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OZET

Sicanlarda Zimosan ile Olusan Hipotansiyona Dalak Tirozin Kinazinin Katkisinin
Arastirllmasi

Bu ¢alismada, zimosanin neden oldugu hipotansiyona dalak tirozin kinazi
(Dtk)’nin katkis1 secici Dtk inhibitori BAY 61-3606 uygulanan si¢anlarda
vazodilator ve proenflamatuvar mediyatorlerin olusumu ile iliskilendirilerek
arastirildi. Deneylerde kontrol grubu olarak serum fizyolojik (SF) ve septik
olmayan sok grubu olarak zimosan, deney grubu olarak da tek basina veya
zimosan ile birlikte BAY 61-3606 uygulanan erkek Wistar sicanlar kullamildi. BAY
61-3606 sicanlara SF veya zimosan enjeksiyonundan 1 saat sonra uygulandi.
Sicanlara SF veya zimosan enjeksiyonundan hemen once ve enjeksiyondan 1, 2, 3
ve 4 saat sonra kuyruktan OAB ve kalp hiz1 (KH) kayitlar1 alindi. Deneyler
sonunda oldiiriilen sicanlardan alinan kanlardan hazirlanan serum oérneklerinde
nitrit; bobrek, kalp, torasik aort (TA) ve siiperiyor mezenterik arterleri (SMA)’da
Dtk, fosforile Dtk, kB inhibitorii (IkB)-a, fosforile IkB-a, niikleer faktor kB (NF-
kB) p65, fosforile NF-kB p65, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (INOS) ve
siklooksijenaz (COX)-2 protein ekspresyonlar: olciildii. Aym dokularda nitrit,
nitrotirozin (NT), tiimor nekroze edici faktor (TNF)-a ve 6-keto-PGF,, diizeyleri
ile  miyeloperoksidaz  (MPO) etkinligine bakildi. Sicanlara zimosan
uygulanmasindan 4 saat sonra OAB 60 mmHg azaldi, KH 94 atim/dakika artti.
Dtk ekspresyonu zimosan uygulamasi ile degismezken; IkB-a protein ekspresyonu
azaldi. Dtk ve IkB-a fosforilasyonu, NF-kB p65 ekspresyonu ve fosforilasyonu,
INOS ve COX-2 protein ekspresyonlar1 ise zimosan ile artti. Zimosan serum
ve/veya dokularda olgiilen nitrit, NT, TNF-a ve 6-keto-PGF,, diizeyleri ile MPO
etkinliginde artmaya nedne oldu. Zimosanin neden oldugu tiim bu degisiklikler
BAY 61-3606 ile geri cevrildi. Bu calismanin bulgulari, zimosan ile olusan NO,
peroksinitrit, prostasiklin ve TNF-a olusumunda artma ile belirgin enflamasyonun
eslik ettigi hipotansiyona Dtk’nin katkida bulunabilecegini gosterdi.

Anahtar kelimeler: Zimosan, hipotansiyon, enflamasyon, Dtk, BAY 61-3606
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ABSTRACT

Investigation of the Contribution of Spleen Tyrosine Kinase on Zymosan-Induced
Hypotension in Rats

In this study, contribution of spleen tyrosine kinase (Syk) to zymosan
induced hypotension in relation with vasodilator and proinflammatory mediator
production, was investigated in selective Syk inhibitor, BAY 61-3606-injected rats.
In the experiments, saline-, zymosan-, BAY 61-3606- and/or zymosan+ BAY 61-
3606-injected male Wistar rats were used as control, non-septic shock and
experimental group, respectively. BAY 61-3606 was administered 1 hour after
injection of saline or zymosan. MAP and heart rate (HR) were measured from rats
received either saline or zymosan at time points of 0, 1, 2, 3 and 4 hours by tail cuff
method. At the end of the experiments, rats were euthanized and serum nitrite
levels and protein expression and/or phosphorylation of Syk, nuclear factor kB
(NF-kB) p65, inhibitor of kB a (IxB)-a, inducible nitric oxide synthase (iNOS) and
cyclooxygenase (COX)-2 were measured in kidney, heart, thoracic aorta (TA) and
superior mesenteric artery (SMA). Nitrite, nitrotyrosine (NT), tumor necrosis
factor (TNF-a), and 6-keto-PGF,, levels and myeloperoxidase (MPO) activity were
measured in the same tissues. MAP fell by 60 mmHg and HR rose by 94 beats/min
at 4 hours after zymosan administration. Although, tissue protein expression of
Syk did not change, protein expression of IkB-a was decreased after zymosan
administration. Phosphorylation of Syk and IkB-a, expression and
phosphorylation of NF-kB p65, and protein expression of INOS and COX-2 were
increased after zymosan administration. Serum and/or tissue nitrite, NT, 6-keto-
PGFy,, and TNF-o levels as well MPO activity were increased. The zymosan-
induced changes were reversed by BAY 61-3606. The results of this study
demonstrated that, Syk could contribute to the zymosan-induced hypotension and
inflammation associated with increased production of NO, peroxynitrite,
prostacyclin, and TNF-a.

Key Words: Zymosan, hypotension, inflammation, Syk, BAY 61-3606
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1. GIRIS

Sok, tedavi edilmediginde yasami tehdit eden ciddi patofizyolojik sonuglar
dogurabilen, yasamsal organlarin yetersiz perfiizyonu ile belirgin akut klinik ve
kardiyovaskiiler bir sendromdur (1). Diinya capinda yapilan c¢ok sayida klinik
denemelere karsin, sepsis ve septik sok, yogun bakim birimlerine gelen hastalarda
morbidite ve mortalitenin en 6nemli nedeni olarak bilinmektedir (2). Sepsis ve septik
sok hemen hemen her organizma ile iliskili olsa da, en yaygin etiyolojik patojenlerin
baginda Gram-pozitif bakteriler, Gram-negatif bakteriler ve funguslar gelmektedir. Bazi
viriisler ve riketsiyalar da benzer bir sendroma neden olabilmektedir (3). Fungal
organizmalarin neden oldugu sepsis olgusu (fungal sepsis) sayisi, 1979-2000 yillari
arasinda %207’lik bir artis gostermistir (4). Fungal enfeksiyonlardan kaynaklanan,
siddetli sepsis ya da septik sok olgularinin sayisi, glinlimiizde biiylik 6l¢lide artmustir.
Coklu ilag direnci (multidrug resistant) olan fungus ve bakterilerin, siddetli sepsis ve
septik sok olgularinin %25’inden sorumlu oldugu bildirilmistir (2). Enfeksiyon ile
baslayip septik sok ve organ yetmezligi olusturan olaylar kaskadi heniiz tam olarak

aydinlatilamamistir (5).

Deneysel fungal sepsis modeli olusturmak ic¢in kullanilan zimosan (6),
Saccharomyces cerevisia (S. cerevisiae)’nin hiicre duvari bilesenidir. Baslica 1,3-f-
glukan ve 1,6-B-glukan ile a-mannan gibi ¢apraz bagli polisakkaritlerden ve diger az
sayida polisakkarit polimerlerinden olusmaktadir (7, 8). Zimosan, siganlara enjekte
edildiginde tiimor nekroze edici faktor (TNF)-a, miyeloperoksidaz (MPO), interlokin
(IL)-1B, IL-6 ve IL-8 gibi enflamatuvar mediyatorlerin saliverilmesine neden olarak
hemodinamik degisikliklere ve enflamasyona neden olmaktadir. Bu mediyatorler
kompleman sistem, prostaglandin (PG)’ler, trombosit etkinlestirici faktor (TEF), oksijen
radikalleri ve lizozomal enzimlerdir (9, 10). Zimosan uygulanmasi ile fare (11) ve
sicanlarda (12) septik olmayan sok modeli olusturabilmektedir. Bu hayvanlarda, viicut
agirh@inda azalma, mortalitede artma, akut pankreatit ve bagirsak zedelenmesinin agir

semptomlari gézlenmektedir (11).



Daha 6nce bizim laboratuvarimizda Escherichia coli (E. coli) gibi Gram-negatif
bakterilerin hiicre duvarinin bir bileseni olan lipopolisakkarit (LPS) ile yapilan
caligmalar, LPS'ye maruziyet sonucunda aralarinda proenflamatuvar sitokinler, mitojen
ile etkinlestirilen protein kinaz (MAPK)'lerin bulundugu gesitli sinyal ileti yollarinin
uyarilmasmin ardindan, niikleer faktér B (NF-xB) gibi ¢esitli transkripsiyon
faktorlerinin etkinlesmesine ve sonugta indiiklenebilir nitrik oksit (NO) sentaz (iNOS),
siklooksijenaz (COX), sitozolik fosfolipaz A, (sFLA;) ve 5-lipoksijenaz (5-LO) gibi
enzimlerin olusumunda artisa ve bdylece vazodilator mediyatorler olan prostasiklin
(PGI,) ve PGE; gibi PG’ler ile NO’nun asir1 miktarlarda olusumuna neden oldugunu
gostermistir. Bu bulgular, septik sok patojenezinde, vazodilatdr/vazokonstriktor
dengenin vazodilatdr metabolitler yoniinde bozuldugunu acik¢a ortaya koymaktadir (13,
14). Benzer olarak, zimosan bir fungus hiicre duvart bileseni olup, bakteriyel ve
endotoksik olmamasi nedeniyle “septik olmayan sok modeli” (15) ya da septik sok
benzeri semptomlarin gdézlenmesinden dolayr “septik soka benzeyen sendrom” (16)
olusturmak i¢in kullanilmaktadir. Zimosan ile yapilan caligmalarda, 500 mg/kg
intraperitoneal (i.p.) dozda enjeksiyonu ile olusturulan sok sirasinda ortalama arter
basincinin (OAB) distligi ve proenflamatuvar sitokinler, NF-xB gibi g¢esitli
transkripsiyon faktorlerinin etkinlestigi ve sonugta vazodilator mediyatorlerin
olusumunda artis gézlendigi belirtilmistir (12, 17). Zimosan, septik olmayan sok (15),
¢oklu organ yetmezligi (COY) (20) ve akut peritonit (21) gibi enflamatuvar hastaliklarin
patojenezinde dnemli rol oynamakta ve deneysel olarak 6zellikle kronik enflamasyon ve

septik olmayan sok modeli olusturmak i¢in kullanilmaktadir.

Sepsis ve septik sok tedavisinde oncelikle enfeksiyonun ortadan kaldirilmasi,
hipotansiyonun diizeltilmesi, dokularda olusan hipoperfiizyonun ve organ islev
bozuklugunun ortadan kaldirilmasi tedavi hedefleri arasinda yer almaktadir (22). Ancak
glinlimiizde, tedavi yaklasimlari, sinyal ileti mekanizmalarinin ve etkinlesen ¢ogu enzim
sisteminin diizenlenmesine dayanan, nedene yonelik ve molekiiler diizeyde o6zgiil

terapotik yaklasimlar biciminde olmaktadir (2).

Dalak tirozin kinazi1 (Dtk), yaklasik 20 y1l 6nce kesfedilmis, 72 kDa agirliginda

reseptor ile kenetli olmayan bir intraseliiler tirozin kinazdir (23). Dtk’nin, B hiicreleri,



mast hiicreleri, nétrofiller, makrofajlar ve trombositler gibi tim hematopoietik
hiicrelerde ve epitel hiicresi, fibroblastlar, néronal hiicreler ve damar endotel hiicreleri
gibi hematopoietik olmayan hiicrelerde eksprese edildigi gosterilmistir (24). Dtk ve
enflamasyon iligkisini arastiran ¢alismalar romatoit artrit, asttm ve alerjik rinit gibi
hastaliklar ile sinirli kalmistir (25). Segici bir Dtk inhibit6rii olan 2-[[7-(3,4-
Dimethoxyphenyl)imidazo[1,2-c]pyrimidin-5-yl]Jamino] pyridine-3-carboxamide
hydrochloride (BAY 61-3606)'nin si¢anlara oral yoldan uygulanmasinin antijene bagh
gelisen pasif kiitandz anafilaktik tepkiyi ve bronkiyal 6demi ©nemli derecede

baskiladig1 gosterilmistir (26).

Gilinimiizde Dtk’nin akut ve kronik enflamasyonda (25) ve zimosanin sinyal
iletiminde 6nemli rol oynadigim1 gosteren c¢aligmalar (27) olmasma karsin, septik
olmayan sok tedavisinde Dtk inhibitorlerinin etkili olup olmadiklarina iligkin literatiirde
herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Bu tez g¢aligmasinda, siganlarda zimosanin
neden oldugu hipotansiyona Dtk’nin katkisi, secici Dtk inhibitérii BAY 61-3606
uygulanan si¢anlarda vazodilatér ve proenflamatuvar mediyatorlerin olusumu ile

iligkilendirilerek arastirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Sepsis, Septik ve Septik Olmayan Sok

2.1.1. Epidemiyolojisi

Diinya ¢apinda yapilan ¢ok sayida klinik denemelere karsin, sepsis ve septik sok,
yogun bakim birimlerine gelen hastalarda morbidite ve mortalitenin en énemli nedeni
olarak bilinmektedir. Siddetli sepsis ve septik sok olgularinin sayisinin Amerika
Birlesik Devletleri’nde, 2010-2020 yillar1 arasinda 934.000°den 1.110.000°e ¢ikacagi
ileri siiriilmiistiir (2). Gram-negatif bakteriyemisi olan hastalarin biiyilik bir boliimiinde
sepsis gelistigi bilinmektedir. Gram-negatif bakterilerin sepsis olusturma olasiliklar
%350 olmasina karsin, Gram-pozitif bakterilerin sepsis olusturma &zellikleri %25'tir. Son
yillarda Gram-pozitif patojenler ile ortaya ¢ikan sepsis olgularinin sayisinda belirgin bir
artis oldugu bildirilmistir. Fungal, viral ve protozoal enfeksiyonlar da sepsis ve septik
sokun 6nemli nedenleri arasinda bulunmaktadir. Fungal organizmalarin neden oldugu
sepsis olgulariin sayisi, 1979 yilinda 5.231 olgudan, 2000 yilinda 16.042 olguya
%207°1ik bir artis gdstermistir (4).

Sepsis, 2000 yilinda yaklasik 660.000 insan1 etkilemis ve 1979 yilindan bu yana
goriilme sikliginda %8.7 artis gostermistir. Hastalarin yarisindan ¢ogu, 15.7 giin
ortalama bir kalis siiresi ile yogun bakim birimlerine kabul edilmistir. Oliimlerin toplam
sayist, 1979 yilinda her 100.000 kisiden % 21.9°dan; 2000 yilinda her 100.000 kisiden
43.9’a yiikselmistir (1).

Sepsis, ulusal saglik giivence sistemlerinde 6nemli bir yiik olarak goriilmektedir.
Sepsis veya septik soklu hastalara yaklasik 16.7 milyon $ yillik harcama ile birlikte,
patofizyolojiyi anlamak ve tedavi seceneklerini kavramak klinisyenler icin Onem

kazanmaktadir. Siddetli sepsis ve septik sok, her bir olgu i¢in ortalama maliyet ile



birlikte 6nemli miktarda saglik bakim kaynaklarini da tiiketmektedir. Angus ve ark’nin
2001 yilinda yayinlamig oldugu rapora gore, hastalarin kisi basina ortalama 22.000 $
harcamalar1 olmakla birlikte, ulusal olarak 16.7 milyon $’lik yillik toplam maliyetin
oldugu bildirilmistir (4). Hesaplanan bu yillik maliyetin toplumun yaslanmasi,
antimikrobiyal ilaglara direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasi ve girisimsel terapotik
yaklagimlarin yayginlagsmasi nedeni ile onlimiizdeki yillarda daha da artacag: ileri

stiriilmektedir (1).

Siddetli sepsisli hastalarda mortalite goriilme olasiligi %40 oranindadir. Septik
sok hastalari, siklikla yogun bakima gereksinim duymaktadirlar ve olgularin %50-80’1
Olimle sonuglanmaktadir (1). Herhangi bir organ yetmezligine sahip olan sepsisli
hastalarin orani hastalifin siddetinin bir belirtecidir ve bu oran, %19.1°den %30.2’ye
artis gostermistir. Sepsisli hastalarda en sik yetmezligi yasanan organlar, akcigerler
(hastalarin %18’inde) ve bdobrekler (hastalarin %15’inde) olmakla birlikte, daha az
siklikta karsilagilan durumlar arasinda ise kardiyovaskiiler bozukluk (%7), hematolojik
bozukluk (%6), metabolik bozukluk (%4) ve ndrolojik bozukluk (%2) yer almaktadir.
Klinikte karsilagilan en gii¢ durumlardan birisi olan COY sendromu, durumu Kkritik olan
hastalarda (critically ill patients) 6nde gelen 6liim nedenleri arasinda yer almaktadir (4).
Insanlarda, COY’deki ilerleme, metabolizmanin siirekli artmas1 ve negatif nitrojen
dengesi ile gosterilmektedir (28). Fungal sepsis ile akut solunum sikintis1 sendromu
(acute respiratory distress syndrome; ARDS) gozlenen hastalarda solunum yetmezligi
nedeni ile mortalite goriilme olasiligl, %25-40 oraninda degismektedir. Buna ek olarak,
COY, mortalite goriilme siklig1 olasiligimi %40-60’a ylikseltmektedir. COY ’nin geg
fazinin habercisi olan bobrek yetmezligi ve siddetli karaciger yetmezligi, mortalite
goriilme olasiligini yaklasik olarak %100’e artirmaktadir. COY yaninda tek organ
olarak akciger zedelenmesinin ilerlemesi sonucu ortaya ¢ikan akciger yetmezligi de
hastalarin %19’unda mortaliteye neden olan 6nemli bir 6liim nedenidir (29). Aym
zamanda, peritonit, COY, sepsis ve mortaliteye neden olan ciddi bir enfeksiyondur (30).
Enfeksiyon ile baslayip septik sok ve organ yetmezligi olusturan olaylar kaskadi heniiz

tam olarak aydinlatilamamistir (5).



Son yillarda, septik ya da kardiyojenik soktan kaynaklanan 6liim oranlar1 %70’
asmistir. Glinlimiizde, siddetli sepsisi olan hastalarin %10-30’u hastanelere bagvurmakta
ve bu hastalarin  %8.6’s1, miyokart enfarktiisiiniin ardindan kardiyojenik sok
yasamaktadirlar. Artan tedavi yontemleri ve gelismis izleme yontemlerine karsin, sok

nedeniyle ortaya ¢ikan mortalite, en az %30-50 oranindadir (1).

Septik soklu hastalar, genellikle 60-70 yaslarindadir ve bu hastalarin ortalama
yaglarinin siirekli olarak arttig1 bildirilmistir. Bu hastaliga zemin hazirlayan etkenler
arasinda; cinsiyet (erkek), Kuzey Amerikalilardaki beyaz olmayan etnik orijin, eslik
eden hastaliklar, kanser, immiin sistem yetmezligi ya da immiin sistemin baskilandig1
durumlar, kronik organ yetmezligi, alkol bagimliligt ve genetik etkenler bulunur.
Diabetes mellitus, kanser veya insan immiin yetmezlik viriisii enfeksiyonu gibi
hastaliklar1 olan ve Ozellikle travmali ya da cerrahi hastalarda, siddetli sepsisin

geligmesi olasilig1 daha yiiksektir (2).

Fungal enfeksiyonlardan kaynaklanan, siddetli sepsis ya da septik sok
olgularmin sayisi, giinimiizde biiyiik 6l¢iide artmistir. Coklu ilag direnci (multidrug
resistant) olan fungus ve bakterilerin, siddetli sepsis ve septik sok olgularinin
%?25’inden sorumlu oldugu bildirilmistir (2). 1979-2000 yillar1 arasinda fungal
enfeksiyonlarin goriilme sikligi, lic kat artis gostermis ve tedaviye cesitli giicli
antifungal ilaclarin eklenmesine karsin, mortalite oran1t %41°’den %71’e yiikselmistir.
Candida albicans dahil bircok Candida tiiriiniin neden oldugu fungal sepsis, 1980°li
yillarda %24’ten, 1997-2000 yillar1 arasinda %46’ya varan dnemli bir artis gostermistir

D).

Yapilan epidemiyolojik c¢aligmalarda fungeminin tiim asamalarmin  %0.1-
%3.6’sindan S. cerevisiae’nin sorumlu oldugu ileri siiriilse de, S. cerevisiae
fungemisinin goriilme siklig1 tam olarak bilinmemektedir. ilk olgu, 1970’te, protez
mitral kapakeikli bir hastada bildirilmis ve zamanla bildirilen olgu sayisinda bir artis
gozlenmistir (1970-1980 yillarinda 4; 1981-1991 yillarinda 10; 1992-2004 yillarinda

ise 46 olgu oldugu bildirilmistir.). S. cerevisiae fungemisi, immiin sistemi baskilanmis



olan hastalarda %31 (19 hastada) ve durumu kritik olan hastalarda %46 (28 hastada)

oraninda tespit edilmistir (31).

2.1.2 Etiyolojisi

Sok, tedavi edilmediginde yasami tehdit eden ciddi patofizyolojik sonuglar
dogurabilen, yasamsal organlarin yetersiz perflizyonu ile belirgin akut bir klinik
kardiyovaskiiler ~sendromdur. Yeterli sivi resiisitasyonuna karsin  perfiizyon
anormallikleri sonucu sistolik kan basincinin 90 mm Hg’dan diisiik olmas1 ya da kan

basincinda en az 40 mm Hg’lik bir azalma olarak tanimlanmaktadir (1).

Sok durumunda, (i) dokularin kan ve oksijen ile perflizyonunda yaygin ve
yiikksek diizeyde bir azalma, (ii) doku zedelenmesine bagli olarak ortaya ¢ikan ¢oklu
organ islevsizligi ve sonucunda yetmezligi gozlenmektedir. COY esas olarak kalp,
bobrek, karaciger, beyin ve akciger gibi yasamsal Onemi yiiksek organlar
kapsamaktadir (22). COY sendromu, siddetli sepsis, septik sok, vd. sok tiirleri, ¢oklu
travma, siddetli yanik ya da pankreatit vb. durumlari olan hastalarin pek ¢ok organ ve
sistemi islevlerinin gerilemesi olarak tanimlanir (32). Sokun baslica tiirleri arasinda
septik sok, hemorajik sok, travmatik sok, kardiyojenik sok, ndrojenik sok ve anafilaktik
sok bulunmaktadir (22). Sokla iligkili durumlar Sekil 2.1°de gosterilmistir:



Hipotansiyon,
Hipoperfiizyon

Pankreatit

Siddetli Travma
Sepsis

Enfeksiyon

Yamklar

Hemoraji

Hipotansiyon, DIC,
ARDS, COY

Sekil 2.1. Enfeksiyon, SIRS, sepsis, siddetli sepsis ve septik sok arasindaki iliski (1). ARDS, akut
solunum stkintis1 sendromu; COY, ¢oklu organ yetmezligi; DIC, dissemine intravaskiiler koagiilasyon,
SIRS, Sistemik enflamatuvar yanit sendromu.

Sepsis, enfeksiyon ve enfeksiyona karsi olusan sistemik enflamatuvar yanit
sendromu (systemic inflammatory response syndrome; SIRS) ile belirgin bir klinik
sendrom olup, akut organ yetmezligi ve buna bagl olarak hizla 6liime neden olmaktadir
(2). Enfeksiyonun, genellikle patojenik ya da olasi patojenik mikroorganizmalar
tarafindan steril doku ya da s1v1 veya viicut kavitesinin invazyonuna yol agan patolojik
bir siire¢ oldugu gosterilmistir (33). SIRS, sistemik bir enflamatuvar yanitin, bir gesit
enfeksiydz ve enfeksiydoz olmayan etkenler tarafindan tetiklenebilmesi ile ortaya
¢ikmaktadir (2). SIRS’nin, yogun bakim birimlerine baslica 6lim nedeni olan
sepsis/COY sendromunun patofizyolojisinde onemli bir rol oynadigr diistiniilmektedir

(34).

Enfeksiyon yoklugunda ortaya ¢ikan sistemik enflamatuvar yanit “SIRS” olarak
tanimlanmaktadir. Siddetli klinik belirtiler ile kendini gosteren sistemik enflamatuvar

yanita da “siddetli sepsis” denilmektedir. Siddetli sepsis, akut renal yetmezlik ya da



solunum yetmezligi gibi akut organ yetmezligi olan yogun bakim hastalarinda

goriilmektedir (3, 35).

Yogun bakim birimlerine bagvuran hastalarin %10’unda, sepsisin en ciddi
komplikasyonu olan septik sok bulunmaktadir (2). Sepsis ilk kez, Ashbaugh ve Petty
tarafindan, mekanik ventilasyon tedavisi alan ARDS’1i hastalarda ortaya ¢ikan oldukca
Oliimciil bir komplikasyon olarak tanimlanmistir (36). COY olan travmali hastalarin
%33 linlin kan kiiltiirlerinin bakteriyel odakli oldugu gosterilmistir (37). Gram-negatif
ve gram-pozitif bakterilere ek olarak, fungal, viral ve protozoal enfeksiyonlar da sepsis

ve septik sokun 6nemli nedenleri arasinda yer almaktadir (3).

Bakteri ve endotoksin yoklugunda ortaya ¢ikan sepsis kavram, literatlirde ilk
kez Goris ve ark. tarafindan tanimlanmistir. Goris ve ark.’nin 1986 yilinda yapmis
oldugu bir ¢alismada, i.p. steril zimosan uygulanmasinin ardindan ARDS’ye benzeyen
pulmoner degisiklikler ve perfiizyon bozuklugu nedeni ile ¢esitli organ sistemlerinin
islevlerinin bozulmasi, serum laktat diizeylerinin artmasi ve negatif kan kiiltiirii ile

belirgin enflamatuvar yanitlarin ortaya ¢iktig1 gosterilmistir (37).

