ventilasyon

1. Sepsisin neden oldugu ARDS'li hastalarda 6 ml/kg (kestirilen viicut agirligina gore) tidal hacim hedeflenmelidir
(12 ml/kg'a karsi derece 1A).

2. ARDS'l hastalarda plato basinglar 6l¢iilmelidir ve pasif olarak sisirilmis bir akcigerdeki plato basinglari i¢in
baslangictaki iist sinir hedefi <30 cm H,O olmalidir (derece 1B).

3. Son ekspirasyonda alveolar kolapstan (atelektotravma) kaginmak amaciyla pozitif son ekspiratuvar basing
uygulanmalidir (derece 1B).

4. Sepsisin neden oldugu orta veya siddetli ARDS'li hastalarda diisiik pozitif son ekspiratuvar basing degerlerinden
daha yiiksegini temel alan stratejiler kullanilmalidir (derece 2C).

5. Siddetli refrakter hipoksemisi olan sepsis hastalari i¢in iyilestirme girisimlerinde bulunulmalidir (derece 2C).

6. Uygun kosullarin saglanmasinda yeterli deneyimin olmasi durumunda, Pao,/Fi0, degeri < 100 mmHg olan
sepsisin neden oldugu ARDS'li hastalar yiiziistii yatirilmalidir (derece 2B).

7. Mekanik olarak solutulan sepsis hastalari, aspirasyon riskini sinirlandirmak ve ventilator ile birlikte olan
pnomoni gelismesini 6nlemek amaciyla, bas tarafinin 30-45 derece yiikseltilmis oldugu bir yatakta yatirilmalidir
(derece 1B).

8. Yararli olabilecegi diisiiniilen sepsisin neden oldugu ARDS'li hastalarin bazilarinda girisimsel olmayan maske
solunumu kullanilmalidir (derece 2B).

9. Uyandirilabilir, hemodinamik acidan stabil (vazopresor ila¢ kullanmaksizin), yeni bir ciddi olast durumun
olmadigy, diisiik ventilator ve son ekspiratuvar basing gereksinimi olan ve bir yiiz maskesi ya da nazal kaniil
aracilifiyla giivenli bir bicimde saglanan diisiik F1o, gereksinimi olan mekanik olarak solutulan siddetli sepsisi
olan hastalarda, mekanik ventilasyona devam edilip edilmeyecegini degerlendirmek amaciyla diizenli olarak
kendiliginden soluma denemeleri yapilmalidir. Kendiliginden soluma denemeleri basarili olursa, tiipiin
cikarilmasi diigiiniilmelidir (derece 1A).

10. Sepsisin neden oldugu ARDS'li hastalar i¢in pulmoner arter kateteri rutin olarak kullanilmamalidir (derece 1A).

11. Doku hipoperfiizyonu i¢in kanit olmayan sepsisin neden oldugu ARDS'li hastalar icin serbestten ¢ok, konservatif
bir strateji uygulanmalidir (derece 1C).

12. Bronkospazm gibi 6zgiil endikasyonlarin olmamasi durumunda, sepsisin neden oldugu ARDS tedavisi igin -
adrenerjik reseptor agonistleri kullanilmamalidir (derece 1B).

M. Sepsiste sedasyon, analjezi ve noromiiskiiler blokaj

1. Mekanik olarak solutulan sepsis hastalarinda sedasyon, 6zgiil titrasyon sonlanim noktalart hedeflenerek, siirekli
veya aralikli olarak en aza indirilmelidir (derece 1B).

2. Kullanimlarinin birakilmasinin ardindan uzun siire ndromiiskiiler blokaj riskinden dolayi, ARDS olmayan septik
hastalarda noromiiskiiler blokaj yapan ilaglardan olabildigince kaginilmalidir. Bu ilaglarin kullaniminin
stirdiirtilmesi gerekiyorsa, ya gerektigi kadar aralikli bolus olarak ya da blokajin derinligi izlenerek siirekli
infiizyonla kullanilmalidirlar (derece 1C).

3. Erken sepsisin neden oldugu ARDS'li ve Pao,/F10, degeri < 150 mmHg olan hastalar i¢in 48 saatten uzun bir siire
olmamak iizere noromiiskiiler blokaj yapan ilaclar kullanilabilir (derece 2C).

N. Glukoz kontrolii

1. Yogun bakim birimlerindeki siddetli sepsisi olan hastalarin, eger ardisik olarak iki kez ol¢iilen kan glukoz
diizeyleri > 180 mg/dl ise, glukoz diizeylerinin kontroliiniin saglanabilmesi i¢in insiilin kullanilmasi gibi belirli bir
yaklagim uygulanmalidir. Bu yaklasimda kan glukoz diizeylerinin, < 110 mg/dl degil, < 180 mg/dl olmas1
hedeflenmelidir (derece 1A).

2. Kan glukoz degerleri ve insiilin infiizyon hizlari stabil oluncaya dek, glukoz diizeyleri 6nce her 1-2 saatte bir, daha
sonra her 4 saatte bir ol¢iilmelidir (derece 1C).

3. Arteriyel kan veya plazma glukoz diizeylerini tam olarak yansitmabileceginden, kapiler kanda glukoz diizeylerinin
ol¢timii dikkatli bir bicimde yapilmalidir (derecelendirilmemis).
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Cizelge 2.2 (devam). Sepsis, siddetli sepsis ve septik sok tedavisi igin Surviving Sepsis Campaign'in yapilmasini
siddetle 6nerdigi yaklagimlar (1).

O. Renal replasman tedavisi

1. Siddetli sepsisi ve ivegen bobrek yetmezligi olan hastalarda siirekli renal replasman tedavisi ve aralikli yapilan
hemodiyaliz esdegerdir (derece 2B).

2. Hemodinamik olarak stabil olmayan septik hastalarda sivi dengesinin siirdiiriilmesini kolaylastirmak amaciyla siirekli
tedavi uygulanmalidir (derece 2D).

O. Bikarbonat tedavisi

1. Hipoperfiizyon sonucunda pH degerinin = 7.15 oldugu laktik asidemili hastalarda hemodinamik parametreleri
diizeltmek veya vazopresor kullanimini azaltmak amaciyla sodyum birkarbonat tedavisi uygulanmamalidir (derece 2B).

P. Derin ven tromboz profilaksisi

1. Siddetli sepsisi olan hastalar venoz tromboembolizme karst her giin farmakoprofilaksi tedavisi alirlar (derece 1B).
Farmakoprofilaksi giinliik olarak subkiitan diisiik molekiil agirlikli heparin uygulanmasiyla yapilmalidir (giinde iki kez
fraksiyonlanmamis heparine karsi derece 1B, giinde ii¢ kez fraksiyonlanmamis heparine kars1 derece 2C). Kreatinin
klirensi < 30 ml/dk. ise dalteparin (derece 1A) veya renal metabolizmas: diisiik olan bir baska diisiik molekiil agirlikli
heparin (derece 2C) ya da fraksiyonlanmamis heparin (derece 1A) kullanilmalidir.

2. Siddetli sepsisi olan hastalar farmakolojik tedavi ile birlikte uygun oldugunda aralikli (intermittent) pnomatik
kompresyon aygitlari ile tedavi edilmelidirler (derece 2C).

3. Heparin kullanimu i¢in trombositopeni, siddetli koagiilopati, etkin kanama, yeni gecirilmis intraserebral hemoraji gibi
kontrendikasyon olan septik hastalarda farmakoprofilaksi yapilmamalidir (derece 1B); ancak, bu hastalara eger
kontrendikasyon yoksa dereceli kompresyon ¢oraplar1 veya aralikli (intermittent) kompresyon aygitlariin kullanimi
gibi mekanik profilaktik 6zellikte bir tedavi uygulanabilir (derece 2C). Risk azaldiginda farmakoprofilaksiye
baglanmalidir (derece 2C).

R. Stres iilseri profilaksisi

. Kanamaya neden olabilecek risk etkenleri olan siddetli sepsis/septik soklu hastalarda stres iilseri profilaksisi Hp-

reseptor blokorii veya proton pompa inhibitorii kullanilarak yapilmalidir (derece 1B).

. Stres iilseri profilaksisinde H,-reseptor blokorlerinden ¢ok proton pompa inhibitorleri yeglenmelidir (derece 2D).

. Risk etkeni olmayan hastalara profilaksi uygulanmamalidir (derece 2B).

. Beslenme

. Siddetli sepsis/septik sok tanisindan sonra ilk 48 saat iginde tam olarak a¢ birakma veya yalnizca intravenoz glukoz

uygulanmasindan ¢ok, hastalar tolere edebiliyorsa, oral veya gerekiyorsa enteral yoldan besinler uygulanmalidir
(derece 2C).

2. [lk hafta icinde yiiksek kalorili yiyeceklerden kaginilmali, ancak tolere edilebiliyorsa diisiik kalorili yiyeceklerin (en
cok giinde 500 kalori olacak bi¢imde) uygulanmasi diistiniilmelidir (derece 2B).

3. Siddetli sepsis/septik sok tanisindan sonra ilk 7 giin icinde tek basina toplam parenteral beslenme veya enteral
uygulama ile birlikte parenteral beslenmeden ¢ok, intravenoz glukoz ve enteral beslenme uygulanmalidir (derece 2C).

4. Siddetli sepsisi olan hastalarda bagisiklik sistemini diizenlemeye 6zgii destekleme yerine, bagisiklik sistemini
diizenlemeye 6zgiil olmayan destekleme ile beslenme uygulanmalidir (derece 2C).

S. Bakim amaclarinin diizenlenmesi

. Hasta ve ailesi ile bakimin amaglari ve prognoz tartigilmalidir (derece 1B).

. Uygun oldugunda palyatif bakim prensipleri kullanilarak, bakimin amaclar1 tedavi ve yasam sonunun planlanmasi ile

birlikte ele alinmalidir (derece 1B).

3. Yogun bakim birimine basvurudan sonra 72 saat iginde, ancak daha ge¢ degil, bakimin amaclar1 belirlenmelidir (derece
2C).

[

— | N|W N

N =

Kanitin 6zelligine gore siniflandirma: Derece A, yiiksek (randomize klinik denemelere dayanilarak); derece B, orta
(downgraded randomize klinik denemelere veya upgraded gozlemsel ¢aligsmalara dayanilarak); derece C, diisiik (kontrol
randomize klinik denemeler ile birlikte iyi yapilmis gozlemsel ¢alismalara dayanilarak); derece D, ¢ok diisiik (downgraded
kontrollii cahigmalar veya baska kanitlara gore uzman goriisiine dayanilarak). Onerinin giiciine gore smiflandirma: Derece
1, giiclii; derece 2, zayif. ACTH, adrenokortikotropik hormon; ARDS, ivegen solunum sikintisi sendromu; Fio,,
inspirasyonla alinan oksijen fraksiyonu; OAB, ortalama arter basinct; Paco, kan kismi karbondioksit basinci.

34



0 min Recognize decreased mental status and perfusion.

- Begin high flow O,. Establish I'V/IO access.

5

® g Initial resuscitation: Push boluses of 20 cc/kg isotonic

g saline or colloid up to & over 60 cc/kg until perfusion improves or ’ If 2nd PIV start
& unless rales or hepatomegaly develop. ¥motrope.

- Correct hypoglycemia & hypocalcemia. Begin antibiotics.

«

a W

© 15 min o

a Fluid refractory shock: Begin inotrope IV/10. dose range:
[ use atropine/ketamine IV/10/IM dopamine up to

= fo obtain central access & airway if needed. 10 mcg/kg/min,
i Reverse cold shock by titrating central dopamine epinephrine
or, if resistant, titrate central epinephrine 0051003

: Reverse warm shock by titrating central norepinephrine. meg/kg/min,

Catecholamine resistant shock: Begin hydrocortisone
if at risk for absolute adrenal insufficiency

v

[ Monitor CVP in PICU, attain normal MAP-CVP & ScvO, > 70% I

- ~ o

Cold shock with Cold shock with Warm shock with
normal blood pressure: low blood pressure: low blood pressure:
1. Titrate fluid & epinephrine, 1. Titrate fluid & epinephrine, ||l Titrate fluid & norepinephrine,
SevO2> 70%, Hgb> 10g/dL SevO9> 70%, Hgb > 10 g/dL SevO9> 70%,
2. If SevO3 stille 70% 2. If still hypotensive 2. If still hypotensive
Add vasodilator with volume consider norepinephrine consider vasopressin,
loading (nitrosovasodilators, 3. If SevO9 still < 70% consider terlipressin or angiotensin
milrininone, imrinone, & others) dobutamine, milrinone, 3. 1f SevO still < 70%
Consider levosimendan enoximone or levosimendan consider low dose epinephrine

S e
Persistent catecholamine resistant shock: Rule out and correct pericardial effusion, pneumothorax,
& intra-abdominal pressure >12 mm/Hg.
Consider pulmonary artery, PICCO, or FATD catheter, &/or doppler ultrasound to guide

fluid, inotrope, vasopressor, vasodilator and hormonal therapies.
Goal C.I.>3.3& < 6.0 L/min/m2

2

| Refractory shock: ECMO

Sekil 2.9. Septik soklu infantlar ve ¢ocuklarda hemodinamik destegin siirdiiriilmesi igin Onerilen zamana
duyarli ve amaca yonelik algoritma (1). CVP, central venous pressure; ECMO, extracorporeal membrane
oxygenation;, FATD, femoral artery thermodilution; Hgb, hemoglobin; IM, intramuscular; 10, intraosseous;
1V, intravenous; MAP, mean arterial pressure; PICCO, pulse index contour cardiac output; PICU, pediatric
intensive care unit; PIV, peripheral intravenous; ScvO,, central venous oxygen saturation.
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2.2.20-HETE

2.2.1. Ozellikleri

AA'nm bir w-hidroksilasyon iiriinii olan 20-HETE, bobrek, kalp, karaciger, beyin,
akciger ve cesitli damarlarda baslica CYP4A ve CYP4F izoformlar1 olmak iizere, CYP
enzimleri tarafindan olusturulmaktadir. Sicanlarin  cesitli  dokularinda CYP4A
izoformlarmdan CYP4A1l, CYP4A2, CYP4A3 ve CYP4AS8 ile CYP4F izoformlarindan
CYP4F1, CYP4F4, CYP4F5 ve CYP4F6 enzimlerinin 20-HETE olusumundan sorumlu
olduklar1 gosterilmistir. Insanlarda ise, 20-HETE olusumunu Kkatalizleyen homolog
izoformlar CYP4All, CYP4A22, CYP4F2 ve CYP4F3'tiir. 20-HETE p-oksidasyon
sonucunda daha kisa zincir uzunlugunda ve daha az etkili olan iirlinlerine metabolize
olmaktadir. 20-HETE, ayrica, vazokonstriktor epoksitler veya vazodilator prostanoitler
olusturmak iizere COX enzimleri tarafindan da metabolize edilebilmektedir (2, 3, 39, 40,

42, 43, 45-47, 49, 50, 52-55, 212) (Sekil 2.10).

2.2.2. Fizyopatolojik Olaylardaki Rolii

20-HETE damar geriminin diizenlenmesi, bobrek islevi ve arteriyel kan basincinin
diizenlenmesinde Onemli rol oynamaktadir. Hipertansiyon, iskemik vaskiiler, serebral,
kardiyak ve renal hastaliklar, neovaskiilarizasyon, diyabet, enflamasyon, polikistik bobrek
hastaliklar1, tiremi, siroz gibi karaciger hastaliklari, hepatorenal sendrom, gebelik toksemisi
ve kanser gibi cesitli patolojik durumlarda 20-HETE olusumunda degisiklikler oldugu
gozlenmistir. Ayrica, alkole bagli karaciger hastaligi, siklosporin veya sisplatinin neden
oldugu nefrotoksisitede de 20-HETE diizeyleri degismektedir. Diyet ile alinan sodyum
veya potasyum miktarlarinin degismesi ve aclik durumlarinda da 20-HETE diizeylerinin
degisebildigi bildirilmistir (2, 3, 39-55, 212-214).
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Arachidonic acid
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Sekil 2.10. Arakidonik asidin CYP'ye bagimli monooksijenazlar (w-hidroksilazlar ve epoksijenazlar)
tarafindan - ve o-1-HETE'ler, epoksitler (EET'ler) ve diollere (DHT'lere) metabolizmasi (212). AA,
arachidonic acid; CYP, cytochrome P450; DHT, dihydroxyeicosatrienoic acid;, EET, epoxyeicosatrienoic
acid; HETE, hydroxieicosatetraenoic acid;, PGE, prostaglandin E; PGH, prostaglandin H.

20-HETE bashca sistemik damar geriminin saglanmasi ve kan basincimin
diizenlenmesinde onemli bir rol oynamaktadir. 20-HETE'nin bobreklerde sodyum kaybini
artirarak kan basincini diistirmesine karsin, tiibiiloglomeriiler geri besleme ve preglomeriiler
damar yataginin gerimini artirmasi, ayrica damarlarda miyojenik gerim ve oksijene verilen
yanit1 artirarak toplam periferik damar direncini artirmasi sonucunda kan basincini
yiikseltebilmektedir (49) (Sekil 2.11). 20-HETEnin damar gerimini diizenleyici etkisinin

mekanizmasi Sekil 2.12'de 6zetlenmistir (49).
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Pro- and Anti-Hypertensive Actions of 20-HETE

1, T

* Na+ Transport ‘I‘ TGF " Tone Preglomerular ogenic
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Blood Pressure

+

Sekil 2.11. 20-HETE'nin kan basincini diizenleyici etkisi ile ilgili olarak ileri siiriilen mekanizma (49). 20-
HETE, 20-hydroxieicosatetraenoic acid; TGF, tubuloglomerular feedback; TPR, total peripheral resistance.
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Sekil 2.12. CYP aracilig ile olusan arakidonik asit metabolitlerinin damar gerimi {izerindeki etkileri ile ilgili
olarak ileri siiriilen mekanizmalar (49). 20-HETE, 20- hydroxieicosatetraenoic acid; AA, arachidonic acid;
Angll, angiotensin II; CYP, cytochrome P450; DAG, diacyl glycerol; EETs, epoxyeicosatrienoic acids; IP;,
inositol-1,4,5-triphosphate; NE, norepinephrine; NO, nitric oxide; PGI, prostaglandin 1I,; PLA,

phospholipase A; PLC, phospholipase C.

38



Vaskiiler dokularda 20-HETE olusumu anjiyotensin II (215-217), endotelin (217,
218), noradrenalin (219, 220) ve serotonin (221) ile uyarilabilmektedir. 20-HETE renal,
serebral, aortik, mezenterik ve koroner arterler gibi ¢esitli damarlarda vazokonstriksiyona
neden olmaktadir (222-226). 20-HETE'nin damar gerimini diizenleyici etkisine etkinligini
artirdigt PKC (227-230), MAPK, MEK ve ERK (230-232) ile Rho-kinaz (224) gibi
kinazlarm aracilik ettigi bildirilmistir. Ayrica, 20-HETE kalsiyum ile etkinlestirilen
potasyum kanalini fosforile ederek etkinligini azaltmakta, PKC'nin etkinlesmesi sonucunda
L tiirii kalsiyum kanallarmin iletkenligini ve etkinligini artirarak kalsiyum girisine neden
olmakta ve boylece damar diiz kasmin siirekli depolarizasyonuna neden olmaktadir (226,
227, 230, 233). Son yillarda yapilan ¢alismalarda, 20-HETE'nin miyojenik yanitta rolii
oldugu gosterilen gecici potansiyel reseptdr kanallar1 aracilifiyla iceri yonelik secici
olmayan katyon akimlarmi artirdig1 bildirilmistir (234, 235). Renal ve serebral arterlerde
20-HETE olusumunun NO (236-240), karbon monoksit (241, 242) ve siiperoksit radikalleri
(243) ile inhibe edilebildigi, ayrica 20-HETE diizeylerindeki diismenin NO'nun Kc,
kanallar1 ve damar gerimi {iizerindeki siklik guanozin 5’-monofosfat (guanosine 5~
monophosphate; GMP)'den bagimsiz etkilerine kismen aracilik ettigi gosterilmistir (236-
238, 240, 244) (Sekil 2.13). 20-HETE'nin neden oldugu vazokonstriksiyonun indometasin
(223, 225) ve diklofenak (224) gibi COX inhibitorleri veya endoperoksit/tromboksan
reseptOr antagonisti SQ-29548 (224, 225) ile de 6nlenebildigi bildirilmistir. Ayrica, damar
endotel hiicrelerinde COX araciligr ile 20-HETE'den olusan 20-OH-PGG; ve 20-OH-
PGH;'nin de 20-HETE'nin vazokonstriktor etkilerine aracilik ettigi gosterilmistir (223,
225). Vazokonstriktor etkisinin tersine, 20-HETE'nin renal, koroner, pulmoner ve baziler
arterlerde gevsetici etkisinin de oldugu bildirilmistir (225, 245-249). 20-HETE'nin
vazodilator etkilerine NO saliverilmesi (249), 20-HETE'nin COX tarafindan 20-OH-PGE,
ve 20-OH-PGF,,'ya doniistiiriilmesi (224, 245, 247) ile PGE, (247) ve PGI, (245-2438)

olusumundaki artmanin aracilik ettigi ileri siiriilmiistiir.
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Sekil 2.13. Renal ve serebral arterlerde potasyum kanal etkinligi ve damar gerimi tizerinde NO'nun etkileri ile
ilgili olarak ileri siiriilen mekanizmalar (49). 20-HETE, 20- hydroxieicosatetraenoic acid; ¢cGMP, cyclic
guanosine 5 “monophosphate; NO, nitric oxide.