Septik olmayan sok ise, enfeksiydz etiyolojisi olmayan hiperlaktemi, siddetli
bobrek zedelenmesi ve organ yetmezligi ile birlikte seyreden kardiyovaskiiler sistem
bozuklugu olarak tanimlanmaktadir (38). Sistemik enflamasyonun belirtilerinin yanik,
pankreatit vd. hastalik durumlarina sahip olan hastalar arasinda enfeksiyon yoklugunda

da gelisebildigi gosterilmistir (2).

S. cerevisiae adli mantarmn hiicre duvari bileseni olan, bakteriyel ve endotoksik
olmayan zimosan ile olusan sok, bu etiyolojik farkliliktan dolay1 “septik olmayan sok”
olarak adlandirilmaktadir (15). Semptomlar1 septik soka benzedigi i¢in zimosanla

olusturulan soka ayn1 zamanda “septik soka benzeyen sendrom” da denilmektedir (16,
39).

Sepsise neden olan ve mikrobiyolojik olarak gosterilen enfeksiyonlarin
etkiledigi birincil hedefler, solunum yolu (%21-68), intraabdominal bolge (%14-22) ve



tiriner bolgeler (%14-18)’dir. Sepsis ve septik sok hemen hemen her organizma ile
iliskili olsa da, en yaygin etiyolojik patojenlerin basinda Streptococcus pneumoniae (S.
pneumoniae) gibi Gram-pozitif bakteriler (hastalarin %40°1), E. coli gibi Gram-negatif
bakteriler (%38) ve funguslar (%17) gelmektedir. Baz1 viriisler ve riketsiyalar da benzer

bir sendroma neden olabilmektedir (3).

Etiyolojisine gore en yaygin goriilen sepsis tiirleri asagidaki gibi

tanimlanabilmektedir:

Gram-Pozitif Bakteriyel Sepsis

Staphylococcus aureus, S. pneumoniae, koagiilaz-negatif stafilokok ve
Enterococcus tiirleri Gram-pozitif bakteriyel sepsise neden olan 6nemli tiirlerdir.
Staphylococcus epidermidis siklikla, yapay kalp kapakgiklart ile intravenéz ve
intraarteriyel kateterler gibi enfekte intravaskiiler aygitlarin kullanimi ile iligkili
bulunmustur. Hastanelerde enterokokal bakteriyemi ve iligkili sepsisin goriilme sikligi
giinimiizde oldukca artmaktadir. Enterococci tiirleri, siklikla uzun siireli hastanede

yatan hastalarin kan kiiltiirlerinde en sik rastlanan bakteri tiirleri olmustur (1).

Gram-Negatif Bakteriyel Sepsis

Gram-pozitif organizmalarla Karsilastirildiginda, Gram-negatif bakterilerin
septik sok ve mortalite gelistirme olasiliginin daha yiliksek oldugu gosterilmistir
(sirastyla %25 ve %50). E. coli ve Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) sepsiste en
yaygin iki Gram-negatif mikroorganizma tiiridiir. Yaygin olarak goriilen 6biir negatif
patojenler arasinda Klebsiella, Serratia ve Enterobacter tiirleri ile P. aeruginosa

bulunmaktadir (1).

Fungal Sepsis

Fungal bir mikroorganizma ya da fungal iriinlerin sistemik dolasima gecerek

neden oldugu sepsis “fungal sepsis” olarak tanimlanmaktadir (40). Hastanede yatan
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hastalarda, fungal sepsisin yaygin nedeni olarak Candida tiirleri goriilmektedir. C.
albicans en sik rastlanan tiir olmasina karsin, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis

ve C. krusei gibi diger Candida tiirleri de tespit edilmistir (1).

Cryptococcus, Coccidioides, Fusarium ve Aspergillus’u igeren 6teki mantarlar
da, fungal sepsisin nedeni olarak tanimlanmistir. Fungal enfeksiyonlar i¢in risk etkenleri
arasinda; abdominal girisim, genis spektrumlu antibiyotik tedavisi, kortikosteroit
kullanimi, hastanede uzun siireli kalis, santral venoz kateter, total parenteral beslenme,

hematolojik malignite, kronik ve kalict mesane kateteri bulunmaktadir (1).

S. cerevisiae pnémoni, ampiyem (gogiiste ve ozellikle akcigerin dis tarafinda
irin toplanmasi), karaciger apsesi, peritonit, vajinit, Ozofajit, {iiriner sistem
enfeksiyonlari, seliilit, agiklanamayan ates ya da septik sok gibi cesitli klinik
sendromlara neden olabilmektedir. S. cerevisiae, ayni zamanda enflamatuvar bir
hastalik olan Crohn hastaligi ile de iliskilidir. S. cerevisiae’nin astimli, ilseratif kolitli
ve diyareli hastalarda da bulundugu gosterilmistir. S. cerevisiae tarafindan olusturulan
en 6nemli klinik sendrom fungemidir, ¢iinkii fungemi, genellikle hastaligin en siddetli

ve kanitlanmis klinik tablosudur (31).

Deneysel fungal sepsis modeli olusturmak i¢in kullanilan zimosan (6), S.
cerevisiae’nin hiicre duvari bilesenidir ve siganlara enjekte edildiginde TNF-a, IL-1p,
IL-6 ve IL-8 gibi enflamatuvar mediyatorlerin saliverilmesine neden olarak
hemodinamik degisikliklere ve enflamasyona neden olmaktadir. Bu mediyatorler
kompleman sistem, PG’ler, TEF, oksijen radikalleri ve lizozomal enzimlerdir (9, 10).
Zimosan uygulanmasi farelerde (11) ve sicanlarda (12) septik olmayan soka neden
olmaktadir. Bu hayvanlar, viicut agirliginda azalma, mortalitede artma ve akut

pankreatit ve bagirsak zedelenmesinin agir belirtilerini géstermektedir (11).
Konakta, basit bir enfeksiyona maruziyet ile baslayan ve klinik agidan son

derece ciddi COY’e kadar gidebilen durumlarla iliskili yapilmis olan tanimlar Cizelge

2.1'de verilmistir (41).
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Cizelge 2.1. Sepsis ve sok ile ilgili tanimlar (41).

Enfeksiyon

Bakteriyemi

Fungemi

Sistemik yangih yanit
sendromu

Sepsis

Sepsisin  neden oldugu
hipotansiyon

Sepsisin  neden oldugu
doku hipoperfiizyonu

Normalde steril olan konakg¢ida mikroorganizmanin varligi veya
mikroorganizmanin yayilmasina karsi verilen yangili yamt ile
belirgin mikrobiyal durum.

Kanda canli bakteri bulunmasi durumu.

Kanda canli fungusun bulunmasi durumu.

Siddetli klinik belirtiler ile kendini gdsteren sistemik enflamatuvar
yanit. Sayilan durumlardan en az ikisi olmali: Ates > 38 °C veya <
36 °C; kalp hizi > 90 atim/dk; solunum hizi > 20 solunum/dakika
veya Paco, < 32 torr (< 4.3 kPa); 16kosit > 12.000 hiicre/mm” veya
> %10 olgunlagmamus hiicre.

Bilinen veya olas1 bir enfeksiyona karsi verilen sistemik yanit
durumu. Sayilan durumlardan bazilar1 olabilir: Genel degiskenler
(ates > 38.3°C; hipotermi < 36°C; kalp hiz1 > 90 atim/dk. veya yasa
gore normal degerinden iki standart sapma daha ¢ok; takipne; mental
durumda degisiklik; anlamli 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/I]); enfla-masyona iliskin
degiskenler (I6kositoz [lokosit sayist > 12.000 ul™]; lokopeni
[16kosit sayis1 < 4.000 ul™]; %10'dan ¢ok olgunlasmamus bigimde
normal 16kosit sayisi; plazma C-reaktif protein diizeyi normal
degerinden iki standart sapma daha ¢ok; plazma prokalsitonin diizeyi
normal degerinden iki standart sapma daha cok); 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
[Paoy/Fi0, degeri < 300]; ivegen oligoiiri [yeterli miktarda sivi
uygulanmasina karsin idrar ¢ikist 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 [uluslararasi normalize orami >
1.5 veya etkinlestirilmis kismi tromboplastin siiresi > 60 Sn.]; ileus
[bagirsak sesleri yoklugunda]; trombositopeni [trombosit sayisi <
100.000 pl]; hiperbilirubinemi [plazma toplam bilirubini > 4 mg/dl
veya 70 pmol/l]); doku perfizyonu ile ilgili degiskenler
(hiperlaktatemi [> 1 mmol/l]; azalmig kapiler dolum veya
lekelenme).

Hipotansiyona neden olabilecek bir durum olmamasina karsin,
SKB'in 90 mmHg'den diisiik olmasi1 veya OAB™min 70 mmHg'den
diistik olmasi ya da SKB'de 40 mmHg'den daha c¢ok bir azalma
olmas1 veya kan basincinin yaga gére normal degerinden iki standart
sapma daha az olmast durumu.

Enfeksiyonun neden oldugu hipotansiyon, laktat diizeylerinde
yiikselme veya oligotiri olmast durumu.
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Sepsisin  neden oldugu organ islev bozuklugu veya doku
hipoperfiizyonu ile birlikte olan sepsis durumu. Enfeksiyon
nedeniyle oldugunu diigiindiiren sayilan durumlardan herhangi biri
olabilir: Sepsisin neden oldugu hipotansiyon; laktat diizeyleri normal
laboratuvar {ist degerlerinin iizerinde; yeterli miktarda sivi
uygulanmasina karsin idrar ¢ikisi 2 saatten uzun siire < 0.5 ml/kg/sa.
enfeksiyon kaynagi olarak pnémoni yoklugunda Pao2/F102 degeri <
250 ile birlikte ivegen akciger zedelenmesi; enfeksiyon kaynagi
olarak pnomoni varliginda Pao2/F102 degeri < 200 ile birlikte ivegen
akciger zedelenmesi; kreatinin > 2 mg/dl (176.8 pmol/l); bilirubin >
2 mg/dl (34.2 umol/l); trombosit sayist < 100.000 pl; koagiilopati
(uluslararasi normalize orani > 1.5).

Siddetli sepsis

Yeterli sivi resiisitasyonuna karsin hipotansiyon ve perfiizyon
anormalliklerinin de birlikte oldugu sepsis. Her zaman degil ise de,
laktik asidoz, oligoiiri veya mental durumda ivegen bir bir degisiklik
ile birlikte goriilebilir. Inotropik veya vazopresor ilaglart kullanan
hastalar perfiizyon anormalliklerinin 6l¢iildiigii sirada hipotansif
olmayabilirler.

Septik sok

Enfeksiydz etiyoloyisi olmayan organ yetmezligi (renal zedelenme,
hiperlaktemi) ile beraber seyreden kardiyovaskiiler sistem
bozuklugu (38).

Bakteriyel ve endotoksik olmayan bir ajan olan zimosanla uyarilan
sok, etiyolojik farkliliktan dolayr “septik olmayan sok™ olarak
isimlendirilmektedir (42).

Septik olmayan sok

Septik soka benzeyen Semptomlart septik soka benzedigi i¢in zimosanla olusturulan soka
sendrom verilen isim (16).

Sistolik kan basmcinin 90 mmHg'den diisiik olmasi veya
hipotansiyona neden olabilecek bir durum olmamasina karsin, kan
basincinda normalden 40 mmHg'den daha c¢ok bir azalma olmast
durumu.

Hipotansiyon

Girigim ile homeostazin saglanamadig1 hastalarda organ islevlerinin

Coklu organ yetmezligi degismesi.

F10,, inspirasyonla alinan oksijen fraksiyonu; OAB, ortalama arteriyel basing; Paco,, kan kismi karbondioksit basinct;
SIRS, sistemik enflamatuvar yanit sendromu; SKB, sistolik kan basinci.
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2.1.3 Patofizyolojisi

Zimosanin Kullandig Sinyal ileti Yollar

Funguslar, ya dogrudan (opsonik olmayan taninma) ya da dolayli olarak
(opsonik taninma) tanimmmaktadirlar. Opsonik olmayan taninma, mannoz reseptorleri,
dendritic-cell-specific ICAM3-grabbing non-integrin (DC-SIGN) veya dektin-1 gibi
membran Ornek tanima reseptor (pattern-recognition receptors; PRR)’leri
(komplemanlar, pentraksinler ya da siirfaktan proteinler A ve D gibi opsoninler)
tarafindan gergeklesmektedir. Opsonik taninmada ise, opsonik reseptorler tarafindan
taninma gergeklesmektedir. Pek cok durumda, taninma karmasiktir; ¢coklu opsonik ve
opsonik olmayan reseptorleri igermektedir ve mikroorganizmalarin uptake’i ve ¢esitli

mekanizmalar yoluyla dldiiriilmesine neden olmaktadir (43).

Zimosan, baslica a-mannan/mannoproteinler ve p-glukanlar1 igermektedir.
Makrofajlar tarafindan zimosanin fagositozunu a-mannan ve -glukanlarin her ikisinin
de c¢oziinebilir formlarim1 inhibe etmesi, bu yapilarin reseptorlerinin, partikiiliin
taninmasina ve uptake’ine neden oldugu ileri siiriilmiistiir. a-Mannan ile etkilesen
mannoz reseptoriiniin ve P-glukan ile etkilesen dektin-1 reseptdriiniin mayanin ve

zimosanin fagositozuna aracilik ettigi gosterilmistir (44).

1-3-B-glukan, fungal maruziyetin iyi bir belirtecidir (45). Zimosan parcaciginin
fagositozu, dektin-1, Toll-like Receptor (TLR)2 ve partikiiliin ¢esitli bilesenlerini
taniyan integrin macrophage-1 antigen (Mac-1)’in bulundugu reseptorler araciligiyla
gerceklesmektedir (46, 47). Enflamatuvar sitokin iiretiminin uyarilmasini baglica, TLR2
ve TLR6 heterodimerine baghdir (48). TLR2/6 ve miyeloit farklilagsma faktorii 88
(myeloid differentiation factor 88; MyD88) sinyal ileti yolunun, TNF-a tretimi gibi
enflamatuvar sitokin yanitlarini olusturan zimosan i¢in gerekli oldugu gosterilmistir
(49). Zimosanin dogal immiin hiicrelerle dogrudan temas etmesinin, TLR2 yolunu
etkinlestirdigi gosterilmistir (47).

Fagositik ve enflamatuvar sinyalleme reseptorleri arasindaki is birligine

verilebilecek bir drnek, zimosanin tespit edilmesidir. Iki lektin reseptorii (mannoz ve
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dektin-1), zimosanin internalizasyonu i¢in 6nemlidir. Makrofajlarda zimosan tarafindan
sitokinlerin ve kemokinlerin olusturulmast TLR2 ve TLR6 arasindaki ortak etkilesim
araciligiyla gerceklesmektedir (50) (Sekil 2.2). Sonug olarak, makrofajlarda baskin
negatif TLR2 veya TLR6’nin ekspresyonu, zimosanin olusturdugu internalizasyonu

bloke etmeksizin NF-kB’nin etkinlesmesini ve TNF-a iiretimini bloke etmektedir (46).

Dektin-1, bitki ve mantarlarin hiicre duvarinda ve bazi bakterilerde bulunan
karbonhidratlar olan 1,3-B-glukanlari tanimaktadir ve bu molekiillerin miyeloit
hiicrelerindeki baglica reseptoriidiir. Dektin-1, TLR ailesi disindaki ilk PRR’dir ve kendi
hiicre i¢i sinyallerini olusturma yeteneginin oldugu gosterilmistir. Liganda
baglanmasinin ardindan bu reseptoriin  olusturdugu sinyalleme, sitoplazmik
immiinoreseptor tirozin-temelli etkinlesme motifini (immiinoreceptor tyrosine-based
activation motif; ITAM) benzeri motif araciligiyla, olusmaktadir. Dektin-1 i¢in, Dtk,
sitokin tretimi ve respiratory burst olusumu gibi pek ¢ok reseptoriin downstream
hiicresel yanitlarina aracilik eden O6nemli bir kinazdir (27). Karbonhidrat tanima
bolgeleri ile etkilesen ligantlarin kimyasal yapilar1 genis degiskenlik gostermekte ve
mannoz reseptorleri karbonhidrat tanima bolgeleri tagimaktadir. Mannoz reseptorleri,
alveolar, peritonal ve dolasimdaki monositlerden farklilasan makrofajlarda eksprese
edilmektedir ve isgalci patojenlere karst erken immiin yanmit olusumunda rol

oynamaktadir (51).
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Sekil 2.2. Zimosan sinyal iletisi (50). Bcl-10, protein B-cell lymphoma 10; CARD, caspase-associated
recruitment domain; IRAK, interleukin-1 receptor-associated-kinase; MALT, Mucosa-associated
lymphoid tissue lymphoma translocation protein 1; MyD, miyeloit farklilasma faktorii; NF-kB, niikleer
faktor kappa B; ROS, reaktif oksijen tiirleri; Syk, dalak tirozin kinazi; TLR, toll-like receptor; TRAF,
tiimér nekroze edici faktor reseptorii ile iliskili faktor;

Sepsis ve Septik Sok

Sepsis ve septik sok, COY sendromu ve sonucunda Oliime neden olan
enflamatuvar ve antienflamatuvar siire¢lerin, hiimoral ve hiicresel tepkilerin, solunum,
gastrointestinal, renal ve dolasim ile ilgili islev bozukluklarinin eslik ettigi isgalci
patojenlere kars1 olusan yanitta sistemik olaylarin kompleks bir zinciri olarak karsimiza
cikmaktadir (2). Septik sokta bir¢ok damar yataginda vazodilatasyon ortaya ¢ikmakta ve
kalp debisi uzun siire yiikselmis olarak seyretmektedir (22).

Sepsis ve septik sokun patofizyolojisinin patojenler (LPS vb.) ve konak immiin-

enflamatuvar yanitlar (sitokinler, reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri, eikozanoitler vb.)
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tarafindan saliverilen dolasimdaki maddelere bagli oldugu gosterilmistir (2). Sepsis,
enflamatuvar yolun etkinlesmesine neden olmaktadir; ayrica proenflamatuvar ve
antienflamatuvar mediyatdrler arasindaki karmasik etkilesme, sepsisin patojenezinde en
Oonemli role sahiptir. Anahtar proenflamatuvar mediyatorler, uyarilmis makrofajlardan
saliverilen TNF-a, IL-1 ve IL-6’dir. Sepsis patojenezinde rol oynayan Oteki
mediyatorler ise IL-8, TEF, 16kotrienler ve tromboksan A, (TXA,) dir. TNF-a, sepsisin
baslica mediyatorii olarak diisiiniilmektedir. Cesitli hastaliklara sahip olan hastalarda ve
pek c¢ok saglikli insanda TNF-o diizeylerinin artabilmesine karsin, sepsisin siddeti ile
TNF-o diizeyleri arasinda bir iligkisi bulunmaktadir. TNF-a diizeyleri, sepsisli
hastalarda ortaya ¢ikan enflamatuvar yanitta cok erken yiikselmektedir. TNF-a
saliverilmesi, hiicresel zedelenme ile iligkili IL-6 ve IL-8 gibi &teki sitokinlerin
etkinlegsmesine neden olmaktadir. Bununla birlikte, TNF-a, TXA; ve PG’ler gibi COX
enzimi araciligiyla olusan arakidonik asit (AA) metabolitlerinin saliverilmesini
uyarmaktadir. TNF-o, endotel hiicrelerinin, graniilositlerin influx’in1 kolaylastiran
adezyon molekiillerini eksprese etmelerine neden olmaktadir. Onemli antienflamatuvar
mediyatorler arasinda IL-1 reseptér antagonisti (IL-1RA), IL-4 ve IL-10 da
bulunmaktadir. Bu antienflamatuvar sitokinler, proenflamatuvar sitokinlerin iiretimini
inhibe etmekte ve bazi enflamatuvar hiicrelerin sentezinin down-regiilasyonuna neden
olmaktadir. Sepsiste, tim antienflamatuvar sitokinler yiliksek miktarlarda tiretilmektedir.
IL-10 ve IL-1RA, septik sokta sepsisten daha yiikksek miktarlarda bulunmaktadir (52-
54).

Sepsis Kaskadi

Sepsisin gelismesine neden olan kaskat, karmasik ve ¢ok etkenlidir; ayrica cesitli
mediyatorleri ve hiicreleri kapsamaktadir. Mediyatorlerin etkileri ile zararli kaskadi
baslatan c¢esitli hiicreler uyarilmaktadir. Baslangicta, makrofajlar etkinlesmekte ve
enflamatuvar sitokinleri iiretmektedir. Bunun ardindan enflamatuvar sitokinler, endotel
hiicreleri, lenfositler, hepatositler, notrofiller ve trombositler gibi ¢ok ¢esitli hiicreleri
etkilemektedir. Cesitli sitokinlere yanit olusturan ve sitokinleri iireten endotel hiicreleri,

sepsis nedeniyle gelisen zedelenmenin birincil mekanizmasina aracilik etmektedir.
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Zedelenme basladiginda endotel hiicreleri ve graniilositler gibi dolasimdaki hiicrelerin
ve plazma bilesenlerinin enflamasyonlu dokulara girisine izin verilmektedir. Bu durum,
organ zedelenmesi ile sonuglanabilmektedir. Mikrosirkiilasyon, sepsisin neden oldugu
enflamasyondan  etkilenmektedir.  Arteriyollerin,  vazokonstriktorler ya da
vazodilatorlere verdigi yanit azalmaktadir. Kapilerler daha az perfiize olmakta ve
veniillerin i¢ine dogru noétrofil infiltrasyonu ve protein sizintisi ger¢eklesmektedir.
Pulmoner islev bozuklugu, baslica IL-8’in etkisi ile akciger dokusuna saldirida bulunan

notrofillerin yikict mekanizmalarindan kaynaklanabilmektedir (55).

Sepsiste kompleman sistemin etkinlesmesi, enflamatuvar yaniti artiran ya da
siddetlendiren anafilaktik toksinlerin vd. maddelerin iiretimini kapsayan patofizyolojik
olaylarla sonuglanmaktadir. Lokosit kemotaksisinin uyarilmasi, lizozomal enzimlerin
saliverilmesi ile fagositozu artmis trombositlerin adezyon ve agregasyonu, notrofillerin
infiltrasyonu ve toksik siiperoksit radikallerinin iiretiminden kismen kompleman
sistemin etkinlesmesi sorumlu bulunmustur. Mast hiicrelerinden histamin saliverilmesi
ve kapiler permeabilitede artis bu yanitlardan birkagidir. Sepsisteki enflamatuvar yanit
ayn1 zamanda pihtilagsma sistemi ile de dogrudan iliskilidir. Fibrinolitik mekanizmalar
antienflamatuvar  olabilmesine karsin, sepsisi siddetlendiren proenflamatuvar

mekanizmalar, ayn1 zamanda prokoagiilan ve antifibrinolitiktir (56).

Zimosan, Fungal Sepsis ve Septik Olmayan Sok

Funguslar1 memeli hiicrelerinden ayiran temel 6zellik sert bir hiicre duvarina
sahip olmalaridir. Bu hiicre duvari, mantarlarin fiziksel korunmalarini saglamakta ve
yap1 destekleri olarak gorev almaktadir. Hiicre duvari, polisakkaritler gibi farkl
molekiilleri igermektedir. Bu patojenle iligkili molekiiler 6rnekler (pathogen-associated
molecular patterns; PAMP’lar) B-glukanlar, kitin ve mannoproteini (mannanlari)
icermektedir. B-glukanlar ve mannanlarin memeli PRR’ler tarafindan tanindigi

gosterilmistir (57).
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Funguslarin temel hiicre duvart yapisi, B-glukana ek olarak kitin ve
mannoprotein dallarmin kovalent olarak saldirida bulundugu, dogrusal bir B-glukan
iskeletinden  olugmaktadir.  Mannoproteinler, yiiksek oranda  glikozillenme
egilimindedirler: N-baglari, siklikla genis Ol¢iide dallanabilen yiizlerce mannoz
rezidiilerinden olusmaktadir. O-baglari, daha kisa olma egilimindedir, ancak genellikle
mannozdan olugsmaktadir. Tersine, memeli glikoproteinleri seyrek olarak
mannozillenmistir. Bu durum, konaktaki mannoz resptorleri tarafindan maruz kalinan
hiicre duvart mannozunun ve dolasimdaki mannoproteinlerinin yabanci olarak

taninmasini saglamaktadir (57).

B-Glukanlar, fungal hiicre duvarmin kuru agirh@inin en az %>50’sini
olusturabilen ve esneklik ve mekanik dayaniklilig1 saglayan temel yapisal bilesenlerdir
(58). 1,3-B-glukanlar, fungal hiicre duvari ana bilesenini olusturan D-glukoz
polimerleridir (59). B-Glukanlar, fungal, bakteriyel, viral ya da protozoal patojenler ile
tiimdr gelisimi ya da enfeksiyona kars1 korumayi saglayan bagisiklik sistemini uyardigi
bilinmektedir (60, 61). Maya ve fungus hiicre duvarimin farkli bilesenlerinin pulmoner
enflamasyon olusturma potansiyeli degerlendirildiginde, 1-3-B-glukan en giiclii
enflamatuvar molekiil olarak gosterilmektedir ve B-glukan iceren zimosan, kismen saf
1-3-B-glukan pargacigindan daha biiyiikk bir enflamatuvar etkinlige sahiptir (62). B-
Glukanlarin (63, 64) ve ¢oziinebilir kiif (mold) ekstrelerinin (65) farelerde ovalbumine

kars1 olusan alerjik yanitta adjuvan etkiye sahip olduklar1 gosterilmistir.

Zimosan, S. cerevisiae’nin hiicre duvarindan elde edilen bir bilesendir. Cesitli
molekiiler agirliklarda polisakkarit zincirlerinden olugsmaktadir. Bu zincir yaklagik %73
polisakkarit, %15 protein, %7 lipit ve inorganik bilesenlerden meydana gelmektedir
(10). Zimosan, bashica 1,3-B-glukan ve 1,6-pB-glukan ile a-mannan gibi ¢apraz bagh
polisakkaritlerden vd. az sayida polisakkarit polimerlerinden olugsmaktadir (Sekil 2.3)
(7, 8). Zimosan, %50-57 oraninda 1,3-B-glukan igermektedir (7). Hayvanlara enjekte
edildiginde kompleman sistem, PG’ler, TEF’ler, oksijen radikalleri ve lizozomal
enzimler gibi bircok enflamatuvar mediyatoriin saliverilmesine neden olarak

enflamasyon olusturmaktadir (10).
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Sekil 2.3. Zimosanin yapisi: Mannan, glukan ve kitin (7, 8).

Zimosan, baslica monosit ve makrofajlar tarafindan taninmakta ve fagosite
edilmekte olup, bunun sonucunda hiicresel etkinlige neden olmaktadir (48). Zimosan
makrofajlar1 dogrudan etkinlestirmektedir ve bundan sorumlu olan yapi, B-glukandir
(66). 1-3-B-glukanlar, zimosanin baslica retikiiloendotelyal sistemi uyaran bilesenleridir

(67).

Zimosan, fungal sepsis (6), septik olmayan sok (15), COY (21), ARDS (29),
akut peritonit (21), irritabl bagirsak sendromu (irritable bowel syndrome; IBS) (69) gibi
enflamatuvar hastaliklarin patojenezinde rol oynamakta ve deneysel bir model olarak
kullanilmaktadir. Zimosan, akciger zedelenmesi olusturmakta (70), adaptif immiin
yanit1 degistirmekte (71) ve pulmoner yoldan uygulandiginda, bakteriyel bir patojenin

akciger klirensini 6nemli diizeyde etkilemektedir (72, 73).

Mikrobiyolojik olarak bildirilen enfeksiyonlarin birincil olarak etkiledikleri
bolgeler, solunum yolu (%21-68), karin i¢i bolge (%14-22) ve idrar yolu (%14-18)
bolgeleridir (1). Zimosanla olusturulan septik soka benzeyen sendromun ayirict 6zelligi,
bagirsak ve akcigerde doku zedelenmesini artiran nétrofillerin birikmesidir (16).
Zimosan uygulanmasi, hayvan modellerinde siddetli bir hastalik, kilo kayb,
hipotansiyon ile karaciger, bagirsak, akciger ve bobrekte islevsel ve yapisal

degisiklikler ile belirgin akut peritonit ve COY olusturmaktadir (30, 74).
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Zimosanla olusturulan peritonit, akut enflamasyonun iyi tanimlanmis bir modeli
olarak gosterilmektedir. Zimosanin 16kositler tizerindeki TLR2 ve TLR6’ya 6zgiil bir
bigcimde olarak baglanmasi, NF-kB’nin etkinlesmesi ve fosforilasyonunu
baslatmaktadir. Bu durum, NF-xB p65 alt biriminin ¢ekirdekte birikmesine ve ardindan
proenflamatuvar sitokin genlerinin ekspresyonlarinin  up-regiilasyonuna neden
olmaktadir (75). Zimosanla uyarilan sokta, NF-kB, TNF-a’ya ek olarak oteki pek ¢ok
sitokinin gen transkripsiyonunu diizenlemektedir. Zimosanin bilesenlerinden biri olan
1,3-B-glukan, NF-kB’yi etkinlestirebilmekte ve TNF-o’y1 uyarabilmektedir (76-78).
TNF-a cesitli hiicrelerde iNOS’un indiiksiyonuna yol acarak, NO iiretiminde artiga
neden olmakta ve bunun sonucunda organ zedelenmesi olugsmaktadir. Enflamasyon ve
sokta enflamatuvar sitokinler ve bakteriyel hiicre duvari bilesenleri endotel ve diiz kas
hiicreleri ile makrofajlarda iNOS araciliiyla NO iiretimini uyarmaktadir. Soktaki organ
ve doku zedelenmesinde in vivo kosullarda NO miktarinin artisi, damar direncinin ve

kasilabilirliginin azalmasina ve hipotansiyona neden olmaktadir (79).

Zimosan ayrica si¢anlarin akcigerlerinde nitrotirozin diizeylerini artirmaktadir
(80). Yapilan bir ¢alismada, Sprague-Dawley sigcanlara 500 mg/kg (i.p.) zimosan
uygulanmasinin sonra 18. saatte Oldiiriilen si¢anlarin torasik aortlarinda yapilan
incelemelerde, vaskiiler halkalardaki endotel zedelenmesinin ve vaskiiler
hiporeaktivitenin 6nemli bir mekanizmasi olarak peroksinitrit ve poli-ADP-riboz
polimeraz enzim [Poly (ADP-ribose) polymerase; PARS] etkinlesmesinin sorumlu

oldugu ileri stirtilmiistiir (81).

Zimosan, hiicre i¢i kalsiyum diizeylerini artirmakta ve makrofajlarda sFLA’yi
S5% bolgesi iizerinden fosforilleyerek AA saliverilmesini uyarmaktadir (82-84). Periton
icine zimosan enjeksiyonu, farelerde eikozanoit ve plazma sizintis1 olusumu ile
belirgindir (82, 85). Ayn1 zamanda AA, dokazohekzaenoik asit ve linoleik asit miktari
ile FLA; etkinliginin artmasini uyarmaktadir (82). Zimosan, in vitro kosullarda
l16kositlerde AA saliverilmesini (87) ve FLA; etkinligini (88) uyarmaktadir. Fosfolipaz
araciligiyla membran fosfolipitlerinden saliverilen serbest AA’y1 tiim prostanoitlerin

genel onciil molekiilii olan PGH;’ye doniistiiren enzim COX enzimidir.
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Zimosan kullanilarak bakteriden bagimsiz bir bicimde gelisen COY sendromu
modeli ilk kez Steinberg ve ark. tarafindan 1989 yilinda tanimlanmistir. Pulmoner,
hepatik, renal ve bagirsak duvart bozuklugu (gut barrier dysfunction) ile belirgin
histopatolojik degisiklikler, COY ’nin gelismesini tanimlayan kriterlerdir. Gelisen COY,
baslica 3 fazdan olusmaktadir (20):

Faz 1 Akut faz, akut genel enflamatuvar yanitin acikca ortaya c¢iktig, ilk 48 saat

icindeki bulgularin olustugu fazdir. Steril peritonit gézlenmektedir.

Faz 2 3-7 giin arasinda gelisen, klinik olarak hayvanlarin iyilesme gosterdigi

siirectir.

Faz 3 Konagin proenflamatuvar doneminde ikinci bir artis ile karakterize klinik
olarak hastaligin ve organ yetmezliginin ilerledigi fazdir. Yaklasik 8 giinde

gelismektedir.

2.1.4 Tedavisi

Sepsis hastalarinda tedavinin temel hedefleri arasinda taninin zamaninda
yapilmas1 ve patojenin tanimlanmasi, enfeksiyon kaynagmin hizli bir bi¢cimde yok
edilmesi, antimikrobiyal tedavinin erken donemde baslanmasi, septik soka neden
olabilecek olaylar zincirinin engellenmesi ve organ yetmezliginin Onlenmesidir.
Enfeksiyonun kaynaginin belirlenmesinde altta yatan herhangi bir nedene ek olarak son
donemde yapilan seyahat, yaralanma, hayvanlara maruziyet, enfeksiyon ya da
antibiyotik kullaniminin da degerlendirilmesi gerekmektedir. Antimikrobiyal tedaviye

baglamadan 6nce alinan 6rnekleri de kiiltiir yapilmalidir (1).

Sok tedavisinde amag, yasamsal organlara yeterli perflizyona olanak verecek
derecede kan akimini saglamaktir; bunu yaparken kan basinci yiikselebilir veya
yiikselmeyebilir. Gelisen bozukluklarin seyrini izlemek ve tedavinin etkinligini

degerlendirmek icin bazi hemodinamik (arteriyel kan basinci, miimkiin olan durumlarda
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santral ve akciger ven basinci gibi), metabolik (kan laktat diizeyi gibi), respiratuvar (kan
gazlar1 ve pH degeri gibi) ve renal (idrar hiz1 gibi) parametrelerle ilgili dlglimlerinin

yapilmasi ve elektrokardiyogramin izlenmesi gerekmektedir (22) (Cizelge 2.2).
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Cizelge 2.2. Sepsis, siddetli sepsis ve septik sok tedavisi i¢in Surviving Sepsis Campaign'in yapilmasini
siddetle 6nerdigi yaklagimlar (42).

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 vendz basing 8-12 mmHg
b) OAB > 65 mmHg
¢) Idrar ¢ikis1 > 0.5 ml/kg/sa.
d) Santral vendz (siiperiyor vena kava) veya karisik vendz oksijen doygunlugu sirasiyla %70 veya
%65 (derece 1C)
2. Laktat diizeyi yiiksek olan hastalarda laktat diizeyi normal degerlere getirilmelidir (derece 1C).

B. Sepsis icin tarama ve performans iyilestirmesi

1. Erken tedavi uygulanabilmesi icin olasilikla enfekte ve ciddi derecede hasta olan bireyler siddetli
sepsis agisindan rutin olarak taranmalidir (derece 1C).

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

C. Tam

1. Antimikrobiyal tedaviye baglanmadan once (eger antimikrobiyal tedaviye baslanmissa 45 dakikadan
uzun siire gegmemis olmasi kosuluyla) kiiltiir yapilmalidir (derece 1C). Aerobik ve anaerobik siselerde
en az 2 dizi kan kiiltlirli yapilmalidir (derece 1C).

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

3. Enfeksiyonun olasi kaynagini dogrulamak igin hizla goriintileme c¢alismalari yapilmalidir
(derecelendirilmemis).

C. Antimikrobiyal tedavi

1. Bir tedavi hedefi olarak etkili intravendz antimikrobiyaller septik sok (derece 1B) ve septik sok

olmaksizin siddetli sepsis (derece 1C) tanisindan sonraki ilk bir saat iginde uygulanmalidir.

2a. 1k ampirik antienfektif tedavi biitiin olas1 patojenlere (bakteriyel ve/veya fungal ya da viral) karsi
etkili ve olast enfeksiyon kaynagindaki dokulara yeterli miktarda gecebilen bir veya daha ¢ok ilag ile
yapilmalidir (derece 1B).

2b. Antimikrobiyal tedavi giinliik olarak yeniden degerlendirilmelidir (derece 1B).

3. Baslangicta septik oldugu goriilen, ancak enfeksiyon olduguna iliskin yeterli kanit olmayan
hastalarda, ampirik antibiyotiklerin kullaniminin birakilmast i¢in hekime yardimct olmasi agisindan
diistik prokalsitonin diizeyleri veya benzeri biyobelirtecler kullanilmalidir (derece 2C).

4a. Siddetli sepsisi olan n&tropenik hastalarda (derece 2B) ve tedavisi giic ¢oklu ilaca direngli
Acinobacter ve Pseudomonas spp. gibi bakteriyel patojenlerin saptandigi hastalarda (derece 2B)
kombine ampirik tedavi yapilmalidir. Solunum yetmezligi ve septik sok ile birlikte ¢esitli
enfeksiyonlar1 olan hastalarda, genis spektrumlu bir beta-laktam ile birlikte ya bir aminoglikozit veya
bir florokinolon ile P. aeruginosa bakteremisi i¢in kombinasyon tedavisi yapilmalidir (derece 2B).
Bakteremik Streptococcus pneumoniae enfeksiyonlarindan dolay1 septik sok gelisen hastalarda beta-
laktam ve makrolit kombinasyonu kullanilmalidir (derece 2B).

4b. Ampirik kombinasyon tedavisi 3-5 giinden uzun siire yapilmamalidir. Siiphenilen etken belirlenir
belirlenmez en uygun olan bir tek tedavi uygulanmalidir (derece 2B).

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

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

7. Enfeksiy6z bir nedenin olmadigi 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 i¢in Surviving Sepsis Campaign'in
yapilmasini giddetle 6nerdigi yaklagimlar (42).

D. Kaynak kontrolii

1. Acil kaynak kontroliiniin 6nemli oldugu durumlarda enfeksiyonun 6zgiil bir anatomik tanisinin
konulmas1 diisiintilebilir ve olabildigince hizli ya tani konulabilir ya da dislanabilir, eger
yapilabiliyorsa tani konulduktan sonra ilk 12 saat icinde kaynak kontrolil i¢in girisim yapilabilir
(derece 1C).

2. Olas1 enfeksiyon kaynagi olarak enfekte peripankreatik nekroz tanimlanmigsa, canli ve cansiz
dokularin sinirlar1 belirleninceye dek kesin girisim geciktirilir (derece 2B).

3. Siddetli septik bir hastada kaynak kontrolii gerektiginde, apsenin cerrahiden gok perkiitanéz olarak
bosaltilmas1 gibi en az fizyolojik zarar olusturabilecek bigimde etkili bir girisim yapilmalidir
(derecelendirilmemis).

4. Damar ici giris aygitlari, siddetli sepsis veya septik sokun olasi kaynaklarindan biri olduklarindan,
oteki damar girisleri yerlestirildikten sonra hizla ¢ikarilmalidirlar (derecelendirilmemis).

E. Enfeksiyonun é6nlenmesi

la. Ventilator ile iligki pndmoni insidensini azaltmak i¢in bir yontem olarak, secici oral
dekontaminasyon ve segici dijestif dekontaminasyon uygulanmali ve aragtirilmalidir (derece 2B).

1b. Yogun bakim birimlerinde siddetli sepsisi olan hastalarda, ventilator ile iligkili pnémoni riskini
azaltmak icin orofaringeal dekontaminasyon amacrtyla oral klorhekzidin glukonat kullanilabilir.

HEMODINAMIK DESTEK VE YARDIMCI TEDAVi

F. Siddetli sepsiste siv1 tedavisi

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

2. Siddetli sepsis ve septik sokta sivi resiisitasyonu i¢in hidroksietil nisastalar1 kullanilmamalidir
(derece 1B).

3. Siddetli sepsis ve septik sokun sivi resiisitasyonunda 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 albiimine esdeger olabilir) saglamak i¢in baslangigta sivi
uygulanmalidir. Baz1 hastalarda daha fazla miktarda sivinin hizla uygulanmasi gerekebilir (derece
1C).

5. Sivi uygulanmasina ya dinamik (nabiz basinci, vurum hacmi degisikligi vb.) ya da statik (arteriyel
basing, kalp hiz1 vb.) degiskenler acisindan hemodinamik diizelme saglanincaya dek devam edilir
(derecelendirilmemis).

G. Vazopresorler

1. OAB'in 65 mmHg olmasini saglamak i¢in ilk olarak vazopresor tedavi yapilmalidir (derece 1C).

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

3. Kan basmcinin yeterli diizeyde siirdiirebilmesi igin 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 baslangigta tek ilag olarak diisiik dozda vazopresin
onerilmemektedir; vazopresin 0.03-0.04 {iinite/dk.'dan yiiksek dozlarda kurtarma tedavisinde
uygulanmalidir (derecelendirilmemis).

6. Yalnizca se¢ilmis hastalarda (takiaritmi ve bradikardi riski diistik olan hastalar vb.) noradrenaline
kars1 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 bazi 6zel durumlar disinda,
fenilefrin septik sok tedavisinde onerilmemektedir (derece 1C).

. Diigiik dozda dopamin bdbrekleri korumak amaciyla kullanilmamalidir (derece 1A).

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

arteriyel kateter yerlestirilmelidir (derecelendirilmemis).

o]
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Cizelge 2.2 (devam). Sepsis, siddetli sepsis ve septik sok tedavisi i¢in Surviving Sepsis Campaign'in
yapilmasini siddetle 6nerdigi yaklagimlar (42).

G. inotropik tedavi

1. Yiikselmis kardiyak dolum basinct ve diisiik kalp debisinin oldugu miyokardiyal islev bozuklugu veya
yeterli intravaskiiler hacim ve OAB saglanmasina karsin devam eden hipoperfiizyon belirtilerinin
olmast 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 iizerindeki degerlere yiikseltmek bir strateji olarak
kullanilmamalidir (derece 1B).

H. Kortikosteroitler

[

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

2. Hidrokortizon uygulanmasi gereken septik soklu eriskin hastalarda ACTH uyari testi yapilmamalidir

(derece 2B).

3. Vazopresorlerin kullanimina gerek kalmadiginda, tedavi goren hastalarda hidrokortizon dozu giderek

azaltilmalidir (derece 2D).

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

5. Diigiik dozda hidrokortizon kullanildiginda, yinelenen bolus enjeksiyonlar yerine, siirekli infiizyon ile

uygulanmalidir (derece 2D).

SIDDETLI SEPSiSIN TEDAVISINDE OTEKi DESTEKLEYiCi YAKLASIMLAR

I. Kan iiriinii uygulanmasi

1. Doku hipoperfiizyonu saglandiginda ve miyokardiyal iskemi, siddetli hipoksemi, ivegen hemoraji veya
iskemik kalp hastaligi gibi hafifletici durumlarin yoklugunda, yalnmizca erigkinlerde 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 olmamasi veya invazif bir girisim tasarlanmamasit durumunda, taze dondurulmus plazma
laboratuvar pihtilagma anormalliklerini diizeltmek i¢in kullanilmamalidir (derece 2D).

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

5. Siddetli seg)sisi olan hastalarda, gériiniirde bir kanama olmamasi durumunda eger sayilar1 < 10.000 mm?®
(10 x 10°/1) ise profilaktik olarak trombosit uygulanmalidir. Hastada anlamli bir kanama riski
oldugunda, sayilar1 < 20.000 mm?® (20 x 10%1) ise ise profilaktik olarak trombosit uygulanmalidir. Etkin
kanama, cerrahi girisim veya girisimsel iglemler i¢in daha yiiksek miktarda trombosit sayisi (= 50.000
mm? [50 x 10%/1] énerilmektedir (derece 2D).

I. immiinoglobulinler

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

J. Selenyum

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

K. Rekombinant etkinlestirilmis protein C

1. Piyasadan ¢ekildiginden kullanimi i¢in 6neride bulunulmamustir.
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Cizelge 2.2 (devam). Sepsis, siddetli sepsis ve septik sok tedavisi i¢in Surviving Sepsis Campaign'in
yapilmasini siddetle 6nerdigi yaklagimlar (42).

L.

Sepsisin neden oldugu ARDS icin mekanik ventilasyon

1.

2.

3.

10.

11.

12.

Sepsisin neden oldugu ARDS'li hastalarda 6 ml/kg (kestirilen viicut agirliina gore) tidal hacim
hedeflenmelidir (12 ml/kg'a kars1 derece 1A).

ARDS'li hastalarda plato basinglar1 Sl¢iilmelidir ve pasif olarak sisirilmis bir akcigerdeki plato
basinglari igin baslangigtaki iist sinir hedefi < 30 cm H,O olmalidir (derece 1B).

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

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

Siddetli refrakter hipoksemisi olan sepsis hastalar1 igin iyilestirme girisimlerinde bulunulmalidir
(derece 2C).

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

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

Yararlt olabilecegi disiiniilen sepsisin neden oldugu ARDS'li hastalarin bazilarinda girigsimsel
olmayan maske solunumu kullanilmalidir (derece 2B).

Uyandirilabilir, hemodinamik ac¢idan stabil (vazopresor ilag kullanmaksizin), yeni bir ciddi olasi
durumun olmadigy, diisiik ventilator ve son ekspiratuvar basing gereksinimi olan ve bir yiiz maskesi
ya da nazal kaniil aracihigiyla giivenli bir bi¢cimde saglanan diisiik Fio, 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 ¢ikarilmasi diisiiniilmelidir (derece 1A).
Sepsisin neden oldugu ARDS'li hastalar i¢in pulmoner arter kateteri rutin olarak kullanilmamalidir
(derece 1A).

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

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

M

. Sepsiste sedasyon, analjezi ve noromiiskiiler blokaj

1. Mekanik olarak solutulan sepsis hastalarinda sedasyon, 6zgiil titrasyon sonlanim noktalar1 hedeflenerek,

2.

stirekli veya aralikli olarak en aza indirilmelidir (derece 1B).

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

. Erken sepsisin neden oldugu ARDS'li ve Pao,/Fi0, degeri < 150 mmHg olan hastalar i¢in 48 saatten

uzun bir siire olmamak iizere néromiiskiiler blokaj yapan ilaglar kullanilabilir (derece 2C).

. Glukoz kontrolii

RN

. Yogun bakim birimlerindeki siddetli sepsisi olan hastalarin, eger ardisik olarak iki kez dlgiilen kan

glukoz diizeyleri > 180 mg/dl ise, glukoz diizeylerinin kontroliiniin saglanabilmesi i¢in insiilin
kullanilmasi gibi belirli bir yaklasim uygulanmalidir. Bu yaklasimda kan glukoz diizeylerinin, < 110
mg/dl degil, <180 mg/dl olmas1 hedeflenmelidir (derece 1A).

. Kan glukoz degerleri ve insiilin infiizyon hizlar1 stabil oluncaya dek, glukoz diizeyleri 6nce her 1-2

saatte bir, daha sonra her 4 saatte bir 6l¢iilmelidir (derece 1C).

. Arteriyel kan veya plazma glukoz diizeylerini tam olarak yansitmabileceginden, kapiler kanda glukoz

diizeylerinin 6l¢iimii dikkatli bir bicimde yapilmalidir (derecelendirilmemis).

27



Cizelge 2.2 (devam). Sepsis, siddetli sepsis ve septik sok tedavisi i¢in Surviving Sepsis Campaign'in
yapilmasini siddetle 6nerdigi yaklagimlar (42).

0. 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 amacryla sodyum birkarbonat tedavisi
uygulanmamalidir (derece 2B).

P. Derin ven tromboz profilaksisi

. Siddetli sepsisi olan hastalar vendéz tromboembolizme karst her giin farmakoprofilaksi tedavisi alirlar

(derece 1B). Farmakoprofilaksi giinliik olarak subkiitan diisiik molekiil agirlikli heparin uygulanmasiyla
yapilmalidir (giinde iki kez fraksiyonlanmamig heparine karsi derece 1B, giinde ii¢ kez
fraksiyonlanmamis heparine karsi derece 2C). Kreatinin klirensi < 30 ml/dk. ise dalteparin (derece 1A)
veya renal metabolizmasi 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 kullanimi igin trombositopeni, siddetli koagiilopati, etkin kanama, yeni ge¢irilmis intraserebral
hemoraji gibi kontrendikasyon olan septik hastalarda farmakoprofilaksi yapilmamalidir (derece 1B);
ancak, bu hastalara eger kontrendikasyon yoksa dereceli kompresyon coraplari veya aralikli
(intermittent) kompresyon aygitlarinin  kullanimi  gibi mekanik profilaktik 6zellikte bir tedavi
uygulanabilir (derece 2C). Risk azaldiginda farmakoprofilaksiye baslanmalidir (derece 2C).

R. Stres iilseri profilaksisi

1. Kanamaya neden olabilecek risk etkenleri olan siddetli sepsis/septik soklu hastalarda stres iilseri
profilaksisi H,-reseptor blokorii veya proton pompa inhibitorii kullanilarak yapilmalidir (derece 1B).

2. Stres {lseri profilaksisinde H,-reseptor blokdrlerinden ¢ok proton pompa inhibitdrleri yeglenmelidir
(derece 2D).

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

S. Beslenme

1. Siddetli sepsis/septik sok tanisindan sonra ilk 48 saat iginde tam olarak a¢ birakma veya yalnizca
intravendz glukoz uygulanmasindan cok, hastalar tolere edebiliyorsa, oral veya gerekiyorsa enteral
yoldan besinler uygulanmalidir (derece 2C).

2. ik hafta icinde yiiksek kalorili yiyeceklerden kaginilmali, ancak tolere edilebiliyorsa diisiik kalorili
yiyeceklerin (en ¢ok giinde 500 kalori olacak bicimde) uygulanmasi diistiniilmelidir (derece 2B).

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

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

S. Bakim amaglarinin diizenlenmesi

. Hasta ve ailesi ile bakimin amaglar1 ve prognoz tartisiimalidir (derece 1B).

. Uygun oldugunda palyatif bakim prensipleri kullanilarak, bakimin amaglari tedavi ve yasam sonunun

planlanmasi ile birlikte ele alinmalidir (derece 1B).

3. Yogun bakim birimine bagvurudan sonra 72 saat i¢inde, ancak daha ge¢ degil, bakimin amaclar
belirlenmelidir (derece 2C).

—

N —

Kanitin 6zelligine gore siniflandirma: Derece A, yiiksek (randomize klinik denemelere dayanilarak); derece B, orta
(downgraded randomize Klinik denemelere veya upgraded gozlemsel galismalara dayanilarak); derece C, diisiik
(kontrol randomize klinik denemeler ile birlikte iyi yapilmis gozlemsel ¢aligmalara dayanilarak); derece D, ¢ok diisiik
(downgraded kontrollii ¢alismalar veya baska kanitlara gdre uzman gériisiine dayanilarak). Onerinin giiciine gore
simiflandirma: Derece 1, gii¢lii; derece 2, zayif. ACTH, adrenokortikotropik hormon; ARDS, ivegen solunum sikintist
sendromu; F10,, inspirasyonla alinan oksijen fraksiyonu; OAB, ortalama arter basinci; Paco,, kan kismi karbondioksit
basinci.
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Septik sokta sepsise yol acan enfeksiyon odagmin (abdominal apse,
piyelonefrit, pndmoni gibi) antibiyotik uygulamasi yapilarak tedavisi esastir. Ancak,
agir notropenili hastalarda sepsisin belirgin bir enfeksiyon odagina degil, barsak ve deri
floras1 gibi normalde enfektif olmayan kaynaklardan ileri gelebilecegi unutulmamalidir.
Septik sokun gelismesi Onlenemezse Oliim orani yiiksek olmaktadir (%50 kadar).
Hemodinamik durumu diizeltmek i¢in yeglenen ila¢ dopamindir; kalbi uyararak ve
periferik damar direncini azaltarak kalp debisini belirgin bir bigimde artirmaktadir.
Dopamine yanit alinamadigr durumlarda, kisa siire iv noradrenalin (NA) infiizyonu
yapilabilmekte veya metaraminol enjekte edilebilmektedir. Lizozomal membrani
stabilize etmeleri nedeniyle parenteral glukokortikoit uygulanmasi septik sokta ozellikle
yararlt olmaktadir. Yapilan arastirmalarda, deney hayvanlarinda olusturulan septik

sokun monoklonal TNF-a antikorlariyla diizeltilebilecegi bildirilmistir (22).