Daha once yapilan ¢alismalarda, 6zellikle CYP4AS8 izoformu araciligi ile olan 20-
HETE'nin vaskiiler olusumunun arttig1 durumlarda endoteliyal islevsizlik ve hipertansiyon
arasinda neden/etki iliskisinin oldugu sonucuna vardmistir (50). Arastiricilar, 20-HETE'nin,
biitin NOS izoformlarmin etkinlestirilmesinde rolii oldugu bilinen hsp90'in (250-256)
eNOS ile etkilesmesini Onleyerek NO olusumunu azaltirken, siiperoksit olusumunu
artirabilecegi ve boylece endoteliyal islevsizlige neden olabilecegini ve damar gerimini
artirabilecegini ileri siirmiislerdir (257, 258). Ayrica, 20-HETEnin siiperoksit, gp91P™*
p47™™* ve nitrozillenmis proteinlerin vaskiiler ekspresyonunu artrrarak (259) ve endotel
hiicrelerinde dogrudan etkisi ile de (260) siiperoksit olusumuna neden olabilecegi
gosterilmistir. Damar yataginda 20-HETE ile olusumu artan siiperoksidin ise NO'nun
biyoyararlanimini azaltabilecegi ve boylece endoteliyal islevsizlik ve hipertansiyona neden

olabilecegi ileri siiriilmiistiir (50). Gercekten de, Cheng ve ark. (261) tarafindan 20-HETE
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olusumundaki artmanin, NF-xB'nin etkinlesmesinin ardindan eNOS'un kenetsizlenmesi
(uncoupling) ve boylece NO'nun olusumu ve yararlaniminin azalmasi sonucunda vaskiiler
oksidatif stresi artirabilecegi ve endoteliyal islev bozukluguna neden olabilecegi

gosterilmistir (Sekil 2.14).
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Sekil 2.14. 20-HETE'nin neden oldugu endoteliyal islev bozuklugu ve etkinlesmesi ile ilgili olarak ileri
stiriilen mekanizmalar (261). 20-HETE, 20- hydroxieicosatetraenoic acid; eNOS, endothelial nitric oxide
synthase; HSP90, heat shock protein 90; 1kB, kB inhibitor; IL, interleukin; MAPK, mitogen-activated protein
kinase; NFxB, nuclear factor kB; NO, nitric oxide; Oy, superoxide; plkB, phosphorylated inhibitor of kB;
TK, tyrosine kinase; VCAM, vascular cell adhesion molecule.
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Son yillarda yapilan caligmalarda, 20-HETE'nin insan endotel hiicrelerinde
MEKI1/ERK1/2/NF-kB  yolunun etkinliginin artmasit ve NF-kB p65'in niikleer
translokasyonu sonucunda enflamasyon gelismesinde rol oynayan mediyatorlerden hiicre
ici adezyon molekiilii (intercellular adhesion molecule; ICAM), 3-nitrotirozin, PGE,, 8-
epi-izoprostan PGF,,, IL-4, IL-8 ve IL-13 diizeylerini artirdig1, boylece giiclii bir bicimde
enflamasyona neden olabilecegi bildirilmistir (262). Sigir endotel hiicrelerinde yapilan bir
calismada ise, 20-HETEnin NO olusumunu inhibe ettigi, ancak NF-xB etkinligini artirdigi,
20-HETE'nin bu etkilerinin ise tirozin kinaz ve MEKI/ERKI1/2 inhibitorleri ile
onlenebildigi gosterilmistir (261). Endotoksemi sirasinda si¢canlarin hepatik iNOS mRNA's1
oldugu kadar (263), obiir cogu hepatik CYP gen iiriinlerinin down-regiilasyonuna karsin
(264-267), karaciger ve bobreklerinde CYP4Al, CYP4A2 ve CYP4A3 mRNA'larinin
indiiklendigi gosterilmistir (263, 268). Endotoksinin neden oldugu hepatik CYP2CI1,
CYP2E1 ve CYP3A2 mRNA ve/veya protein ekspresyonundaki down-regiilasyonun iNOS
inhibisyonu ile degismedigi bildirilmistir (265). Ote yandan, endotoksemi sirasinda
sicanlarda NO olusumundaki artmanin hepatik mikrozomal toplam CYP igerigi,
CYP1A1/2, CYP2B1/2, CYP2C6, CYP2C11, CYP3Al ve CYP3A2 mRNA ve protein
ekspresyonu ile etkinligindeki azalma ile birlikte oldugu, ayrica NO olusumu ve CYP
ekspresyonundaki degisikliklerin NOS inhibitorleri ile Onlenebildigi gosterilmistir (267,
269-271). Bunlara ek olarak, gebelik sirasinda olusumu artan NO'nun sicanlarm kiiciik
renal damarlarinda CYP4A ekspresyonu ve 20-HETE sentezini inhibe ettigi, NOS
inhibisyonundan sonra renal 20-HETE sentezindeki artmanmn CYP4A inhibitorii
aminobenzotriazol ile 6nlenebilen kan basincinda yiikselme ile birlikte oldugu bildirilmistir
(272). Son yillarda sican veya farelere LPS enjeksiyonu ile olusturulan siiregen sistemik
enflamasyon modelinde yapilan ¢alismalarda ise, CYP4A ve CYP4F araciligi ile olusan 20-
HETE'nin enflamatuvar mediyatorlerden biri olarak rol oynadig: gosterilmistir (56, 57). Ote
yandan bulgularimizin tersine, Anwar-Mohamed ve ark. (56) Sprague-Dawley sicanlara
LPS (E. coli LPS, O127:B8, 1 mg/kg, i.p.) uygulanmasimnin ardindan 6, 12 ve 24 saat sonra
kardiyak CYP4A1 mRNA ekspresyonunun sirastyla %400, %900 ve %6000 oraninda
arttigim1 gostermislerdir. Benzer olarak, ancak daha az derecede sicanlarin karaciger ve

bobreklerinde CYP4A1 mRNA diizeyleri LPS uygulanmasindan yalnizca 24 saat sonra
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sirastyla %100 ve %200 oranmda artmugtir. Ayrica, LPS hepatik ve renal CYP4A3 mRNA
diizeylerinde bir degisiklige neden olmazken, kardiyak CYP4A3 mRNA diizeyleri LPS
uygulanmasindan 12 ve 24 saat sonra sirasiyla %100 ve %200 oraminda artmustir. Ote
yandan, kardiyak CYP4F mRNA diizeylerinin LPS uygulanmasindan 6 saat sonra
artmasma ve yalmizca CYP4F4 disindaki enzimlerin ekspresyonu 12 ve 24 saat sonra
azalmasina karsin, kardiyak ve hepatik CYP4F1 ve CYP4F4 mRNA diizeylerinde zamana
bagimli bir azalma gozlenmistir. Ayrica, kardiyak CYP4F5 mRNA diizeyleri LPS
uygulanmasindan 6 saat sonra %150 ve 24 saat sonra %60 oraninda azalirken, renal
CYP4F5 mRNA diizeyleri LPS uygulanmasindan 24 saat sonra %40 oraninda azalmstir.
Ayn1 zamanda, endotoksemik si¢anlarin dokularinda TNF-a ve 1L-6 ekspresyonunda artig
ile birlikte olan bu degisikliklere, kardiyak mikrozomlarda 20-HETE olusumunda artis eslik
etmistir. Bu arastirmacilar, ivegen enflamasyonun kardiyak CYP aracihikli AA
metabolizmasmin 20-HETE olusumu yo6niinde oldugu sonucuna vararak, CYP -
hidroksilaz inhibitorlerinin enflamasyon aracilikli kalp hastaliklarma karsi korunmada
yararl olabileceklerini ileri siirmiislerdir. Theken ve ark. (57) tarafindan yapilan bir bagka
calismada ise, CS57BL/6 farelere LPS (E. coli LPS, OI111:B4, 1 mg/kg, i.p.)
uygulanmasindan 6 ve 24 saat sonra bobrek, karaciger ve akcigerlerde, ancak kalpte degil,
20-HETE olusumunun azaldigi bildirilmistir. Bu arastirmacilar ise, farelerde dogal
bagisiklik yanitinin ivegen bicimde etkinlesmesinin CYP ekspresyonu ve eikozanoit
metabolizmasimi degistirdigi sonucuna vararak, 20-HETE olusumunu azaltma yaklasiminin
renal enflamasyonun Onlenmesi amaciyla dogru bir terapotik yaklasim olabilecegini ileri
siirmiiglerdir. Ote yandan, endotoksemi sirasinda CYP4A ekspresyon ve etkinliginin
azalmasi sonucunda olusumu azalan 20-HETE gibi vazokonstriktor iiriinlerin dayanikli
analoglarinin sepsis ve septik sok tedavisinde yararli olabilecegine iligkin literatiirde
tarafimizdan yapilan c¢alismalar disinda herhangi bir c¢alisma bulunmamaktadir.
Endotoksemik sicanlarda in vivo olarak yaptigimiz ¢aligmalarin sonuglarina gore, subletal
dozda (10 mg/kg, i.p.) LPS (E. coli LPS O111:B4) enjeksiyonu ile olusturulan deneysel
septik sok modelinde gelisen vaskiiler hiporeaktivite ve hipotansiyona bobrek, kalp, torasik
aort ve siiperiyor mezenterik arterde ¢EH, MEK1, ERK1/2, IKKp, IkB-o, NF-kB, iNOS,
¢GS, PKG ve/veya COX-2 ekspresyon/etkinligi ile TNF-a ve IL-8 olusumunda artmaya,
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aynt zamanda CYP2C23, AA  epoksijenazlar, CYP4A1l/A3 ve eNOS
ekspresyon/etkinliginde azalma eslik etmektedir (Sekil 2.15 ve Sekil 2.16). Ayrica,
oksidatif stresin gostegelerinden toplam antioksidan etkinlik, SOD etkinligi, glutatyon
rediiktaz ve glutatyon peroksidaz etkinligi ile indirgenmis glutatyon diizeyleri azalmaktadir.
Dayanikli bir 20-HETE analogu olan ve endojen olarak olusan 20-HETE'nin etkilerini taklit
ettigi bilinen 5,14-HEDGE (59, 60, 75-77, 80, 81, 83, 84) uygulanmasi sonucunda
sicanlarin renal ve/veya kardiyovaskiiler dokularinda enflamatuvar sitokinlerden IL-8 ve
TNF-o olusumu ile birlikte artmis olan ¢EH, MEK1, ERK1/2, IKK, IkB-a,, NF-xB p65,
iNOS, hsp90, ¢GS, PKG, COX-2, gp91ph°x, p47phox ve/veya  nitrotirozin
ekspresyon/etkinligi ile azalmig olan CYP2C23, AA epoksijenazlar ve CYP4Al
ekspresyon/etkinligi, oksidan/antioksidan durum, lipit peroksidasyonu ve enflamasyon ile
ilgili degisiklikler normal diizeylere getirilebilmekte, ayrica gii¢lii bir vazokonstriktor olan
20-HETE olusumunun artmast ile vaskiiler hiporeaktivite, hipotansiyon, takikardi ve
enflamasyonu diizeltilebilmektedir. Ayrica, 20-HETEmnin vazokonstriktor etkilerinin
yarismali antagonisti olan 20-HEDE (30 mg/kg, s.k.; LPS'den 1 saat sonra) ise, 5,14-
HEDGEnin endotoksemik sicanlarda OAB, kalp hizi (KH), fosforile vazodilator ile
uyarilan fosfoprotein (phosphorylated vasodilator-stimulated phosphoprotein; VASP),
COX-2, CYP4Al, p47"*, gp91P™* ve 3-nitrotirozin protein ekspresyonu, iNOS-hsp90
kompleks olusumu ve NOS etkinligi ile siklik GMP, 6-keto-PGF,,, PGE,, PGF,,, 20-HETE
ve 3-nitrotirozin diizeyleri iizerindeki etkisini geri ¢evirebilmektedir. Bunlara ek olarak,
5,14-HEDGE uygulanan farelerde LPS uygulanmasindan 72 saat sonra yasam siiresi
%84'ten %98'e cikarilabilmektedir. Ote yandan, Anwar-Mohamed ve ark. (56) ile Theken
ve ark. (57) tarafindan yapilmis olan caligmalarin sonuclar1 ile celiskili olan kendi
bulgularimiz arasinda LPS'ye verilen yanit acisindan goriilen farkliliklarin, hayvanlarin tiirii
ve 1rki, uygulanan doz ve uygulama zamani, LPS'nin tiirii ile enzim ekspresyon ve etkinligi

icin Ol¢lim zamanlarinin farkli olmasindan kaynaklanabilecegi ileri siiriilebilir.
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Sekil 2.15. Endotoksinin neden oldugu vaskiiler hiporeaktivite, hipotansiyon, takikardi, enflamasyon ve
yasam siiresi iizerinde iNOS, ¢GS, PKG, COX-1, COX-2, CYP4A1 ve gp91°"* un katkist ile ilgili olarak ileri
siiriilen mekanizmalar (83). 20-HETE, 20-hydroxieicosatetraenoic acid; ¢GMP, cyclic guanosine 5~
monophosphate; COX, cyclooxygenase; CYP, cytochrome P450; ¢GS, ¢oziinebilir guanilil siklaz; hsp90, heat
shock protein; iNOS, inducible nitric oxide synthase; NO, nitric oxide; O, superoxide; PGE, prostaglandin
E; PGL, prostaglandin I,; PKG, protein kinase G; p-VASP, phosphorylated vasodilator-stimulated
phosphoprotein; sGC, soluble epoxide hydrolase.
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Sekil 2.16. Endotoksinin neden oldugu hipotansiyon, takikardi, enflamasyon ve yasam siiresi iizerinde ¢EH,
CYP2C23 ve MEKI1/ERK1/2/IKKB/IkB-0/NF-kB yolu ile enflamatuvar sitokin olusumunun katkisi ile ilgili
olarak ileri siiriilen mekanizmalar (84). CYP, cytochrome P450; ¢EH, ¢oziinebilir epoksit hidrolaz; DHET,
dihydroxyeicosatrienoic acid; EET, epoxyeicosatrienoic acid; ERK, extracellular signal-regulated kinase; I-
KB, kB inhibitor; IKK, IkB kinase; IL, interleukin, MEK, mitogen-activated protein kinase kinase; NF-«B,
nuclear factor kB; p-1-kB, phosphorylated inhibitor of kB; p-NF-kB, phosphorylated nuclear factor kB; sEH,
soluble epoxide hydrolase; TNF, tumor necrosis factor.
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2.3. miRNA

2.3.1. Ozellikleri

Bir bilgi kodlamayan miRNA'lar, mRNA'lar ile dogrudan etkilesmeleri sonucunda
onlarin degradasyonuna neden olarak veya protein translasyonunu inhibe ederek protein
kodlayan genlerin ekspresyonunu diizenleyen, ancak mRNA'lardan farkli olarak protein
sentezine neden olmayan kiiciik RNA'lardir. miRNA'lar, DNA'dan transkripsiyonu yapilan,
ancak proteine ¢evirisi yapilmayan genler tarafindan kodlanmaktadir. Giiniimiizde yaklasik
20-23 niikleotit uzunlugunda tek iplikli RNA molekiilleri olarak tantmlanan miRNA'lar, ilk
kez 1993 yilinda Victor Ambros ve ark. tarafindan kesfedilmistir (273). Ilk kesfedilen
miRNA, lin-14'lin translasyonunu ve bdylece bir toprak solucani olan Caenorhabditis
elegans'm larva gelisiminin zamanlamasini negatif olarak diizenleyen 22 riboniikleotit
uzunlugunda "lin-4" adli molekiildir (273). Lin-4, lin-14 mRNA'smin translasyonu
yapilmamis 3" bolgesindeki (3"UTR'deki) tamamlayici sekanslarina baglanmasi sonucunda
lin-14'tin  stabilitesini  etkilemeksizin translasyonunu baskilayarak islevini yerine
getirmektedir (274). Daha sonra, Reinhart ve ark. (275) tarafindan c¢ok veya az
ekspresyonunun erken gelisim veya hiicre soylarinin yinelenmesiyle sonuclandigi benzer
bir mekanizma let-7 ve C. elegans'ta let-7 tarafindan diizenlenen lin-14, lin-28, lin-41, lin-
42 ve daf-12 adli bir dizi gen i¢in tamimlanmustir. insanlarda biitiin hiicre tiirlerinde bulunan
miRNA'lar dokuya 6zgii olup, farkl hiicrelerde degisik miRNA'lar eksprese edilmektedir.
Giintimiizde, insan genomunda yaklasik 1.000 degisik tiirde miRNA'nin oldugu ve genlerin
yaklasik %30 kadarmin ekspresyonunu etkiledigi kestirilmektedir. Ayrica, son zamanlarda
insan genomunda 239 degisik miRNA ailesi oldugu ileri siiriilmiistiir (5, 7-9, 12-14, 18, 20,
24, 276).

miRNA genlerinin ¢cogunun intronik olmasina karsin, bazilar: intergenik veya eksonik
bolgelerde yerlesmistir. miRNA'larin biyojenezi DNA metilazlar ile transkripsiyon

faktorleri gibi pek cok mediyatoriin kontrolii altindadir. Protein kodlayan mRNA'lara
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benzer olarak, miRNA'larmm ¢ogu ilk dnce niikleusta RNA polimeraz II tarafindan "pri-
miRNA'lar" olarak adlandirilan uzun transkriptlerin bir parcasi olarak sentezlenmektedir
(277-282) (Sekil 2.17, Sekil 2.18 ve Sekil 2.19). Pri-miRNA'lar polisistronik transkriptler
gibi bagimsiz promoterlar tarafindan kodlanabilmekte veya protein kodlayan genlerin
intronlar1 i¢inde gomiilii olarak bulunabilmektedir. Uzun pri-miRNA'lar bir RNAaz III tiirii
endoniikleaz olan Drosha-DiGeorge syndrome critical region gene 8 (DGCRS, pasha)
kompleksi tarafindan sa¢ tokast bicimindeki "pre-miRNA'lar" adi verilen Kkiigiik
prekiirsorlerine ayrilirlar. Niikleusta olusan bu pre-miRNA'lar, eksportin-5-Ran-guanozin
5’-trifosfat  (guanosine 5 “triphosphate; GTP) kompleksi aracilifiyla niikleustan
sitoplazmaya tasindiktan sonra orada "Dicer" adi1 verilen bir enzim araciliiyla kisa RNA
ikililerine doniistiiriiliirler. Bu ikililerin bir parcasi dort argonat (AGO) proteinlerinden
birini (siklikla AGO2) ve "glycine-tryptophan 182-kDa protein (GW182)" olarak da
adlandirilan trinucleotide repeat-containing 6 protein (TNRCG6) iceren riboniikleik asit ile
indiiklenen susturma kompleksine (RNA-induced silencing complex, RISC) aktarilir. RISC
kompleksi i¢cinde bulunan bu miRNA'lar en az 6-8 niikleotitli tamamlayici araciligiyla
kendi hedef mRNA'larma baglanarak protein ekspresyonunun baskilanmasina
(represyonuna) ve mRNA degradasyonunun indiiklenmesine aracilik ederler. Ote yandan,
miR-373 gibi baz1 miRNA'larin promoter bolgelerine baglanarak ve promoter baglanmasini
baskilayici ile yarisarak gen ekspresyonunu indiikleyebildigi gosterilmistir (283) (Sekil
2.18). RISC kompleksi icindeki anahtar protein GW182'nin, mRNA'nmn translasyonu,
deadenilasyonu ve degradasyonunun ardindan, mRNA'nin translasyonunu inhibe eden ve
deadenilasyonunu baslatan CCR4-NOT niikleaz kompleksinin toplanmasina aracilik ettigi
bildirilmistir (284, 285). AGO2 proteininin ¢ift iplikli RNA'y1 ayrma ve boylece RNA
degradasyonunu baglatma yetenegi olsa da, miRNA ve mRNA arasmda %100
tamamlayicilik az oldugundan dolayi, RISC-miRNA kompleksi mRNA'ya baglandiginda
katalitik etkinligi yeterli degildir. RISC yapisinda bulunan substrat miRNA ise, hedef
mRNA'nin 3’-translasyonu olmayan bolgesindeki belirli niikleotitler ile eslesebilmektedir
(278). Bazi durumlarda mRNA-miRNA ikilisini iceren RISC kompleksi, "P cisimcigi (P-

body, processing body)" adi verilen bir organel icerisinde daha sonra islenmek iizere
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Sekil 2.17. miRNA biyojenezi ve etki mekanizmasi ile ilgili olarak ileri siiriilen mekanizmalar (18). AGO,
argonaute; DGCRS, DiGeorge syndrome critical region gene 8; DNA, deoxyribonucleic acid; GTP,
guanosine 5 “triphosphate; GWI182, glycine-tryptophan 182-kDa protein; miRNA, microribonucleic acid;
mRNA, messenger ribonucleic acid; RISC, ribonucleic acid-induced silencing complex; RNA pol, ribonucleic

acid polymerase; UTR, untranslated region.
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Sekil 2.18. miRNA biyojenezi ve etki mekanizmasi ile ilgili olarak ileri siiriilen mekanizmalar (21). Ago,

argonaute; DGCRS, DiGeorge syndrome critical region gene 8; GTP, guanosine 5 “triphosphate; miRNA,
microribonucleic acid; messenger ribonucleic acid; RISC, ribonucleic acid-induced silencing complex; RNA

Pol, ribonucleic acid polymerase.
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Sekil 2.19. miRNA biyojenezi ve etki mekanizmasi ile ilgili olarak ileri siiriilen mekanizmalar (276). DGCRS,
DiGeorge syndrome critical region gene 8; DNA, deoxyribonucleic acid; GWI82, glycine-tryptophan 182-
kDa protein; miRNA, microribonucleic acid; ORF, open reading frame; Pol, ribonucleic acid polymerase;
RISC, ribonucleic acid-induced silencing complex; UTR, untranslated region.

saklanabilmektedir (286). P cisimcigi, RNA ve RNA ile etkilesen enzimler ve proteinlerden
zengindir; burada miRNA'ya bagli mRNA parcalanabilecegi gibi, bir siire bekletilip daha
sonra sitoplazmaya birakilarak yeniden translasyona girmesi de saglanabilir. Ancak,
miRNA'larin esas etki mekanizmasini translasyonun baskilanmasi olusturur. Normal bir
translasyon islemi icin Oncelikle baslangi¢ faktorlerinin mRNA'ya baglanmalar:1 ve bu yolla
mRNA'nin ribozoma yerlestirilmesi gerekir. RISC kompleksinin mRNA'nin 3” translasyonu
olmayan bolgeye (3’-UTR'ye) yerleserek miRNA-mRNA etkilesimini gergeklestirmesi,
baslangic faktorlerinin mRNA'ya baglanmasini bozarak translasyonunu baskilar. Bu temel

mekanizmaya ek olarak, RISC kompleksi translasyonun baglamasindan sonra da mRNA'ya
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baglanabilir ve bu durumda da ribozomlarin ayrilmasiyla translasyon erken sonlanir. RISC
ile birlikte olan AGO'nun ayiric1 etkinligi, miRNA'larin hedefleriyle yiiksek derecede
tamamlayict oldugu ve RNA viriislerinin uzaklastirilmas: amaciyla RNA susturulmasinin
genis Olciide kullamildigr bitkilerde daha sik goriilmektedir (287). Memeli hiicrelerinde
AGO2'nin ayiric1 etkinligi kendi mRNA'lar1 ile biitiinliyle tamamlayic1 olan "small
interfering RNAs (siRNAs)" adi verilen molekiiller hiicrelere uygulandiginda ortaya
cikmaktadir (288). Bunlara ek olarak, miRNA biyojenezinde AGO2'nin katalitik
etkinliginin gerekli oldugu Dicer'dan bagimsiz bir yol oldugu da bildirilmistir (289, 290).
Protein kodlayan mRNA'lara benzer olarak miRNA'larin ekspresyon diizeylerinin kontrolii
transkripsiyonunun, islenmesinin (processing) ve islevlerinin diizenlenmesi, RNA edisyonu
ve niikleustan disar1 ¢ikma sirasinda kontrollii degradasyon araciligiyla oldugu kadar,

epigenetik diizeyde de yapilmaktadir (5, 7, 9, 10, 12, 18, 20-22, 24, 174, 276, 291-293).

2.3.2. Fizyopatolojik Olaylardaki Rolii

Hiicre cogalmasi, farklilasmasi, migrasyonu ve invazyonu, apopitoz, anjiyojenez,
metastaz, metabolizma ve immiin yanit gibi cesitli biyolojik islevlerin diizenlenmesine
katkida bulunan miRNA'larin, ayrica kanser, karaciger, kalp ve bobrek hastaliklari, SIRS,
sepsis, enflamasyon, bakteriyel enfeksiyonlar, psoriyaz, Parkinson hastaligi, Alzheimer
hastaligi, Tourette sendromu, sizofreni ve diyabet gibi pek cok hastaligin baslamasi ve
ilerlemesinde ©6nemli rolii bulunmaktadir. Son yillarda, ©zellikle dolasimda bulunan
miRNA'larin ekspresyon diizeylerinin cesitli hastaliklarda tan1 amaci ile kullanilabilecegine

iliskin ¢aligmalar iizerinde yogunlasilmistir (4, 6-12, 15-19, 21-24).

Son yillarda yapilan caligmalarda, basta kanser olmak iizere pek cok hastaligin
etiyopatojenezinde miRNA'lar ile ilgili islev bozukluklarinin yer aldig1 gosterilmistir. Islev
bozuklugunun olusmasinda cesitli mekanizmalar s6z konusudur (Sekil 2.20). Bunlar
icindeki en Onemli mekanizma miRNA'min ekspresyon diizeyinde olusturdugu

degisikliklerdir. Genetik etkenlerden kaynaklanan ekspresyon degisikliklerine delesyonlar,
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amplifikasyonlar veya translokasyonlar gibi biiyiik Olgekli genom degisiklikleri neden
olmaktadir. miRNA kodlayan dizideki delesyonlar s6z konusu miRNA'nm miktarini ileri
derecede azaltirken, hedefi olan mRNA'nin ve ondan kodlanan proteinin artmasina neden
olur. Amplifikasyonlar ise miRNA miktarmi artirirken, hedef mRNA'nin etkinligini ve
bundan kodlanan proteini azaltir. Translokasyonlarin etkisi ise, yer degistiren DNA
parcasinin yerlesme yerine gore artirict veya azaltict yonde olabilir. Biiyilik dl¢ekli genom
degisikliklerine ek olarak, nokta mutasyonlar1 da miRNA islevini bozabilir. miRNA'y1 ya
da hedefi olan mRNA'y1 kodlayan genlerdeki nokta mutasyonlarina bagl olarak olusan dizi
degisiklikleri, miRNA-mRNA etkilesimini bozarak artirict veya azaltici yonde etki
yapabilir. Bunlar disinda, miRNA'nin ekspresyon diizeyini epigenetik degisiklikler ve
miRNA'nin kodlandig1 genin promotor etkinligindeki degisiklikler etkileyebilir. Epigenetik
degisiklikler kromatin yapisini ve dolayisiyla transkripsiyon icin gerekli proteinlerin DNA
ile etkilesimini degistirmektedir. miRNA'min kodlandigi gen bdlgesinde DNA'nin
metillenmesi ve buna bagh olarak kromatinin kapanmasi transkripsiyonu engellemekte ve
miRNA sentezini bozmaktadir. Sonug olarak, miRNA miktar1 azalirken, hedefi olan mRNA
ve ondan kodlanan protein artmaktadir. Transkripsiyonun baslamasina onciiliik eden, RNA
polimerazin baglanabilecegi bir DNA dizisi olan promotor etkinligi ise ya promotor
dizisindeki ya da bu promotora baglanan transkripsiyon faktorlerindeki degisikliklerden
dolay1 degisebilir. Bu olaylar her iki yonde yani promotor etkinligi artirici veya azaltici
(dolayisiyla miRNA miktarim artiric1 veya azaltici) bicimde sonuglanabilir. miRNA'nin
islenmesinden sorumlu enzimlerle ilgili bir sorun olmasi durumunda da olgun miRNA
olusamayacagindan dolayr miRNA diizeyi azalir. Baz1 seyrek durumlarda enzimler normal
olmasma karsmn, pri-miRNA dizisindeki bir degisiklik nedeniyle islenme
gerceklesmeyebilir. miRNA kodlayan diziler, DNA zincirinin yapisal olarak daha
savunmasiz oldugu ve buna bagh olarak delesyon, amplifikasyon ve viriis insersiyonu gibi
olaylarin daha sik goriildiigii bolgeler olan kirilgan genom bdlgelerinde, normal genom
bolgelerine gore daha yiiksek oranda bulunmaktadirlar. Dolayisiyla, miRNA kodlayan
genlerin bu bolgelerde Obiir bolgelere gore daha fazla bulunmalari onlar1 islev bozukluguna

yatkin duruma getirmektedir (7, 10-12, 15-18, 23, 293).
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miRNA gene

Transcription factor
Myc, E2Fs, p53, BCR-ABL, Twist,
NF-xB, ER-cz, AR, STAT3, ...

* Drosha processing

j{ - level of Drosha
pri-miRNA 5'cap (A)n \ - interacting proteins

ﬁ pre-miRNA

ma'l'ure-miRNAw/ -
mi-RNP /

Target mRNA (Ago, etc)
LR T
S5UTR [TTORET 3UTR )
a&{\'ﬁ"‘ Sequence variation in target site
SUTR [mORE= JUTR X - SNP

- alternative splicing (trkC)

\/X\ Separation of 3'UTR from ORF

I [ ORF T .
SUTR 3’UTRM - chromosomal translocation (HMGA2)

Sekil 2.20. miRNA ekspresyonu veya islevinin deregiilasyonu igin ileri siiriilen mekanizmalar (12). Ago,
argonaute; BCR, B-cell receptor; ER; estrogen receptor; HMGA2, high-mobility group AT-hook 2; miRNA,
microribonucleic acid; mRNA, messenger ribonucleic acid; miRNP, microribonucleic acid particle; NF-kB,
nuclear factor kB; ORF, open reading frame; SNP, single nucleotide polymorphism; STAT, signal transducer
and activator of transcription; trkc, tropomyosin-related kinase C; UTR, untranslated region.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Deney Hayvani

Deneylerde 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik periyodunda senkronize edilen
200-300 g agirhiginda 24 adet erkek Wistar sigan kullanilmistir. Deney hayvanlari
Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Arasgtirma Laboratuvarindan
saglanmustir. Bu tezde siganlar iizerinde yapilan tiim islemler icin Mersin Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan onay alinmistir (Kurulun 18/05/2012 tarihli

ve 15 sayili karar1).

3.1.2. Sarf Malzemesi

B-Aktin proteini i¢in primer antikor (monoclonal anti-f-actin) (A1978, Sigma)

B-Gliserofosfat (G9891, Sigma)

B-Merkaptoetanol (A1108, AppliChem)

o-Sarkomerik aktin proteini i¢in primer antikor (monoclonal anti-o-sarcomeric
actin) (A2172, Sigma)

5,14-HEDGE (Department of Biochemistry University of Texas Southwestern
Medical Center, Dallas, Texas, Amerika)

96 kuyucuklu optik tepkime plag1 (MicroAmp® optical 96-well reaction plate)
(N8010560, Applied Biosciences)

Akrilamit 4K ¢ozeltisi (%30) (161-0157, Bio-Rad)

Aktin proteini i¢in primer antikor (anti-actin antibody [2Q1055]) (ab14128,
Abcam)
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Amonyum persiilfat (A2941, AppliChem)

Aprotinin (A2132, AppliChem)

Asetik asit (64-197, Climax)

Askorbik asit (1.00127, Merck)

Ayirict cam (spacer plate) (10.1 x 8.2 cm, 1.5 mm) (165-3312, Bio-Rad)
Benzamidin (B6506, Sigma)

Bradford reajan1 (B6916, Sigma)

Bromfenol mavisi (A3640, AppliChem)

Coomassie brilliant blue R 250 (1.12553, Merck)

Disodyum hidrojen fosfat, 12 sulu (Na,HPO4.12H,0) (1.06566, Merck)
Ditiyotreytol (dithiothreitol; DTT) (A2948, AppliChem)

DNA saklama kutusu (81 gozlii) (3122278, Greiner)

Diiz tabanli, 96 kuyucuklu kiiltiir plagi (655160, Greiner)

Etilendiamintetraasetik asit (ethylenediaminetetraacetic acid; EDTA) (A2937,

AppliChem)
Etanol (%96) (3221, Riedel-de Haen)

Filtre kagidi (Whatman grade no 3MM chr chromotography paper, cellulose)

(3030-917, Whatman)

Fosforile IkB-a proteini i¢in primer antikor (p-IxB-« (Ser32) goat IgG) (SC-

7977, Santa Cruz)

Fosforile NF-kB p65 proteini i¢in primer antikor (p-NF-xB p65 (Ser536) mouse

monoclonal IgG) (SC-33020, Santa Cruz)

Fosforile TAK1 proteini i¢in primer antikor (phospho-TAKI [Ser412] antibody)

(9339, Cell Signalling)
Gliserol (A2926, AppliChem)
Glisin (A1067, AppliChem)
Hidroklorik asit (hydrochloric acid; HCI) (100314, Merck)
HEPES (A3724, AppliChem)

IkB-o proteini icin primer antikor (/xB-& mouse monoclonal IgG) (SC-1643,

Santa Cruz)
Izobiitanol (A1150, AppliChem)
Potasyum kloriir (potassium chloride; KCI) (1.04936, Merck)
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Potasyum dihidrojen fosfat (potassium dihydrogen phosphate; KH,POy) (1.04873,
Merck)

Kisa cam (short plate) (10.1 x 7.3 cm) (165-3308, Bio-Rad)

Kloroform (1.02431, Merck)

Kriyopreservasyon tiipii (cryo's sterile, 1 ml, 12, 5/38 mm, Skirt) (3123278, Greiner)

Kriyopreservasyon tiipii (cryo's sterile, 2 ml, 12, 5/38 mm, Skirt) (3122278, Greiner)

Kiiltiir plag1 (microplate) (655160, Greiner)

Kiiltiir plag: i¢in yapiskanl kapak (676001, Greiner)

Lopeptin (L9783, Sigma)

LPS (Escherichia coli lipopolisakkaridi, O111:B4) (LPS) (L4130, Sigma)

Metanol (1.06008, Merck)

Mikrosantrifiij tiipli (microcentrifuge tube) (1.5 ml) (616201, Greiner)

miRNeasy Serum/Plasma Kit (217184, Qiagen)

miRNeasy Serum/Plasma Spike-in Control (219610, Qiagen)

miScript Il RT Kit (218161, Qiagen)

miScript PCR control set (218380, Qiagen)

miScript primer assay (218300, Qiagen)

miScript SYBR Green PCR Kit (218073, Qiagen)

Molekiil agirligt belirteci (rainbow marker, full-range) (RPN 800E, Amersham)

Molekiil agirligt belirteci (kaleidoscope prestained standard) (161-0324, Biorad)

MyD88 proteini i¢in primer antikor (MyD88 [F-19]) (sc-8197, Santa Cruz)

Sodyum kloriir (sodium chloride; NaCl) (1.06404, Merck)

Sodyum bikarbonat (sodium bicarbonate; NaHCO3) (1.02405, Merck)

NF-kB p65 proteini i¢in primer antikor (NF-&B p65 mouse monoclonal IgG)
(SC-8008, Santa Cruz)

N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamin (N,N,N',N'-tetramethylethylenediamine; TEMED)
(A1148, AppliChem, Almanya)

Nitroseliiloz membran (nitrocellulose membrane) (162-0112, Bio-Rad)

Niikleer ekstraksiyon kiti (nuclear extraction kit) (10009277, Cayman)

Polymerase chain reaction (PCR) tiipii (PCR reaction tube) (0.2 ml) (683201,

Greiner)
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PCR tiipii (thin-walled, DNase-free, RNase-free PCR tube) (0.2 ml) (671201,
Greiner)

Pipet ucu (3685290, Greiner)

Pipet ucu (3686290, Greiner)

Pipet ucu (685290, Greiner)

Pipet ucu (686290, Greiner)

Pipet ucu (770291, Greiner)

Polistiren tiip (15 ml) (188271, Greiner)

Polistiren tiip (50 ml) (227261, Greiner)

Ponceau S (A1405, AppliChem)

Primer antikorlara 6zgii sekonder antikor (goat anti-rabbit IgG-horseradish
peroxidase) (RPN4301)

Primer antikorlara 6zgii sekonder antikor (sheep anti-mouse IgG-horseradish
Peroxidase) (RPN4201)

Proteinleri goriintiileme ¢6zeltisi (ECL Plus Western Blotting Detection Reagent)
(RPN2133, Amersham, Ingiltere)

Proteinleri goriintiilleme c¢ozeltisi (ECL Prime Western Blotting Detection
Reagent) (RPN2232, Amersham, Ingiltere)

Sodyum dodesil fosfat (sodium dodecyl sulfate; SDS) (A2263, AppliChem)

Serum fizyolojik (Eczacibasi-Baxter)

Sodyum ortovanadat (A2196, AppliChem)

Sodyum pirofosfat (A2197, AppliChem)

S1g1r serum albiimini (bovine serum albumin; SSA) (A7906, Sigma)

Siilfosalisilik asit (A0416, AppliChem)

TAKI proteini i¢in primer antikor (TAKI [D94D7] rabbit mAb) (5206, Cell
Signalling)

Trikloroasetik asit (A1431, AppliChem)

Tris baz (A2264, Applichem)

Tris HCI (A3452, Applichem)

Tween 20 (A4974, AppliChem)

Yagsiz kurutulmus siit tozu (non-fat dry milk) (YKST) (A0830, AppliChem,
Almanya)

58



3.1.3. Techizat

Calkalayici (red rotor orbital shaker) (PR500-176, Hoefer)

Derin dondurucu (dik tip, 410 L, -80°C) (Model U410, New Brunswick)

Derin donduruculu buzdolab1 (Model 1060 T, Arcelik)

Derin donduruculu buzdolab1 (Model 4240 T FH, Arcelik)

Elektroforez sistemi (mini-protean tetra 1 mm) (165-8001, Biorad)

Elektroforez sistemi (wide mini sub cell, 15x10,(170-4469, Biorad)

Giic destegi (power supply) (EV 265 consort power supply, 230 VAC) (PS265-
230V, Hoefer)

Giic kaynagi (1 KVA)

Giic kaynagi (3 KVA)

Hassas terazi (Model APX 200, Denver)

Homojenizator (Ultra-Turrax, T25, Ika)

Jel dokiimentasyon ve analiz sistemi (EC3-CHEMI HR Imaging System) (Ultra-
Violet Products, UVP)

Kan basinci kayit sistemi ve 1siticil1 bélme (Indirect Blood Pressure Recorder
System, Model BPHR 9610, Commat iletisim Ltd.)

Manyetik karistirici (BOE 8056500 magnetic stirrer) (MMS-3000, ACAdapter
220V, Boeco)

pH metre (Orion 3 Star, Thermo, Amerika)

Plak okuma aygit1 (405, 450, 490, 550 ve 630 nm olmak iizere bes adet filtreli)
(ELX800, Biotek)

Sogutmali santrifiij (Model Mikro 22R, Hettich)

Ultrasonik banyo (1sitmali, frekans ayarli) (Elmasonic S 40 / (H), Elma)

Ustten kefeli terazi (Model SPB 52, Scaltec)
ViiA 7 Real-Time PCR System (Model 4453536, Applied Biosystems)
Yari-kuru transfer birimi (TE 77X semi-dry transfer unit) (TE77X, Hoefer)
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3.2. Yontem

3.2.1. In Vivo Cahsmalar

Endotoksik sok modeli daha once tarafimizdan kullandigimiz yonteme gore
olusturularak (70), asagida belirtilen gruplara ayrilan sicanlarda in vivo caligmalar

yapilmistir:

Grup 1: Serum fizyolojik (4 ml/kg, i.p.) (kontrol grubu) (n= 6)
Grup 2: LPS (10 mg/kg, i.p.) (endotoksemik sok grubu) (n= 6)
Grup 3: 5,14-HEDGE (30 mg/kg, s.k.) (n=6)

Grup 4: LPS + 5,14-HEDGE (n= 6)

OAB ve KH'nin kaydi i¢in, siganlarin kuyrugundan 6l¢iim yapilmasina olanak
veren kan basinci kayit sistemi kullanilmistir. Sodyum fosfat tamponu (100 mM, pH 9)
icinde coziilerek hazirlanan 5,14-HEDGE, siganlara serum fizyolojik veya serum
fizyolojik i¢inde coziilerek hazirlanan LPS enjeksiyonundan 1 saat sonra uygulanmistir
(59, 75, 83, 84). Serum fizyolojik veya LPS enjeksiyonundan 6nce ve 4 saat sonra OAB
kaydi alinmistir. Deneyler sonunda, sicanlarin basi sert bir zemine hizla vurularak
sersemletildikten sonra hizla boynundan kanatilarak 6tenazi yapilmasinin ardindan kan,
bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor mezenterik arterleri alinmistir. Alinan kandan
hazirlanan serum Ornekleri miR-150, miR-223 ve miR-297 ekspresyon diizeylerinin
Olciilmesine dek -80°C'de dondurularak saklanmistir. Izole edilen bobrek, kalp, torasik
aort ve siiperiyor mezenterik arterlerden hemen sitozolik ve niikleer fraksiyonlar
hazirlanarak toplam protein diizeyleri, sitozolik MyD88, TAKI1, fosforile TAK1, IxB-a
ve fosforile IkB-a, sitozolik/niikleer NF-xB p65, fosforile NF-xB p65, aktin, o-
sarkomerik aktin ve B-aktin protein ekspresyonlarmin olgiilmesi amaci ile -80°C'de
saklanmistir. Serum ve doku Orneklerinde Olciilen parametreler Cizelge 3.1'de

Ozetlenmistir.
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Cizelge 3.1. Serum, bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor mezenterik arter orneklerinde olgiilen
parametreler.

.. Torasik Siiperiyor
Olciilen Parametre Serum Bobrek Kalp Mezenterik

Aort Arter

miRNA ekspresyon diizeyi
miR-150 +
miR-223 +
miR-297 +
Protein ekspresyonu

Sitozolik MyD88 ---
Sitozolik TAK1 -—-
Sitozolik fosforile TAK1 -
Sitozolik IkB-ou ---
Sitozolik fosforile IxB-ol ---
Sitozolik NF-kB p65 ---
Sitozolik fosforile NF-kB p65 ---
Niikleer NF-xB p65 ---
Niikleer fosforile NF-kB p65 -
Aktin -—-
a-Sarkomerik aktin -—-
B-Aktin

N N e e e e

+

+
+

(+), Olgiim yapildi; (-), 6l¢iim yapilmadi. IxB, kB inhibitorii; miR, mikroRNA; MyD, miyeloit
farklilagma faktorii; NF-xB, niikleer faktor kB; TAK, transforme edici bilyiime faktorii ile etkinlestirilen
kinaz.

3.2.2. Serum Orneklerinin Hazirlanmasi ve miR-150, miR-223 ve miR-297

Ekspresyon Diizeylerinin Olciilmesi

Kanlar oda sicakliinda 30 dakika bekletildikten sonra cam bir baget ile
defibrinize edilip, 23.910 x g'de 15 dakika 4°C'de santrifiij edilmistir. Ayrilan serum
ornekleri kullanilincaya kadar -80°C'de dondurularak saklanmigstir. Serum miR-150,
miR-223 ve miR-297 ekspresyon diizeyleri miRNeasy Serum/Plasma Kit, miScript Il RT
Kit ve miScript SYBR Green PCR Kit adli kitlerin prospektiislerinde yazildig1 bicimde
hazirlanan orneklerde ViiA 7 Real-Time PCR System kullanilarak ol¢iilmiistiir.