S. cerevisiae fungemisinin tedavisinde antifungal ilaglar kullanilmaktadir.
Amfoterisin B, flucytosine, flukonazol, itrakonazol ve vorikonazol fungemi tedavisinde
kullanilan antifungal ilaclardir. Flukonazol ve itrakonazol tedavisine karsi direng
gelismis olmasina karsin S. cerevisiae, amfoterisin B ve fluorositozin tedavilerine
duyarhidir (31). Hematolojik hastaliklar, notropeni ve daha yiiksek bir pozitif kan
kiltlirii sayisi, hastanin cinsiyeti, yasi ya da antifungal ila¢ ile tedavisinin siiresi ne
olursa olsun olumsuz sonuglanmaktadir. Fungal enfeksiyonlarda en sik kandida tiirleri
ile karsilasilmakta olup, invazif kandidiyaz tedavisinde amfoterisin B, azol antifungal

ilaglar ya da flukonazol+amfoterisin B gibi kombinasyon tedavileri kullanilmaktadir

(1).
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2.2 Dalak Tirozin Kinazi

2.2.1 Ozellikleri

Protein kinazlar, sitoplazmik ve ekstraseliiler bilgileri niikleusa ileten sinyal ileti
yolunun bir¢ok bolgesinde bulunan énemli enzimlerdir. Béylece gen transkripsiyonunu
ve/veya deoksiriboniikleik asit (DNA) sentezini etkilemektedirler. insan genomu
yaklagik 550 adet protein kinaz igcermekte ve 130 adet protein fosfataz, farkli protein
kinazlarin etkinligini diizenlemektedir. Protein kinazlar 3 farkli gruba ayrilmaktadir
(89): (1) Yalnizca tirozin rezidiileri i¢in 6zel etkinligi olan tirozin kinazlar; (2)yalnizca
serin ve treonin rezidiileri i¢in 6zel etkinligi olan serin/treonin kinazlar ve (3) bu ii¢

rezidii i¢in etkinligi olan kinazlar.

Protein kinazlar, kendi substrat proteinlerinde bulunan tirozin, serin veya treonin
rezidiilerine ATP’nin fosfat grubunun aktarilmasini katalizleyerek ¢ok sayida sinyal ileti
yolunu diizenleyen enzimlerdir ve insan enzimleri igerisinde en genis familyaya
sahiplerdir. Protein kinazlarin substratlarinin fosforilasyonu sonucu, hiicre igindeki
yerlesim, stabilite ve substrat etkinliginde degisiklikler olmaktadr. Ilgili genler, pek ok
durumda protein kinazlardan 6zellikle tirozin kinazlar1 kodlamaktadir. Tirozin kinazlar,
hiicre biiytimesi, farklilagmasi, metabolizmas1 ve migrasyonu ile apopitozu diizenleyen
sinyal ileti yollarinin etkinlesmesinde, hiicre dis1 sinyallerin iletiminde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Normal olmayan kinaz etkinliginin kanser, otoimmiin ve enflamatuvar
birgok hastalikla iliskili oldugu gosterilmistir (90). Kanser gibi patolojik durumlarda
mutasyona ugrayan veya fazla eksprese edilen kinazlar, proliferasyonun yayilmasi, pro-
apopitotik faktorlerin inhibisyonu, anti-apopitotik faktorlerin etkinlesmesi ve/veya
anjiyojenezin yayilmasina neden olan hiicresel yollarin etkinlesmesinde onemli rol
oynamaktadir (91, 92). Protein kinazlar, hiicre sinyal ileti yollarinin diizenlenmesinde
anahtar mediyator olarak gorev aldiklarindan, Onemli ilag hedefleri arasinda
bulunmaktadirlar; ayrica secici ve etkili kinaz inhibitorleri hiicresel islevlerin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (90). Bircok insan kanserinde 6zel protein

kinazlarin anormal etkinligi saptanmigtir ve bu durum onlar1 kanser tedavisi i¢in
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molekiiler bir hedef yapmaktadir. Imatinib, gefitinib ve erlotinib gibi diisiik molekiil
agirlikli protein tirozin kinaz inhibitorleri Amerika Birlesik Devletleri’nde ila¢ ve Gida
Dairesi (Food and Drug Administration; FDA) tarafindan onaylanmistir ve bir¢ogu da

klinik deneme asamasindadir (89).

Tirozin kinazlar, reseptor ile kenetli tirozin kinazlar ve reseptor ile kenetli
olmayan (sitoplazmik) tirozin kinazlar olmak tizere iki ana gruba ayrilmaktadir. Tirozin
kinazlarin proteinleri alt gruplara ayrilabilen ekstraseliiler ligant baglama bdlgeleri
(reseptor tirozin kinazi) vardir ve bu enzimler sitoplazma ve/veya hiicresel niikleer
bilesen (sitoplazmik) tirozin kinazlar ile ¢evrelenmistir (89). Reseptor ile kenetli tirozin
kinazlar intrinsik tirozin rezidiilerinin fosforilasyonu; sitoplazmik tirozin kinazlar ise
farkli yiizey reseptorlerinin sinyal iletisine aracilik ederler (93). Insan genomunda 518
protein kinaz arasinda 90 adet tirozin kinaz vardir. Bunlarin 58’1 reseptor ile kenetli

tirozin kinaz, 32’si ise reseptor ile kenetli olmayan tirozin kinazdir (94).

Yaklasik 60 adet tanimlanmis reseptor ile kenetli tirozin kinaz vardir ve bunlar
20 alt gruba ayrilmistir (94). Reseptor ile kenetli tirozin kinazlar immiinoglobuline
benzeyen sekans, lipofilik transmembranal segment ve katalitik boliimleri olan
intraseliiler karboksil terminalleri ile belirgindirler (95, 96). Reseptor ile kenetli tirozin
kinazlar trombosit kaynakli biiyiime faktorii reseptorii (platelet derived growth factor
receptor, PDGFR), epidermal biiyiime faktorii reseptorii (epidermal growth factor

receptor, EGFR) ve fibroblast biiyltime faktorlerini igerir (23, 97).

Memelilerde 30 adet reseptor ile kenetli olmayan tirozin kinaz tanimlanmustir ve
bunlar da kendi iginde islevsel bolim ve sekans motiflerine gore 11 alt gruba
ayrilmaktadir. Bunlar arasinda Src ailesi (Src, Yes, Fyn, Lyn, Lck, Blk, Hck ve Fgr),
Tec ailesi (Itk, Btk, Tec, Bmx ve RIK), JAK ailesi (Jakl, Jak2, Tyk2 ve Jak3), Csk ailesi
(Csk ve Ctk), Fes ailesi (Fes ve Fer), Abl ailesi (Abl, Arg), Fak ailesi (Fak ve
CAKp/Pyk2/RAFTK), ve Dtk ailesi (Dtk ve ZAP-70) iyi tanimlanmig reseptor ile
kenetli olmayan tirozin kinazlardir (23, 97, 98). Reseptor ile kenetli olmayan tirozin
kinazlar da intraseliiler sinyallerin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Reseptor ile

kenetli olmayan tirozin kinazlar, hiicre yiizeyindeki reseptorlerle etkileserek, reseptorle
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etkinlesen sinyalleri hiicre i¢inde amplifiye etmektedirler (93). Dtk ¢esitli hiicrelerde
cok fazla eksprese edilmekte ve immiin olmayan hiicrelerde de bulunmaktayken, Zap-

70’in ekspresyonu T hiicresi ve dogal oldiiriicii hiicrelerle sinirlidir (99).

Dtk, 72 kDa agirhiginda olup, reseptor ile kenetli olmayan bir protein tirozin
kinazdir. ik kez timiis ve dalakta kesfedildigi icin bu ad1 almistir. Dtk ailesinin genel
kimyasal yapisina bakildiginda, N-terminalinde birbirine bagl iki adet Src homoloji 2
(SH2) bolgesi ve bir adet C-terminali kinaz bolgesinden olusmaktadir. Bu ii¢ alan,
interdomain A ve interdomain B ile birbirlerinden ayrilmaktadir. Dtk’nin her bir
bolgesinin farkli iglevi bulunmaktadir. Yinelenen SH2 bdlgesi, fosforillenmis ITAM’yi
baglamaktadir. Dtk ailesinde bulunan SH2 bdlgesi T hiicreleri, B hiicreleri, Fc
reseptorleri, makrofajlar ve dogal dldiiriicii hiicre reseptorleri gibi immiinoreseptorlerin
sitoplazmik uzantis1 olan ITAM’ye segici olarak baglanmakta ve ITAM’yi
fosforillemektedir. Bu da ¢esitli hiicresel yanitlar1 indiikleyen kaskatlar1 baslatmaktadir.
Dtk kinazlarin ITAM sekanslarina baglanmasi kinaz etkinligini artirmanin yani sira, bu
kinazlarin substratlarinin yanina lokalize olmasim1 da saglamaktadir (25, 98).
Interdomain B bolgesi, otofosforilasyon bolgeleri igermekte ve downstream sinyal ileti
molekiillerinin hareketinde rol oynamaktadir. Interdomain A bélgesi ise, difosforile
ITAM’yi kullanarak helikal sarmal yapiya baglanmak i¢in birbirine bagh iki adet SH2
bolgesinin uygun konformasyonunun saglanmasinda rol oynamaktadir (100) (Sekil
2.4).
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Sekil 2.4. Dtk’nin yapis1 (100). ITAM, immunoreceptor tyrosine-based activation motif, SH2, Src
homology 2.

Dtk’nin, in vitro kinaz tepkimesi kullanilarak tanimlanan 10 adet
otofosforilasyon bolgesi bulunmaktadir. Her fosfotirozin rezidiisii farkli bir molekiille
iligkili olup, degisik islevlerde rol almaktadir (98). Dtk’nin otofosforilasyon bolgeleri
Tyr® Ty Ty, Tyr¥2, Tyr®, Tyr® Tyrsl® Tyrs® Tyr® ve Tyr"tir. Bu
bolgelerin  fosforilasyonu, immiinoreseptorler aracili Dtk’nin etkinlesmesi ve

downstream sinyal iletimi i¢in gereklidir (98, 101).
Ek olarak, interdomain A’nin tirozin rezidiisii olmayan C-terminal bolimii,
dinlenme durumunda kinaz etkinliginin diizenlenmesi i¢in 6nem tagimaktadir (24, 98,

102-104).

Dtk’nin tirozin fosforilasyonunda rol oynayan bolgeleri Sekil 2.5.te

gosterilmistir (98, 105).
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Sekil 2.5. Dtk’nin tirozin fosforilasyonunda rol oynayan bolgeleri (98). ITAM, immunoreceptor tyrosine-
based activation motif, SH2, Src homology 2.

Dtk, ¢ogunlukla sitozolde yerlesmis olmasina karsin bir bolimii de niikleusta
bulunmaktadir (106). Src kinazin etkinlesmesi, Dtk’nin de etkinlesmesine neden
olmaktadir. Dtk yapisal olarak farkli 6zelliklere sahip bir kinazdir. Ornegin Dtk, Src
ailesi protein tirozin kinazlardan farkli olarak, birbirine bagl iki SH2 bdlgesine sahiptir.
Immun yanit1 ortaya ¢ikaran reseptorlerde ITAM lerin bu iki SH2 gruplariyla etkilesimi
Dtk etkinlesmesine yol agmaktadir. ITAM’ler birbirinden net bir uzaklikta olan tirozin
rezidiileri ile ¢evrelenmis SH2 bdlgelerinin olusturdugu 6zgiin baglanma bdlgelerine
sahiptir. ITAM’leri bu iki tirozin rezidiileri arasindaki goreceli uzaklik farkli
reseptorlerde degiskenlik gostermektedir. Dtk nin sahip oldugu bu SH2 bdlgeleri tirozin
rezidiileri arasindaki bosluga uyacak bicimde konum alabilirler; ¢linkii bu SH2 bolgeleri
yiiksek konformasyonel esneklige sahiptir. Dtk’nin bu farkli 6zelligi B ve T hiicresi
reseptorleri gibi farkli immiinoreseptorler ve ayrica G protein kenetli reseptorler ile
etkilesebilmesine olanak saglamaktadir. Hematopoietik hiicrelerde Dtk’nin integrinler
ile etkinlestigi bildirilmistir. Integrinler ise ITAM’ler icermez. Bu durum Dtk’nin
islevini ¢ok farkli bi¢imlerde diizenlendigini distindiirmektedir (107, 108).
Immiinoreseptor etkinlesmesinin ardindan, Src-ailesi kinazlari, ITAM adaptdr proteinini

fosforillemektedir. Dtk nin birbirine bagl iki adet SH2 alaninin ITAM’ye baglanmasi,
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kinaz etkinlesmesini uyarmakta ve substratin yanindaki kinazin yerini belirlemektedir.
Dtk ve ZAP-70, dinlenme durumunda etkisiz durumda iken, Dtk’nin iki SH2 boélgesinin
baglanmasiyla olusan ITAM’lerin ikili fosforilasyonunun ardindan, immiinoreseptor
baglantisi ile etkinlesmektedir. Dtk araciligiyla olusan downstream sinyallemeden sonra
olusan immiinoreseptér baglantisi, kinaz etkinligi ve her iki SH2 alanlarini
gerektirmektedir. Ote yandan, fosforile ITAM’lerin yoklugunda Dtk’nin kinaz bolgeleri,

baglant1 bolgelerinde tirozin rezidiilerinin fosforilasyonu ile etkinlesebilmektedir (103).

2.2.2 Ekspresyon ve Etkinliginin Diizenlenmesi

Dtk ile ilgili ilk ¢caligmalar bu tirozin kinazin hematopoietik hiicrelerde eksprese
edildigini gostermistir. Daha sonra yapilan caligmalarda Dtk’nin organizmada daha
genis bir dagilima sahip oldugu ortaya koyulmustur. Monosit/makrofajlar, mast
hiicreleri, bazofiller, eozinofiller, notrofiller, olgunlasmamis T hiicreleri, CD4 efektor T
hiicreleri, B hiicreleri, dogal katil hiicreler, trombositler, dendritik hiicreler ve
eritrositler gibi immiin sistem hiicrelerine ek olarak, fibroblastlar ve osteoklastlarda Dtk
protein ekspresyonu; bobrekler, hepatositler ve noronal hiicrelerde ise islevsel
ozellikleri oldugu belirlenmistir. Akciger, bobrekler ve kardiyomiyositler gibi ¢esitli
dokularim epitel hiicrelerinde de Dtk varligir gosterilmistir (109). Dtk’nin hiicre sinyal
iletimindeki rolil ilk olarak B lenfositlerde tanimlanmistir. Dtk, hematopoetik sistem
hiicrelerinin ¢ok sayida hiicresini iceren pek ¢ok hiicre tiirlinde ve az sayida bazi epitel
hiicrelerinde, fibroblastlarda, hepatositlerde, damar diiz kas hiicrelerinde, endotel
hiicrelerinde ve ndronal hiicrelerde eksprese edilmektedir (105). Dtk, morfojenez, hiicre
biiylimesi, migrasyon ve yasamda kalma gibi endotel hiicresel islevlerde kritik bir rol
oynamakta ve in vivo damar biitiinliigiiniin siirdiiriilmesine katkida bulunmaktadir (24,
102, 106, 110, 111). Dtk’si eksik olan farelerde endotel hiicrelerindeki veya damar

sistemindeki bozukluk, kanama nedeniyle prenatal 6liimlere neden olmaktadir.
Dtk, reseptorlerin sitoplazmik uzantisi olan ITAM’ye baglanmaktadir. Bu motif,

FcyR, yiiksek afiniteli IgE reseptorii (FceR), Iga (B hiicreler), CD3C (T hiicreler) ve

integrinlerin sitoplazmik bolgelerine yerlesmistir. Bu reseptdrleri baglayan immiin
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kompleksler veya antijenler, Dtk’yi etkinlestiren ITAM’leri fosforile etmektedir.
Etkinlesen Dtk, MAPK’le, fosfoinozitid-3-kinaz (phosphoinositide-3-kinase; PI3K) ve
PLC gibi ¢oklu sinyal ileti yollar1 ile enflamasyonu diizenlemektedir (112). IgE
reseptOrii araciligiyla antijen tarafindan uyarilan mast hiicrelerinde Dtk, sFLA; nin
etkinlesmesi i¢in gereklidir (113). Miyeloit hiicreler ile T ve epitel hiicrelerinde
proapoptotik ve enflamatuvar sitokin olan TNF-a, Dtk ile etkinlesmektedir. Dtk nin
TNF-a ile iligkisi, MAPK nin etkinlesmesinde, NF-kB etkinlesmesine ve apoptoza yol
acmaktadir. Dtk, oksitleyici kosullar altinda tirozin fosforilasyonu sonucunda
etkinlesmekte ve hidrojen peroksit ile olusturulan NF-kB etkinligine katilmaktadir. NF-
kB etkinligi, inhiibtor kappa B (IkB)-a’nin Dtk aracilikli tirozin fosforilasyonu
araciligiyla olugsmaktadir. B hiicrelerde oksidatif stresle indiiklenen hiicresel yanitlar,
hidrojen peroksit yogunluguna gore, nekroz, apopitoz ve mitotik blokaj gibi farkl
ornekleri ilerletmektedir. Proapoptotik ve yasamda kalma yollar1 arasindaki denge,

oksidatif strese maruz kalan bir hiicrenin durumunu belirlemektedir (24).

Dtk’yi etkinlestiren ITAM motifi olmayan reseptorler i¢in bulgular ve Dtk
bagimli sinyalleme, ilk olarak hematopoietik hiicrelerde bulunmustur ve o6zellikle
integrinleri icermektedir (24). Yani Dtk, ITAM’leri kapsamayan integrinler tarafindan
da etkinlesebilmektedir (104). Integrinler, ekstraseliiler matriks proteini tarafindan
etkinlesen transmembranal reseptorlerdir. Kanser ve o6zellikle invazyon/metastaz
stirecine katkilar1 biiylik olgiide gosterilmistir (24). Dtk, adaptif olmayan immiin
sistemde 1yi tanimlanmamistir ve Dtk’nin dogal bagisiklik sistemindeki islevinin 6nemli
oldugu kabul edilmistir. Dtk, immiinoreseptdr sinyalinde, integrinlerin notrofil, monosit
veya trombositlerin hiicre yiizeyine baglanmasinda rol oynar. Dtk-eksik miirine
makrofaj hiicrelerinde yapilan ¢aligmalarda, Dtk’nin, Fcy reseptor aracilikli fagositozda

onemli bir rol oynadig: gosterilmistir (110).
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2.2.3 Fizyolojik Olaylardaki Rolii

Dtk, T hiicre aracilikli reseptdr sinyal iletiminde ITAM’in fosforilasyonuna
neden olarak oOnemli rol oynar (98, 114). Dtk’nin, B hiicrelerinde bazi adaptor
molekiillerin fosforilasyonuna katilarak downstream olaylarin etkinlesmesinde 6nemli
rol oynadig gosterilmistir. Ayrica, B hiicrelerinde Dtk’nin kalsiyum mobilizasyonu, c-
Jun N-terminal kinase (JNK) yolu ve PI3K etkinlesmesi igin gerekli oldugu
gosterilmistir  (115). Makrofajlar ve ndétrofiller gibi enflamatuvar hiicrelerin

immiinoreseptor sinyal iletiminde Dtk baslica aract molekiildiir (116).

Dtk, mast hiicreleri, makrofajlar, osteoklastlar ve nétrofillerde FceR reseptorii
sinyal iletiminde de kritik ve ozgiin bir rol oynar. Ornegin, ldkositlerde Fce
reseptorlerinin uyarilmasinin ardindan gergeklesen fagositik hiicre etkinlesmesinde
Dtk’nin baglica diizenleyici molekiil oldugu gosterilmistir (117). Antijenle uyarilmis
mast hiicresi etkinlesmesinde ise Dtk ve fosfolipaz D’yi de igeren bir dizi intraseliiler

sinyal ileti kaskadinin sorumlu oldugu bilinmektedir (118).

Cizelge 2.3’te Dtk’nin ¢esitli hiicre tiirlerindeki ekspresyonu ve islevleri ile ilgili

bilgiler verilmistir (104).
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Cizelge 2. 3. Dtk’nin ¢esitli hiicre tiirlerindeki ekspresyonu ve islevleri (104).

Hiicre Tiirii Reseptor Hastaliklarla Islevleri
iliskisi
T Hiicreleri TCR Otoimmiinite Proliferasyon, farklilasma, mediyator
saliverilmesi
B Hiicreleri BCR Otoimmiinite Oncii B hiicrelerinin gelismesi ve
etkinlesmesi
Eritrositler Otoimmiinite Band 3 protein fosforilasyonu, glikoliz,
membran transportu, hiicre bi¢imi, kan
dolagimindan hiicre
Nétrofiller FcyR1; Enflamasyon, NO saliverilmesi, reaktif oksijen tiirleri,
FeyRIL; otoimmiinite fagositoz
FceR1; FeyRII
Integrin
Bazofiller FceR1 Alerji Degraniilasyon
Eozinofiller FcyR; FceR Alerji Degraniilasyon, reaktif oksijen tiirleri
Makrofajlar FcyR1; Enflamasyon, alerji, NO saliverilmesi, reaktif oksijen tiirleri,
FcyRII, otoimmiinite fagositoz
FceR1; FeyRII
Integrin
Mast FceR1 Alerji, otoimmiinite Degraniilasyon, sitokin iiretimi, AA
hiicreleri metabolizmasi
Dendritik FcRs Otoimmiinite Antijen internalizasyonu, hiicre
hiicreler olgunlagmasi, IL-12 saliverilmesi
Osteoklastlar RANK Kemik rezorpsiyonu Osteoklast olusumu
Trombositler  GpVI; Gplb-1X- Agregasyon, AA metabolitleri ve

Fibroblastlar

V; CLEC-2; avbh3

serotonin saliverilmesi
Adipositlerin farklilagsmasi, adipojenez

Meme Timorijenezin negatif diizenleyicisi
kanseri
hiicreleri
Hepatositler AT1; AT2 Viral hepatitle ERK’in etkinlesmesi
olusan karsinojenez
Diiz kas AT1; AT2 Hipertansiyon, Protein sentezi, hiicre migrasyonu
hiicreleri vaskiiler zedelenme
Endotel Hipertansiyon, Hiicre biiylimesi, migrasyonu,
hiicreler vaskiiler zedelenme sagkalim, kan damarlarindan lenfatik
damarlarin ayrilmasi
Noronal Noronal farklilagma, norit geniglemesi
hiicreler
Sinoviyositler TNF-R Romatoit artrit TNF-a ile tetiklenen IL-32

Epitel
hiicreler

Tumor ilerlemesi

saltverilmesi, metalloproteaz 3 gen
ekspresyonu, matriks degradasyonu,
sinoviyal s1v1 diizenlenmesi
Hiicre boliinmesinin kontrolii

TCR, T hiicresi reseptérii; BCR, B hiicresi reseptorii; FceR, Yiiksek afiniteli immiinoglobulin E reseptorii,
NO, nitrik oksit; AA, arakidonik asit; RANK, receptor activator of nuclear factor-«B,; AT, anjiyotensin Il
reseptorii; ERK, ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen kinaz; TNF-R, tiimor nekroze edici faktor reseptorii
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2.2.4 Patolojik Olaylardaki Rolii

Dtk, yalnizca adaptif immiin yanittaki hiicrelerde degil, ayni zamanda
otoimmiin, otoenflamatuvar ve alerjik hastaliklarin patolojisinde eksprese olan

hiicrelerde 6nemli bir rol oynamaktadir (100).

Dtk, B hiicreleri, mast hiicreleri, makrofajlar ve noétrofiller gibi enflamatuvar
hiicrelerde immiinoreseptor sinyallemenin anahtar mediyatorii oldugu igin, birgok
hastalik i¢in tedavi hedefi olarak goriilmektedir. Fc reseptorleri ve B hiicre reseptorleri
iceren bu immiinoreseptorler, alerjik ve antikor aracilikli otoimmiin hastaliklar i¢in
onemlidir ve Dtk’nin inhibisyonunun, bu hastaliklarin tedavisinde yararli olabilecegi
ileri siiriilmektedir. Pek ¢ok ¢alismada lenfoma, 16semi, karsinoma, metastaz, islevsel
gastrointestinal bozukluk, idiyopatik trombotopenik purpura, Wiskott-Aldrich sendromu,
sistemik lupus eritramatoz, multiple sclerosis ve anaflaktik sok gibi hastaliklarin
patojenezinde anahtar oyuncu olan Dtk’nin 6nemi vurgulamaktadir. Bu hastaliklarin
yanit sira romatoit artrit, asttm ve alerjik rinit gibi enflamatuvar hastaliklarin

patojenezinde de Dtk’nin rolii biiytiktiir (25).

Insan nazal poliplerinde, Dtk antisense oligodeoksiniikleotitleri Dtk
ekspresyonunu ve kemokin {iretimini baskilamaktadir. Stenton ve ark., Dtk antisense
oligodeoksiniikleotitlerinin aerosoller araciligiyla akcigerlere dagildigini ve in vivo
kosullarda Dtk ekspresyonunu ve pulmoner enflamasyonu baskiladigin1 géstermislerdir.
Dtk ekspresyonunun diizenlenmesi, asttim ve nazal polipler gibi solunum yolu

hastaliklarinin tedavi stratejilerinden birisi olarak yararli olabilir (104).