Serumdan miRNA igeren toplam RNA miRNeasy Serum/Plasma Kit adli kit
kullanilarak saflastirilmistir. Kisaca, miRNeasy Serum/Plasma Spike-In Control tizerine
300 pl RNase-free water eklenerek 2x10' copies/ul stok ¢ozelti, 16 ul RNase-free
water iizerine stok ¢ozeltiden (2x10' copies/ul) 4 ul eklenerek 4x10° copies/ul, 48 ul
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RNase-free water iizerine 4x10° copies/ul cozeltisinden 2 ul eklenerek 1.6x10°
copiesipl ve 78 ul RNase-free water iizerine 4 x 10° copies/ul ¢ozeltisinden 2 ul
eklenerek 1x10° copies/ul degisik miktarlarda kopya iceren miRNeasy serum/plasma
spike-in control working solution c¢ozeltileri hazirlanmigtir. Dondurulmus serumlar
37°C'de timiiyle ¢oziinene dek bekletilmis, mikrosantrifiij tiiplerinde 200 ul serum
tizerine 1 ml QIAzol lysis reagent eklenip, karistirilmistir. Lizatlar 5 dakika oda
sicakliginda bekletilerek, iizerlerine 3.5 pl miRNeasy serum/plasma spike-in control
(1.6x10® copies/ul) working solution eklenip, karstirildiktan sonra iizerlerine 200 pl
kloroform eklenip, 15 saniye vorteks ile karistirilmistir. Lizatlar 2-3 dakika oda
sicakliginda bekletilmis, 4°C'de 12.000 x g'de 15 dakika santrifiij edilerek oda
sicakligina gelinceye dek bekletilmistir. En iistteki renksiz sulu fazlardan (RNA igceren
faz) 600 pl alimip mikrosantrifiij tiiplerine konularak, tizerlerine 900 pl etanol (%96)
eklenmis, tiipler asag1 yukar1 sallanarak yavasca karistirilmistir. Alman 700 pl 6rnek
toplama tiipleri (2 ml) icindeki RNeasy MinElute spin column icine konulup, kolonlarin
kapaklar1 kapatilarak tiipler 15°C'de 12.000 x g'de 15 saniye santrifiij edilmis, tiiplerde
toplanan sivi atilarak, kalan Orneklerin tiimii alinip, toplama tiipleri icindeki RNeasy
MinElute spin column ig¢ine konulmus, tiipler 15°C'de 12.000 x g'de 15 saniye santrifiij
edilmis ve tiiplerde toplanan sivi atilmistir. RNeasy MinElute spin column igine 700 ul
RWT working solution (kit icerisindeki RWT sisesine 30 ml etanol [%96] eklenerek
hazirlanmigtir) konulduktan sonra, kolonlarin kapaklar1 kapatilarak tiipler 15°C'de
12.000 x g'de 15 saniye santrifiij edilmis, tiiplerde toplanan sivi atilmis, RNeasy
MinElute spin column i¢ine 500 ul RPE working solution (kit icerisindeki RPE sisesine
44 ml etanol [%96] eklenerek hazirlanmistir) konularak, kolonlarin kapaklari
kapatilmis, tiipler 15°C'de 12.000 x g'de 15 saniye santrifiij edilmis ve tiiplerde toplanan
stvi atilmistir. RNeasy MinElute spin column igine 500 pl etanol (%80) konulmus,
kolonlarin kapaklar1 kapatilmais, tiipler 15°C'de 12.000 x g'de 2 dakika santrifiij edilmis,
RNeasy MinElute spin column dikkatlice ¢ikarilarilmis ve toplama tiipleri icindeki sivi
ile birlikte atilmistir. RNeasy MinElute spin column yeni toplama tiipleri (2 ml) i¢ine
konularak, tiiplerin icindeki kolonlar agzi agik olarak aralarinda bir bosluk birakilip
santrifiije yerlestirildikten sonra 15°C'de 23.910 x g'de 5 dakika santrifiij edilmis,
kolonlar dikkatlice ¢ikarilmis ve toplama tiipleri icindeki sivi ile birlikte atilmistir.

Kolonlarin kapaklar1 kesildikten sonra kriyoprezervatif tiipler (1 ml) i¢ine konulmus,
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kolonlarin tam ortasina 14 ul RNase-free water eklenerek kapaklar1 kapatilmis ve
15°C'de 10.000 x g'de 1 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminin ardindan,
kolonlar atilmis ve kriyoprezervatif tiiplerde yaklagik 12 ul RNA eliiat1 (femplate RNA)
elde edilmistir. Eliiatlar quantitative real time polymerase chain reaction (QRT-PCR)

calismalarinda kullanilmak iizere -80°C'de saklanmustir.

Serum miR-150, miR-223 ve miR-297 ekspresyon diizeyleri miScript Il RT Kit ve
miScript SYBR Green PCR Kit adlhi kitler kullanilarak qRT-PCR yontemi ile
Olctilmiistiir. Kisaca, serumdan elde edilen her bir RNA 6rnegi i¢in 0.5 ml'lik tiipler
kullanilarak reverse transcription master mix (RTMM) cozeltisi (4 pl 5x miScript
HiFlex buffer, 2 pl 10x miScript nucleics mix, 7 ul RNase-free water, 2 pl miScript
reverse transcriptase mix ve 5 pl template RNA; toplam 20 pl) hazirlanmistir. Ayrica,
miRNAeasy serum/plasma spike-in control standart egrisi i¢in reverse transcription
reaction (RTR) cozeltisi (2.2 pl [2.2x10° copies/ul] miRNeasy serum/plasma spike-in
control [1x10® copies/ul], 2 ul (100 ng) total RNA sample, 4 pl 5x miScript HiFlex
buffer, 2 pl 10x miScript nucleics mix, 7.8 pl RNase-free water ve 2 Wl miScript reverse
transcriptase mix; toplam 20 pl) hazirlanmistir. Total RNA sample, 1 pl 1.2kb
kanamycin positive control RNA (0.5 pg/ul) iizerine 9 pl RNase-free water eklenerek
hazirlanmigtir. RTMM ve RTR tiipleri yavasca karistirilmis, 1.000 x g'de 4°C'de
santrifiij edildikten sonra buzda bekletilmistir. Daha sonra 37°C'de 60 dakika inkiibe
edilen RTMM ve RTR tiipleri, miScript reverse transcriptase mix'i etkisizlestirmek i¢in
95°C'de 5 dakika inkiibe edildikten sonra buzda bekletilmistir. RTMM ve RTR tiipleri
tizerine 200 pl RNase-free water eklenerek miRNeasy serum/plasma spike-in control
derisimi  1x10° copies/ul  olacak bicimde sirasiyla femplate Tamamlayici
deoksiriboniikleik asit (complementray deoxyribonucleic acid; cDNA) ve template
cDNA diliisyonlar1 elde edilmistir. miRNAeasy serum/plasma spike-in control standart
egrisi i¢in, Cizelge 3.2'de belirtildigi gibi, 0.2 ml'lik tiipler kullanilarak template cDNA

diliisyonlart hazirlanmistir.
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Cizelge 3.2. miRNAeasy serum/plasma spike-in control standart egrisi icin ¢cDNA diliisyonlarinin
hazirlanmasinda kullanilan cDNA/¢6zelti miktarlar:.

Tiip ¢DNA RNase-Free  Concentration Spike-In PCR'da Kullamlan

Water Control Hacim
1 20 pl dilile cDNA 20 pl 5x10° copies/l 2 ul (1x10° copies/pl)
2 Tiip 1'den 5 pl 45 ul 5x10” copies/ul 2 ul (1x10” copies/pl)
3 Tiip 2'den 5 pl 45 ul 5x10° copies/l 2 ul (1x10" copies/pul)
4 Tiip 3'ten 5 ul 45 ul 5x10° copies/l 2 ul (1x107 copies/pl)

cDNA, tamamlayici deoksiriboniikleik asit; PCR, polymerase chain reaction.

miR-150, miR-223 veya endojen kontrol olarak Hs_RNU6B_2 (small nuclear
ribonucleic acid; snRNA) kullamlmistir. miScript primer assays ile Ce_miR-39_1
miScript primer assay, miR-150, miR-223, miR-297, Hs_RNU6B_2 ve Ce_miR-39_1
miScript primer assay iceren viyallerin 1 dakika santrifiij edilmesinin ardindan,
viyallerin icine 550 pl Tris/EDTA (TE) ¢ozeltisi (pH 8; 1 ml Tris/HCI [1 M, pH 8,
otoklavlanmis], 0.2 ml EDTA [0.5 M, pH 8, otoklavlanmig], 98.8 ml distile su) ve 4-6
kez vorteks ile karistirilarak hazirlanmistir. qRT-PCR icin 6zel tasarlanmig olan 96
cukurlu plagin (MicroAmp® optical 96-well reaction plate) ornekler icin ayrilan her bir
cukura toplam hacim 25 pl olacak bicimde 12.5 pl 2x QuantiTect® SYBR green PCR
master mix, 2.5 Wl 10x miScript universal primer, 2.5 pl 10x miScript primer assay
(miR-150, miR-223 veya Hs_RNU6B_2), 5.5 ul RNase-free water ve 2 ul template
cDNA eklenmistir. miR-297 ile yapilan ¢aligmalarda ise, drnekler i¢in ayrilan her bir
cukura toplam hacim 25 pl olacak bicimde 12.5 pl 2x QuantiTect® SYBR green PCR
master mix, 2.5 pl 10x miScript universal primer, 4 Wl 10x miScript primer assay (miR-
297), 4 pl RNase-free water ve 2 pl template cDNA eklenmistir. miRNAeasy
serum/plasma spike-in control standart egrisi i¢in ayrilan her bir ¢ukura toplam hacim
25 ul olacak bigimde 12.5 pul 2x QuantiTect® SYBR green PCR master mix, 2.5 pl 10x
miScript universal primer, 2.5 pl 10x Ce_miR-39_1 miScript primer assay, 5.5 pl
RNase-free water ve 2 pl template cDNA diliisyonu eklenmistir. Negatif kontrol i¢in
ayrilan her bir cukura ise toplam hacim 25 pl olacak bicimde 12.5 pl 2x QuantiTect®
SYBR green PCR master mix, 2.5 pl 10x miScript universal primer ve 10 ul RNase-free
water eklenmistir. Plaklar Cizelge 3.3'te belirtilen kosullarda qRT-PCR'de inkiibe

edilmistir.
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Cizelge 3.3. miR-150, miR-223, miR-297 ve Hs_RNU6B_2 ekspresyon diizeylerinin ol¢iilmesinde
kullanilan qRT-PCR kosullari.

Asama Siire Sicakhik
Etkinlesme (HotStarTag DNA polimerazin etkinlestirilmesi) 15 dakika 95°C
45 dongii

Denatiirasyon (denaturation) 15 saniye 94°C
Baglanma (annealing) 30 saniye 55°C
Uzama (extension) 30 saniye 70°C

DNA, deoksiriboniikleik asit; miR, mikroriboniikleik asit; qRT-PCR, quantitative real time polymerase
chain reaction.

miRNA diizeyleri karsilastirmali esik dongii (comparative threshold cycle; CT)
yontemi kullanilarak hesaplanmig, sonuclar endojen kontrol olarak kullanilan

Hs_RNU6B_2 degerlerine normalize edilerek gosterilmistir.

3.2.3. Doku Orneklerinde Toplam Protein Diizeyinin Belirlenmesi

Doku orneklerinde toplam protein diizeyi Coomassie mavisi yontemi ile
Olctilmiistiir (70, 294). Kisaca, standart olarak kullanilan SSA'nin %1 (agirlik/hacim)
biciminde distile suda hazirlanan stok cozeltisinden, 0-50 pl SSA igeren dizi
diliisyonlart (0-50 pg/ml) hazirlanmis ve toplam hacimleri distile su ile 800 pl'ye
ayarlanmistir. Ayn1 bicimde, 5 pl siipernatant tizerine 795 pl distile su eklenerek 800 pl
hacimde c¢ozeltiler hazirlanmistir. Bu cozeltiler lizerine 200 pl Bradford reajani
eklenmis, bu cozeltilerden alinan 100 pl 6rnek (ayn1 6rnekten 2 kez olmak iizere) kiiltiir
plagina aktarilmis ve Orneklerin verdikleri absorbanslar, kiiltiir plag1 okuyucuda, 630
nm'de okunmustur. SSA derigimlerine karsi elde edilen absorbanslardan yararlanilarak,
dogrusal regresyon yontemi ile, SSA'min kalibrasyon dogru denklemleri belirlenmistir.
Bu denklemlerden yararlanilarak, orneklerde okunan absorbans degerlerinden protein

diizeyleri bulunmustur.
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3.2.4. Doku Orneklerinde Sitozolik MyD88, TAK1, Fosforile TAKI1, IxBa ve
Fosforile IxkBa ile Sitozolik/Niikleer NF-kB p65, Fosforile NF-xB p65

ve Aktin Protein Diizeylerinin Olciilmesi

Doku orneklerinde sitozolik ve niikleer fraksiyonlar Nuclear Extraction Kit adli
kitin prospektiisiinde yazildig1 bi¢imde hazirlanmistir. Kisaca, dokular tartilarak, kiigiik
parcalara ayrilmis ve Onceden sogutulmus cam-teflon homojenizasyon tiiplerine
konularak, buz i¢inde bekletilmistir. 1 g doku iizerine 3 ml soguk DTT ve Nonidet P-40
iceren 1X hypotonic buffer eklendikten sonra, dokular cam-teflon homojenizatorde
homojenize edilerek, 15 dakika buzda inkiibe edilmistir. Homojenatlar ©nceden
sogutulmus mikrosantrifiij tiiplerine aktarildiktan sonra tiiplerin 4°C'de 300 x g'de 10
dakika santrifiij edilmesinin ardindan siipernatantlar dnceden sogutulmus ve "tiip 1"
olarak kodlanan mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmistir. Pelletlerin iizerine 500 pl 1X
hypotonic buffer eklendikten sonra pipet ile resiispande edilmis ve drnekler 15 dakika
buzda inkiibe edilmistir. Orneklerin iizerine 50 ul Nonidet P-40 (%10) eklenerek pipet
ile karigtirildiktan sonra, tiipler 4°C'de 14.000 x g'de 30 saniye santrifiij edilmistir.
Sitozolik fraksiyonu iceren siipernatantlar iizerinde "Tiip 1" yazan mikrosantrifiij
tiplerine kiigilk hacimlerde aktarildiktan sonra -80°C'de saklanmistir. Sitozolik
fraksiyon elde edilen pelletlerin iizerine 50 pl soguk 1X nuclear extraction buffer
eklendikten sonra pipet ile resiispande edilmis ve 15 saniye en yiiksek devirde vorteks
ile karigtirlmistir. Buz i¢indeki tiipler 15 dakika ¢alkalayicida inkiibe edilmis, 30 saniye
en yliksek devirde vorteks ile karistirllmig, 15 dakika calkalayicida inkiibe edilmis ve
4°C'de 14.000 x g'de 10 dakika santrifiij edilmistir. Niikleer fraksiyonu iceren
siipernatantlar Onceden sogutulmus mikrosantrifiij tiiplerine kii¢iik hacimlerde

aktarildiktan sonra -80°C'de saklanmistir.

Sitozolik MyD88, TAKI, fosforile TAKI1, IkB-a ve fosforile IxkB-a ile
sitozolik/niikleer NF-kB p65, fosforile NF-xB p65, aktin, a-sarkomerik aktin ve f-aktin
protein diizeyleri daha 6nce tanimlanan yontemlere gore Olctilmiistiir (59, 61, 75, 83,
84). Calismalarda alt jel olarak 6.7 ml %30'luk akrilamit 4K ¢6zeltisi, 5 ml tris ¢ozeltisi
(1.5 M, pH 8.8), 0.2 ml %10'Tuk SDS ¢ozeltisi, 7.9 ml distile su, 0.2 ml %10'luk
amonyum persiilfat ¢cozeltisi ve 0.008 ml TEMED, iist jel olarak da 1.7 ml %30'luk
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akrilamit 4K cozeltisi, 1.25 ml tris ¢ozeltisi (1 M, pH 6.8), 0.1 ml %10'luk SDS
cozeltisi, 6.8 ml distile su, 0.1 ml %10'Tuk amonyum persiilfat ¢ozeltisi ve 0.01 ml
TEMED kullanilmustir. Ust jelde olusturulan ¢ukurlardan birinci ¢ukura 5 pl molekiil
agirhig belirteci, onuncu cukura ise 10 pl Laemmli 6rnek tamponu eklenmistir.
Elektroforez tampon ¢ozeltisi olarak 500 ml distile su icinde 15 g tris, 72 g glisinve 5 g
SDS iceren bir ¢ozelti (pH 8.3) hazirlanmis ve kullanilmadan hemen 6nce 1/10 oraninda

seyreltilerek pH degeri 8.3'e ayarlanmistir.

40 pl HEPES tamponu icinde 100 pg toplam protein ve 5 pl Laemmli 6rnek
tamponu (5 ml tris ¢ozeltisi [0.5 M, pH 6.8], 4 ml gliserol, 40 mg bromfenol mavisi, 0.8
g SDS ve 0.8 ml B-merkaptoetanol 10 ml distile su iginde) iceren doku
homojenatlarindan hazirlanan ve -80°C'de dondurulmus olan Ornekler ¢6ziindiikten
sonra 2 dakika kaynar su i¢cinde bekletilmis, 4°C'de 23.810 x g'de 5 dakika santrifiij
edilmis, 30 pl'de 75 pg toplam protein olacak bicimde iist jelde olusturulan ¢ukurlardan
ikinci ve dokuzuncu cukurlara eklenmis ve %10 SDS-poliakrilamit jel elektroforez

yontemi ile yaklagik 2 saatlik bir siirede ayrilmistir.

Jeldeki proteinler ise yari-kuru aktarma (semi-dry transfer) yontemi ile 4.5 saatlik
bir siirede nitroseliiloz membrana aktarilmistir. Bu islem icin 800 ml distile su icinde
5.8 g tris, 2.9 g glisin ve 0.37 g SDS igeren bir cozelti (pH 8.3) hazirlanmis ve
kullanilmadan hemen 6nce pH degeri 8.3'e ayarlanarak iizerine 200 ml metanol (%20)

eklenmistir.

Jelden proteinlerin nitroseliloz membrana ne derecede aktarildiginin
anlagilabilmesi i¢in, jeller proteinleri 6zgiil olmayan bir bicimde geri doniistimsiiz
olarak baglayan Coomassie mavisi boyama yontemi ile boyanmistir (295). Coomassie
mavisi ¢ozeltisi (1 litre distile su i¢inde 0.25 g Coomassie brilliant blue R 250, 400 ml
metanol ve 70 ml asetik asit) i¢cinde 4°C'de 12 saat inkiibe edilen jeller, boyasizlagtirma
cozeltisi [ (destaining solution 1) (20 ml metanol, 3.5 ml asetik asit ve 26.5 ml distile su)
icinde 30 dakika inkiibe edildikten sonra, boyasizlasgtirma ¢ozeltisi Il (destaining
solution 1) (3.5 ml asetik asit, 2.5 ml metanol, 44 ml distile su ve 0.5 ml gliserol) icinde

inkiibe edilmistir. Jelin zeminindeki mavi renk acilincaya dek boyasizlastirma ¢ozeltisi
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II' 1 veya 2 kez degistirilmistir. Ayrica, jelden proteinlerin nitroseliiloz membrana ne
derecede aktarildigimnin anlasilabilmesi icin membranlar proteinleri geri doniigtimlii
olarak baglayan Ponceau S boyast (100 ml distile su icinde 2 g Ponceau S, 30 g
trikloroasetik asit, 30 g siilfosalisilik asit; kullanilmadan hemen 6nce 1/10 oraninda

distile su ile seyreltilmistir) ile boyanmis ve distile su ile yikanmistir (296).

Proteinlerin jelden membrana aktariminin saglandigi goriildiikten sonra,
membranlar Tris tampon ¢ozeltisi (TTC) (3 g tris, 8 g NaCl, 2 g KCI ve 0.5 ml Tween
20 [%0.05] 1 litre distile icinde, pH 7.4) ile 1 kez 5 dakika yikanmis, %5 YKST iceren
TTC ile oda sicakliginda 1 saat bloke edilmis ve TTC ile 5 kez 10 dakika siire ile
yikanmig, ardindan da primer antikorlar ile 4°C'de 12 saat inkiibe edilmistir.
Membranlar, baglanmamis proteinler TTC ile 3 kez 5 dakika yikanarak
uzaklastirildiktan sonra, sekonder antikorlar ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmis,
ardindan da TTC ile 3 kez 10 dakika siire ile yikanmistir. Baz1 deneylerde MyD8S8,
fosforile TAK1, fosforile IxkB-a ve fosforile NF-kB 65 proteinleri i¢in kullanilan
membranlar, TTC ile 1 kez 5 dakika siire ile yikandiktan sonra, %2 YKST + %2 SSA
karisimi ile oda sicakliginda 1 saat bloke edilmis, TTC ile 5 kez 10 dakika siire ile
yikanmig ve aktin, TAK1, IkB-a ve/veya NF-xB 65 proteinleri i¢in primer ve sekonder
antikorlar ile inkiibe edilmeye hazir duruma getirilmistir. Bu membranlar primer
antikorlar ile oda sicakliginda 2 saat veya 4°C'de 12 saat inkiibe edilerek baglanmamis
proteinler TTC ile 3 kez 5 dakika yikanarak uzaklastirildiktan sonra, sekonder antikorlar
ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmis ardindan da TTC ile 3 kez 10 dakika siire ile

yikanmistir.

MyD88, TAKI, fosforile TAK1, IkB-a, fosforile IkB-a, NF-kB p65, fosforile
NF-kB p65, aktin, o-sarkomerik aktin ve B-aktin, protein ekspresyonlarinin en iyi
bicimde ol¢iilebilmesi i¢in yapilan islemler ve kullanilan antikorlarin 6zellikleri Cizelge

3.4'te 6zetlenmistir.
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Cizelge 3.4. Sitozolik MyD88, TAKI, fosforile TAK1, IkB-o ve fosforile IkB-a. ile sitozolik/niikleer
NF-kB p65, fosforile NF-kB p65 ve aktin protein diizeylerinin Olgiilmesinde yapilan islemler ve
kullanilan antikorlarin 6zellikleri.

Molekil Membran
Protein Agirh@ . Primer Antikor Sekonder Antikor
(kDa) Blokaji
Sheep anti-mouse 1gG-
%5 YKTS,I:r MyDS88 (F-19) (sc-8197, horseradish peroxidase
;(éierl;fi{cl odg Santa Cruz) (RPN 4201, Amersham)
MyDS8 33 sicakliginda 1 %5 SSA igeren TTEJ 1?1nde 9%0.1 SSA igeren TTC i¢inde
. (1:500 oraninda), 4°C'de 12 | (1:1.000 oraninda), oda
saat; 4 kez 10 L 5
dakika siire saat inkiibasyon; 3 kez 5 sicakliginda 1 saat
TTC ile yikama dakika siire TTC ile yikama | inkiibasyon; 3 kez 10 dakika
Y TTC ile ytkama
Goat Anti-Rabbit 1gG-
TAKI (D94D7) rabbit mAb | Horseradish Peroxidase)
(5206, Cell Signalling) (RPN4301, Amersham)
TAK] 67 e %5 SSA igeren TTC icinde | %0.1 SSA igeren TTC i¢inde
(1:500) oraninda), 4°C'de 12 | (1:1.000 oraninda), oda
saat inkiibasyon; 3 kez 5 sicaklifinda 1 saat
dakika siire TTC ile yikama |inkiibasyon; 3 kez 10 dakika
TTC ile ytkama
%5 YKST | Phospho-TAKI (Ser412) | Goa! Anti-Rabbit IgG-
. TTC antibody (9339, Cell Horseradish Peroxidase)
;(éierl;fi{cl oda Signalling) ’ (RPN4301, Amersham)
F%i%ﬂlle ~67 sicakliginda 1 | %5 SSA iceren TTC i¢inde Z)Ol loggﬁr;if;a;rzﬁggmde
saat; 4 kez 10 (1:500) oraninda), 4°C'de 12 U ’
Do L sicaklifinda 1 saat
dakika siire saat inkiibasyon; 3 kez 5 inkiib. - 3 kez 10 dakik.
TTC ile yikama | dakika siire TTC ile yikama mnxubasyon, 5 xez a
TTC ile ytkama
Sheep anti-mouse 1gG-
IxB-a mouse monoclonal horseradish peroxidase
IgG (SC-1643, Santa Cruz) | (RPN 4201, Amersham)
IKB-at _ 41 ok %5 SSA igeren TTC icinde | %0.1 SSA iceren TTC icinde
(1:500) oraninda), 4°C'de 12 | (1:1.000 oraninda), oda
saat inkiibasyon; 3 kez 5 sicakliginda 1 saat
dakika siire TTC ile yikama | inkiibasyon; 3 kez 10 dakika
TTC ile ytkama
Sheep anti-mouse 1gG-
;%)SreleKgg p-IxB-a (Ser 32) goat IgG | horseradish peroxidase
iginde oda (SC-7977, Santa Cruz) (RPN 4201, Amersham)
Fosforile 4l s(fc akh"ln da 1 %5 SSA igeren TTC icinde | %0.1 SSA iceren TTC icinde
IkB-a - & (1:500) oraninda), 4°C'de 12 | (1:1.000 oraninda), oda

saat; 4 kez 10
dakika siire
TTC ile yikama

saat inkiibasyon; 3 kez 5
dakika stire TTC ile yitkama

sicakliginda 1 saat
inkiibasyon; 3 kez 10 dakika
TTC ile ytkama
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Cizelge 3.4. (devam) Sitozolik MyD88, TAKI, fosforile TAKI, IxkB-o. ve fosforile IkB-o ile
sitozolik/niikleer NF-kB p65, fosforile NF-kB p65 ve aktin protein diizeylerinin 6l¢iilmesinde yapilan

islemler ve kullanilan antikorlarin 6zellikleri.

Molekiil

Protein Agirhg Membr_an Primer Antikor Sekonder Antikor
Blokaji
(kDa)
Sheep anti-mouse 1gG-
NE-KB p65 mouse horseradish peroxidase (RPN
monoclonal IgG (SC-8008,
Santa Cruz) 4201, Amersham)
NF-kBp65 | 65 i %5 SSA iceren TTC iginde | /r0; 004 i6eren TTC icinde
) i (1:1.000 oraninda), oda
(1:500) oraninda), 4°C'de sicakliginda 1 saat
12 saat inkiibasyon; 3kez 5 | ;1\ iibasyon; 3 kez 10 dakika
dakika siire TTC ile yitkama . ;
TTC ile ytkama
Sheep anti-mouse 1gG-
%5 YKST p-NF-&8 p65 (Ser 536) horseradish peroxidase (RPN
iceren TTC mouse monoclonal 1gG (SC-
L2, 4201, Amersham)
. icinde, oda 33020, Santa Cruz) . ..
Fosforile - . .. 9%0.1 SSA igeren TTC i¢inde
~65 sicaklifinda 1 %5 SSA igeren TTC icinde .
NF-xB p65 . o (1:1.000 oraninda), oda
saat; 4 kez 10 | (1:500) oraninda), 4°C'de sicakliginda 1 saat
dakika siire 12 saat inkiibasyon; 3 kez 5 |. | .. & ] .
TTC ile vik. dakika siire TTC ile vik inkiibasyon; 3 kez 10 dakika
C ile yrtkkama a siire TTC ile yikama TTC ile yikama
Lo . Sheep anti-mouse 1gG-
Anti-actin antibody horseradish peroxidase (RPN
[201055] (abl4128, 201 A "
Abcam) ) Lmers am) ..
Aktin 43 _— %5 SSA igeren TTC iginde | /00:1 SSA iceren TIC icinde
] o (1:1.000 oraninda), oda
(1:500) oraninda), 4°C'de sicakliginda 1 saat
12 saat inkiibasyon; 3 kez 51 ;o Cvon- 3 kez 10 dakika
dakika siire TTC ile yitkama asyon,
TTC ile ytkama
) . Sheep anti-mouse 1gG-
Monoclon.al anti- o horseradish peroxidase (RPN
sarcomeric Actin) (A2172,
Sigma) 4201, Amersham)
a—Sarkome— 43 Lk %5 SSA iceren TTC icinde %Q.l SSA iceren TTC icinde
rik aktin s (1:1.000 oraninda), oda
(1:500) oraninda), 4°C'de sicakliginda 1 saat
12 saat inkiibasyon; 3kez 5 1 vinacvon: 3 kez 10 dakika
dakika siire TTC ile yitkama . ’
TTC ile ytkama
Cop Sheep anti-mouse 1gG-
Anii- fr-aktin mouse horseradish peroxidase (RPN
monoclonal IgG
(A1978, Sigma) 4201, Amersham)
B-aktin | 4245 _— %5 SSA igeren TTC iginde | ¢0-1 SSA iceren TIC iginde

(1:500) oraninda), 4°C'de
12 saat inkiibasyon; 3 kez 5
dakika siire TTC ile yitkama

(1:1.000 oraninda), oda
sicakliginda 1 saat
inkiibasyon; 3 kez 10 dakika
TTC ile ytkama

* Daha once kullanilip da yeniden kullanima hazir duruma getirilen membranlar kullanilmistir. IkB, «B
inhibitorii; MyD, miyeloit farklilagsma faktorii; NF-kB, niikleer faktor kB; TAK, transforme edici biiyiime
faktorii ile etkinlestirilen kinaz; SSA, sigir serum albumini; TTC, tris tampon ¢ozeltisi; YKST, yagsiz
kurutulmus siit tozu.
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3.2.5. immiinoreaktif Proteinlerin Analizi

Coomassie mavisi boyama yontemi ile boyanan jeller dogrudan, nitroseliiloz
membranda bulunan immiinoreaktif proteinler ise membranlarin goriintiileme c¢ozeltisi
ile inkiibe edilmesinin ardindan jel dokiimentasyon ve analiz sistemi kullanilarak
belirlenmistir. Jel dokiimantasyon ve analiz sistemi ile goriintiillenen immiinoreaktif
proteinlerin yogunluk analizi bir yazilim programi (NIH image software; ImageJ 1.46r,
Wayne Rasband, National Institute of Health, Bethesda, MD, USA) kullanilarak

yapilmistir.

3.2.6. Verilerin Analizi

Sonuclar ortalamazortalamalarin standart hatas1 biciminde g0Osterilmistir.
Kullanilan sican sayisi n ile ifade edilmistir. Istatistiksel karsilastirmalar i¢in tek-yonlii
varyans analizi (analysis of variance; ANOVA) ve ardindan Student-Newman-Keuls
coklu kargilagtirmalar testi veya Kruskal-Wallis testi ve ardindan Dunns ¢oklu
karsilagtirmalar testi ile Student ¢ testi veya Mann-Whitney U testleri kullanilmistir. Bu
testler GraphPad Prism version 5.01 for Windows (GraphPad Software, San Diego
California USA, http://www.graphpad.com) programi kullanilarak yapilmistir. Istatiksel
olarak 0.05'ten kii¢iik P degerleri anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. 5,14-HEDGE'nin LPS'ye Verilen Kardiyovaskiiler Yamt Uzerindeki
Etkisi

Sicanlara serum fizyolojik ve/veya LPS enjeksiyonundan 1 saat sonra uygulanan
5,14-HEDGE ile OAB ve KH'de olusan degisiklikler ile ilgili bulgular Cizelge 4.1 ve
Sekil 4.1'de verilmistir.

5,14-HEDGE tek basina uygulandiginda OAB ve KH degerlerinde bir degisiklik
olusturmamigtir (P > 0.05). LPS ile birlikte 5,14-HEDGE uygulanan grupta, LPS
enjeksiyonundan 1 saat sonra azalan OAB ve artan KH, 5,14-HEDGE
uygulanmasindan sonraki birinci, ikinci ve iiciincii saatlerde 6nlenmistir (P < 0.05).
LPS ile birlikte 5,14-HEDGE uygulanan grup, LPS grubu ile karsilastirildiginda ise
5,14-HEDGE'nin, ET ile olusan OAB'deki azalmay1 ve KH'deki artmay ikinci, {iciincii
ve dordiincii saatlerde onledigi goriilmiistiir (P < 0.05). LPS ile birlikte 5,14-HEDGE
uygulanan grupta oOlciilen OAB ve KH degerleri arasindaki farklilik birinci saat
degerleri disinda kontrol grubundan farkli degildir (P > 0.05).

Bu bulgular, LPS uygulanmasindan 1 saat sonra olusan hipotansiyon ve
takikardiye endojen olarak 20-HETE olusumundaki azalmanin katkida bulunabilecegini
diisiindiirmektedir. Bulgularimiz, ayrica, LPS'nin OAB ve KH'de neden oldugu
degisikliklerin 5,14-HEDGE ile 6nlenebilecegini gostermektedir.

72



Cizelge 4.1. Kontrol ve endotoksemik sicanlarda 5,14-HEDGE'nin OAB ve KH tizerindeki etkisi.

LPS uygulanmasindan sonra gecen siire (saat)

0 1 2 3 4
Kontrol
OAB 12430+1.33  124.50+0.67 125.000.86 125.70+1.38 126.2020.91
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
KH 323.5023.27  324.20+4.44 321.5043.12 327.30+1.56 329.70+3.06
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
LPS
OAB 127.2040.60  86.50+3.93" 90.50+3.18" 84.33+4.26°  90.835.317°
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
KH 317.00£2.98 380.80+9.44"  397.00£9.63"  395.70+7.68"°  404.20+8.53"
(n=06) (n=16) (n=6) (n=6) (n=6)
5,14-HEDGE
OAB 125.70¢0.96  127.00+1.34 126.70+1.59 127.00+1.53 126.70+0.84
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
KH 325.3085.67  325.30+2.62 327.00+6.47 323.70+2.70 324.00+1.86
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
LPS+5,14-HEDGE
OAB 127.30£1.17  91.67+4.33° 128.50+1.61"  129.00+1.13"  127.00+1.98"
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
KH 326.20+7.93 372.30+8.74%  330.70+4.13"  340.80+8.37""  336.30+8.97""
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

5,14-HEDGE, N-(20-hidroksieikoza-5[Z],14[Z]-dienoil)glisin; KH, kalp hiz1; LPS, lipopolisakkarit, OAB,
ortalama arter basinci. 5,14-HEDGE (30 mg/kg, s.k.) serum fizyolojik (4 ml/kg, i.p.) (kontrol grubu) veya
LPS (10 mg/kg, i.p.) (endotoksemik grup) enjeksiyonundan 1 saat sonra uygulanmistir. OAB degerleri
mmHg ve KH degerleri atim/dk. olarak ortalama+ortalamalarin standart hatas1 biciminde gosterilmistir. n
kullanilan sican sayisini ifade etmektedir. = Kontrol ve * LPS degerlerinden istatistiksel olarak anlamli
farkli (tek-yonlii ANOVA ve ardindan Student-Newman-Keuls ¢oklu karsilastirmalar testi; P < 0.05). Y 0.
ve * 1. saat degerlerinden istatistiksel olarak anlaml farkli (tek-yonlii ANOVA ve ardindan Student-
Newman-Keuls coklu karsilastirmalar testi ya da Kruskal-Wallis testi ve ardindan Dunns testi; P < 0.05).
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Sekil 4.1. Kontrol ve endotoksemik si¢canlarda 5,14-HEDGE'nin (A) OAB ve (B) KH tizerindeki etkisi. 5, /4-HEDGE, N-(20-hidroksieikoza-5[Z], 14[Z]-dienoil)glisin;
KH, kalp hizi; LPS, lipopolisakkarit, OAB, ortalama arter basinci. 5,14-HEDGE (30 mg/kg, s.k.) serum fizyolojik (4 ml/kg, i.p.) (kontrol grubu) veya LPS (10 mg/kg,
i.p.) (endotoksemik grup) enjeksiyonundan 1 saat sonra uygulanmistir. OAB degerleri mmHg ve KH degerleri atim/dk. olarak ortalamazortalamalarin standart hatast
bigiminde gosterilmistir. * Kontrol ve * LPS degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkli (tek-yonliic ANOVA ve ardindan Student-Newman-Keuls coklu
karsilastirmalar testi; P < 0.05). $0. ve * 1. saat degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkly (tek-yonlii ANOVA ve ardindan Student-Newman-Keuls ¢oklu

karsilastirmalar testi ya da Kruskal-Wallis testi ve ardindan Dunns testi; P < 0.05).
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4.2. 5,14-HEDGE'nin Kontrol ve Endotoksemik Sicanlarmm Serumlarmda
miR-150, miR-223 ve miR-297 Ekspresyon Diizeyleri Uzerindeki Etkisi

Sicanlara serum fizyolojik ve/veya LPS enjeksiyonundan 1 saat sonra uygulanan
5,14-HEDGE ile miR-150, miR-223 ve miR-297 ekspresyon diizeyleri iizerinde olusan
degisiklikler ile ilgili bulgular Cizelge 4.2 ve Sekil 4.2'de verilmistir.

LPS uygulanmasindan 4 saat sonra sicanlarin serumlarinda olg¢iilen miR-150,
miR-223 ve miR-297 ekspresyon diizeylerinde artis oldugu gozlenmistir (P < 0.05).
LPS'nin miR-150, miR-223 ve miR-297 ekspresyon diizeylerinde neden oldugu artma
5,14-HEDGE ile 6nlenmistir (P < 0.05). 5,14-HEDGE tek basina uygulandiginda doku
miR-150, miR-223 ve miR-297 ekspresyon diizeylerinde bir degisiklik olusturmamistir
(P > 0.05).

Bu bulgular, LPS uygulanmasindan 4 saat sonra olusan miR-150, miR-223 ve
miR-297 ekspresyon diizeylerindeki artisin endojen 20-HETE olusumundaki azalma ile
iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Bulgularimiz, ayrica, LPS'nin miR-150, miR-
223 ve miR-297 ekspresyon diizeylerinde neden oldugu artisin 5,14-HEDGE ile

Onlenebilecegini gostermektedir.
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Cizelge 4.2. Kontrol ve endotoksemik siganlarin serumlarinda miR-150, miR-223 ve miR-297
ekspresyon diizeyleri lizerinde 5,14-HEDGE'nin etkisi.

Serum miRNA ekspresyon diizeyleri

miR-150
Kontrol 2.15+£1.03 (n=4)
LPS 11.1943.07 (n=4)
5,14-HEDGE 2.14%1.87 (n=4)
LPS+5,14-HEDGE 2.60£1.70 (n=4)"

miR-223
Kontrol 17.8446.36 (n=4)
LPS 74.57£10.44 (n=4)"
5,14-HEDGE 17.97£12.60 (n=4)
LPS+5,14-HEDGE 28.82+13.86 (n=4)"

miR-297
Kontrol 0.0002140.0001 (n= 4)
LPS 0.00218+0.0005 (n=4)°
5,14-HEDGE 0.00042+0.0001 (n=4)
LPS+5,14-HEDGE 0.00073+0.0002 (n=4)"

5,14-HEDGE, N-(20-hidroksieikoza-5[Z],14[Z]-dienoil)glisin; LPS, lipopolisakkarit, miR, mikroRNA.
5,14-HEDGE (30 mg/kg, s.k.) serum fizyolojik (4 ml/kg, i.p.) (kontrol grubu) veya LPS (10 mg/kg, i.p.)
(endotoksemik grup) enjeksiyonundan 1 saat sonra uygulanmustir. /n vivo deneyler sonunda oldiiriilen
sicanlarin kanindan elde edilen serumdan izole edilen toplam miRNA {izerinden olciilen miR-150, miR-
223 ve miR-297 ekspresyon diizeyleri miRNA diizeyleri CT yontemi kullanilarak hesaplanms, sonuglar
endojen kontrol olarak kullamlan Hs_RNUG6B_2 degerlerine normalize edilerek ortalamazortalamalarin
standart hatasi biciminde gosterilmistir. n kullanilan sigan sayisini ifade etmektedir. = Kontrol ve * LPS
degerlerinden istatistiksel olarak anlaml farkli (Student's t veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).
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Sekil 4.2. Kontrol ve endotoksemik si¢anlarin serumlarinda (A) miR-150, (B) miR-223 ve (C) miR-297 ekspresyonu diizeyleri tizerinde 5,14-HEDGE'nin etkisi. 5, /4-
HEDGE, N-(20-hidroksieikoza-5[Z], 14[Z]-dienoil)glisin; LPS, lipopolisakkarit, miR, mikroRNA. 5,14-HEDGE (30 mg/kg, s.k.) serum fizyolojik (4 ml/kg, i.p.) (kontrol
grubu) veya LPS (10 mg/kg, i.p.) (endotoksemik grup) enjeksiyonundan 1 saat sonra uygulanmstir. In vivo deneyler sonunda oldiiriilen si¢canlann kanindan elde
edilen serumdan izole edilen toplam miRNA iizerinden olgiilen miR-150, miR-22 ve miR-297 ekspresyon diizeyleri miRNA diizeyleri CT yontemi kullanilarak
hesaplanmus, sonuglar endojen kontrol olarak kullamlan Hs_RNU6B_2 degerlerine normalize edilerek ortalamaortalamalarin standart hatast biciminde
gosterilmigtir.” Kontrol ve * LPS degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkli (Student's t veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).
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4.3 5,14-HEDGE'nin Kontrol ve Endotoksemik Sicanlarin Bobrek, Kalp,
Torasik Aort ve Siiperiyor Mezenterik Arterlerinde Aktin, MyD88,
TAK1, IkB-a ile NF-kB p65 Protein Ekspresyonlar1 ve/veya

Fosforilasyonlar1 Uzerindeki Etkisi

4.3.1. 5,14-HEDGE'nin Aktin Protein Ekspresyonu Uzerindeki Etkisi

Sicanlara serum fizyolojik ve/veya LPS ile birlikte 5,14-HEDGE
uygulanmasindan sonra izole edilen bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor mezenterik
arterlerin sitozolik ve niikleer fraksiyonlarinda aktin, o-sarkomerik aktin ve/veya [-

aktin protein ekspresyonundaki degisiklikler ile ilgili bulgular Cizelge 4.3'te verilmistir.

Serum fizyolojik, LPS ve/veya 5,14-HEDGE uygulanan sicanlardan izole edilen
dokularin sitozolik ve niikleer fraksiyonlarinda aktin, o-sarkomerik aktin ve [B-aktin

protein ekspresyonunda olusan degisiklikler bakimindan gruplar arasinda anlamli bir

farklilik bulunmamustir (P > 0.05).
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Cizelge 4.3. Kontrol ve endotoksemik si¢anlarin bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor mezenterik arterlerinde sitozolik ve niikleer aktin protein ekspresyonu lizerinde
5,14-HEDGE'nin etkisi.

Sitozolik aktin protein ekspresyonu
(goreceli yogunluk/mg toplam protein)

Niikleer aktin protein ekspresyonu
(goreceli yogunluk/mg toplam protein)

Bobrek
Kontrol 151634398 (n=4) 138514645 (n=4)
LPS 14501499 (n=4) 138534506 (n=4)
5,14-HEDGE 142454517 (n=4) 138424573 (n=4)
LPS+5,14-HEDGE 142014511 (n=4) 134514482 (n=4)
Sitozolik o-sarkomerik aktin protein ekspresyonu  Niikleer a-sarkomerik aktin protein ekspresyonu
(goreceli yogunluk/mg toplam protein) (goreceli yogunluk/mg toplam protein)
Kalp
Kontrol 13090+298 (n=4) 129424274 (n=4)
LPS 12794269 (n=4) 128604303 (n=4)
5,14-HEDGE 12953146 (n=4) 12986199 (n=4)
LPS+5,14-HEDGE 129954173 (n=4) 127324436 (n=4)

Sitozolik p-aktin protein ekspresyonu
(goreceli yogunluk/mg toplam protein)

Niikleer p-aktin protein ekspresyonu
(goreceli yogunluk/mg toplam protein)

Torasik aort

Kontrol 383861749 (n=4)

3430214 (n=4)

LPS

38499+704 (n=4)

32004256 (n=4)

5,14-HEDGE

38904+593 (n=4)

29954534 (n=4)

LPS+5,14-HEDGE

38441285 (n=4)

27544523 (n=4)

Siiperiyor mezenterik arter

Kontrol 7927342 (n= 4) 7710357 (n=4)
LPS 80912332 (n=4) 6521502 (n=4)
5,14-HEDGE 76894383 (n= 4) 69222568 (n=4)

LPS+5,14-HEDGE

74012497 (n= 4)

70834409 (n=4)

5,14-HEDGE, N-(20-hidroksieikoza-5[Z],14[Z]-dienoil)glisin; LPS, lipopolisakkarit. 5,14-HEDGE (30 mg/kg, s.k.) serum fizyolojik (4 ml/kg, i.p.) (kontrol grubu)
veya LPS (10 mg/kg, i.p.) (endotoksemik grup) enjeksiyonundan 1 saat sonra uygulanmistir. In vivo deneyler sonunda oldiiriilen sigcanlarin bobrek, kalp, torasik aort ve
stiperiyor mezenterik arterlerinin izole edilmelerinin ardindan sitozolik ve niikleer fraksiyonlar hazirlanmustir. Sonuglar ortalamazortalamalarin standart hatasi olarak
verilmistir. n kullanilan si¢an sayisini ifade etmektedir.
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4.3.2. 5,14-HEDGE'nin Sitozolik MyD88 Protein Ekspresyonu Uzerindeki
Etkisi

Sicanlara serum fizyolojik ve/veya LPS ile birlikte 5,14-HEDGE
uygulanmasindan sonra izole edilen bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor mezenterik
arterlerin sitozolik fraksiyonlarinda MyDS88 protein ekspresyonu ile ilgili bulgular

Cizelge 4.4 ve Sekil 4.3'te verilmistir.