Dtk ekspresyonunun diizenlenmesi, astim ve nazal polipler gibi solunum yolu
hastaliklarinin tedavi stratejilerinden biri olarak denenmektedir. Anjiyojenez siiresince
damar endotel hiicrelerinin morfojenezinin kontroliinde Dtk rol oynamaktadir ve bu
nedenle tiimor biiyiimesinde anjiyojenezin inhibisyonu i¢in Dtk giiclii bir hedef olarak
gosterilmektedir. Yapilan bir caligmada, Dtk’nin epitel hiicre biiylimesinin gii¢lii bir
diizenleyicisi ve insan meme kanserinde gii¢lii bir tiimor baskilayicisi olarak grol

oynadig1 gosterilmistir (104).
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Dtk, anjiojenez siiresince vaskiiler endotel hiicrelerin morfojenezinin
kontroliinde rol oynamaktadir ve tiimor biiyiimesinde anjiojenezin inhibisyonu i¢in
potansiyel bir hedef olarak kullanilabilir (104). Ayrica, Dtk, epitel hiicre biiylimesinin
giiclii bir diizenleyicisi ve insan meme kanserinde potansiyel bir tiimor baskilayict rol

oynamaktadir (24).

Dtk, romatoit artritli hastalarin sinoviyumunda bulunmakta ve Dtk’nin
etkinlesmesi romatoit artritli hastalarin fibroblast-benzeri sinoviositlerinde TNF-a

tarafindan olusturulan sitokin ve metalloproteinaz tiretimi i¢in 6nemlidir (24).

2.2.5 inhibitorleri

Dtk inhibitorlerinin 6nemi giiniimiizde enflamatuvar ve otoimmiin hastaliklarin
tedavisinde biiytiktiir (100). 1991 yilinda kesfedilen bu sitoplazmik tirozin kinaz (23) B
hiicreleri, mast hiicreleri, makrofajlar ve nétrofiller gibi immiin hiicrelerin ile
osteoklastlar gibi immiin olmayan hiicrelerin yiizeyindeki reseptorler ile iligkilidir (25).
Bu reseptorlerin ligantlariyla baglanmalar1 Dtk’yi etkinlestirir ve Dtk’nin etkinlesmesi
sitokin tiretimi (T hiicreleri ve monositlerde), kemik rezorpsiyonu (osteoklastlarda) ve
fagositoz (makrofajlarda) gibi olaylarin diizenlenmesine katilir (119). Ek olarak,
Dtk’nin hiicre sinyal iletiminde up stream molekiil olmasi onu down-stream olaylari

inhibe eden ilaglara gore daha avantajli kilmaktadir (120).

Dtk etkinliginin inhibisyonu ile pek cok patoloji tedavi edilebilmektedir.
Yapilan bir ¢aligmada inhibitor etkinlige sahip, klinikte kullanilan ve klinik denemeleri

stiren 100’den ¢ok sayida molekiil oldugu bildirilmistir (121).

Fostamatinib, in vivo ve in vitro kosullarda antitiimoér etkinlik gosteren, ATP ile
yarisarak etki gosteren oral bir Dtk inhibitoriidiir (122). Kemirgenlerde kolajenle
olusturulan artrit modellerinde, oral olarak kullanilan Dtk inhibitorii, R788

(fostamatinib disodium), hizli bir bigimde gorece daha segici inhibitér olan R406’ya
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doniiserek etkisini goOsteren bir on ilag olup, romatoit artrit tedavisinde giiclii

antienflamatuvar etkinliginden dolay1 yararli olabilecegi gosterilmistir (123, 124, 125).

Preklinik ¢alismalarda R406, diffuse large B cell lymphoma (DLBCL) hiicre
dizisinin proliferasyonunu inhibe etmekte ve apopitoza neden olmaktadir (122). Hiicre
yiizeyindeki immiinoglobulinlerin yiiksek diizeylerde eksprese edildigi DLBCL hiicre
dizisi, R406’ya kars1 duyarlidir. DLBCL’li 5 hastanin 6rnekleri kullanilarak yapilan bir
calismada, fosforile Dtk 5 hastadan 3’inde asir1 miktarda eksprese edildigi
bildirilmistir. R406, fare modelinde enflamasyonu azaltmis ve insanlarda oral olarak

kullanilabilmektedir (125).

Romatoit artritli hastalarda, Dtk inhibitérii R788 faz II calismalarinda
kullanilmis ve hastaligin etkinligini azaltmistir. Ote yandan ters etki olarak diyare,

hipertansiyon ve nétropeni gézlemlenmistir (126).

R112, topikal intranazal 6zellikte, stabl bir siispansiyon olarak formiile edilmis
bir Dtk inhibitoriidiir. R112, ¢oklu doz giivenlik testlerinden (multiple dose safety
assessments) gectikten sonra, 319 mevsimsel alerjik rinit hastalarinda 2 giin ¢ift kor
plasebo-kontrollii klinik ¢alismalar1 yapilmistir. R112, tiim klinik semptomlarda 6nemli
bir azalma (plaseboya oranla %23, p=0.0005) saglamis olup, alerjik rinitin akut
semptomlarini diizeltmede Dtk inhibisyonunun klinik 6énemini ortaya koymustur (127,
128).

Dtk inhibitorleri ve fizyolojik etkileri Cizelge 2.4.’te 6zetlenmistir (25).
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Cizelge 2.4. Dtk inhibitdrleri ve biyolojik etkinlikleri (25).

Bilesik Dtk inhibitorii olarak biyolojik etkinligi (ICs)
Staurosporine 13nM
Imatinib

(GleevecW, STI-571)

Piceatannol

R112 226 nM
R406 41 nM
R788

R343

BAY61-3606 7.5nM
ER-27319 10 nM
NVP-QAB205-AA 10 nM

Piketanol, Euphorbia lagascae tohumlarindan izole edilen trans-3,4,3°,5-
tetrahidroksistilben yapisinda, antienflamatuvar, immiinomodiilatér ve antiproliferatif
ozelliklere sahip, giiclii bir Dtk inhibitoriidiir (129). Piketanol kullanilarak yapilan insan
miyeloit hiicrelerinin tedavisinde, piketanoliin, NF-«B’nin TNF-a ile indiiklenen
DNA’ya baglanma etkinligini baskiladigi gosterilmistir (130) Bilesik kesfedildigi
zaman her ne kadar dokular1 secici bir bi¢imde etkiledigi bildirilse de son yillarda

Dtk’yi daha giiglii ve segici olarak inhibe ettigi bilinen bilesikler kesfedilmistir (25).

BAY 61-3606, antijenle indiiklenen bronkokonstriksiyon ve hava yolu
enflamasyonunu 6nleyerek astim tedavisinde yararli oldugu bildirilmistir. BAY 61-
3606, imidazopirimidin analoglarinin bir serisinden elde edilen bir Dtk inhibitoriidiir.
BAY 61-3606, Dtk’yi derisime bagimli olarak inhibe etmistir. BAY 61-3606, Dtk’yi
yiiksek secicilikte inhibe etmektedir. Lyn, Fyn, Src, Itk ve Btk gibi diger tirozin
kinazlar1 4.7 uM derisimde bile inhibe etmezken, Dtk’yi 7.5 nM’da inhibe ettigi
gosterilmistir (26) (Cizelge 2.5).
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Cizelge 2.5. Dtk inhibitorii BAY 61-3606’nin se¢iciligi (26).

Enzimler Ki (nM)
Dtk 7.5+2.5
Lyn >5.400
Fyn >12.500
Src >6.250
Itk >4.700
Btk >5.000
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Gereg¢

3.1.1 Deney Hayvam

Deneylerde 12 saat aydinlik 12 saat karanlik periyodunda senkronize edilen 250-
350 g agirhginda 35 adet erkek Wistar sigan kullanilmustir. Siganlar Mersin Universitesi
Tip Fakiiltesi Deneysel Tip Arastirma Merkezinden saglanmistir. Doku olarak kan,
bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor mezenterik arter kullanilmigtir. Bu tezde sicanlar
lizerinde yapilan tiim islemler i¢in Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan

onay alinmistir (Kurulun 28/07/2011 tarih ve 2011/50 sayil1 karari).

3.1.2 Sarf Malzemesi

B-Aktin i¢in primer antikor (C4) (SC-47778, Santa Cruz, Amerika)

B-Gliserofosfat (G9891, Sigma, Amerika)

B-Merkaptoetanol (A1108, AppliChem, Almanya)

6-Keto Prostaglandin F;, ELISA Kit (515211, Cayman)

Akrilamit 4K ¢6zeltisi (%30) (161-0157, Bio-Rad, Amerika)

Amonyum persiilfat (A2941, AppliChem, Almanya)

Aprotinin (A2132, AppliChem, Almanya)

Asetik asit (64-197, Climax, Tiirkiye)

Ayirici cam (spacer plate) (1.5 mm) (165-3312, Bio-Rad, Amerika)

BAY 61-3606 (2-[7-(3,4-dimetoksifenil)-imidazo-[1,2-c]pirimidin-5-ilamino]-
nikotinamit dihidroklorit) (Syk Inhibitor 1V) (SC-202351, Santa Cruz)

Benzamidin (B6506, Sigma, Amerika)

Bradford reajan1 (B6916, Sigma, Amerika)

Bromfenol mavisi (A3640, AppliChem, Almanya)

44



Coomassie mavisi (1.12553, Merck, Almanya)

COX-2 proteini i¢in primer antikor (COX-2 [29] mouse monoclonal 1gG;) (SC-
19999, Santa Cruz, Amerika)

Ditiyotreitol (A2948, AppliChem, Almanya)

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

Diiz tabanli, 96 kuyucuklu kiiltiir plaklari (655160, Greiner, Almanya)

Dtk proteini icin primer antikor (Syk (C-20), sc-929, Santa Cruz, Amerika)

Enzim proteinlerini goriintiileme ¢ozeltisi (ECL plus western blotting detection
reagents; ECL prime western blotting detection reagents) (RPN2132;
RPN2232 Amersham, ingiltere)

Eppendorf tiip (0.5 ml) (667201, Greiner, Almanya)

Eppendorf tiip (1.5 ml) (616201, Greiner, Almanya)

Etanol (Riedel-de-Haén, Almanya)

Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) (A2937, AppliChem, Almanya)

Fenilmetansiilfonilflorit (A0999, AppliChem, Almanya)

Filtre kagid1 (blot absorbent filter paper, thin) (162-0118, Bio-Rad, Amerika)

Fosforile Dtk proteini i¢in primer antikor (Phospho-Syk (Tyr525/526) Antibody;
#2711, Cell Signalling)

Fosforile 1kB-a proteini igin primer antikor (p-1xBa (Ser 32) goat 1gG) (SC-
7977, Santa Cruz, Amerika)

Fosforile NF-kB p65 proteini i¢in primer antikor (p-NF-xB p65 (Ser 536) mouse
monoclonal IgG) (SC-33020, Santa Cruz, Amerika)

Gliserol (A2926, AppliChem, Almanya)

Glisin (A1067, AppliChem, Almanya)

Hidroklorik asit (HCI) (100314, Merck, Almanya)

HEPES (A3724, AppliChem, Almanya)

IxB-a proteini igin primer antikor (IxBa mouse monoclonal 1gG) (SC-1643,
Santa Cruz)

iNOS proteini i¢in primer antikor (INOS/NOS type Il mouse 1gG1) (610432, BD
Transduction Lab., Amerika)

Izobiitanol (A1150, AppliChem, Almanya)

Kisa cam (short plate) (10.1 x 7.3 cm) (165-3308, Bio-Rad, Amerika)
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Kriyopreservasyon tiipti (Cryo's sterile, 1 ml, 12, 5/38 mm, skirt) (3123278,
Greiner, Almanya)

Kriyopreservasyon tiipti (Cryo's sterile, 2 ml, 12, 5/38 mm, skirt) (3122278,
Greiner, Almanya)

Kiiltiir plagi i¢in yapiskanl kapak (676001, Greiner, Almanya)

Lopeptin (L9783, Sigma, Amerika)

Metanol (1.06008, Merck, Almanya)

Molekiil agirligi belirteci (Rainbow marker, full-range) (RPN 800E, Amersham,
Ingiltere)

N,N,N',N'-Tetrametiletilenetilendiamin ( N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine
(TEMED)) (A1148, AppliChem, Almanya)

N-1-Naftiletilendiamin dihidrokloriir (NED) (N9125, Sigma, Amerika)

NF-kB p65 proteini i¢in primer antikor (NF-xB p65 mouse monoclonal 1gG)

(SC-8008, Santa Cruz, Amerika)

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

Nitrotirozin proteini i¢in primer antikor (Nitrotyrosine [18G4] mouse
monoclonal IgG) (SC-65385, Santa Cruz, Amerika)

Nitrotyrosine ELISA kit (NWK-NTRO1, Northwest Life Science Specialities,
Amerika)

Orto-fosforik asit (H3PO,) (100564, Merck, Almanya)

Otomatik pipet (0-200 pl) (Rainin Pipet-Lite, Rainin, Amerika)

Otomatik pipet (100-1000 pl) (Labart, Almanya)

Otomatik pipet (100-1000 ul) (Socorex, isveg)

Otomatik pipet (10-100 ul) (Hamilton, Amerika)

Otomatik pipet (1-10 pl) (Socorex, Isvec)

Otomatik pipet (2-20 ul) (Eagle, Amerika)

Otomatik pipet (2-20 pl) (Socorex, Isveg)

Otomatik pipet (50-200 ul) (Socorex, Isveg)

Otomatik pipet (5-50 ul) (Boeco, Almanya)

Otomatik pipet (Stepper 411, Adjustable Repeater Pipette) (411.5000, Socorex,
Isvec)
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Pipet Ucu (3686290, Greiner, Almanya)

Pipet Ucu (770291)

Pipet Ucu (mavi) (686290, Greiner)

Pipet Ucu (sar1) (3685290, Greiner, Almanya)

Polistiren tiip (15 ml) (188271, Greiner, Almanya)

Polistiren tiip (50 ml) (227261, Greiner, Almanya)

Ponceau S (A1405, AppliChem, Almanya)

Potasyum klariir (KCl) (1.04936, Merck, Almanya)

Primer antikorlara 6zgli sekonder antikor (goat anti-rabbit IgG-horseradish
peroxidase) (RPN4301, Amersham)

Primer antikorlara 6zgii sekonder antikor (sheep anti-mouse 1gG-horseradish
peroxidase) (RPN4201, Amersham, Ingiltere)

Serum fizyolojik (Eczacibagi-Baxter, Tiirkiye)

Sican (Wistar, Erkek, 250-350 g, Tiirkiye)

S1gir serum alblimini (SSA) (A7906, Sigma, Amerika)

Sivi azot (125 L) (Lindegaz, Tiirkiye)

Sodyum dodesil siilfat (SDS) (A2263, AppliChem, Almanya)

Sodyum kloriir (NaCl) (1.06404, Merck, Almanya)

Sodyum nitrit (S2252, Sigma, Amerika)

Sodyum ortovanadat (A2196, AppliChem, Almanya)

Sodyum pirofosfat (A2197, AppliChem, Almanya)

Stilfanilamit (SA) (1.11799, Merck, Almanya)

Stilfosalisilik asit (A0416, AppliChem, Almanya)

TNF-a ELISA Kit (BMS622, Bendermed, Amerika)

Trikloroasetik asit (A1431, AppliChem, Almanya)

Tris (A2264, AppliChem, Almanya)

Tris baz (A2264, AppliChem, Almanya)

Tween 20 (A4974, AppliChem, Almanya)

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

Zimosan A (Saccharomyces cerevisiae’dan elde edilen zimosan, Z4250, Sigma)
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3.1.3 Techizat

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

Derin dondurucu (dik tip, -80°C) (lIshin, Kore)

Derin dondurucu (dikey, 240 L, -20 °C) (2041 ND, Argelik)

Derin donduruculu buzdolab1 (Model 1060 T, Argelik, Tiirkiye)

Derin donduruculu buzdolabi (Model 4240 T FH, Argelik, Tiirkiye)

Elektroforez sistemi (mighty small 1l, 10x8 cm, complete) (SE250-10A-.75,
Hoefer, Almanya)

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

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

Hassas terazi (Model APX 200, Denver, Almanya)

Homojenizator (Ultra-Turrax, T25, Ika, Almanya)

Jel dokiimentasyon ve analiz sistemi (EC3-CHEMI HR imaging system) (Ultra-
Violet Products, UVP, Ingiltere)

Kan basinci kayit sistemi ve 1siticilt bolme (Indirect Blood Pressure Recorder

System, Model BPHR 9610, Commat iletisim Ltd., Tiirkiye)

Kesintisiz gii¢ kaynagi (AC/DC, 1 kVA)

Kesintisiz gii¢ kaynagi (AC/DC, 3 kVA)

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

pH metre (Orion 3 Star, Thermo, Amerika)

Plak okuma cihaz1 (405, 450, 490, 550 ve 630 nm olmak lizere bes adet filtreli)
(ELX800, Biotek, Tiirkiye)

S1v1 azot tanki (2 L) (Isotherm, Almanya)

Sivi azot tanki (21.5 L) (TR 21, Air Liquide, Fransa)

Sogutmali santrifiij (Model Mikro 22R, Hettich, Almanya)

Tarak (Comb) (10 wells, 1.5 mm) (165-3365, Bio-Rad, Amerika)

Ultrasonik banyo (isitmali, frekans ayarli)) (Elmasonic S 40 / (H), Elma,
Almanya)

Ustten kefeli terazi (Model SPB 52, Scaltec, Almanya)
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Yari-kuru transfer birimi (TE 77X semi-dry transfer unit) (TE77X, Hoefer,
Almanya)

3.2 Yontem

3.2.1 In Vivo Calismalar

Dtk inhibitéri BAY 61-3606’nin zimosanla olusan sicanlardaki etkisini

arastirmak amaciyla asagida belirtilen gruplarda in vivo ¢alismalar yapilmistir:

Grup 1. Kontrol grubu olarak serum fizyolojik (4 ml/kg, i.p.) uygulanan siganlar (n=
8)
Grup 2. Septik olmayan sok grubu olarak zimosan (500 mg/kg, i.p.) (12) uygulanan
sicanlar (n=8)
Grup 3. Secici Dtk inhibitorii BAY 61-3606 (3 mg/kg, i.p.) uygulanan siganlar (n=4)
Grup 4. Zimosan ile birlikte BAY 61-3606 (3 mg/kg, i.p.) uygulanan si¢anlar (n= 8)

Ortalama arter basinct (OAB) ve kalp hizi (KH) olgiimleri i¢in, si¢anlarin
kuyrugundan 6l¢iim yapilmasina olanak veren kan basinci kayit sistemi kullanilmistir.
Sicanlara serum fizyolojik veya zimosan enjeksiyonundan hemen Once ve
uygulandiktan 1, 2, 3 ve 4 saat sonra OAB ve KH kayitlar1 alinmistir. BAY 61-3606’nin
etkili dozuna karar vermek i¢in yapilan 6n deneylerde bu bilesik 0.3, 1 ve 3 mg/kg
dozlarda denenmis ve 3 mg/kg en etkili doz olarak tespit edilmistir. Serum fizyolojik
veya zimosan enjeksiyonundan 1 saat sonra BAY 61-3606 uygulanmasinin ardindan 1.,
2. ve 3. saatlerde OAB ve KH kayitlar1 alinmistir. OAB ve KH kayitlar1 alinirken

sicanin Ol¢iim kabininde en fazla 5 dakika kalmasina dikkat edilmistir.
Deneyler sonunda, sicanlarin basi sert bir zemine hizla vurularak

sersemletildikten sonra hizla boyundan kanatilarak 6tanazi yapilmasinin ardindan kan,

bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor mezenterik arterleri alnimistir. Alinan kandan
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hazirlanan serum Ornekleri nitrit diizeyleri 6l¢iilmesine kadar -20°C'de dondurularak
saklanmistir. Izole edilen dokular nitrit, 6-keto-PGFy,, nitrotirozin, TNF-o. ve toplam
protein diizeyleri ile MPO etkinligi, ayrica Dtk, fosforile Dtk, IkxB-a, fosforile 1kB-a.,
NF-kB p65, fosforile NF-«B p65, INOS, COX-2, nitrotirozin ve aktin protein
ekspresyonlarinin Slgiilmesi amaci ile doku homojenatlar1 hazirlanincaya kadar -

80°C'de saklanmustir.

Zimosanin ¢oziiclisii olarak serum fizyolojik kullanilmis. Zimosanin {izerine
serum fizyolojik eklenmesinin ardindan 1 saat su banyosu ve 30 dakika santrifiij
uygulandiktan sonra ¢okelek kismi siispansiyon olarak deneylerde kullanilmistir. BAY

61-3606, %5 etanol iceren serum fizyolojik icerisinde ¢éziinmiistiir.

3.2.2 Serum Orneklerinin Hazirlanmasi, Dokularin Homojenize Edilmesi ve

Doku Homojenat: Siipernatantlarinin Hazirlanmasi

Kanlar oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra cam bir baget ile
defibrinize edilip, 23.910 x g'de 15 dakika 4°C'de santrifiij edilmistir (132). Ayrilan
serum Ornekleri kullanilincaya dek -20°C'de dondurularak saklanmistir. Dondurulmus
dokular ise siv1 azot ile porselen havanda toz bi¢imine getirildikten sonra doku tozlari
tizerine 1-2 ml (sirasiyla; torasik aort ve sliperiyor mezenterik arter; kalp ve bobrek igin)
HEPES tamponu (mM: HEPES 20 [pH 7.5], B-gliserofosfat 20, sodyum pirofosfat 20,
benzamidin 10, ditiyotreitol 1, sodyum ortovanadat 0.2, sodyum floriir 20, EDTA 2,

16peptin 20 ve aprotinin 10) eklenerek drnekler homojenize edilmistir (132).

Homojenatlar 23.910 x g'de 10 dakika 4°C'de santrifiij edildikten sonra,
slipernatantlar toplanarak, tizerlerine 50-100 ul tris (50 mM, pH 8.0)+KCI (0.5 M)
(swrasiyla; torasik aort ve siiperiyor mezenterik arter; kalp ve bobrek icin) c¢ozeltisi
eklenmis, ardarda 2 kez 15 saniye su banyosu sonikatdriinde bekletilmis ve 23.910 x
g'de 15 dakika 4°C'de santrifiij edilmistir. Slipernatantlar kriyoprezervatif tiiplere

boliinerek -80°C'de dondurularak saklanmustir.
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3.2.3 Doku Homojenatlarindan Hazirlanan Siipernatantlarda Toplam

Protein Diizeyinin Olciilmesi

Doku homojenatlarindan hazirlanan siipernatantlarda toplam protein diizeyi
Coomassie mavisi yontemi ile ol¢iilmiistiir (132-134). Standart olarak kullaniln SSA'nin
%1 agirlik/hacim derisiminde olacak biciminde distile suda hazirlanan stok
¢ozeltisinden, 0-50 pl SSA igeren dizi diliisyonlar1 (0-50 pg/ml) hazirlanmis ve toplam
hacimleri distile su ile 800 ul'ye ayarlanmistir. Ayn1 bigimde, 5 pl stipernatant iizerine
795 ul distile su eklenerek 800 pl hacimde cozeltiler hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiler
tizerine 200 pl Bradford reajani eklenip bu ¢ozeltilerden alinan 100 pl 6rnek (ayni
ornekten 2 kez olmak {lizere) kiiltiir plagina aktarildiktan hemen sonra orneklerin
verdikleri absorbanslar 630 nm'de kiiltiir plagi okuyucuda okunmustur. SSA
derisimlerine kars1 elde edilen absorbanslardan yararlanilarak, dogrusal regresyon
yontemi ile, SSA'nin kalibrasyon dogru denklemleri belirlenmistir. Bu denklemler
yardimiyla, Orneklerde okunan absorbans degerlerinden protein diizeyleri tespit

edilmistir.

3.2.4 Serum ve/veya Doku Homojenatlarindan Hazirlanan Siipernatantlarda
Nitrit, 6-Keto-PGF;, Nitrotirozin ve TNF-o diizeyleri ile MPO
Etkinliginin Olciilmesi

Serum ve doku homojenatlarindan hazirlanan siipernatantlarda iNOS etkinliginin
bir gostergesi olarak nitrit diizeyleri, ortamda nitrit varliginda olusan pembe rengin
spektrofotometrik olarak 550 nm'de Olciilmesi prensibine dayanan diazotizasyon
yontemi (Griess tepkimesi) ile Olclilmiistiir (135, 136). Serum ornekleri 6l¢iimden
hemen once 1:5 oraninda distile su ile diliile edilerek kullanilmistir. Standart olarak
kullanilan sodyum nitritin 2 mM bi¢iminde distile suda hazirlanan stok ¢ozeltisinden,
distile su ile 1 ml hacimde dizi diliisyonlar1 (0.25-100 pM) hazirlanmistir. Bu
cozeltilerden veya serum ya da doku homojenatlarindan hazirlanan siipernatantlarda
alman 50 pl 6rnek, 50 pl SA (25 pl) ve NED (25 pl) reaktifi ile diiz tabanli 96
kuyucuklu kiiltiir plaginda karistirilmistir. Orneklerin oda sicakliginda 15 dakika

bekledikten sonra verdikleri absorbanslar, kiiltiir plagi okuyucuda 550 nm’de okunmus
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ve sodyum nitrit miktarlarina kars1 elde edilen absorbanslardan yararlanilarak, dogrusal
regresyon yontemi ile, sodyum nitritin kalibrasyon dogru denklemleri belirlenmistir. Bu
denklemlerden yararlanilarak, oOrneklerde okunan absorbans degerlerinden nitrit

miktarlari tespit edilmistir.

6-keto-PGFy,, COX-2 etkinliginin bir gdstergesi olarak, nitrotirozin,
peroksinitrit olusumunun bir gostergesi olarak ve proenflamatuvar sitokinlerden TNF-a
diizeyleri de enflamasyonun bir gostergesi olarak uygun ELISA kitleri kullanilarak
prospektiislerinde yazildig1 bicimde Ol¢lilmiistiir. Enflamasyonun bir baska gostergesi
olarak MPO etkinligi ise, hidrojen peroksitin homojenat tarafindan oksitlenerek o-
dianozidini indirgemesi ve indirgenmis o-diazonidinin 410 nm’de 6l¢iilmesi prensibine

dayanan bir yontem ile 6l¢iilmustiir (137).