LPS uygulanmasindan 4 saat sonra sicanlarin bobrek, kalp, torasik aort ve
siiperiyor mezenterik arterlerinin sitozolik fraksiyonlarinda olciilen MyD88 protein
ekspresyonunda artis oldugu goézlenmistir (P < 0.05). LPS'nin MyD88 protein
ekspresyonunda neden oldugu artma 5,14-HEDGE ile onlenmistir (P < 0.05). 5,14-
HEDGE tek basina uygulandiginda doku MyD88 protein ekspresyonunda bir degisiklik
olusturmamustir (P > 0.05).

Bu bulgular, LPS uygulanmasindan 4 saat sonra bobrek, kalp, torasik aort ve
stiperiyor mezenterik arterin sitozolik fraksiyonlarinda MyD88 protein ekspresyonunun
arttiginm gostermektedir. Bulgularimiza gore, LPS'nin neden oldugu sitozolik MyD88
protein ekspresyonundaki artma 5,14-HEDGE ile 6nlenebilmektedir.
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Cizelge 4.4. Kontrol ve endotoksemik si¢anlarin bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor mezenterik
arterlerinde sitozolik MyD88 protein ekspresyonu iizerinde 5,14-HEDGE'nin etkisi.

MyDS88 protein ekspresyonu
(goreceli yogunluk/aktin)

Bobrek
Kontrol 0.83040.006 (n=4)
LPS 0.890+0.014 (n=4)"
5,14-HEDGE 0.833+0.023 (n=4)
LPS+5,14-HEDGE 0.813+0.025 (n=4)"
Kalp
Kontrol 1.103+0.003 (n=4)
LPS 1.163+0.014 (n=4)"
5,14-HEDGE 1.11520.005 (n=4)
LPS+5,14-HEDGE 1.123+0.005 (n=4)"
Torasik aort
Kontrol 0.203+0.005 (n=4)
LPS 0.24820.005 (n=4)"
5,14-HEDGE 0.213+0.015 (n=4)
LPS+5,14-HEDGE 0.19520.021 (n=4)"
Siiperiyor mezenterik arter
Kontrol 0.838+0.075 (n=4)
LPS 1.13020.024 (n=4)
5,14-HEDGE 0.920+0.019 (n=4)
LPS+5,14-HEDGE 0.875+0.059 (n=4)"

5,14-HEDGE, N-(20-hidroksieikoza-5[Z],14[Z]-dienoil)glisin; LPS, lipopolisakkarit; MyD, miyeloit
farklilasma faktorii. 5,14-HEDGE (30 mg/kg, s.k.) serum fizyolojik (4 ml/kg, i.p.) (kontrol grubu) veya
LPS (10 mg/kg, i.p.) (endotoksemik grup) enjeksiyonundan 1 saat sonra uygulanmustir. In vivo deneyler
sonunda oldiiriilen sicanlarin bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor mezenterik arterlerinin izole
edilmelerinin ardindan sitozolik fraksiyonlar hazirlanmmstir. Sonuglar ortalamazortalamalarin standart
hatast olarak verilmistir. n kullanilan sigan sayisini ifade etmektedir. = Kontrol ve ¥ LPS degerlerinden
istatistiksel olarak anlamh farkli (Student's t veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).
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Sekil 4.3. Kontrol ve endotoksemik si¢anlarin (A) bobrek, (B) kalp, (C) torasik aort ve (D) siiperiyor
mezenterik arterlerinde sitozolik MyD88 protein ekspresyonu lizerinde 5,14-HEDGE'nin etkisi. 5,14-
HEDGE, N-(20-hidroksieikoza-5[Z],14[Z]-dienoil)glisin; LPS, lipopolisakkarit; MyD, miyeloit
Sfarklilagsma faktorii. 5,14-HEDGE (30 mg/kg, s.k.) serum fizyolojik (4 ml/kg, i.p.) (kontrol grubu) veya
LPS (10 mg/kg, i.p.) (endotoksemik grup) enjeksiyonundan 1 saat sonra uygulanmistir. In vivo deneyler
sonunda oldiiriilen sicanlarin bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor mezenterik arterlerinin izole
edilmelerinin ardindan sitozolik fraksiyonlar hazirlannustir. 4 adet sicandan elde edilen sonuglar
ortalamaortalamalarin standart hatast olarak verilmistir. ~ Kontrol ve * LPS degerlerinden istatistiksel
olarak anlamli farkli (Student's t veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).
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43.3. 5,14-HEDGE'nin Sitozolik TAK1 Protein Ekspresyonu ve

Fosforilasyonu Uzerindeki Etkisi

Sicanlara serum fizyolojik ve/veya LPS ile birlikte 5,14-HEDGE
uygulanmasindan sonra izole edilen bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor mezenterik
arterlerin sitozolik fraksiyonlarinda TAKI1 protein ekspresyonu ve fosforilasyonu ile

ilgili bulgular Cizelge 4.5 ve Sekil 4.4'te verilmistir.

LPS uygulanmasindan 4 saat sonra sicanlarin bobrek, kalp, torasik aort ve
siiperiyor mezenterik arterlerinin sitozolik fraksiyonlarinda olciilen TAK1 protein
ekspresyonu degismezken (P > 0.05), fosforile TAKI1 protein ekspresyonu ile fosforile
TAK1/TAKI protein oraninda artis oldugu gozlenmistir (P < 0.05). LPS'nin TAKI
protein fosforilasyonu ile fosforile TAK1/TAKI protein oraninda neden oldugu artma
5,14-HEDGE ile 6nlenmistir (P < 0.05). 5,14-HEDGE tek basina uygulandiginda doku
TAK1 ve fosforile TAK1 protein ekspresyonu ile fosforile TAK1/TAKI1 protein
oraninda bir degisiklik olusturmamustir (P > 0.05).

Bu bulgular, LPS uygulanmasindan 4 saat sonra bobrek, kalp, torasik aort ve
siiperiyor mezenterik arterin sitozolik fraksiyonlarinda TAKI1 protein ekspresyonu
degismezken, etkinliginin arttigin1 géstermektedir. Bulgularimiza gore, LPS'nin neden

oldugu doku sitozolik TAK1 etkinligindeki artma 5,14-HEDGE ile 6nlenebilmektedir.

83



Cizelge 4.5. Kontrol ve endotoksemik si¢anlarin bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor mezenterik arterlerinde sitozolik TAKI protein ekspresyonu ve fosforilasyonu
iizerinde 5,14-HEDGE'nin etkisi.

TAKTI1 protein ekspresyonu Fosforile TAK1 protein ekspresyonu

(goreceli yogunluk/aktin) (goreceli yogunluk/aktin) Fosforile TAKI/TAKI protein oram

Bobrek
Kontrol 1.27840.026 (n=4) 1.268+0.051 (n=4) 0.948+0.023 (n=4)
LPS 1.3100.032 (n=4) 1.293+0.030 (n=4)" 1.055+0.010 (n=4)"
5,14-HEDGE 1.3354+0.035 (n=4) 1.31020.050 (n= 4) 0.965+0.015 (n=4)
LPS+5,14-HEDGE 1.34020.032 (n=4) 1.268+0.086 (n= 4)" 0.938+0.038 (n=4)"
Kalp
Kontrol 2.078+0.009 (n=4) 1.94340.010 (n=4) 0.938+0.005 (n=4)
LPS 2.110+0.014 (n=4) 2.038+0.022 (n=4)" 1.213+0.066 (n=4)"
5,14-HEDGE 2.075+0.013 (n=4) 1.963+0.019 (n=4) 0.945+0.003 (n=4)

LPS+5,14-HEDGE

2.058+0.014 (n=4)

1.950+0.009 (n= 4)°

0.948+0.003 (n=4)"

Torasik aort

Kontrol 0.215+0.003 (n=4) 0.19020.006 (n= 4) 0.89320.030 (n= 4)
LPS 0.205+0.007 (n= 4) 0.225+0.005 (n=4)" 1.098+0.049 (n=4)"
5,14-HEDGE 0.210+0.04 (n=4) 0.193+0.011 (n=4) 0.920+0.042 (n=4)

LPS+5,14-HEDGE

0.198+0.006 (n=4)

0.173+0.006 (n= 4)"

0.873+0.020 (n= 4)"

Siiperiyor mezenterik arter

Kontrol 1.430+0.011 (n=4) 1.320+0.082 (n= 4) 0.913+0.057 (n=4)
LPS 1.478+0.024 (n=4) 1.538+0.006 (n=4)" 1.05520.007 (n=4)"
5,14-HEDGE 1.545+0.048 (n=4) 1.390+0.056 (n= 4) 0.90520.046 (n= 4)

LPS+5,14-HEDGE

1.55040.044 (n=4)

1.430£0.036 (n=4)"

0.923+0.019 (n= 4)

5,14-HEDGE, N-(20-hidroksieikoza-5[Z],14[Z]-dienoil)glisin; LPS, lipopolisakkarit; TAK, transforme edici biiytime faktorii ile etkinlestirilen kinaz. 5,14-HEDGE (30
mg/kg, s.k.) serum fizyolojik (4 ml/kg, i.p.) (kontrol grubu) veya LPS (10 mg/kg, i.p.) (endotoksemik grup) enjeksiyonundan 1 saat sonra uygulanmustir. In vivo
deneyler sonunda 6ldiiriilen sicanlarin bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor mezenterik arterlerinin izole edilmelerinin ardindan sitozolik fraksiyonlar hazirlanmistir.
Sonuglar ortalamazortalamalarin standart hatast olarak verilmistir. n kullanilan sigan sayisini ifade etmektedir. = Kontrol ve * LPS degerlerinden istatistiksel olarak
anlamh farkl: (Student's t veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).
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Sekil 4.4. Kontrol ve endotoksemik si¢anlarin (A) bobrek, (B) kalp, (C) torasik aort ve (D) siiperiyor
mezenterik arterlerinde sitozolik TAK1 protein fosforilasyonu iizerinde 5,14-HEDGE'nin etkisi. 5,74-
HEDGE, N-(20-hidroksieikoza-5[Z],14[Z]-dienoil)glisin; LPS, lipopolisakkarit; TAK, transforme edici
biiyiime faktorii ile etkinlestirilen kinaz. 5,14-HEDGE (30 mg/kg, s.k.) serum fizyolojik (4 mi/kg, i.p.)
(kontrol grubu) veya LPS (10 mg/kg, i.p.) (endotoksemik grup) enjeksiyonundan 1 saat sonra
uygulanmugtir. In vivo deneyler sonunda oldiiriilen sicanlarin bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor
mezenterik arterlerinin izole edilmelerinin ardindan sitozolik fraksiyonlar hazirlanmugtir. 4 adet
sicandan elde edilen sonuglar ortalamazortalamalarin standart hatast olarak verilmigtir. ~ Kontrol ve *
LPS degerlerinden istatistiksel olarak anlaml farkli (Student's t veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).
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434. 5,14-HEDGE'nin Sitozolik IxkB-a Protein Ekspresyonu ve

Fosforilasyonu Uzerindeki Etkisi

Sicanlara serum fizyolojik ve/veya LPS ile birlikte 5,14-HEDGE
uygulanmasindan sonra izole edilen bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor mezenterik
arterlerin sitozolik fraksiyonlarinda IxB-a protein ekspresyonu ve fosforilasyonu ile

ilgili bulgular Cizelge 4.6 ve Sekil 4.5'te verilmistir.

LPS uygulanmasindan 4 saat sonra sicanlarin bobrek, kalp, torasik aort ve
siiperiyor mezenterik arterlerinin sitozolik fraksiyonlarinda olgiilen IkB-a protein
ekspresyonu azalirken (P < 0.05), fosforile IkB-a protein ekspresyonu ile fosforile
IkB-a/IxB-a protein oraninda artis oldugu gozlenmistir (P < 0.05). LPS'nin IxB-a
protein ekspresyonununda neden oldugu azalma ile IxkB-a protein fosforilasyonu ve
fosforile IxkB-0/IkB-a protein oraninda neden oldugu artma 5,14-HEDGE ile
onlenmistir (P < 0.05). 5,14-HEDGE tek basina uygulandiginda doku IkB-a ve
fosforile IkB-a protein ekspresyonu ile fosforile IkB-o/IkB-o protein oraninda bir

degisiklik olusturmamustir (P > 0.05).

Bu bulgular, LPS uygulanmasindan 4 saat sonra bobrek, kalp, torasik aort ve
stiperiyor mezenterik arterin sitozolik fraksiyonlarinda IKK etkinliginin artmasi
sonucunda IxkB-oa'min etkinlestigini ve degradasyona ugradigim gostermektedir.
Bulgularimiza gore, LPS'nin neden oldugu sitozolik IKKp etkinliginin artmasi
sonucunda  IkB-a'min  etkinlesmesi ve  degradasyonu  5,14-HEDGE ile

onlenebilmektedir.
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Cizelge 4.6. Kontrol ve endotoksemik sicanlarin bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor mezenterik arterlerinde sitozolik IxB-o protein ekspresyonu ve fosforilasyonu
iizerinde 5,14-HEDGE'nin etkisi.

Fosforile IxB-o protein ekspresyonu
(goreceli yogunluk/aktin)

IxkB-o protein ekspresyonu

(gbreceli yogunluk/aktin) Fosforile IxB-o/IxkB-0, protein oram

Bobrek
Kontrol 0.730+0.015 (n=4) 0.773+0.014 (n=4) 1.058+0.021 (n=4)
LPS 0.683+0.011 (n=4)" 0.885+0.017 (n=4)" 1.300+0.046 (n=4)"
5,14-HEDGE 0.758+0.012 (n=4) 0.775+0.024 (n=4) 1.023+0.023 (n=4)
LPS+5,14-HEDGE 0.788+0.005 (n=4)" 0.810+0.022 (n=4)" 1.030+0.027 (n=4)"
Kalp
Kontrol 0.933+0.046 (n=4) 0.77540.016 (n=4) 0.83820.056 (n=4)
LPS 0.550+0.013 (n=4)" 0.878+0.019 (n=4)" 1.598+0.041 (n=4)"
5,14-HEDGE 0.873+0.110 (n=4) 0.693+0.093 (n=4) 0.83820.161 (n=4)

LPS+5,14-HEDGE

0.915+0.101 (n=4)"

0.648+0.091 (n=4)"

0.740+0.155 (n=4)"

Torasik aort

Kontrol 0.219+0.003 (n= 4) 0.254+0.005 (n= 4) 1.163+0.022 (n=4)
LPS 0.203+0.004 (n=4)" 0.274+0.004 (n=4)" 1.353+0.038 (n=4)"
5,14-HEDGE 0.209+0.003 (n= 4) 0.235+0.017 (n=4) 1.128+0.095 (n=4)

LPS+5,14-HEDGE

0.21620.003 (n=4)"

0.24420.010 (n= 4)"

1.128+0.049 (n= 4)"

Siiperiyor mezenterik arter

Kontrol 1.623+0.045 (n=4) 1.09520.068 (n= 4) 0.680+0.059 (n=4)
LPS 1.410+0.017 (n=4)" 1.370+0.035 (n=4)" 0.970+0.029 (n=4)"
5,14-HEDGE 1.655+0.046 (n= 4) 1.173+0.049 (n=4) 0.710+0.033 (n=4)

LPS+5,14-HEDGE

1.683+0.036 (n=4)"

1.208+0.024 (n= 4)"

0.72020.026 (n= 4)"

5,14-HEDGE, N-(20-hidroksieikoza-5[Z],14[Z]-dienoil)glisin; IkB, kB inhibitorii; LPS, lipopolisakkarit. 5,14-HEDGE (30 mg/kg, s.k.) serum fizyolojik (4 ml/kg, i.p.)
(kontrol grubu) veya LPS (10 mg/kg, i.p.) (endotoksemik grup) enjeksiyonundan 1 saat sonra uygulanmistir. In vivo deneyler sonunda oldiiriilen si¢anlarin bobrek,
kalp, torasik aort ve siiperiyor mezenterik arterlerinin izole edilmelerinin ardindan sitozolik fraksiyonlar hazirlanmstir. Sonuglar ortalamazortalamalarin standart hatas:
olarak verilmistir. n kullanilan sican sayisini ifade etmektedir. ~ Kontrol ve * LPS degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkli (Student's t veya Mann-Whitney U
testi; P < 0.05).
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Sekil 4.5. Kontrol ve endotoksemik si¢anlarin (A) bobrek, (B) kalp, (C) torasik aort ve (D) siiperiyor
mezenterik arterlerinde sitozolik IkB-o protein fosforilasyonu iizerinde 5,14-HEDGE'nin etkisi. 5,74-
HEDGE, N-(20-hidroksieikoza-5[Z],14[Z]-dienoil)glisin; IkB, kB inhibitorii; LPS, lipopolisakkarit.
5,14-HEDGE (30 mg/kg, s.k.) serum fizyolojik (4 ml/kg, i.p.) (kontrol grubu) veya LPS (10 mg/kg, i.p.)
(endotoksemik grup) enjeksiyonundan 1 saat sonra uygulanmustir. In vivo deneyler sonunda oldiiriilen
sicanlarin bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor mezenterik arterlerinin izole edilmelerinin ardindan
sitozolik fraksiyonlar hazirlannugstir. 4 adet sicandan elde edilen sonuglar ortalamazortalamalarin
standart hatast olarak verilmistir. = Kontrol ve * LPS degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkli
(Student's t veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).
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43.5. 5,14-HEDGE'nin Sitozolik ve Niikleer NF-xB p65 Protein

Ekspresyonu ile Fosforilasyonu Uzerindeki Etkisi

Sicanlara serum fizyolojik ve/veya LPS ile birlikte 5,14-HEDGE
uygulanmasindan sonra izole edilen bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor mezenterik
arterlerin sitozolik ve niikleer fraksiyonlarinda NF-kB p65 protein ekspresyonu ile
fosforilasyonu ile ilgili bulgular Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.8 ile Sekil 4.6 ve Sekil 4.7'de

verilmistir.

LPS uygulanmasindan 4 saat sonra sicanlarin bobrek, kalp, torasik aort ve
stiperiyor mezenterik arterlerinin sitozolik ve niikleer fraksiyonlarinda NF-kB p65 ve
fosforile NF-xB p65 protein ekspresyonu ile fosforile NF-xB p65/NF-xB p65 protein
oraninda artig oldugu gozlenmistir (P < 0.05) (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.6). LPS'nin NF-
kB p65 ve fosforile NF-xB p65 protein ekspresyonu ile fosforile NF-xB p65/NF-xB
p65 protein oraninda neden oldugu artma 5,14-HEDGE ile onlenmistir (P < 0.05).
5,14-HEDGE tek basina uygulandiginda doku NF-xB p65 ve fosforile NF-kB p65
protein ekspresyonu ile fosforile NF-kB p65/NF-xB p65 protein oraninda bir degisiklik
olusturmamustir (P > 0.05). Bu bulgulara ek olarak, LPS uygulanan si¢anlarin renal,
kardiyak ve vaskiiler dokularinda dl¢iilen niikleer/sitozolik NF-xB p65 protein orani ile
niikleer/sitozolik fosforile NF-kB p65 protein oraninda artis oldugu gézlenmistir (P <
0.05) (Cizelge 4.8 ve Sekil 4.7). LPS'nin niikleer/sitozolik NF-kB p65 protein orani ile
niikleer/sitozolik fosforile NF-xB p65 protein oramnda neden oldugu artma 5,14-
HEDGE ile onlenmistir (P < 0.05). 5,14-HEDGE tek bagina uygulandiginda doku
niikleer/sitozolik NF-xB p65 protein orani ile niikleer/sitozolik fosforile NF-xB p65

protein oraninda bir degisiklik olusturmamistir (P > 0.05).
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Bu bulgular, LPS uygulanan si¢anlarin renal, kardiyak ve vaskiiler dokulariin
sitozolik ve niikleer fraksiyonlarinda NF-xB p65 ekspresyon ve etkinligi ile NF-xB
p65'in niikleer translokasyonunun arttigini, ayrica fosforile NF-kB p65'in niikleer
fraksiyonda daha ¢ok bulundugunu gostermektedir. Bulgularimiza goére, LPS'nin neden
oldugu sitozolik/niikleer NF-xB p65 ekspresyon ve etkinligi, NF-xB p65 ve fosforile
NF-xB p65'in niikleer translokasyonu ile niikleer fraksiyondaki fosforile NF-kB p65
miktarindaki artma 5,14-HEDGE ile onlenebilmektedir.
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Cizelge 4.7. Kontrol ve endotoksemik siganlarin bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor mezenterik arterlerinde sitozolik ve niikleer NF-kB p65 protein ekspresyonu ve
fosforilasyonu iizerinde 5,14-HEDGE'nin etkisi.

NF-xB p65 protein ekspresyonu Fosforile NF-xB 65 pprotein ekspresyonu . .
(goreceli yogunluk/aktin) (goreceli yogunluk/aktin) Fosforile NF-kB p65/NF-kB p65 protein oram

Bobrek

Sitozolik

Kontrol

0.400£0.018 (n=4)

0.425+0.016 (n= 4)

0.995+0.033 (n=4)

LPS

0.453+0.003 (n=4)"

0.493+0.011 (n=4)"

1.19320.038 (n=4)-

5,14-HEDGE

0.413+0.006 (n=4)

0.460+0.009 (n=4)

1.11820.012 (n=4)

LPS+5,14-HEDGE

0.398+0.014 (n=4)"

0.440+0.018 (n= 4)"

1.083+0.021 (n=4)"

Niikleer

Kontrol

0.315£0.015 (n=4)

0.398+0.025 (n=4)

1.160+0.054 (n=4)

LPS

0.40320.019 (n=4)"

0.505+0.007 (n=4)"

1.575+0.054 (n=4)

5,14-HEDGE

0.318+0.005 (n= 4)

0.453+£0.029 (n=4)

1.340+0.082 (n=4)

LPS+5,14-HEDGE

0.31540.014 (n= 4)"

0.418+0.027 (n=4)"

1.235+0.098 (n= 4)"

Kalp

Sitozolik

Kontrol

0.363+0.020 (n=4)

0.415+0.012 (n= 4)

1.050+0.041 (n=4)

LPS

0.428+0.006 (n=4)"

0.460+0.004 (n=4)"

1.275+0.044 (n=4)

5,14-HEDGE

0.378+0.029 (n=4)

0.413+0.006 (n=4)

1.033+0.019 (n=4)

LPS+5,14-HEDGE

0.370+0.022 (n= 4)"

0.398+0.003 (n= 4)"

1.075+0.053 (n= 4)"

Niikleer

Kontrol

0.345+0.019 (n=4)

0.413+0.011 (n=4)

1.085+0.014 (n=4)

LPS

0.425+0.003 (n=4)"

0.463+0.005 (n=4)"

1.240+0.026 (n=4)

5,14-HEDGE

0.380+0.017 (n=4)

0.423+0.006 (n= 4)

1.118+0.056 (n=4)

LPS+5,14-HEDGE

0.383+0.013 (n=4)"

0.415+0.010 (n=4)"

1.063+0.046 (n= 4)"

5,14-HEDGE, N-(20-hidroksieikoza-5[Z],14[Z]-dienoil)glisin; LPS, lipopolisakkarit; NF-xB, niikleer faktor kB. 5,14-HEDGE (30 mg/kg, s.k.) serum fizyolojik (4 ml/kg, i.p.)
(kontrol grubu) veya LPS (10 mg/kg, i.p.) (endotoksemik grup) enjeksiyonundan 1 saat sonra uygulanmustir. In vivo deneyler sonunda oldiiriilen si¢anlarin bobrek, kalp, torasik
aort ve siiperiyor mezenterik arterlerinin izole edilmelerinin ardindan sitozolik ve niikleer fraksiyonlar hazirlanmistir. 4 adet sicandan elde edilen sonuglar ortalama=+ortalamalarin
standart hatas1 olarak verilmistir. n kullanilan sigan sayisim ifade etmektedir. ~ Kontrol ve * LPS degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkli (Student's t veya Mann-Whitney U

testi; P < 0.05).
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Cizelge 4.7. (devam) Kontrol ve endotoksemik si¢anlarin bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor mezenterik arterlerinde sitozolik ve niikleer NF-kB p65 protein ekspresyonu ve
fosforilasyonu iizerinde 5,14-HEDGE'nin etkisi.

NF-xB p65 protein ekspresyonu Fosforile NF-xB p65 protein ekspresyonu . .
(goreceli yogunluk/aktin) (goreceli yogunluk/aktin) Fosforile NF-kB p65/NF-kB p65 protein oram

Torasik aort

Sitozolik

Kontrol

0.098+0.011 (n=4)

0.165+0.003 (n=4)

1.395+0.138 (n=4)

LPS

0.148+0.008 (n=4)"

0.185+0.003 (n=4)"

1.945+0.032 (n=4)

5,14-HEDGE

0.118+0.008 (n=4)

0.165+0.003 (n=4)

1.423+0.090 (n= 4)

LPS+5,14-HEDGE

0.093+0.006 (n= 4)"

0.165+0.003 (n= 4)"

1.480+0.135 (n= 4)"

Niikleer

Kontrol

0.575+0.019 (n=4)

1.068+0.013 (n= 4)

1.685+0.092 (n=4)

LPS

0.758+0.036 (n=4)"

1.130+0.009 (n=4)"

2.013+0.067 (n=4)"

5,14-HEDGE

0.590+0.023 (n=4)

1.063+0.014 (n= 4)

1.805+0.053 (n= 4)

LPS+5,14-HEDGE

0.52340.025 (n= 4)"

1.025+0.007 (n= 4)

1.640+0.119 (n= 4)"

Siiperiyor mezenterik arter

Sitozolik

Kontrol

0.938+0.060 (n=4)

1.55040.096 (n=4)

1.593+0.060 (n=4)

LPS

1.150+0.024 (n=4)"

1.855+0.016 (n=4)"

1.963+0.055 (n=4)

5,14-HEDGE

0.895+0.044 (n=4)

1.595+0.021 (n=4)

1.658+0.049 (n=4)

LPS+5,14-HEDGE

0.87520.069 (n= 4)

1.530+0.035 (n=4)"

1.635+0.070 (n= 4)"

Niikleer

Kontrol

0.918+0.071 (n=4)

1.635+0.062 (n= 4)

1.55040.086 (n=4)

LPS

1.23340.071 (n=4)"

1.965+0.067 (n=4)"

1.930+0.028 (n=4)"

5,14-HEDGE

0.965+0.054 (n=4)

1.625+0.097 (n= 4)

1.635+0.077 (n=4)

LPS+5,14-HEDGE

0.98020.044 (n= 4)"

1.560+0.123 (n= 4)"

1.588+0.082 (n= 4)"

5,14-HEDGE, N-(20-hidroksieikoza-5[Z],14[Z]-dienoil)glisin; LPS, lipopolisakkarit; NF-kB, niikleer faktor kB. 5,14-HEDGE (30 mg/kg, s.k.) serum fizyolojik (4 ml/kg, i.p.)
(kontrol grubu) veya LPS (10 mg/kg, i.p.) (endotoksemik grup) enjeksiyonundan 1 saat sonra uygulanmustir. In vivo deneyler sonunda oldiiriilen si¢anlarin bobrek, kalp, torasik
aort ve siiperiyor mezenterik arterlerinin izole edilmelerinin ardindan sitozolik ve niikleer fraksiyonlar hazirlanmistir. 4 adet sicandan elde edilen sonuglar ortalama=+ortalamalarin
standart hatas1 olarak verilmistir. n kullanilan sigan sayisim ifade etmektedir. ~ Kontrol ve * LPS degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkli (Student's t veya Mann-Whitney U
testi; P < 0.05).
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Sekil 4.6. Kontrol ve endotoksemik si¢anlarin (A) bobrek, (B) kalp, (C) torasik aort ve (D) siiperiyor
mezenterik arterlerinde sitozolik ve niikleer NF-xB p65 protein fosforilasyonu iizerinde 5,14-HEDGE'nin
etkisi. 5,14-HEDGE, N-(20-hidroksieikoza-5[Z], 14[Z]-dienoil)glisin; LPS, lipopolisakkarit; NF-kB,
niikleer faktor kB. 5,14-HEDGE (30 mg/kg, s.k.) serum fizyolojik (4 ml/kg, i.p.) (kontrol grubu) veya LPS
(10 mg/kg, i.p.) (endotoksemik grup) enjeksiyonundan 1 saat sonra uygulannmustir. In vivo deneyler
sonunda oldiiriilen sicanlarin bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor mezenterik arterlerinin izole
edilmelerinin ardindan sitozolik ve niikleer fraksiyonlar hazirlanmistir. 4 adet sicandan elde edilen
sonuglar ortalamazortalamalann standart hatast olarak verilmistir. © Kontrol ve * LPS degerlerinden
istatistiksel olarak anlamli farkly (Student's t veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).
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Sekil 4.6. (devam) Kontrol ve endotoksemik siganlarin (A) bobrek, (B) kalp, (C) torasik aort ve (D)
stiperiyor mezenterik arterlerinde sitozolik ve niikleer NF-kB p65 protein fosforilasyonu {izerinde 5,14-
HEDGE'in etkisi. 5,/4-HEDGE, N-(20-hidroksieikoza-5[Z7], 14[Z]-dienoil)glisin; LPS, lipopolisakkarit;
NF- kB, niikleer faktor kB. 5,14-HEDGE (30 mg/kg, s.k.) serum fizyolojik (4 ml/kg, i.p.) (kontrol grubu)
veya LPS (10 mg/kg, i.p.) (endotoksemik grup) enjeksiyonundan 1 saat sonra uygulannustir. In vivo
deneyler sonunda oldiiriilen sicanlarin bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor mezenterik arterlerinin
izole edilmelerinin ardindan sitozolik ve niikleer fraksiyonlar hazirlanmstir. 4 adet sicandan elde edilen
sonuglar ortalamazortalamalann standart hatast olarak verilmistir. © Kontrol ve * LPS degerlerinden
istatistiksel olarak anlamli farkly (Student's t veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).
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Cizelge 4.8. Kontrol ve endotoksemik si¢anlarin bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor mezenterik arterlerinde niikleer NF-kB p65 ve fosforile NF-kB p65 protein
oraninin, sitozolik NF-kB p65 ve fosforile NF-kB p65 protein orani orani iizerinde 5,14-HEDGE'nin etkisi.

Niikleer/sitozolik NF-kB p65 protein oram  Niikleer/sitozolik fosforile NF-xB p6S5 protein oram

Bobrek
Kontrol 0.755+0.025 (n=4) 0.933+0.032 (n=4)
LPS 0.93340.021 (n=4)" 1.055+0.017 (n=4)"
5,14-HEDGE 0.770£0.017 (n= 4) 0.980+0.048 (n= 4)
LPS+5,14-HEDGE 0.795+0.046 (n=4)" 0.930+0.045 (n=4)"
Kalp
Kontrol 0.930+0.035 (n=4) 0.950+0.025 (n=4)
LPS 1.178+0.055 (n=4)" 1.095+0.013 (n=4)"
5,14-HEDGE 0.940£0.047 (n= 4) 1.008+0.015 (n=4)
LPS+5,14-HEDGE 1.015+0.016 (n=4)" 1.025+0.016 (n= 4)"
Torasik aort
Kontrol 4.930+0.357 (n=4) 6.150+0.138 (n=4)
LPS 6.513+0.285 (n=4)’ 6.58020.065 (n=4)’
5,14-HEDGE 5.090+0.403 (n= 4) 6.355+0.080 (n=4)
LPS+5,14-HEDGE 5.503+0.131 (n=4)" 6.165+0.092 (n=4)"
Siiperiyor mezenterik arter
Kontrol 0.988+0.057 (n=4) 1.018+0.050 (n= 4)
LPS 1.303+0.038 (n=4)" 1.155+0.010 (n=4)
5,14-HEDGE 1.960+0.064 (n= 4) 1.043+0.038 (n=4)
LPS+5,14-HEDGE 1.043+0.084 (n=4)" 0.945+0.078 (n=4)"

5,14-HEDGE, N-(20-hidroksieikoza-5[Z],14[Z]-dienoil)glisin; LPS, lipopolisakkarit; NF-kB, niikleer faktor xB. 5,14-HEDGE (30 mg/kg, s.k.) serum fizyolojik (4
ml/kg, i.p.) (kontrol grubu) veya LPS (10 mg/kg, i.p.) (endotoksemik grup) enjeksiyonundan 1 saat sonra uygulanmustir. In vivo deneyler sonunda oldiiriilen sicanlarin
bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor mezenterik arterlerinin izole edilmelerinin ardindan sitozolik ve niikleer fraksiyonlar hazirlanmistir. Sonuglar
ortalamazortalamalarin standart hatast olarak verilmistir. n kullanilan sican sayisini ifade etmektedir. *~ Kontrol ve * LPS degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkli
(Student's t veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).
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Sekil 4.7. Kontrol ve endotoksemik si¢anlarin (A) bobrek, (B) kalp, (C) torasik aort ve (D) siiperiyor
mezenterik arterlerinde niikleer NF-kB p65 ve fosforile NF-kB p65 protein oraninin, sitozolik NF-kB p65
ve fosforile NF-kB p65 protein oramt iizerinde 5,14-HEDGE'nin etkisi. 5,/4-HEDGE, N-(20-
hidroksieikoza-5[Z], 14[Z]-dienoil)glisin; LPS, lipopolisakkarit; NF-&B, niikleer faktor xB. 5,14-HEDGE
(30 mg/kg, s.k.) serum fizyolojik (4 ml/kg, i.p.) (kontrol grubu) veya LPS (10 mg/kg, i.p.) (endotoksemik
grup) enjeksiyonundan 1 saat sonra uygulannugstir. In vivo deneyler sonunda oldiiriilen sicanlarin bobrek,
kalp, torasik aort ve siiperiyor mezenterik arterlerinin izole edilmelerinin ardindan sitozolik ve niikleer
[fraksiyonlar hazirlannustir. 4 adet sicandan elde edilen sonuglar ortalamazxortalamalarin standart hatast
olarak verilmistir. © Kontrol ve * LPS degerlerinden istatistiksel olarak anlaml farkli (Student's t veya
Mann-Whitney U testi; P < 0.05).
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Sekil 4.7. (devam) Kontrol ve endotoksemik siganlarin (A) bobrek, (B) kalp, (C) torasik aort ve (D)
stiperiyor mezenterik arterlerinde niikleer NF-kB p65 ve fosforile NF-kB p65 protein ekspresyonunun,
sitozolik NF-kB p65 ve fosforile NF-kB p65 protein ekspresyonu oran: lizerinde 5,14-HEDGE'nin etkisi.
5,14-HEDGE, N-(20-hidroksieikoza-5[Z],14[Z]-dienoil)glisin; LPS, lipopolisakkarit; NF-xB, niikleer
faktor kB. 5,14-HEDGE (30 mg/kg, s.k.) serum fizyolojik (4 ml/kg, i.p.) (kontrol grubu) veya LPS (10
mg/kg, i.p.) (endotoksemik grup) enjeksiyonundan 1 saat sonra uygulannustir. In vivo deneyler sonunda
oldiiriilen si¢canlarin bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor mezenterik arterlerinin izole edilmelerinin
ardindan sitozolik ve niikleer fraksiyonlar hazirlanmustir. 4 adet sicandan elde edilen sonuglar
ortalamaortalamalarin standart hatast olarak verilmistir. * Kontrol ve * LPS degerlerinden istatistiksel
olarak anlamli farkl (Student's t veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).
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5. TARTISMA

Endojen olarak olusan 20-HETEmnin etkilerini taklit ettigi bilinen dayamkli 20-
HETE analogu 5,14-HEDGE uygulanan kontrol ve endotoksemik sicanlarin serumlarinda
miR-150, miR-223 ve miR-297 ekspresyon diizeyleri ile renal, kardiyak ve vaskiiler
dokularinda sitozolik MyD88, TAKI, IKKB ve IkB-a ile sitozolik/niikleer NF-kB p65
protein ekspresyonlar1 ve etkinliklerinin ne yonde degistiginin arastirildigi bu caligmanin
bulgulari, 5,14-HEDGE'nin endotoksemi sirasinda goriilen hipotansiyon, takikardi,
enflamasyon ve mortaliteye karst koruyucu etkisine miR-150, miR-223 ve miR-297
ekspresyon diizeyleri ile MyD88/TAKI1/IKKB/IkB-o/NF-kB yolunun ekspresyon ve

etkinligindeki azalmanin katkida bulundugunu gostermektedir (Sekil 5.1).

Bu calismada, sicanlara LPS uygulanmasindan 4 saat sonra bobrek, kalp, torasik aort
ve siiperiyor mezenterik arterde sitozolik MyD88, TAKI, fosforile TAKI, IxkB-oo ve
fosforile IxkB-oo ile sitozolik/niikkleer NF-xB p65 ve fosforile NF-xB p65
ekspresyonlarindaki degisikler olciilmiistir. OAB'deki diisme ve KH'deki artma, LPS
uygulanmasinin ardindan 1 saat icerisinde baslamis ve 4 saat siirmiistiir. 5,14-HEDGE,
uygulanmasiin ardindan 1 saat sonra LPS'nin neden oldugu OAB'deki diismeyi ve
KH'deki artmay1 dnlemistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda, renin-anjiyotensin-aldosteron
sisteminin etkinlesmesi, baroreseptor refleks mekanizmalarin duyarlihi@i, FLA,'yi
etkinlestirdigi, doku lipitlerinden AA saliverilmesini uyardigi ve bodylece prostaglandin
sentezini artirdig1 bilinen endotelin-1 ve katekolaminler gibi mediyatorler ile reaktif oksijen
ve nitrojen tiirlerinin  olusumundaki artma gibi kompensatuvar mekanizmalarin,
endotoksemi sirasinda LPS'nin neden oldugu kan basmcinin diismesine katkida
bulunabilecek vazoregiilator molekiillerin olusumundaki degisikliklerden sorumlu

olabilecegi bildirilmistir (2). Enflamasyon ve septik sok gibi pek cok fenomenin gelistigi
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ENDOTOKSIN

X 5.14-HEDGE
! |
miR-150 T Sitozolik MyD88 protein T

miR-223 T n
miR-297 T Sitozolik TAK1 protein Sitozolik fosforile TAK1 protein T
Sitozolik IKKB etkinligi T
Sitozolik IxB-o protein 1 n Sitozolik fosforile IkB-o protein T
Sitozolik NF-xB p65 protein T "' Sitozolik fosforile NF-xB p65 protein T

Nakleer NF-xB p65 protein T n Nakleer fosforile NF-xB p65 protein T
—

——

HIPOTANSIYON, TAKIKARDI, ENFLAMASYON, MORTALITE

Sekil 5.1 Endotoksemik sicanlarda 5,14-HEDGE'nin sistemik miR-150, miR-223 ve miR-297 ekspresyon diizeyleri ile MyD88/TAK1/IKKB/IkB-a/NF-xB
yolu ekspresyon ve etkinligi iizerindeki etkisi ile ilgili olarak ileri siiriilen mekanizma. Bu tez ¢alismasinda elde edilen veriler ile daha donce yaptigimiz
calismalarin bulgularina gore, sepsis ve septik sok patojenezinin en giiclii mikrobiyal mediyatorii olarak bilinen LPS'nin lipit A boliimii olan endotoksin,
serum miR-150, miR-223 ve miR-297 ekspresyon diizeyleri ile renal ve kardiyovaskiiler dokularin sitozolik fraksiyonlarinda MyD88 ve fosforile TAK1
ekspresyonu ile fosforile IkB-o/IkB-o. orani, sitozolik ve niikleer fraksiyonlarinda fosforile NF-kB p65/NF-kB p65 oran ile niikleer/sitozolik NF-kB p65
oram ve niikleer/sitozolik fosforile NF-kB p65 oranminda artmaya neden olmaktadir. Endotoksinin neden oldugu biitiin bu olaylar hipotansiyon, takikardi,
enflamasyon ve mortalite ile sonuclanabilmektedir. LPS'den 1 saat sonra sistemik yoldan uygulanan dayanikli bir 20-HETE analogu olan ve endojen
olarak olusan 20-HETE 'nin etkilerini taklit ettigi bilinen 5,14-HEDGE, endotoksemik sicanlarda gozlenen bu degisikliklerin tiimiinii onlemekte ve yasam
stiresini uzatmaktadir. Bu bulgulara gore, 5,14-HEDGE'nin endotoksemi sirasinda goriilen hipotansiyon, takikardi, enflamasyon ve mortaliteye karst
koruyucu etkisine miR-150, miR-223 ve miR-297 ekspresyon diizeyleri ile MyDS8S/TAK1/IKKp/IkB-o/NF-kB yolunun ekspresyon ve etkinligindeki azalma
katkida bulunmaktadir. 20-HETE, 20-hidroksieikozatetraenoik asit; 5,14-HEDGE, N-(20-hidroksieikoza-5[Z],14[Z]-dienoil]glisin; 1xB, xB inhibitorii;
IKK, IkB kinaz; miR, mikroRNA; MyD, miyeloit farklilagma faktorii; NF-kB, niikleer faktor kB; TAK, transforme edici biiyiime faktorii ile etkinlestirilen
kinaz. ( 1), artn; ( £ ), azaldu.
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durumlarda NF-kB'nin 6nemli bir rol oynadig1 iyi bilinmektedir (117, 121). Ozellikle, LPS
ile uyarilan CD14/MD-2/TLR4/MyD88/TAK1 yolunda, TIRAP aracihigiyla MyD88'e
iletilen uyar1 IRAKI1/4, TRAF6, TAKI, IKKa, IKKB, IKKy ve MAPK'ler gibi
sinyalleyici molekiiller (MEK1, MKK3/6 ve MKK4; ERK1/2, p38 MAPK ve JNKI1/2)
araciligiyla cesitli enflamasyona neden olan mediyatorlerin olusumundan sorumlu genlerin
ekspresyonunu  uyarmak ilizere NF-xkB ve AP-1  transkripsiyon faktorleri
etkinlestirilmektedir. Ekspresyonu uyarilan bu genlerin arasinda sepsis ve septik sok
patojenezinde 6nemli rol oynayan iNOS ve COX-2 gibi enzimler, akut faz proteinleri ile
IFN-y, IL-1B, IL-6, IL-8 ve TNF-a gibi enflamatuvar sitokinler yer almaktadir (2, 99, 105,
117-119, 121-123, 125, 136, 194). Daha once endotoksemik si¢anlarda in vivo olarak
yaptigimiz ¢alismalarin sonuglarina gore, subletal dozda (10 mg/kg; i.p.) LPS (E. coli LPS
O111:B4) enjeksiyonu ile olusturulan deneysel septik sok modelinde gelisen vaskiiler
hiporeaktivite ve hipotansiyona bobrek, kalp, akciger, dalak, beyin, torasik aort, siiperiyor
mezenterik arter ile femoral arterde ¢cEH, MEKI1, ERK1/2, IKKp, IkB-o, NF-xkB p65,
INOS, ¢GS, PKG ve/veya COX-2 ekspresyon/etkinligi, katalaz etkinligi ile TNF-o ve IL-8
olusumunda artmaya, aynt zamanda CYP2C23, AA epoksijenazlar, CYP4A1/A3 ve eNOS
ekspresyon/etkinliginde azalma eslik etmektedir. Ayrica, apopitozun gostergelerinden biri
olan kaspaz-3 etkinligi ile oksidatif stresin gostegelerinden toplam antioksidan etkinlik,
SOD etkinligi, glutatyon rediiktaz ve glutatyon peroksidaz etkinligi ile indirgenmis
glutatyon diizeyleri azalmaktadir. Secici iNOS inhibitorii fenilen-1,3-bis(etan-2-izotiyoiire)
dihidrobromiir (phenylene-1,3-bis[ethane-2-isothiourea] dihydrobromide; 1,3-PBIT) (10
mg/kg, 1.p.) veya MEKI tarafindan ERKI1/2 fosforilasyonunun segici inhibitorii 1,4-
diamino-2,3-disiyano- 1,4-bis[2-aminofeniltiyo |biitadien (1,4-diamino-2,3-dicyano-1,4-
bis[2-amino-phenylthio [butadien; U0126) (5 mg/kg, i.p.) ile MEKI1/ERK1/2/iNOS yolu
(61-68, 70-73) vel/veya secici olmayan COX inhibit6rii indometasin, daha cok COX-1'e
secici COX inhibitorii piroksikam ya da secici COX-2 inhibitorii N-(2-siklohekziloksi-4-
nitrofenil)-metansiilfonamit (N-/2-cyclohexyloxy-4-nitrophenyl]-methansulphonamide; NS-
398) COX-1/2 inhibisyonu (58, 69, 72, 74, 78, 79, 82, 85) ya da endojen olarak olusan 20-
HETE'nin etkilerini taklit ettigi bilinen dayanikli 20-HETE analogu 5,14-HEDGE (59, 60,