3.2.5 Doku Homojenatlarinda Dtk, Fosforile Dtk, IkB-a, Fosforile IkB-a,
NF-kB p65, Fosforile NF-kB p65, iNOS, COX-2 ve B-Aktin Protein

Ekspresyonlarimn Olgiilmesi

Dokularda Dtk, fosforile Dtk, IkB-a, fosforile IkB-0, NF-kB p65, fosforile NF-
kB p65, INOS, COX-2 ve B-aktin protein ekspresyonlar1 daha once tanimlanan
yontemlere gore Olgiilmiistiir (13, 14, 133, 138). Calismalarda alt jel olarak 6.7 ml
%30'luk akrilamit 4K ¢ozeltisi, 5 ml tris ¢ozeltisi (1.5 M, pH 8.8), 0.2 ml %10'luk SDS
¢ozeltisi, 7.9 ml distile su, 0.2 ml %10'luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi ve 0.008 ml
TEMED, iist jel olarak da 1.7 ml %30'luk akrilamit 4K ¢6zeltisi, 1.25 ml tris ¢ozeltisi (1
M, pH 6.8), 0.1 ml %10'luk SDS c¢ozeltisi, 6.8 ml distile su, 0.1 ml %10Tuk amonyum
persiilfat ¢ozeltisi ve 0.01 ml TEMED kullanilmistir. Ust jelde olusturulan ¢ukurlardan
birinci ¢ukura 3 pl molekiil agirligr belirteci, son c¢ukura ise 10 pl Laemmli 6rnek
tamponu ve diger ¢ukurlara da 30 pl 6rnek eklenmistir. Elektroforez tampon ¢ozeltisi
olarak 500 ml distile su iginde 15 g tris, 72 g glisin ve 5 g SDS igeren bir ¢ozelti (pH
8.3) hazirlanmis ve kullanilmadan hemen 6nce 1/10 oraninda seyreltilerek pH degeri

8.3'e ayarlanmstir.
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465 ul HEPES tamponu iginde kalp ve bobrekte 117 pg, torasik aortta 63 pg ve
SMA’da 54 pg toplam protein ve 5 ul 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 i¢inde) igeren doku homojenatlarindan hazirlanan ve
-80°C'de dondurulmus olan silipernatantlar ¢éziindiikten sonra 2 dakika kaynar su iginde
bekletilmis, 4°C'de 23.810 x g'de 10 dakika santrifiij edilmis, 30 pl'de kalp ve bobrek
igin 117 pg; torasik aort i¢in 63 pg; siiperiyor mezenterik arter i¢in 54 pg toplam
protein olacak bi¢imde {iist jelde olusturulan c¢ukurlara eklenmis ve %10 SDS-

poliakrilamit jel elektroforez yontemi ile yaklasik 2 saatlik bir siirede ayrilmistir.

Proteinlerin jelden nitroseliiloz membrana aktarilmasi islemi yari-kuru aktarma
(semi-dry transfer) yontemi kullanilarak 4,5 saatlik bir siirede gergeklestirilmistir. Bu
islem i¢in 800 ml distile su ig¢inde 5.8 g tris, 2.9 g glisin ve 0.37 g SDS igeren bir ¢ozelti
(pH 8.3) hazirlanmis ve kullanilmadan hemen 6nce pH degeri 8.3'e ayarlanarak {izerine

200 ml etanol (%20) eklenmistir.

Jellerin proteinleri 6zgiil olmayan bir bi¢imde geri doniisiimsiiz olarak baglayan
Coomassie mavisi boyama yontemi ile boyanmasi sonucu proteinlerin nitroseliilloz
membrana ne derecede aktarildig: tespit edilmektedir (139). Coomassie mavisi ¢ozeltisi,
1 L distile su i¢inde 0.25 g Coomassie brilliant blue R 250, 400 ml metanol ve 70 ml
asetik asit) igcinde 4°C'de 12 saat inkiibe edilen jeller, boyasizlastirma ¢ozeltisi I
(destaining solution I) (20 ml metanol, 3.5 ml asetik asit ve 26.5 ml distile su) i¢inde 30
dakika inkiibe edildikten sonra, boyasizlastirma ¢ozeltisi II (destaining solution I1) (3.5
ml asetik asit, 2.5 ml metanol, 44 ml distile su ve 0.5 ml gliserol) i¢inde inkiibe
edilmistir. Jelin zeminindeki mavi renk acgilincaya dek boyasizlastirma ¢ozeltisi IT 1 veya
2 kez degistirilmistir. Ayrica, jelden proteinlerin nitroselilloz membrana ne derecede
aktarildiginin anlasilabilmesi i¢in membranlar proteinleri geri doniisiimlii olarak
baglayan Ponceau S boyasi (100 ml distile su i¢inde 2 g Ponceau S, 30 g trikloroasetik
asit, 30 g siilfosalisilik asit; kullanilmadan hemen once 1/10 oraninda distile su ile

seyreltilmistir) ile boyanarak ve distile su ile yitkanmistir (140).

53



Proteinlerin jelden membrana aktariminin saglandigi goriildiikten sonra,
membranlar tris tampon ¢ozeltisi (TTC) (3 g tris, 8 g NaCl, 2 g KCl ve 0.5 ml Tween 20
[960.05] 1 L distile iginde, pH 7.4) ile yikanarak, YKST igeren TTC ile bloke edilecek
ve primer antikorlar ile 4°C'de 12 saat inkiibe edilmistir. Membranlarin, baglanmamis
proteinler 3 kez 5 dakika TTC ile yikanarak uzaklastirildiktan sonra, sekonder antikorlar
ile oda sicakliginda 2 saat inkiibe edilmelerinin ardindan 3 kez 10 dakika TTC ile
yikanmistir. Bazi deneylerde kullanilan membranlar, 3 kez 5 dakika TTC ile yikandiktan
sonra, %2 YKST + %2 SSA karisimi ile oda sicakliginda 20 dakika bloke edilmis, 3 kez
10 dakika TTC ile yikanmis ve B-aktin protein i¢in primer ve sekonder antikorlar ile

inkiibe edilmeye hazir duruma getirilmistir.

Jel dokiimantasyon ve analiz sistemi ile goriintiilenen immiinoreaktif
proteinlerin yogunluk analizi bir yazilim programi (NIH image software; Image J 1.46r,
Wayne Rasband, National Institute of Health, Bethesda, MD, USA) kullanilarak
yapilmistir. Dansitometrik analizlerde p-aktin protein ekspresyonu standart olarak
kullanilmistir. Sonuglar kontrol grubunun yiizdesi olarak hesaplanmig ve grafiklere

aktartlmistir.

3.2.6 Sonuclarin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analiz

Sonuglar ortalama+ortalamalarin standart hatas1 olarak gosterilmistir. Kullanilan
sican sayist n ile ifade edilmistir. Istatiksel karsilastirmalar icin tek-ydnlii varyans
analizi (analysis of variance, ANOVA) ve ardindan Student-Newman-Keuls ¢oklu
karsilastirmalar testi veya Kruskal-Wallis testi ve ardindan Dunns ¢oklu karsilastirmalar
testi ile Student t 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 kiigiik P degerleri anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 In Vivo Cahsmalar

4.1.1 Zimosanin OAB ve KH Uzerindeki Etkisi

Siganlara serum fizyolojik ve/veya zimosan uygulanmasindan sonra OAB ve

KH'de olusan degisiklikler ile ilgili bulgular Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1'de verilmistir.

Siganlara serum fizyolojik uygulanmasindan sonra 4 saat icinde OAB ve KH
degerlerinde herhangi bir degisiklik goriilmemistir (P > 0.05). Ote yandan, zimosan
uygulanmasindan sonra, OAB birinci saatte diismeye baslamis ve bu diisiis kan
basincinin 6lgiilebildigi besinci saate dek siirmiistiir. Ancak, dort ve besinci saatlerde
Olgiilen OAB degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli  bir farklilik
gozlenmediginden (P > 0.05), daha sonraki deneyler zimosan uygulanmasinin ardindan
4 saat sonra sonlandirilmistir. Bununla birlikte, zimosan uygulanmasiyla azalan
OAB’ye paralel olarak KH'de bir artis gozlenmistir (P < 0.05). Siganlara BAY61-
3606 nin ¢oziiciisii %5 etanol iceren serum fizyolojik uygulanmasindan sonra 4 saat
icinde OAB ve KH degerlerinde ise bir degisiklik goriilmemistir (OAB: 124+0.74,
1244+1.03, 123£1.01, 124+0.86 ve 125+0.92 mmHg; KH: 337£19.30, 346+23.29,
326+12.45, 329+16.83 ve 337+15.95 atim/dakika, sirasiyla 0., 1., 2., 3. ve 4. saatler,
Cizelge 4.1°deki kontrol grubunun OAB ve KH degerleri ile karsilagtirildiginda, P >
0.05).

OAB ve KH’de olusan degisikliklerin birinci saatten itibaren kontrol grubundan
anlamli bir bi¢imde farkli olmasi, siganlarda zimosan ile septik olmayan sok modelinin

olusturuldugunu gostermektedir.
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4.1.2 Zimosan ile Azalan OAB ve Artan KH Uzerinde BAY 61-3606’nin
Etkisi

Sicanlara serum fizyolojik ve/veya zimosan enjeksiyonundan 1 saat sonra
uygulanan BAY 61-3606 ile OAB ve KH'de olusan degisiklikler ile ilgili bulgular
Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1'de verilmistir.

Zimosan enjeksiyonundan 1 saat sonra OAB’de olusan azalma ve KH’deki
artma, BAY 61-3606 uygulanmasindan sonraki birinci, ikinci ve {li¢lincli saatlerde geri
cevrilmistir (P < 0.05). Zimosan ile birlikte BAY 61-3606 uygulanan grupta olgiilen
OAB ve KH degerleri arasindaki farklilik birinci saat degerleri disinda kontrol veya
BAY 61-3606 gruplarindan farkli degildir (P > 0.05). BAY 61-3606 tek basina
uygulandiginda OAB ve KH degerlerinde bir degisiklik olusturmamistir (P > 0.05).

Bu bulgular, zimosan uygulanmasindan 1 saat sonra baglayan hipotansiyona ve
KH'deki artmaya Dtk’nin katkida bulunabilecegini diisiindiirmektedir. Bulgularimiz,
ayrica, zimosanin OAB ve KH'de neden oldugu degisikliklerin Dtk inhibitorii BAY 61-

3606 ile 6nlenebilecegini gostermektedir.
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Cizelge 4.1. Kontrol ve zimosan grubundaki sicanlarda BAY 61-3606’nin OAB ve KH iizerindeki etkisi.

ZM uygulanmasindan sonra gecen siire (saat)

0 1 2 3 4
Kontrol
OAB 1254+0.77 1254+1.30 125+0.97 124+0.57 124+1.88
(n=18) (n=18) (n=18) (n=28) (n=8)
3454507 352004454  34300£927  342,00410.15  340+11.68
KH (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
™
12540.69 108£1.39 R7:1.98 712130 642064
OAB (n=8) (n=8)** (n=8)** (n=g)** (n=g)**
3404728 392-3.69 4054273 4269.09 434+8.81
KH (n=8) (n=8) ** (n=8) ** (n=8) ** (n=8)**
BAY
126+0.51 126+0.56 127+1.03 127+0.48 126+1.01
OAB (n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)
" 34645.15 339::9.96 346582 34947.97 346+10.50
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)
ZM+ BAY
123+0.63 109+3.52 125+£2.52 125+£2.42 124+1.29
OAB (n=9) (n=8)** (n=8)" (n=8)"" (n=8)*
34745.79 390+4.80 356+4.79 342+3.66 3414+9.84
KH _ _ § _ #+ _ #+ _ H#+
(n=18) (n=8)* (n=8) (n=8) (n=8)

BAY, 2-[[7-(3,4-dimetoksifenil)imidazo[1,2-c]pirimidin-5-ilJamino]piridin-3-karboksamit dihidroklorit;
KH, kalp hizi; OAB, ortalama arter basinct, ZM, zimosan. BAY (3 mg/kg, i.p.), serum fizyolojik (4
ml/kg, i.p.) (kontrol grubu) veya zimosan (500 mg/kg, i.p.) (septik olmayan sok grubu) enjeksiyonundan
1 saat sonra uygulanmisti. OAB degerleri mmHg ve KH degerleri atim/dakika olarak
ortalama+ortalamalarin standart hatasi bi¢iminde gosterilmistir. n kullanilan sican sayisini ifade
etmektedir. *Kontrol ve * ZYM degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkl (tek-yonlii ANOVA ve
ardindan Student-Newman-Keuls coklu karsilastirmalar testi; P < 0.05).° 0. ve ™ 1. saat degerlerinden
istatistiksel olarak anlamli farkh (tek-yonli 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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A = Kontrol -=— ZM - BAY -=— ZM+BAY B = Kontrol - ZM - BAY -=— ZM+BAY

140 -
440 4

420 -

400 4

380 -

OAB (mmHg)

360 4

KH (atim/dakika)

§%

60 - §*

320

T T T 1 300 T T T 1
1] 1 2 3 4 1] 1 2 3 4

Zimosan Enjeksiynnundan sonra gegen slire {Eaat} Zimosan enjel-csiyﬂnundan sonra gegen siire {Eaat}

Sekil 4.1. Kontrol ve zimosan grubundaki sicanlarda BAY’in (A) OAB ve (B) KH iizerindeki etkisi. BAY, 2-[[7-(3,4-dimetoksifenil)imidazo[1,2-c]pirimidin-5-
ilJamino]piridin-3-karboksamit dihidroklorit; KH, kalp hizi; OAB, ortalama arter basinct; ZM, zimosan. BAY (3 mg/kg, i.p.), serum fizyolojik (4 ml/kg, i.p.) (kontrol
grubu) veya ZM (500 mg/kg, i.p.)(septik olmayan sok grubu) enjeksiyonundan 1 saat sonra uygulanmistir. 4-8 adet sicandan elde edilen OAB degerleri mmHg ve KH
degerleri atim hizi/dakika olarak ortalamazortalamalarin standart hatasi biciminde gésterilmistir. * Kontrol ve * ZM degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkl
(tek-yonlii ANOVA ve ardindan Student-Newman-Keuls ¢oklu karsilastirmalar testi; P < 0.05). * 0. ve * 1. saat degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkli (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 Zimosan ve/lveya BAY 61-3606’nin Dtk Protein Ekspresyonu ve
Etkinligi Uzerindeki Etkisi

Sicanlara serum fizyolojik ve/veya zimosan ile birlikte BAY 61-3606
uygulanmasindan 4 saat sonra sonra izole edilen bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor
mezenterik arterlerinde Dtk protein ekspresyonu ve fosforilasyonu ile ilgili bulgular
Sekil 4.2 ve Sekil 4.3'te verilmistir.

Zimosan uygulanmasindan 4 saat sonra sicanlarin bobrek, kalp, torasik aort ve
sliperiyor mezenterik arterlerinde 6l¢iilen Dtk protein ekspresyonunda bir degisiklik
gozlenmezken (P > 0.05), fosforile Dtk/Dtk protein oraninda artig oldugu gozlenmistir
(P < 0.05). Zimosanin fosforile Dtk/Dtk protein oraninda neden oldugu artis BAY 61-
3606 ile geri ¢evrilmistir (P < 0.05). BAY 61-3606 tek basina uygulandiginda doku
Dtk ekspresyonu ve fosforile Dtk/Dtk protein oraninda bir degisiklik olusturmamustir (P
> 0.05).

Bu bulgular, zimosan uygulanmasindan 4 saat sonra bobrek, kalp, torasik aort ve
stiperiyor mezenterik arterlerinde Dtk protein ekspresyonu ve etkinliginin arttigini
gostermektedir. Bulgularimiza gore, ayrica, zimosanin neden oldugu Dtk protein

ekspresyonu ve etkinligindeki artis BAY 61-3606 ile 6nlenebilmektedir.

59



Torasik aort Dtk protein ekspresyonu

Bébrek Dtk protein ekspresyonu
(gdreceli yogunliuk / G-aktin)

0.0

1.5

—
=
1

=
i

Dtk
B-aktin

Dtk

e —— — v [-aktin

C
1.5+
3
£
3
Z 10
2
c
3
@
S
= 051
]
o
g
0
2
0.0

]
¢l
-

5

S

e

)
S

e

>

25

..

5
£
>
>
-’

b

0%

>

‘0

D

o
£
-

>

e

oo

5%

..

.

o

>

e

..

-
.
>
.
-

-

"

>

o

&
-
-
-

-

..

e

'

-

>

e

%%

‘.

-

L
.
-
-

>,
>

S

->
->

-»

b
-
o
-

-,
»
'

F
-
-

B
H 1.5
o E
¥
232 10
0z
£ 3
£
Q
g= 05
-
i
2%
£ 0.0
2 D
h
g 15
£
iE
o9
Ex
g% 1.0
E
b
¢
b 0.54
£8
o p
X .5
= m
£7 0
1]
M
]
H]

— e o o ik

Dtk

f-aktin

Sekil 4.2. Kontrol ve zimosan grubundaki siganlarin (A) bobrek, (B) kalp, (C) torasik aort ve (D)
stiperiyor mezenterik arterlerinde Dtk protein ekspresyonu tizerinde BAY 61-3606'min etkisi. BAY, 2-

[[7-(3,4-dimetoksifenil)imidazo[1,2-c]pirimidin-5-ilJamino]piridin-3-karboksamit

dihidroklorit;

Dtk,

dalak tirozin kinazi; ZM, zimosan. BAY 61-3606 (3 mg/kg, i.p.), serum fizyolojik (4 ml/kg, i.p.) (kontrol
grubu) veya ZM (500 mg/kg, i.p.)( septik olmayan sok grubu) enjeksiyonundan 1 saat sonra
uygulanmigtir. In Vivo deneyler sonunda éldiiriilen sicanlarin bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor
mezenterik arterler izole edilmistir. 4 adet sicandan elde edilen sonuglar ortalamaxortalamalarin
standart hatasi olarak verilmistir. = Kontrol ve * ZM degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkl:
(Student's t veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).
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Sekil 4.3. Kontrol ve zimosan grubundaki siganlarin (A) bobrek, (B) kalp, (C) torasik aort ve (D)
stiperiyor mezenterik arterlerinde Dtk protein fosforilasyonu tizerinde BAY 61-3606'nin etkisi. BAY, 2-
[[7-(3,4-dimetoksifenil)imidazo[1,2-c]pirimidin-5-il]Jamino]piridin-3-karboksamit  dihidroklorit; Dtk
dalak tirozin kinazi; ZM, zimosan. BAY 61-3606 (3 mg/kg, i.p.), serum fizyolojik (4 ml/kg, i.p.) (kontrol
grubu) veya ZM (500 mg/kg, i.p.)(septik olmayan sok grubu) enjeksiyonundan 1 saat sonra uygulanmgtir.
In vivo deneyler sonunda dldiiriilen siganlarin bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor mezenterik
arterlerinin izole edilmistir. 4 adet sicandan elde edilen sonuclar ortalamazxortalamalarin standart hatasi

olarak verilmistir. ~ Kontrol ve * ZM degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkl: (Student's t veya
Mann-Whitney U testi; P < 0.05).

61



4.3 Zimosan ve/veya BAY 61-3606'min IkB-o Protein Ekspresyonu ve
Etkinligi Uzerindeki Etkisi

Sicanlara serum fizyolojik ve/veya zimosan ile birlikte BAY 61-3606
uygulanmasindan 4 saat sonra sonra izole edilen bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor
mezenterik arterlerinde IxB-a. protein ekspresyonu ve fosforilasyonu ile ilgili bulgular
Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’ da verilmistir.

Zimosan uygulanmasindan 4 saat sonra si¢anlarin bobrek, kalp, torasik aort ve
siiperiyor mezenterik arterlerinde Olciilen IkB-o protein ekspresyonu azalirken (P <
0.05), fosforile IkB-a/lkB-a protein oraninda artis oldugu gozlenmistir (P < 0.05).
Zimosanin lkB-a protein ekspresyonunda neden oldugu azalma fosforile IxB-o/lkB-o
protein oraninda neden oldugu artis BAY 61-3606 ile geri ¢evrilmistir (P < 0.05). BAY
61-3606 tek basina uygulandiginda doku IkB-a ve fosforile IkB-o/IxB-a protein
oraninda bir degisiklik olugturmamistir (P > 0.05).

Bu bulgular, zimosan uygulanmasindan 4 saat sonra bobrek, kalp, torasik aort ve
stiperiyor mezenterik arterlerinde IkB-o protein ekspresyonunun azaldigini ve
etkinliginin arttigmmi gostermektedir. Bulgularimiza gore, ayrica, zimosanin neden
oldugu IxB-a protein ekspresyonundaki azalma ve etkinligindeki artis BAY 61-3606 ile

Onlenebilmektedir.
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Sekil 4.4. Kontrol ve zimosan grubundaki siganlarin (A) bobrek, (B) kalp, (C) torasik aort ve (D)
stiperiyor mezenterik arterlerinde IxB-a protein ekspresyonu iizerinde BAY 61-3606'nin etkisi. BAY, 2-
[[7-(3,4-dimetoksifenil)imidazo[1,2-c]pirimidin-5-ilJamino]piridin-3-karboksamit dihidroklorit; 1xB, xB
inhibitorii; ZM, zimosan. BAY 61-3606 (3 mg/kg, i.p.), serum fizyolojik (4 ml/kg, i.p.) (kontrol grubu)
veya ZM (500 mg/kg, i.p.)(septik olmayan sok grubu) enjeksiyonundan 1 saat sonra uygulanmistir. In Vivo
deneyler sonunda oldiiriilen sicanlarin bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor mezenterik arterlerinin
izole edilmistir. 4 adet sicandan elde edilen sonuglar ortalamazortalamalarin standart hatasi olarak
verilmistir. ~ Kontrol ve * ZM degerlerinden istatistiksel olarak anlaml farkl; (Student's t veya Mann-
Whitney U testi; P < 0.05).
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Sekil 4.5. Kontrol ve zimosan grubundaki sicanlarin (A) bobrek, (B) kalp, (C) torasik aort ve (D)
stiperiyor mezenterik arterlerinde I1xB-a protein fosforilasyonu tizerinde BAY 61-3606min etkisi. BAY, 2-
[[7-(3,4-dimetoksifenil)imidazo[1,2-c]pirimidin-5-il]Jamino]piridin-3-karboksamit dihidroklorit; 1xB, xB
inhibitori; ZM, zimosan. BAY 61-3606 (3 mg/kg, i.p.), serum fizyolojik (4 ml/kg, i.p.) (kontrol grubu)
veya ZM (500 mg/kg, i.p.)(septik olmayan sok grubu) enjeksiyonundan 1 saat sonra uygulanmistir. In vivo
deneyler sonunda oldiiriilen sicanlarin bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor mezenterik arterlerinin
izole edilmistir. 4 adet sicandan elde edilen sonuclar ortalamazortalamalarin standart hatasi olarak
verilmistir. ~ Kontrol ve * ZM degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkl; (Student's t veya Mann-
Whitney U testi; P < 0.05).
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4.4 Zimosan ve/veya BAY 61-3606'min NF-xB p65 Protein Ekspresyonu ve
Etkinligi Uzerindeki Etkisi

Sicanlara serum fizyolojik ve/veya zimosan ile birlikte BAY 61-3606
uygulanmasindan 4 saat sonra sonra izole edilen bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor
mezenterik arterlerinde NF-xB p65 protein ekspresyonu ve fosforilasyonu ile ilgili
bulgular Sekil 4.6 ve Sekil 4.7'de verilmistir.

Zimosan uygulanmasindan 4 saat sonra si¢anlarin bobrek, kalp, torasik aort ve
sliperiyor mezenterik arterlerinde 6l¢iilen NF-xB p65 protein ekspresyonu ile fosforile
NF-kB p65/NF-kB p65 protein oraninda artis oldugu gozlenmistir (P < 0.05).
Zimosanin NF-xB p65 protein ekspresyonu ile fosforile NF-xB p65/NF-kB p65 protein
oraninda neden oldugu artis BAY 61-3606 ile geri gevrilmistir (P < 0.05). BAY 61-
3606 tek basina uygulandiginda doku NF-kB p65 ve fosforile NF-xB p65/NF-kB p65
protein oraninda bir degisiklik olusturmamustir (P > 0.05).