75-77, 80, 81, 83, 84) uygulanmast sonucunda sicanlarin renal ve/veya kardiyovaskiiler
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dokularinda enflamatuvar sitokinlerden IL-8 ve TNF-a olusumu ile birlikte artmis olan

¢EH, MEKI, ERK1/2, IKKB, IkB-a, NF-kB p65, iNOS, hsp90, ¢GS, PKG, COX-2,

1 phox 7ph0x

gp9 , p4 ve/veya 3-nitrotirozin ekspresyon/etkinligi ile azalmis olan CYP2C23, AA
epoksijenazlar ve CYP4Al ekspresyon/etkinligi ile apopitoz, oksidan/antioksidan durum,
lipit peroksidasyonu ve enflamasyon ile ilgili degisiklikler normal diizeylere
getirilebilmekte, ayrica giiclii bir vazokonstriktor olan 20-HETE olusumunun artmas: ile
vaskiiler hiporeaktivite, hipotansiyon, takikardi ve enflamasyon diizeltilebilmekte, farelerde
mortalite Onlenebilmektedir. Ayrica, 20-HETE'nin vazokonstriktor etkilerinin yarigmali
antagonisti olan 20-HEDE (30 mg/kg, s.k.; LPS'den 1 saat sonra) ise, 5,14-HEDGE'nin
endotoksemik sicanlarda kan basinci, KH, fosforile VASP, COX-2, CYP4A1, gp91°™*,
p47°"* ve 3-nitrotirozin protein ekspresyonu, iNOS-hsp90 kompleks olusumu ve NOS
etkinligi ile siklik GMP, 6-keto-PGF,,, PGE,, PGF,,, 20-HETE ve nitrotirozin diizeyleri
tizerindeki etkisini geri ¢evirebilmektedir. Daha 6nce yaptigimiz ¢alismalarin bulgularindan
yola ¢ikilarak yapilan bu tez caligmasinin sonuglarina gore, LPS uygulanmasindan 4 saat
sonra bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor mezenterik arterin sitozolik fraksiyonlarinda
MyD88, fosforile TAK1 (Ser*'?) ve fosforile IkB-a (Ser’”) protein ekspresyonu artmakta,
TAKI1 protein ekspresyonu degismemekte, IkB-a degradasyonunun bir gostergesi olarak
Olciilen IkB-a protein ekspresyonu azalmakta, TAK1 ve IKK etkinliginin bir gostergesi
olarak Olciilen sirasiyla fosforile TAKI1/TAKI1 ile fosforile IkB-o/IxB-o oranlarinin
yaninda, renal ve kardiyovaskiiler dokularin hem sitozolik hem de niikleer fraksiyonlarinda
NF-kB p65 ve fosforile NF-kB p65 (Ser’*®) protein ekspresyonu artmaktadir. Bunlara ek
olarak, sitozolik ve niikleer fraksiyonlarda NF-xB p65'in etkinliginin bir gostergesi olarak
hesaplanan fosforile NF-xB p65/NF-xB p65 oran1 ile NF-xB p65'in nikleer
translokasyonunun bir gostergesi olarak hesaplanan niikleer NF-xB p65/sitozolik NF-kB
p65 orani artmaktadir. Ayrica, fosforile NF-kB p65'nin niikleer translokasyonu ile fosforile
NF-xB p65'in hangi fraksiyonda daha ¢ok bulundugunun bir gostergesi olarak hesaplanan
niikleer/sitozolik fosforile NF-kB p65 orami artmaktadir. 5,14-HEDGE, LPS'nin neden
oldugu biitiin bu degisiklikleri onlemektedir. Sitozolde oldugu kadar, NF-kB'ye bagimli ve

bagimsiz gen ekspresyonunu diizenlemek iizere niikleusta da bulundugu gosterilen IKKf
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(160, 161), IxB-o (151, 152) ve kendisi (162, 163) disinda, gerek niikleusa gegcmeden 6nce
sitozolde gerekse niikleusta Ser’ iizerinden p65'in fosforilasyonuna neden olmaktadir
(164-168); tam bir transkripsiyonel etkinlik i¢in O6nemli olan p65'in bu bdlgeden
fosforilasyonu, NF-kB etkinligindeki artis1 yansitmaktadir (164, 168). Ote yandan, p50 ve
p65 alt birimlerinin LPS'ye verilen sistemik yanit swrasinda inhibitor rol oynadigi ve NF-
kB'nin bu isevlerinin SIRS ile birlikte olan mortalitenin 6nlenmesinde gerekli olabilecegi
bildirilmistir (297). Ayrica, Chew ve ark. (175) tarafindan bir Ser/Thr fosfataz olan WIP1
tarafindan Ser’*® rezidiisii iizerinden defosforile edilen NF-xB'nin etkinliginin negatif
yonde diizenlendigi gosterilmistir. Ayrica, NF-xB ve IxB-o molekiillerinin sitozol ve
niikleus arasinda gidip geldigi, ancak IkB-o varliginda, IkB-o/NF-xB kompleksinin esas
olarak sitozolde yerlestigi bildirilmistir (179-181). IkB-o/NF-xB kompleks olusumu, p65,
ancak p50 degil, niikleer yerlesim bolgelerini maskelemekte ve boylece NF-xB
dimerlerinin niikleusa gecisini kismen onlemektedir (182). Ote yandan, niikleusa giren bu
IxkB-o/NF-xB kompleksleri IkB-a tizerindeki niikleer disar1 ¢ikarma bolgeleri araciligiyla
sitoplazmaya etkin bir bicimde geri tasinabilmektedirler (133). Sonug olarak, IkB-o/NF-«xB
komplekslerinin niikleusa girisi ve ¢ikisinin siirekli olarak gerceklestigi ileri siiriilmiigtiir.
Bunlara ek olarak, rodentlerde ex vivo veya in vitro kosullarda yapilan calismalarda, LPS
ile uyarilmanin ardindan gelisen olaylarin NF-xB p65 protein diizeylerinin niikleer
fraksiyonda artmasi ve sitozolik fraksiyonda azalmasiyla yani NF-xB p65'nin niikleer
translokasyonu ile sonug¢landigini gosteren pek ¢ok calisma bulunmaktadir (298-302).
Ayrica, Ishizuka ve ark. (262) tarafindan insan endotel hiicrelerinde yapilan bir caligmada,
20-HETE'nin MEK1/ERK1/2/NF-kB yolunun etkinliginin artmasi ve NF-xB p65'in niikleer
translokasyonu sonucunda enflamasyon gelismesinde rol oynayan mediyatorlerin
olusumunu artirarak giiclii bir bicimde enflamasyona neden olabilecegi bildirilmistir. Sigir
endotel hiicrelerinde yapilan bir ¢caligmada ise, 20-HETE'nin NO olusumunu inhibe ettigi,
ancak IKKpB/IkB-o yolu araciligiyla NF-kB etkinligini artirdigi, 20-HETE'nin bu etkilerinin
ise tirozin kinaz ve MEKI1/ERK1/2 inhibitorleri ile Onlenebildigi gosterilmistir (261).
Dolayisiyla, NF-xB 65 ile fosforile NF-kB p65 protein diizeylerinin niikleer fraksiyonlarda
daha yiiksek miktarlarda oldugu yoniindeki bulgularimiz, hem NF-xB p65 hem de fosforile
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NF-xB p65'in niikleusa gegebilecegini, ayrica NF-kB p65'in sitozolde oldugu kadar
niikleusta da IKKP/IkB-o yolu araciligiyla fosforillenerek etkinlesebilecegini
diisiindiirmektedir. Sonu¢ olarak, daha Onceki caliymalarimizin sonuglar1 ile birlikte
degerlendirildiginde bu bulgular, 5,14-HEDGE'nin endotoksemi sirasinda goriilen
hipotansiyon, takikardi, enflamasyon ve mortaliteye karsi koruyucu etkisine
MyD88/TAK1/MEKI1/ERK1/2/AP-1 yolu oldugu kadar, MyD88/TAKI1/IKKp/IkB-o/NF-

kB yolu ekspresyon ve etkinligindeki azalmanin katkida bulundugunu gostermektedir.

Bu calismada, ayrica, 5,14-HEDGE uygulanan kontrol ve endotoksemik si¢anlarin
serumlarinda miR-150, miR-223 ve miR-297 ekspresyon diizeylerindeki degisikliklerin ne
yonde degistigi arastirilmistir. Son yillarda, "mRNA'lar ile dogrudan etkilesmeleri
sonucunda onlarin degradasyonuna neden olarak veya protein translasyonunu inhibe ederek
protein kodlayan genlerin ekspresyonunu diizenleyen, ancak mRNA'lardan farkli olarak bir
bilgi kodlamayan ve protein sentezine neden olmayan kiicilk RNA'lar" olarak tanimlanan
miRNA'lardan, 0Ozellikle dolasgimda bulunanlarinin ekspresyon diizeylerinin ¢esitli
hastaliklarda tan1 amaci ile kullanilabilecegine iliskin ¢aligmalar iizerinde yogunlasilmistir
4, 21, 25). Ozellikle sepsis ve septik sok gibi enflamasyon ile belirgin durumlarm
patojenezinde onemli bir rolii olan NF-kB'nin, miR-9, miR-21, miR-125a, miR-132, miR-
146a, miR-147b, miR-155 ve miR-301la gibi miRNA'larin ekspresyonlarmin artmasina
veya let-71 gibi miRNA'larin ekspresyonlarinin azalmasina neden olarak, ¢cogu miRNA'nin
ekspresyonunu diizenlendigine iliskin calismalarin sayis1 giderek artmaktadir. Ote yandan,
miR-9, miR-21, miR-146a ve miR-155 gibi miRNA'larin NF-kB sinyalleyici yolunu inhibe
ettigi veya miR-301a gibi miRNA'larin NF-xB etkinligini artirdigina iligkin bulgular da
vardir (6, 8, 15, 17, 18, 22). Sepsisli hastalarin serum veya plazmalarinda 6zellikle miR-
150, miR-223, miR-297, miR-146a ve miR-574-5p diizeylerinin tam1 amaciyla belirte¢
olarak kullanilabileceklerine iliskin ¢aligmalar da bulunmaktadir. Yapilan bir calismada,
yogun bakimda yatan sepsisli hastalarda serum miR-297 diizeylerinin 6len hastalarda, miR-
574-5p diizeylerinin ise yasayan hastalarda daha yiliksek oldugu bulunmustur (26). Bu
calismanin sonuglarina gore, miR-297'nin yasam siiresi, miR-574-5P'nin ise sepsis

nedeniyle 6liimden sorumlu oldugu ileri siiriilmiistir. Ote yandan, plazma miR-150
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diizeylerinin sepsisli hastalarda azaldigr ve bu azalmanin hastahigin siddeti ile iligkili
oldugu bildirilmistir (27). Bir bagka ¢alismada, sepsisli hastalarda serum miR-146a ve miR-
223 diizeylerinin SIRS ve kontrol gruplaria gore daha az oldugu ve 6zellikle miR-223'"lin
SIRS ve sepsisi birbirinden ayirmak amaciyla kullanilabilecegi bildirilmistir (28). Schmidt
ve ark. (29) ise LPS uygulanan saglikli insanlarin 16kositlerinde miR-146b, miR-150, miR-
342 ve let-7g diizeylerinin azalirken, miR-143 diizeyinin arttigin1 gostermislerdir. Ote
yandan, rodentlerde olusturulan in vivo deneysel septik sok modellerinde miRNA'larin
roliine iliskin yapilan ¢aligmalarin sayisi olduk¢a azdir. LPS uygulanan farelerin cesitli
dokularinda miR-21, miR-25, miR-27b, miR-100, miR-140, miR-142-3p, miR-181c, miR-
187, miR-194, miR-214, miR-223 ve miR-224 (30), miR-146a (31), miR-146b, miR-155 ve
miR-1224 (32), miR-125b-5p, miR-150 ve miR-181a (33) diizeylerinin arttig1 ve miR-181d
(33) ile miR-223 (34) diizeylerinin azaldiginin gosterilmesine karsim, siganlarda miRNA
diizeylerinin arastirildig1 herhangi bir ¢calisma bulunmamaktadir. Ayrica, literatiirde sepsisli
hastalarin serum veya plazmalarinda diizeylerinin Ol¢iildiigii miR-150 ve miR-223 ile
sicanlarin serum (35), hepatik stellat hiicreler (36), kardiyomiyosit (37) ve kolon
mukozasinda (38) yapilan caligmalar olmasina karsin, miR-297 diizeylerinin ne yonde
degistigine iliskin herhangi bir bilgi bulunmamaktadir. Bu calismada elde edilen verilere
gore, sicanlara LPS uygulanmasindan 4 saat sonra serum miR-150, miR-223 ve miR-297
ekspresyon diizeyleri artmakta ve 5,14-HEDGE bu artis1 onleyebilmektedir. Her ne kadar
endotoksemik sicanlarda miR-150 ve miR-223 ekspresyon diizeylerinin arttigina iliskin
bulgularimiz daha Once sepsisli hastalarin plazma/serum miR-150 (27) ve miR-223 (28)
diizeylerinin azaldigin1 gosteren caligmalarin sonuclar1 ile celigkili olsa da, miR-297
ekspresyon diizeyleri ile ilgili bulgumuz yogun bakimda yatan sepsisli hastalarin serum
miR-297 diizeylerinin Olen hastalarda daha yiiksek oldugu bulgusu ile uyumlu
goriinmektedir (26). miR-150 ve miR-223 ekspresyon diizeylerine iliskin celiskili
bulgularin nedenlerinden biri olarak, enfeksiyona maruziyet sonucunda baslayan ve ¢oklu
organ yetmezligi sonucu Olime dek gidebilen olaylarin patojenezi goz Oniine alindiginda
(Cizelge 2.1), calismamizin sicanlara LPS enjeksiyonu ile olusturulan deneysel septik sok
modelinde yapilmis olmasi sayilabilir. Ote yandan, olusturdugumuz deneysel septik sok

modelinde elde edilen bulgular, MyD88/TAK1/IKKp/IkB-o/NF-kB yolu oldugu kadar, bu
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yol araciligiyla ekspresyonlar: artan miR-150, miR-223 ve miR-297'nin de hipotansiyon,
takikardi, enflamasyon ve mortaliteye neden olabilecek mediyatorlerin olusumunda rol
oynayan iNOS, COX-2 ve CYP4Al gibi enzimlere iliskin genlerin ekspresyonunda
degisikliklere neden olabilecegini gostermektedir. Bulgularimiz, ayrica, ekspresyonlari
artan miR-150, miR-223 ve miR-297'nin de MyD88/TAKI1/IKK/IkB-o/NF-kB yolunun
ekspresyon ve/veya etkinligini artirabilecegini diistindiirmiistiir. Sonug olarak, daha once
yapilan caligmalarin sonuglar1 ile birlikte degerlendirildiginde bulgularimiz, 5,14-
HEDGE'nin endotoksemi sirasinda goriilen hipotansiyon, takikardi, enflamasyon ve
mortaliteye karst  koruyucu etkisine MyD88/TAKI/IKKB/IkB-a/NF-kB  yolunun
ekspresyon ve etkinligi oldugu kadar, miR-150, miR-223 ve miR-297 ekspresyon

diizeylerinde neden oldugu azalmanin da katkida bulunabilecegini gdstermektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Endojen olarak olusan 20-HETE'nin etkilerini taklit ettigi bilinen dayanikl1 bir 20-
HETE analogu 5,14-HEDGE uygulanan kontrol ve endotoksemik si¢anlarin
serumlarinda miR-150, miR-223 ve miR-297 ekspresyon diizeyleri ile renal, kardiyak
ve vaskiiler dokularinda sitozolik MyD88, TAKI1, IKKp ve IxkB-a ile sitozolik/niikleer
NF-xB p65 protein ekspresyonlar1 ve etkinliklerinin ne yonde degistiginin arastirildigi
bu calismada, 5,14-HEDGE'nin endotoksemi sirasinda goriilen hipotansiyon, takikardi,
enflamasyon ve mortaliteye karsi koruyucu etkisine miR-150, miR-223 ve miR-297
ekspresyon diizeyleri ile MyD88/TAKI1/IKKB/IkB-o/NF-kB yolunun ekspresyon ve
etkinligindeki azalmamn katkida bulundugu gosterilmistir. Bulgularimiz, endotoksemi
sirasinda diizeylerinin azaldigi gosterilen 20-HETE'nin sistemik yoldan uygulanabilen
dayanikli analoglarindan yola ¢ikilarak sistemik yoldan kolaylikla uygulanabilecek
bicimde gelistirilecek ilaglar, basta yogun bakim birimleri olmak {izere 6teki kliniklerde
vaskiiler hiporeaktivite, hipotansiyon, takikardi ve inflamasyonun eslik ettigi ve yasam
siiresinde kisalma ile sonuclanabilen cesitli kardiyovaskiiler ve renal bozukluk vb.
nedenlerden dolayr ortaya c¢ikan hastaliklarin tedavisinde yararli olabilecegini

gostermektedir.

Bunlara ek olarak bulgularimiz, endotoksemi sirasinda bir yandan
MyD88/TAKI/IKKB/IkB-o/NF-kB  yolu oldugu kadar bu yol araciligiyla
ekspresyonlar1 artan miR-150, miR-223 ve miR-297'nin de iNOS, COX-2 ve CYP4Al
gibi enzimlere iliskin genlerin ekspresyonunda degisikliklere neden olabilecegini, 6biir
yandan  ekspresyonlar1 artan miR-150, miR-223 ve miR-297'nin de
MyD88/TAKI1/IKKB/IkB-o/NF-kB  yolunun  ekspresyon ve/veya  etkinligini
artirabilecegini diisiindiirmiistiir. Ote yandan, miRNA'larin hedef genlerinin bulundugu
bir veri tabaninda (http://www.targetscan; version 6.2) sicanlar i¢in yapilan taramada,
miR-150 (rno-miR-150), miR-223 (rno-miR-223) ve miR-297 (rno-miR-297)'nin iNOS,
COX-2 ve CYP4Al gen ekspresyonunda rol oynayan cesitli transkripsion faktorleri ile
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kinazlarin ekspresyonu ile iligkili olduklarmin goriilmesine karsin, bu enzimlerin
dogrudan miR-150, miR-223 ve miR-297'nin hedef genleri arasinda olduguna iligkin bir
bilgi bulunmamaktadir. Bu duruma aciklik getirebilmek i¢in, NF-xB inhibitorii veya
miR-150, miR-223 ile miR-297'ye iliskin anti-miR oligoniikleotitleri uygulanarak ya da
bu miRNA'larin susturuldugu endotoksemik sicanlarin renal ve kardiyovaskiiler
dokularinda NF-kB, iNOS, COX-2 ve CYP4A1 ekspresyon ve etkinligi ile miR-150,
miR-223 ve miR-297 ekspresyon diizeylerinin 6l¢iilmesi gerekmektedir.

Endotoksemik sicanlarin renal ve kardiyovaskiiler dokularinda NF-kB p65 ile
fosforile NF-xkB p65 protein diizeylerinin niikleer fraksiyonlarda daha yiiksek
miktarlarda oldugu yoniindeki bulgularimiz, hem NF-xB p65 hem de fosforile NF-xB
p65'in niikleusa gegebilecegini, ayrica NF-kB 65'in sitozolde oldugu kadar niikleusta da
IKKpB/IkB-o. yolu araciligiyla fosforillenerek etkinlesebilecegini diisiindiirmiistiir.
Dolayisiyla, endotoksemik sicanlarin renal ve kardiyovaskiiler dokularinda NF-xB
p65'in niikleusta da IKKB/IkB-a yolu araciligiyla fosforillenerek etkinlesebilecegini
gostermek amaciyla, niikleer fraksiyonda da IKKP/IkB-a yolu ekspresyon ve
etkinliginin Sl¢iilmesi, ayrica, NF-kB p65'in niikleusa girisi ve ¢ikisinda rol oynayan
importin-a3 gibi importinler (186, 187) ile Crml (191) gibi eksportinlerin
ekspresyonlarinin ne yonde degistiginin ve bu degisiklikler tizerinde 5,14-HEDGE'nin

etkisinin arastirilmas1 gerekmektedir.
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