Bu bulgular, zimosan uygulanmasindan 4 saat sonra bobrek, kalp, torasik aort ve
stiperiyor mezenterik arterlerinde NF-xkB p65 protein ekspresyonunun ve etkinliginin
arttigini gostermektedir. Bulgularimiza gore, ayrica, zimosanin neden oldugu NF-xB

p65 protein ekspresyonu ve etkinligindeki artis BAY 61-3606 ile onlenebilmektedir.
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Sekil 4.6. Kontrol ve zimosan grubundaki sicanlarin (A) bobrek, (B) kalp, (C) torasik aort ve (D)
stiperiyor mezenterik arterlerinde NF-kB protein ekspresyonlari tizerinde BAY 61-3606'nn etkisi. . BAY,
2-[[7-(3,4-dimetoksifenil)imidazo[1,2-c]pirimidin-5-ilJamino] piridin-3-karboksamit dihidroklorit; NF-
«B, niikleer faktor kB; ZM, zimosan. BAY 61-3606 (3 mg/kg, i.p.), serum fizyolojik (4 ml/kg, i.p.) (kontrol
grubu) veya ZM (500 mg/kg, i.p.)(septik olmayan sok grubu) enjeksiyonundan 1 saat sonra uygulanmstir.
In vivo deneyler sonunda éldiiviilen sicanlarin bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor mezenterik
arterlerinin izole edilmistir. 4 adet sicandan elde edilen sonuc¢lar ortalama=xortalamalarin standart hatasi
olarak verilmistir. ~ Kontrol ve * ZM degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkl: (Student's t veya
Mann-Whitney U testi; P < 0.05).
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Sekil 4.7. Kontrol ve zimosan grubundaki sicanlarin (A) bobrek, (B) kalp, (C) torasik aort ve (D)
stiperiyor mezenterik arterlerinde NF-kB protein fosforilasyonu iizerinde BAY 61-3606'nin etkisi. . BAY,
2-[[7-(3,4-dimetoksifenil)imidazo[1,2-c]pirimidin-5-ilJamino] piridin-3-karboksamit dihidroklorit; NF-
kB, niikleer faktor kB; ZM, zimosan. BAY 61-3606 (3 mg/kg, i.p.), serum fizyolojik (4 ml/kg, i.p.) (kontrol
grubu) veya ZM (500 mg/kg, i.p.)( septik olmayan sok grubu) enjeksiyonundan 1 saat sonra
uygulanmugtir. In Vivo deneyler sonunda éldiiriilen sicanlarin bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor
mezenterik arterlerinin izole edilmistir. 4 adet sicandan elde edilen sonuc¢lar ortalamazxortalamalarin
standart hatas: olarak verilmistir. © Kontrol ve * ZM degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkl
(Student's t veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).
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4.5. Zimosan ve/veya BAY 61-3606'nin iINOS Protein Ekspresyonu ile Nitrit
ve Nitrotirozin Diizeyi Uzerindeki Etkisi

45.1. Zimosan velveya BAY 61-3606'mm iNOS Protein Ekspresyonu
Uzerindeki Etkisi

Sicanlara serum fizyolojik ve/veya zimosan ile birlikte BAY 61-3606
uygulanmasindan 4 saat sonra sonra izole edilen bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor
mezenterik arterlerinde iNOS protein ekspresyon diizeylerinde olusan degisiklikler ile

ile ilgili bulgular Sekil 4.8'da verilmistir.

Zimosan uygulanmasindan 4 saat sonra sicanlarin bobrek, kalp, torasik aort ve
stiperiyor mezenterik arterlerinde dlciilen iNOS protein ekspresyon diizeylerinde artig
gozlenirken, bu artis BAY 61-3606 ile geri ¢evrilmistir (P < 0.05). BAY 61-3606 tek
basina uygulandiginda doku iNOS protein ekspresyon diizeylerinde bir degisiklik
olusturmamustir (P > 0.05).

Bu bulgular, zimosan uygulanmasindan 4 saat sonra bobrek, kalp, torasik aort ve
stiperiyor mezenterik arterlerinde iNOS protein ekspresyon diizeylerinin arttigini
gostermektedir. Bulgularimiza gore, ayrica, zimosanin doku iNOS protein

ekspresyonunda neden oldugu artis BAY 61-3606 ile onlenebilmektedir.
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Sekil 4.8. Kontrol ve zimosan grubundaki siganlarin (A) bobrek, (B) kalp, (C) torasik aort ve (D)
stiperiyor mezenterik arterlerinde iNOS protein ekspresyonu lizerinde BAY 61-3606'nin etkisi. BAY, 2-
[[7-(3,4-dimetoksifenil)imidazo[1,2-c]pirimidin-5-ilJamino]piridin-3-karboksamit  dihidroklorit; iNOS,
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz; ZM, zimosan. BAY 61-3606 (3 mg/kg, i.p.), serum fizyolojik (4 ml/kg,
i.p.) (kontrol grubu) veya ZM (500 mg/kg, i.p.)(septik olmayan sok grubu) enjeksiyonundan 1 saat sonra
uygulanmigtir. In Vivo deneyler sonunda éldiiriilen sicanlarin bébrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor
mezenterik arterlerinin izole edilmistir. 4 adet sicandan elde edilen sonuc¢lar ortalamazxortalamalarin
standart hatasi olarak verilmigtir. ~ Kontrol ve * ZM degerlerinden istatistiksel olarak anlaml farkl
(Student's t veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).
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4.5.2 Zimosan vel/veya BAY 61-3606'nmin Serum ve Doku Nitrit Diizeyi
Uzerindeki Etkisi

Sicanlara serum fizyolojik ve/veya zimosan ile birlikte BAY 61-3606
uygulanmasindan 4 saat sonra ayrilan serum ornekleri ve izole edilen bobrek, kalp,
torasik aort ve siiperiyor mezenterik arterlerinde nitrit diizeylerinde olusan degisiklikler

ile ilgili bulgular Sekil 4.9'da verilmistir.

Zimosan uygulanmasindan 4 saat sonra si¢anlarin serum, bobrek, kalp, torasik
aort ve siiperiyor mezenterik arterlerinde olgiilen nitrit diizeylerinde artis gozlenirken,
bu artig BAY 61-3606 ile geri g¢evrilmistir (P < 0.05). BAY 61-3606 tek basina
uygulandiginda serum ve doku nitrit diizeylerinde bir degisiklik olusturmamistir (P >
0.05).

Bu bulgular, zimosan uygulanmasindan 4 saat sonra serum, bobrek, kalp, torasik
aort ve siiperiyor mezenterik arterlerde NO olusumunun bir gétergesi olarak Olgiilen
nitrit diizeylerinin arttigim1  gostermektedir. Bulgularimiza goére, zimosanin NO

olusumunda neden oldugu artis BAY 61-3606 ile 6nlenebilmektedir.
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Sekil 4.9. Kontrol ve zimosan grubundaki siganlarin (A) bobrek, (B) kalp, (C) torasik aort, (D) siiperiyor
mezenterik arterleri ve (E) serumlarinda nitrit diizeyleri tizerinde BAY 61-3606'nin etkisi. BAY, 2-[[7-
(3,4-dimetoksifenil)imidazo[1,2-c]pirimidin-5-ilJamino] piridin-3-karboksamit dihidroklorit; ZM,
zimosan. BAY 61-3606 (3 mg/kg, i.p.), serum fizyolojik (4 ml/kg, i.p.) (kontrol grubu) veya ZM (500
mg/kg, i.p.)(septik olmayan sok grubu) enjeksiyonundan 1 saat sonra uygulanmigtir. In vivo deneyler
sonunda dldiiriilen siganlarin bébrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor mezenterik arterlerinin izole
edilmistir. 4-6 adet sicandan elde edilen sonuclar ortalamazxortalamalarin standart hatasi olarak
verilmistir. ~ Kontrol ve * ZM degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkl: (Student's t veya Mann-
Whitney U testi; P < 0.05).
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453 Zimosan ve/veya BAY 61-3606’nin Doku Nitrotirozin Diizeyi
Uzerindeki Etkisi

Sicanlara serum fizyolojik veya zimosan ile birlikte BAY 61-3606
uygulanmasindan 4 saat sonra izole edilen bdbrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor
mezenterik arterlerinde nitrotirozin diizeylerinde olusan degisiklikler ile ilgili bulgular
Sekil 4.10'de verilmistir.

Zimosan uygulanmasindan 4 saat sonra sicanlarin bobrek, kalp, torasik aort ve
siiperiyor mezenterik arterlerinde dlgiilen nitrotirozin diizeylerinde artis gdzlenirken, bu
artis BAY 61-3606 ile geri gevrilmistir (P < 0.05). BAY 61-3606 tek basina
uygulandiginda, doku nitrotirozin diizeylerinde bir degisiklik olusturmamistir (P >
0.05).

Bu bulgular, zimosan uygulanmasindan 4 saat sonra bobrek, kalp, torasik aort ve
siperiyor mezenterik arterlerde peroksinitrit olusumunun bir gostergesi olarak
Olciilebilen nitrotirozin diizeylerinin arttigim1 gostermektedir.  Bulgularimiza gore,
ayrica, zimosanin peroksinitrit olusumunda neden oldugu artis BAY 61-3606 ile

Onlenebilmektedir.
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Sekil 4.10. Kontrol ve zimosan grubundaki sigcanlarin (A) bobrek, (B) kalp, (C) torasik aort ve (D)
stiperiyor mezenterik arterlerinde nitrotirozin diizeyleri tizerinde BAY 61-3606min etkisi. BAY, 2-[[7-
(3,4-dimetoksifenil)imidazo[1,2-c] pirimidin-5-ilJamino] piridin-3-karboksamit dihidroklorit; ZM,
zimosan.BAY 61-3606 (3 mg/kg, i.p.), serum fizyolojik (4 ml/kg, i.p.) (kontrol grubu) veya ZM (500 mg/kg,
i.p.)(septik olmayan sok grubu) enjeksiyonundan 1 saat sonra uygulanmistir. In vivo deneyler sonunda
oldiiriilen si¢canlarin bébrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor mezenterik arterlerinin izole edilmigstir. 4-6
adet sicandan elde edilen sonuclar ortalamazortalamalarin standart hatasi olarak verilmistir. ~ Kontrol
ve * ZM degerlerinden istatistiksel olarak anlaml farkli (Student's t veya Mann-Whitney U testi; P <
0.05).
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4.6 Zimosan ve/veya BAY 61-3606'min COX-2 Protein Ekspresyonu ve 6-
Keto-PGF,, Diizeyi Uzerindeki Etkisi

4.6.1 Zimosan ve/veya BAY 61-3606'min COX-2 Protein Ekspresyonu
Uzerindeki Etkisi

Siganlara serum fizyolojik ve/veya zimosan ile birlikte BAY 61-3606
uygulanmasindan 4 saat sonra sonra izole edilen bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor
mezenterik arterlerinde COX-2 protein ekspresyon diizeylerinde olusan degisiklikler ile

ile ilgili bulgular Sekil 4.11'da verilmistir.

Zimosan uygulanmasindan 4 saat sonra si¢anlarin bobrek, kalp, torasik aort ve
siiperiyor mezenterik arterlerinde dlgiilen COX-2 protein ekspresyon diizeylerinde artig
gozlenirken, bu artis BAY 61-3606 ile geri ¢evrilmistir (P < 0.05). BAY 61-3606 tek
basina uygulandiginda doku COX-2 protein ekspresyon diizeylerinde bir degisiklik
olusturmamustir (P > 0.05).

Bu bulgular, zimosan uygulanmasindan 4 saat sonra bobrek, kalp, torasik aort ve
sliperiyor mezenterik arterlerinde COX-2 protein ekspresyon diizeylerinin arttigini
gostermektedir. Bulgularimiza gore, ayrica, zimosanin doku COX-2 protein

ekspresyonunda neden oldugu artis BAY 61-3606 ile dnlenebilmektedir.
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Sekil 4.11. Kontrol ve zimosan grubundaki siganlarin (A) bobrek, (B) kalp, (C) torasik aort ve (D)

stiperiyor mezenterik arterlerinde COX-2 protein ekspresyonu iizerinde BAY 61-3606'min etkisi. BAY, 2-
[[7-(3,4-dimetoksifenil)imidazo[1,2-c]pirimidin-5-ilJamino]piridin-3-karboksamit dihidroklorit;

siklooksijenaz; ZM, zimosan. BAY 61-3606 (3 mg/kg, i.p.), serum fizyolojik (4 ml/kg, i.p.) (kontrol grubu)

veya ZM (500 mg/kg, i.p.)(septik olmayan sok grubu) enjeksiyonundan 1 saat sonra uygulanmistir. In vivo
deneyler sonunda oldiiriilen siganlarin bobrek, kalp, torasik aort ve stiperiyor mezenterik arterlerinin
izole edilmistir. 4 adet sicandan elde edilen sonuclar ortalamazortalamalarin standart hatasi olarak

verilmistir. ~ Kontrol ve * ZM degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkli (Student's t veya Mann-

Whitney U testi; P < 0.05).
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4.6.2 Zimosan ve/veya BAY 61-3606’nin Doku 6-Keto-PGF,, Diizeyleri
Uzerindeki Etkisi

Sicanlara serum fizyolojik veya zimosan ile birlikte BAY 61-3606
uygulanmasindan 4 saat sonra izole edilen bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor
mezenterik arterlerinde 6-keto-PGF,, diizeylerinde olusan degisiklikler ile ilgili bulgular
Sekil 4.12'de verilmistir.

Zimosan uygulanmasindan 4 saat sonra sicanlarin bobrek, kalp, torasik aort ve
sliperiyor mezenterik arterlerinde 6lgiilen 6-keto-PGF,, diizeylerinde artis gozlenirken,
bu artis BAY 61-3606 ile geri ¢evrilmistir (P < 0.05). BAY 61-3606 tek basina
uygulandiginda, doku 6-keto-PGF,, diizeylerinde bir degisiklik olusturmamistir (P >
0.05).

Bu bulgular, zimosan uygulanmasindan 4 saat sonra bobrek, kalp, torasik aort ve
sliperiyor mezenterik arterlerinde COX-2 etkinliginin bir gdstergesi olarak o6lgiilen 6-
keto-PGF;, diizeylerinin arttigim1 gostermektedir. Bulgularimiza gore, ayrica,

zimosanin COX-2 etkinliginde neden oldugu artis BAY 61-3606 ile dnlenebilmektedir.
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Sekil 4.12. Kontrol ve zimosan grubundaki siganlarin (A) bobrek, (B) kalp, (C) torasik aort ve (D)
stiperiyor mezenterik arterlerinde 6-keto-PGF,, diizeyleri iizerinde BAY 61-3606'nin etkisi. BAY, 2-[[7-
(3,4-dimetoksifenil)imidazo[1,2-c]pirimidin-5-ilJamino] piridin-3-karboksamit dihidroklorit; ZM,
zimosan. BAY 61-3606 (3 mg/kg, i.p.), serum fizyolojik (4 ml/kg, i.p.) (kontrol grubu) veya ZM (500
mg/kg, i.p.)(septik olmayan sok grubu) enjeksiyonundan 1 saat sonra uygulanmigtir. In vivo deneyler
sonunda dldiiriilen siganlarin bébrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor mezenterik arterlerinin izole
edilmistir. 4-6 adet sicandan elde edilen sonuclar ortalamazxortalamalarin standart hatasi olarak
verilmistir. ~ Kontrol ve * ZM degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkl: (Student's t veya Mann-
Whitney U testi; P < 0.05).
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4.7 Zimosan vel/veya BAY 61-3606’mn Doku TNF-o Diizeyi Uzerindeki
Etkisi

Sicanlara serum fizyolojik veya zimosan ile birlikte BAY 61-3606
uygulanmasindan 4 saat izole edilen bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor mezenterik
arterlerinde TNF-a diizeylerinde olusan degisiklikler ile ilgili bulgular Sekil 4.13'de

verilmistir.

Zimosan uygulanmasindan 4 saat sonra si¢anlarin bobrek, kalp, torasik aort ve
stiperiyor mezenterik arterlerinde olciilen TNF-a diizeylerinde artis gozlenirken, bu
artts BAY 61-3606 ile geri cevrilmistir (P < 0.05). Bay 61-3606 tek basina
uygulandiginda, doku TNF-a diizeylerinde bir degisiklik olusturmamistir (P > 0.05).

Bu bulgular, zimosan uygulanmasindan 4 saat sonra bobrek, kalp, torasik aort ve
siiperiyor mezenterik arterlerde TNF-a diizeylerinin arttiin1  géstermektedir.
Bulgularimiza gore, ayrica, zimosanin TNF-a diizeylerinde neden oldugu artis BAY 61-

3606 ile onlenebilmektedir.
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Sekil 4.13. Kontrol ve zimosan grubundaki siganlarin (A) bobrek, (B) kalp, (C) torasik aort ve (D)
stiperiyor mezenterik arterlerinde TNF-a diizeyleri iizerinde BAY 61-3606'nin etkisi. BAY, 2-[[7-(3,4-
dimetoksifenil)imidazo[1,2-c]pirimidin-5-ilJamino] piridin-3-karboksamit  dihidroklorit; ZM, zimosan.
BAY 61-3606 (3 mg/kg, i.p.), serum fizyolojik (4 ml/kg, i.p.) (kontrol grubu) veya ZM (500 mg/kg,
i.p.)(septik olmayan sok grubu) enjeksiyonundan 1 saat sonra uygulanmistir. In vivo deneyler sonunda
oldiiriilen si¢canlarin bébrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor mezenterik arterlerinin izole edilmigstir. 4-6
adet sicandan elde edilen sonuclar ortalama=ortalamalarin standart hatasi olarak verilmistir. = Kontrol
ve ¥ ZM degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkl: (Student's t veya Mann-Whitney U testi; P <
0.05).
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4.8 Zimosan ve/veya BAY 61-3606’mn Doku MPO Etkinligi Uzerindeki
Etkisi

Sicanlara serum fizyolojik veya zimosan ile birlikte BAY 61-3606
uygulanmasindan 4 saat sonra ayrilan izole edilen bobrek, kalp, torasik aort ve
stiperiyor mezenterik arterlerinde MPO etkinliginde olusan degisiklikler ile ilgili
bulgular Sekil 4.14'te verilmistir.

Zimosan uygulanmasindan 4 saat sonra sicanlarin bobrek, kalp, torasik aort ve
sliperiyor mezenterik arterlerinde Olgiilen MPO etkinliginde artis gozlenmistir (P <
0.05). Zimosanin bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor mezenterik arterlerinde dlgiilen
MPO etkinliginde bu artis BAY 61-3606 ile geri ¢evrilmistir (P < 0.05). BAY 61-3606
tek basina uygulandiginda, doku MPO etkinliginde bir degisiklik olusturmamistir (P >
0.05).

Bu bulgular, zimosan uygulanmasindan 4 saat sonra bobrek, kalp, torasik aort ve
sliperiyor mezenterik arterlerinde nétrofil infiltrasyonu ve enflamasyonun bir gostergesi
olarak oOlciilebilen MPO etkinliginin arttigin1 gostermektedir. Bulgularimiza gore,
ayrica, zimosanin neden oldugu MPO etkinligindeki artis BAY 61-3606 ile

Onlenebilmektedir.
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Sekil 4.14. Kontrol ve zimosan grubundaki siganlarin (A) bobrek, (B) kalp, (C) torasik aort ve (D)
stiperiyor mezenterik arterlerinde MPO etkinligi iizerinde BAY 61-3606'nin etkisi. BAY, 2-[[7-(3,4-
dimetoksifenil)imidazo[1,2-c]pirimidin-5-ilJamino] piridin-3-karboksamit dihidroklorit;MPO,
miyeloperoksidaz; ZM, zimosan. BAY 61-3606 (3 mg/kg, i.p.), serum fizyolojik (4 ml/kg, i.p.) (kontrol
grubu) veya ZM (500 mg/kg, i.p.)(septik olmayan sok grubu) enjeksiyonundan 1 saat sonra
uygulanmugtir. In Vivo deneyler sonunda éldiiriilen sicanlarin bobrek, kalp, torasik aort ve siiperiyor
mezenterik arterlerinin izole edilmiszir. 4-6 adet sicandan elde edilen sonuclar ortalamatortalamalarin
standart hatasi olarak verilmistir. = Kontrol ve * ZM degerlerinden istatistiksel olarak anlamli farkl:
(Student's t veya Mann-Whitney U testi; P < 0.05).
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada, sicanlarda zimosanin neden oldugu hipotansiyona Dtk’nin katkisi,
secici Dtk inhibitorii BAY 61-3606 uygulanan siganlarda, Dtk/IkB-o/NF-kB yolu
etkinliginin artmasi sonucunda proenflamatuvar ve aynmi zamanda vazodilator etkili
mediyatorlerin -~ artan  olusumlar1  {izerinde olusturabilecegi  degisiklikler ile
iligkilendirilerek arastirilmigtir. Bu c¢alismanin bulgulari, Dtk’nin BAY 61-3606
tarafindan inhibisyonunun zimosanin neden oldugu hipotansiyon, takikardi ve
enflamasyona kars1 koruyucu etkisine Dtk/IkB-a/NF-kB yolu etkinliginin azalmasi ile
birlikte, TNF-a, iNOS kaynakli NO, COX-2 kaynakli PGI; ve peroksinitrit olusumu ile
MPO etkinligindeki azalmaya katkida bulundugunu géstermektedir.

Bu ¢alismada, OAB’de gozlenen diisme ve KH’deki artma, sicanlara zimosan
uygulanmasinin ardindan 1 saat icerisinde baslamis ve 4 saat slirmiistir. BAY 61-
3606’ nin uygulanmasinin ardindan 1 saat sonra zimosanin neden oldugu OAB’deki
diismeyi ve KH’deki artmay1 geri ¢evirmistir. Bu tez ¢alismasinda, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda tek basina zimosan uygulamasindan 1 saat sonra OAB ve KH
degerlerinin birinci saatten itibaren sirasiyla 30 mmHg diismesi ve 94 atim/dakika
artmas1 seklinde kontrol grubundan anlamli bir bi¢imde farkli olmasi, sicanlarda
zimosan ile septik olmayan sok modelinin olustugunu gostermektedir. Dtk inhibitori
BAY 61-3606, zimosan ile azalan OAB ve artan KH degerlerini geri ¢evirmistir.
Dolayisiyla bu durum, reseptor ile kenetli olmayan bir tirozin kinaz olan Dtk’nin
zimosan ile olusan septik olmayan sokta ortaya ¢ikan OAB ve KH gibi kardiyovaskiiler
islevlerdeki  degisikliklere  katkida  bulundugunun  bir  gostergesi  olarak
degerlendirilebilir. Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilerin yaninda, giiniimiizde
fungal, viral ve protozoal etkenlerin de 6nemli derecede katkida bulundugu sepsis ve
septik sok patojenezinde, ortaya ¢ikan sistemik enflamatuvar yamitta katekolamin
diizeylerinde artis olmasina karsin direngli arteriyel hipotansiyon ortaya c¢ikmaktadir.
Klinikte hala tedavisi tam olarak gergeklestirilemeyen sepsisin en belirgin hemodinamik
ozelligi, toplam damar direncin azalmasi ile iligkili arteriyel vazodilatasyondur.

Vazopresor maddelere kars1 yanitsiz kalan periferik vazodilatasyonun neden oldugu
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refrakter hipotansiyon ve bunun ardindan gelisen coklu organ yetmezligi sepsisli

hastalarda en yaygin goriilen 6liim nedenidir (1).

llgili literatiir incelendiginde, zimosanin bakteriyel ve endotoksik bir madde
olmamasindan dolay1 “septik olmayan sok modeli” (12, 141) veya “septik soka
benzeyen sendrom” (16, 39) veya baska bir deyisle ile “fungal sepsis” modeli (6)
olusturmak i¢in kullanilan 6nemli bir enflamatuvar ve hipotansif bilesen oldugu goéze
carpmaktadir. Damas ve Lagneaux yaptiklari bir ¢alismada, Wistar siganlara zimosan (3
mg/kg; i.v.) uygulanmasinin ardindan Sistemik arteriyel kan basmcinin 3-5 dakika
igerisinde kontrole gore %51 azalma ile en diisiik diizeyine ulastigini gozlemislerdir.
Bununla birlikte, zimosan uygulanmasinin ardindan sag ventrikiil sistol basincinda ve
arteriyel pulmoner kan basincinda artis gozlenmistir (9). Steib ve ark.’nin Sprague-
Dawley si¢anlarda yaptiklar1 bir ¢alismada, zimosanin portal basing {izerine etkilerini
incelemek amaciyla karin igine tiip yerlestirilerek infiizyon ile 150 pg/ml zimosan
uygulandiginda OAB’de 40 dakikada yaklasik 40 mmHg’lik bir azalma ortaya
cikmustirr (142, 143). Cuzzocrea ve ark.’nin ¢alismasinda, bizim de ¢alismamizda
kullandigimiz yonteme benzer olarak, i.p. yoldan ve ayni dozda, ancak Sprague-Dawley
cinsi siganlara uygulanan zimosan (500 mg/kg), kan basincinda belirgin diisme ile
birlikte, burusmus deri, letarji, kilo kaybi, konjonktivit ve diyareye yola agmustir (12).
Gozlenen bu azalmanin 6-7 saatte basladigl ve kan basincinda en diisiik degerlere 18.
saatte ulasildigi gozlemlenmistir. Burada dikkati ¢eken nokta, zimosanin farkli
uygulama yollarindan uygulanmasi sonucu OAB’de meydana gelen azalmanin ortaya
cikis siiresinin degismesidir. Bu durum, zaman igerisindeki ilerleyis (time-course)
acisindan bizim bulgularimizdan farklilik géstermektedir ki, bu farklilik kullanilan sigan

tiirlerinin farkliligindan kaynaklaniyor olabilir.

Sicanlara zimosan uygulanmasinin ardindan OAB’de diisme gozlenirken
bununla paralel olarak KH’deki artis gézlenmektedir. Sprague-Dawley siganlara 0.25
g/kg (i.p.) zimosan uygulanmasi sonucunda 10 saat boyunca 6lgiilen KH dakikada
380’den 430 atima c¢ikmustir (20). Bir baska c¢alismada, Sprague-Dawley siganlara
karacigere inflizyonla zimosan uygulanmasindan sonra 40 dakika boyunca KH’de

herhangi bir degisme gozlenmemistir. Bununla birlikte, zimosanin yiiksek doz (8
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mg/kg, i.v.) uygulanmasinin ardindan, sag ventrikiiler sistolik basingta es zamanli bir
diisiis kaydedilmistir (142). Calismamizda, siganlara zimosan uygulanmasinin ardindan
(500 mg/kg; i.p.) KH’de gozlenen 90 atim/dakika’lik artma, BAY 61-3606 tarafindan
geri ¢evrilmistir ki, bu durum zimosanin KH {izerinde neden oldugu artisin Dtk’nin

inhibisyonu sonucu 6nlenebilecegini gdstermektedir.

Yaptigimiz ¢alismada, sigcanlara zimosan uygulanmasinin ardindan OAB’de
gozlenen diisme ve KH’deki artmaya, serum, bobrek, kalp, torasik aort ve mezenterik
arterlerin iINOS protein ekspresyonunda artma ile birlikte, serum ve doku nitrit
diizeyleri ile doku nitrotirozin diizeylerinde artma da eslik etmektedir. Dtk’nin BAY 61-
3606 tarafindan inhibisyonu zimosanin neden oldugu bu degisiklikleri geri ¢evirmistir.
Sprague-Dawley siganlara i.p. yoldan zimosan (500 mg/kg) uygulanmasi, NO
sentezinin bir gostergesi olan serumda ol¢iilen nitrit ve nitrat diizeylerinde 18 saat sonra
kontrole gore asir1t miktarda artirmaktadir ve NO sentezindeki bu artig, zimosan ile
olusturulan sok modelinde, siddetli hipotansiyon ile yakindan iligkili bulunmustur. Ayn
zamanda, noradrenalin ve endotelin-1’in aortik halkalarda vazokontriktor etki
giiclerinde belirgin bir azalma gozlenmistir. Zimosan ile olusturulan sokta zimosan
uygulanmasindan 15 dakika 6nce NOS inhibitorii olan N (G)-nitro-L- arginine methyl
ester (L-NAME) ya da N (G)-Methyl-L-arginine (L-NMA) uygulanmas: ile NOS
etkinliginin inhibisyonu, hipotansiyonu 6nemli 6lgiide geri ¢evirirken mortaliteyi de
azaltmig, peritonit gelismesini Onlemis ve ex vivo kosullarda vaskiiler reaktiviteyi
artirmigtir. Bu veriler, sicanlarda zimosanla olusan kardiyovaskiiler degisiklikler ve
enflamatuvar yanitta, agirt miktarda NO olusumunun rol oynadigint géstermektedir (19,
81).

Zimosan ile olusan hemodinamik degisikliklerin mekanizmasimin arastirildigi
caligmalarda AA metabolitleri (9), NO, peroksinitrit (19), TEF (147) ve poli-ADp-riboz
sentaz (poly (ADP-ribose) synthetase; PARS) etkinliginin (144) rol aldig1 gosterilmistir.
Ornegin, sicanlarda zimosanin neden oldugu sistemik hipotansiyon ve plazma
ekstravazasyonu, bir COX inhibitorii olan indometasin ile daha da artarken, bir TEF
antagonisti ile geri cevrilmistir (9). Secici olmayan bir COX inhibitérii olan

indometasinin sistemik damarlar {izerine bu etkisi, mast hiicreleri (145) ve 16kositlerden

84



(146) vazoaktif mediyatorlerin saliverilmesi iizerine PG’lerin inhibitér etkilerinin
baskilanmasina bagli olabilecegi ileri siirlilmektedir (9). Dolayisiyla, bu veriler zimosan
ile olusan hemodinamik degisikliklerde sistemik vazodilatasyonda TEF’nin etkin
olabilecegini distindiirmektedir (147). TEF kendi basina rol alabilecegi gibi,
makrofajlar, endotel ve diiz kas hiicrelerinden saliverilen ve dolasimda bulunan
proenflamatuvar sitokinlerden biri olan TNF-a ile sinerjistik etki gostererek de
hipotansiyonu siddetlendirebilir (148). TNF-o adrenerjik reseptorlerde islev
bozukluguna (149) ve o adrenerjik reseptorlerin gen ekspresyonunun baskilanmasina
(150) yol agarak vazodilatasyonu artirmaktadir. Ayrica, TNF-a ve IL-1’in, B-adrenerjik
reseptorlerin adenilil siklaz ile kenetini bozarak miyokardin yanit verirligini azalttigi
bildirilmigtir (151, 152). BAY 61-3606’nin zimosan ile azalan OAB’yi geri gevirici

etkisine, yukarida belirtilen mekanizmalarin inhibisyonun da katkisi olabilir.

Calismamizda, sicanlarda zimosan ile olusturulan hipotansiyona BAY 61-3606
ile inhibisyonu sonucu katkida bulundugu diisiiniilen Dtk’nin bobrek, kalp, torasik aort
ve siiperiyor mezenterik arterlerindeki ekspresyonunda bir degisiklik gozlenmezken,
zimosan uygulanmasindan 4 saat sonra bu dokularda, fosforile Dtk’nin diizeylerinde

artis gozlenmistir. Dtk’nin (Tyr % %%

) protein fosforilasyonundaki bu artis BAY 61-
3606 ile geri gevrilmistir. Bu veriler, zimosan ile olusturulan sokun kardiyovaskiiler
sistemdeki kardiyak, renal ve wvaskiiler hedef organlarinda Dtk’nin zimosan
uygulanmasi ile etkinlestigini ve bu etkinlesmenin BAY 61-3606 ile ortadan kalktigini
gostermektedir. Ayrica, ¢alismamizda zimosan ile etkinlestigi gosterilen Dtk’nin IkB-a
ve NF-kB ekspresyon ve etkinligi lizerindeki etkisini arastirmak amaciyla, IkB-a ile
NF-kB p65 protein ckspresyonlart ve fosforilasyonlar: incelenmistir. Zimosan
uygulanmasi, NF-kB p65 ekspresyonu ve Ser >* iizerinden fosforilasyonunu artirirken,
NF-«B’nin etkinlesmesinde rol oynayan lkB-a’nin Ser *2 iizerinden fosforilasyonu (17)
artmis, ekspresyonu ise azalmistir. IkB-o ve ile NF-xB’de zimosan uygulanmas: ile
ortaya ¢ikan bu degisiklikler, Dtk’nin segici inhibitérii BAY 61-3606 tarafindan geri
cevrilmistir. Bulgularimiza gore, zimosan ile olusan hipotansiyona katkida bulundugunu
diisiindiiglimiiz Dtk’nin etkisine IkB-a etkinligi ile birlikte NF-xB etkinligi aracilik

etmektedir.
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NF-xB, fizyolojik kosullarda IkB-a’lara bagli olarak sitoplazmada sekestre
olmaktadir. Enflamasyon, oksidatif stres, enfeksiyon ve hipoksi gibi durumlarda 1B
kinaz (IKK) enzimi tarafindan IkB fosforile olmaktadir (153). Bunun ardindan,
niikleusun igine transloke olmak i¢in serbest duruma gecen NF-xB dimeri
saliverilmektedir  (154). NF-xB, enfeksiyona karst olusan immiin yanitin
diizenlenmesinde anahtar bir rol oynamaktadir. Bu rol ile uyumlu olarak, NF-kB’nin
yanlig diizenlenmesi, kanser, enflamatuvar ve otoimmiin hastaliklar, septik sok ve viral
enfeksiyonlar ile baglantilidir (155). NF-xB’nin p65 alt birimi, kendi fizyolojik
inhibitérii IkB-a’dan ayrilmakta ve niikleusa transloke olarak enflamatuvar yolu
etkinlestirmektedir. Zimosan uygulanmasindan 18 saat sonra fare akcigerlerinde IxB-a,
degradasyonunun gergeklestigi ve NF-kB p65’in niikleer translokasyonunun arttig

gosterilmistir (17).

Calismamizda, Dtk, IkB-o ve NF-«xB etkinliklerinde artisa paralel olarak, giiglii
enflamatuvar ve vazodilator etkileri bilinen COX-2 ekspresyonu ile birlikte, COX-2
kaynakli PGI; ile TNF-a ve enflamasyonun énemli bir gostergesi olan MPO etkinliginin
zimosan uygulanmasi sonucu arttigt gozlenmistir. Dtk’nin BAY 61-3606 ile
inhibisyonunun tiim bu artmalar1 geri ¢evirmesi, Dtk/IxB-o/NF-xB yolu aracilig ile
olusan enflamasyonla iliskili hipotansiyona bu mediyatérlerin katkida bulundugunun bir
gostergesi olarak diisiiniilebilir. Zimosan tarafindan NF-kB’nin etkinlesmesi ve TNF-a
gibi enflamatuvar sitokinlerin iiretimi i¢gin TLR2 ve TLR6’nin gerekli oldugu
bildirilmistir ve zimosanin TLR2 aracilikli NF-kB etkinligini artirdig1 bilinmektedir
(156). Zimosan dogal immiin hiicrelerle dogrudan temas ederek, TLR2 yolunu gii¢lii bir
bigimde etkinlestirmekte ve sitokin yanitlarini olusturmaktadir (47). Zimosan, TNF-
a’ya ek olarak NF-xB, IL-1B, IL-6 ve IL-8’in olusumlarin1 da artirmaktadir (157). NF-
kB’nin etkinlesmesi, enflamatuvar mediyatorlerin sentezinde upstream olarak rol
oynamaktadir. Bu genlerin arasinda ekspresyonu NF-kB tarafindan diizenlenen iNOS
ve COX-2 enzimleri de bulunmaktadir (158). NF-kB’nin etkinlesmesi iNOS, COX-2
olusumu ve TNF-a iiretimi ile sonuglanmaktadir (159). Makrofajlarda zimosan A ile
olusturulan TNF-o iiretiminde, NF-kB’nin etkinlesmesinin rolii oldugu gosterilmistir.

Zimosan A ile olusturulan TNF-a iiretimi, TNF-a gen promoter etkinligindeki artis ile
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iliskili bulunmustur. TNF-a gen promoter etkinligi, NF-xB’nin etkinligine bagimlidir.
NF-kB’nin etkinliginin inhibisyonu, zimosana karsit olusan yanitta hem TNF-a gen
promoter etkinliginde hem de TNF-a protein liretiminde dramatik bir azalmaya neden
olmaktadir (70). Zimosanin yapisinda bulunan 1,3-B-glukan, dektin-1 ve Dtk, CARD9
ve Bcll0 yolu aracihigiyla NF-xB’yi etkinlestirmektedir (160). IKK’nin potent bir
inhibitérii olan S1627’nin, spinal kordta zimosanin neden oldugu NF-kB niikleer
translokasyonunu onledigi gosterilmistir. Bununla birlikte, COX-2, TNF-a ve IL-1p gibi
NF-kB’ye vyanit veren genlerin (NF-xB-responsive genes) up-regiilasyonunu
onlemektedir (161).

Zimosan, baglica monosit ve makrofajlar tarafindan taninmakta ve fagosite
edilmekte olup, bunun sonucunda hiicresel etkinlikte degisikliklere neden olmaktadir
(48). Makrofajlarin etkinligi, sepsis benzeri sendroma neden olmaktadir (142).
Makrofajlar tarafindan pargalanamayan zimosanin fagositozu uzatilan enflamatuvar
yanita neden olmaktadir (10). Zimosanimn gii¢lii enflamatuvar etkinliginde rol oynayan
ve makrofajlarin dogrudan etkinlestirilmesinde sorumlu olan yapi, B-glukandir (66).
Zimosan aracilifiyla makrofajlardan TNF-a, IL-1B, IL-6 ve IL-8 gibi sitokinler ile
hidrojen peroksit ve AA metabolitleri gibi enflamatuvar iriinler saliverilmektedir.
Bununla birlikte, polimorfoniikleer 16kosit (PMN)’lerin etkinlesmesi ile de reaktif
oksijen tiirleri (ROT), AA metabolitleri olusmakta ve lizozomal proteazlar
saliverilmekte, sonucta bunlara bagli olarak organ zedelenmesi olusabilmektedir.
PMN’ler, enflamatuvar bolgede, biiytime faktorleri, kemokinler, proteazlar, sitokinler,
kompleman bilesenleri, NO, ROT ve peroksinitrit gibi onemli mediyatorlerinin
saliverilmesini etkinlestirereck organ zedelenmesine neden olmaktadirlar (162).
Enflamatuvar yanitta saliverilen sitokinler, enflamasyona bagli damar hasarina yol
acabilirler (149). Zimosan enjeksiyonu farelerde, son organ zedelenmesine yol agan
TNF-a diizeyleri ile 16kosit diizeyleri ve MPO etkinligini asir1 diizeyde artirmaktadir
(32). Sitokinlerin saliverilmesi, ates, damarlarda genisleme ve 6teki immiin hiicrelerin
enflamasyon bolgesine gitmesi gibi baz1 patofizyolojik degisimleri uyarmakta olup, baz1
durumlarda doku zedelenmesi, COY ve 6liimle sonuglanabilmektedir (163). Zimosan
uygulanmasi, kilo kaybi, hipotansiyon ile karaciger, bagirsak, akciger ve bobrekte

islevsel ve yapisal degisiklikler ile belirgin akut peritonitin énemli bir nedenidir (30,
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124). Zimosanla olusturulan peritonit, akut enflamasyonun iyi tanimlanmig bir modeli
olarak gosterilmektedir. Zimosanin lokositler iizerindeki TLR2 ve TLR6’ya 6zgiil
olarak baglanmasi, NF-kB’nin etkinlesmesi ve fosforilasyonunu baslatmaktadir. Bu
durum, NF-xB p65 alt biriminin niikleusta birikmesine ve ardindan proenflamatuvar
sitokin genlerinin ekspresyonlarinin  up-regiilasyonuna neden olmaktadir (75).
Sicanlarda zimosan uygulanmasinin ardindan, 18. saatte akciger, ince bagirsak ve
karacigerde organ zedelenmesi ortaya ¢ikmaktadir (79). Mainous ve ark., siganlara
diisiik doz zimosan (100 mg/kg) uyguladiklarinda sistemik etkiler ortaya ¢ikmazken,
500 mg/kg dozda uygulanmasi ile ortaya c¢ikan sistemik enflamasyonun nedeninin,
sistemik organlara bakteriyel translokasyonu oldugu bildirmislerdir (164). Farelere 100
ve 500 mg/kg dozda uygulanan zimosan, bakteriyel translokasyonda doz bagimli artisa

ve buna bagl olarak intestinal mukozada zedelenmeye yol agmaktadir (165).

PGl,, COX enzimi tarafindan AA’dan olusmaktadir ve adenilil siklaz
etkinlegsmesi ve siklik adenozin 5’monofosfat diizeylerindeki artig ile vazodilator ve
antitrombotik etkiler ortaya koymaktadir (166). COX-1 etkinlesmesi, PGl, ile ilgili
mide ve bobrekte sitoproteksiyon, vazodilatasyon ve antitrombositik etkinlik gibi
fizyolojik ve yararli etkilerde rol oynamaktadir (167, 168). COX-2’nin ekspresyonu igin
fonksiyonel gecerliliginin oldugu bulunan insan cox2 promoter (diizenleyici)’dan elde
edilen kB bolgeleri bulunmaktadir. Zimosan, cox2 bdlgelerine NF-kB’nin baglanma
etkinliginin giiglii etkinlestiricisidir (51). Zimosanla uyarilan insan monositlerinde 4
saat sonra olgiilen COX-2 ekspresyonunda belirgin bir artis gézlenmistir (169). Yapilan
bir ¢caligmada, ICR farelere 1 g/kg zimosan uygulanmasindan 4 saat sonra hayvanlar
sakrifiye edilmistir. Bu ¢alismada peritonal eksiidattaki PGE, diizeyleri 6l¢iilmiis ve
kontrole gore anlamli bir artis gézlemlenmistir (170). Normal kosullar altinda saglam
bir endotel varliginda, NO, kan damarlarimi dilate bir durumda tutmakta ve PGI; ile
birlikte endotelin trombojenik olmayan dogal yapisini siirdiirmektedir (171). Endojen
olarak tiretilen NO ile ortaya ¢ikan kardiyovaskiiler etkiler, siklikla, PGI; olarak bilinen
bir bagka 6nemli vazodilator mediyatorle iliskili olarak gerceklesmektedir (166, 172)
NO ve PGly’nin vaskiiler etkinligi arasinda bir sinerjizma bulunmaktadir. NO’in COX-
2’yi dogrudan etkinlestirme yetenegi, NO’in saflagtirilmis rekombinant COX-2 enzim

etkinligini artirmasiyla kanitlanmistir (171). Zimosanin yerel olarak uygulanmasi da
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PGI, ve NO olusumunda artisa neden olmaktadir. Intraplantar zimosan uygulanmasiyla
olusturulan penge 6deminde, PGD,, PGF,, ve 6-keto-PGF;, olusumunun 1. saatten

sonra artmaya bagladigi ve 6. saatte en yiiksek diizeye ulastig bildirilmistir (173).

Nitrotirozin seviyeleri, yapilan ¢alismalarda enflamasyonun ve NO olusumunun
bir gostergesi olarak bilinmektedir ve nitrotirozin olusumu igin NO bulunmalidir.
Ayrica, peroksinitrit olusumu da dahil olmak iizere cesitli yolaklarin etkinlesmesi
nitrotirozin olusumuna katilmaktadir (174). Nitrotirozin, peroksinitrit aracilikli
oksidasyonun dayanikli son firiinii oldugu i¢in plazma veya dokudaki miktarlarinin
Olgtimii in vivo NO ve siiperoksit aracilikli zedelenmenin bir belirteci olarak
kullanilmaktadir (15, 144). NO’ya ek olarak, siiperoksit olusumuna bagli olarak ortaya
cikan oksidatif stresin, zimosan ile etkinlesen PMN’ler ile inkiibe edilen damarlarda
endotel zedelenmesinden sorumlu oldugu bildirilmistir (175, 176). Ote yandan, hiicre ve
doku zedelenmesine neden olan peroksinitrit (178), in vivo kosullarda zimosanla olusan
hipotansiyonda olusumu artan NO’nun siiperoksit radikali ile birlesmesi sonucu
olusabilmektedir (12). Ayni durumun in vitro kosullarda da gergeklestigi gosterilmistir.
Ornegin, sican torasik aort halkalari, zimosan ile etkinlestirilen plazma (zymosan-
activated plasma, ZAP) inkiibasyonu ile uyarildiginda olusan peroksinitrit
noradrenaline karsi kasilma yanitinin azalmasi (vaskiiler hiporeaktivite) ve endotele
bagimli vazodilator etki gosteren asetilkoline yanitta bir azalma (endotel islev
bozuklugu) (177, 179) ile belirgin damar islev bozukluguna yol actig1 bildirilmistir (19).
Peroksinitritin bir baska etkisi ise DNA tek zincirinin kirilmasina neden olup, bir
niikleer enzim olan PARS’yi etkinlestirmektir. PARS’nin etkinlesmesi, siddetli bir
nikotinamid adenin diniikleotit (NAD™) ve adenozin trifosfat (ATP) tiiketimine neden
olmakta ve sonug olarak geri doniigsiiz sitotoksisiteyi ve hiicre 6liimiinii baglatmasina ek
olarak in vitro kosullarda ekzojen peroksinitrite 6nemli 6l¢iide maruz kalan kan
damarlarinda vaskiiler hiporeaktiviteye katkida bulundugu gésterilmistir (19, 180-182 ).
Gergekten de, endotoksik ve hemorajik gibi ¢esitli sok tiirlerinde ortak nokta olan damar
diiz kas1 kasilabilirligi ve endotele bagimli yanitlarin bozulmasi durumu zimosanla
olusturulan sokun da belirgin 6zelligidir (183, 184). Sonug olarak, ZAP, peroksinitrit ve
PARS etkinliginin zimosanin neden oldugu vaskiiler yanitta oldugu gibi vaskiiler

hiporeaktivitede de onemli rol oynamaktadir. Bu ¢alismada, iINOS ekpresyonundaki
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artig ile birlikte nitrit ve nitrotirozin diizeylerindeki artmanin BAY 61-3606 ile
onlenmesi, NO ve siiperoksitin Dtk aracilikli olusan hipotansiyondaki katkisinin 6nemli

bir gostergesidir.

Zimosanin hiicre duvari bileseni oldugu S. cerevisiae gibi mikroorganizmalar,
klinikte 6nemli enflamatuvar hastaliklara yol agabilmektedir. Bunlar arasinda pnémoni,
ampiyem, karaciger apsesi, peritonit, vajinit, 6zafajit ve triner sistem enfeksiyonlar
bulunmaktadir. Ayrica, astimli, iilseratif kolitli ve diyareli hastalarin serumlarinda da S.
cerevisiae’nin bulundugu gosterilmistir. S. cerevisiae’nin neden oldugu en énemli klinik
sendrom fungemidir. Klinik tablosu en siddetli olan S. cerevisiae’ye bagli fungemi
yalnizca immiinosupresif hastalarda degil, ayn1 zamanda saglikli kisilerde de
gozlenmektedir (31). Bu nedenle, zimosanin neden oldugu kan basincindaki azalma ve

eslik eden enflamasyonun mekanizmasi 6nemli bir konu olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Bu c¢alisma kapsaminda elde ettigimiz bulgulara goére, zimosan uygulanan
sicanlarda Dtk/IxB-o/NF-kB yolunun etkinlesmesi sonucu hipotansiyon, takikardi ve
enflamasyon olugsmaktadir (Sekil 5.1). BAY 61-3606 ile Dtk’nin inhibisyonu, siganlarda
zimosanin neden oldugu bu degisiklikleri geri ¢cevirmektedir. Bununla birlikte, Dtk nin
inhibisyonu sonucunda, zimosanin ¢oklu organ zedelenmesinde 6nem tasiyan renal,
kardiyak ve vaskiiler yapilarda Dtk aracilikli 1kB-o/NF-kxB etkinliklerindeki azalma ile
birlikte proenflamatuvar mediyatorlerin olusumlarinin azalmasi, BAY 61-3606’nin
septik olmayan sokta koruyucu etkisinin énemli bir gdstergesi olarak kabul edilebilir.
Bu mediyatorlerin, hipotansiyon ile sonuglanan vaskiiler reaktivitedeki azalma ile
iliskisi diisliniildiiglinde, Dtk inhibitorii BAY 61-3606’nin, zimosan ile olusan septik
olmayan sokta hipotansiyon, takikardi ve enflamasyonu o6nleyici etkisinin 6nemi daha
da artmaktadir.
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Sekil 5.1. Zimosan ile olusan hipotansiyona Dtk nin katkis1 ile ilgili olarak ileri siiriilen mekanizma.
COX-2, indiiklenebilir siklooksijenaz; Dtk, dalak tirozin kinazi; IkB-o, inhibtor kappa B alfa; iNOS,
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz; MPO, miyeloperoksidaz; NF-kB, niikleer faktor kappa B; TNF-a, tiimor
nekroze edici faktor alfa. ( T), artti; ( ), azaldi; (<), degismedi.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Secici bir Dtk inhibitorii olan BAY 61-3606’nin zimosanin neden oldugu
hipotansiyonu Onleyici etkisinin mekanizmasinin Dtk’nin etkinligi sonucu, lxB-o/NF-
kB ekspresyon ve etkinliginde ortaya c¢ikan degisiklikler ile iligkilendirilerek
arastirildig1 bu ¢alismada, BAY 61-3606 n1in, zimosan ile olusan hipotansiyonu énleyici
etkisine Dtk etkinligindeki azalmanin katkida bulunabilecegi gosterilmistir. Yapilan
caligmada, Dtk/lkB-a/NF-kB araciligi ile iNOS, COX-2 ve MPO ekspresyon ve/veya
etkinliklerindeki artisin ve NO, peroksinitrit, TNF-o. ve PGI, olusumundaki artis ile
birlikte oldugu gosterilmistir.

Calismamizin, Dtk etkinligindeki artisin birlikte oldugu hipotansiyon, takikardi
ve enflamasyon ile belirgin baslica renal ve kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisindeki
basarinin artirilmasina yonelik olarak sistemik yoldan uygulanabilen Dtk inhibitorleri
ile daha secici tedaviye olanak saglayan yeni yaklasimlar gelistirilebilmesi acisindan
klinik o6ncesi ve klinik c¢aligmalara olduk¢a biiyiikk bir katki saglayacagi
diistiniilmektedir. ~ BoOylece, zimosanin  konakg¢ida  tetikledigi  sinyal ileti
mekanizmalarindan biri olan Dtk protein ekspresyon ve etkinliginin diizenlenmesine
dayanan ve nedene yoOnelik olarak yapilabilecek ©zgiil ve daha az maliyeti olan

terapotik yaklagimlara katkida bulunabilinecektir.

Bu tez kapsaminda zimosanin ve kullanmis oldugumuz inhibit6riin uzun dénem
etkilerine bakilamamistir, ancak ileride eksik olan mortalite ¢alismalarinin yapilmasi
planlanmaktadir. Ayrica, zimosanla kronik bir enflamasyon modeli olan COY
caligilarak, Dtk inhibitoriiniin bu kronik enflamasyonda organlarda ortaya c¢ikan
zedelenmeyi ne olgiide geri gevirebilecegi arastirilabilir. COY’de ilk zedelenen
dokulardan biri olan akciger dokusuna ve olusan organ zedelenmenin bir gostergesi olan
IL-1 diizeylerine de daha sonra yapilacak olan ¢alismalarda bakilabilir. Zimosanin

neden oldugu hipotansiyon yapmis oldugumuz calisma ile gosterilmis olmasina karsin,
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vaskiiler reaktivite caligmalari yapilamamistir. Zimosan uygulanmasi ile degisen

vaskiiler reaktiviteye Dtk inhibitoriiniin etkisi arastirilabilir.

Ana Bilim Dalimizda AA metabolitlerinden 20-hidroksieikozatetraenoik asit
(20-HETE) ve onun dayanikli analogu N-(20-hidroksieikoza-5[Z],14[Z]-dienoil)glisin
(5,14-HEDGE) ile ¢alismaktadir. Zimosan uygulanmasi ile AA metabolizmasinda 20-
HETE diizeylerinin nasil degistigine ve bu degisime 5,14-HEDGE nin olas1 katkilaria
ilerleyen calismalarda bakilabilir. Ayrica bu modelde, zimosan uygulamasimin Dtk
inhibisyonunun ardindan 20-HETE diizeylerinde olusan degisimler arastirilabilir.
Benzer olarak, AA yolunda rol alan bir diger mediyator olan TEF’in zimosanla ortaya
cikan degisikliklerde Dtk inhibitoriiniin etkisi bir bagka arastirma konusu olabilir. Daha
sonra yapilacak olan g¢alismalarda, iizerinde ¢alistigimiz Dtk sinyal ileti yolunun tam

olarak aydinlatilabilmesinde iliskili reseptorlerin aragtirilmasina gerek duyulmaktadir.
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