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ONSOZ ve TESEKKUR

Sepsis, ¢esitli patojenlere karst konak¢inin verdigi disregiile bagigiklik yaniti olup,
yogun bakim iinitelerinde baslica 6lim nedeni olmasi sebebi ile hem beseri hem de
veteriner hekimliginde ciddi bir sorun olmaya devam etmektedir. Sepsis tedavisinin
basaril1 olmasinda erken teshisin ve organ yetmezligi derecesinin énemi oldukc¢a fazladir.
Klinik uygulamada yaygin olarak kullanilan geleneksel biyobelirtecler sepsisi diger
hastaliklardan ayirt etmede yetersiz kaldigindan dolay1 sepsisin teshisinde yeni
biyobelirteglerin tanimlanmasina ihtiyag vardir. {laveten, organ yetmezliginin olusumunda
onemli rolii olan inflamasyonla iligkili hiicre 6liim yolaklarindan nekroptozisin buzagilarda
sepsis patogenezi ilgili ¢alismalar bulunmamaktadir. Bu g¢alismanin amaci yeni dogan
buzagilarda sepsis patogenezinde reseptor ile etkilesen protein kinazl (RIPK1), RIPK2 ve
RIPK3 mRNA ifadelerinin 6nemini ortaya koymak ve biyobelirte¢ olma potansiyellerini
arastirarak buzagilarda sepsis hakkinda yeni ve katki saglayici bilgiler vermektir.
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Sepsis, enfeksiyona karsi gelisen disregiile inflamatuvar yanit olup genellikle organ
disfonksiyon sendromu ile sonuc¢lanmakta ve 6liime neden olmaktadir. Sepsis i¢in bugiine
kadar spesifik bir tedavi yontemi mevcut degildir. Sepsisi teshis etmek amaciyla klinik
uygulamada kullanilan geleneksel biyobelirtegler sepsisi diger hastaliklardan ayirt etmede
yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle, sepsisli hastalar1 tedavi eden klinisyenleri daha iyi
bilgilendirebilecek yeni biyobelirteglere belirlenmesine ihtiya¢ vardir.

Hiicre 6lim mekanizmalar1 sepsis patogenezinde &zellikle immiinosupresyonun
gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir. Yapilan ¢alismalar hiicre 6liim yolaklarindan
nekroptozisin sepsis patogenezinde Onemli bir role sahip oldugunu gostermektedir. Bu
calismada ise nekroptozis yolaginda rol oynayan reseptor ile etkilesen protein kinaz 1
(RIPK1), RIPK2 ve RIPK3’iin sepsisli buzagilara ait kan 6rneklerinde mRNA seviyeleri
degerlendirilerek veteriner hekimlikte sepsis patogenezindeki rolleri ve sepsis teshisinde
biyobelirte¢ olarak kullanilma potansiyellerinin ortaya koyulmasi amaglanmistir.

Calismamizda 1-20 giin yas araliginda olan 20 holstayn buzagi ve kontrol grubu
olarak aym yas araliginda olan 10 saglikli (holstayn) buzagi degerlendirilmistir. Enterit
enfeksiyonu sekillenen ve hastaligin ileriki asamalarinda sepsis kriterlerini saglayan
buzagilar calismaya dahil edilmis ve kan oOrnekleri 16kosit (WBC), eritrosit (RBC),
hemoglobin (Hb), hemotokrit (Ht) ve trombosit parametreleri dl¢iilmiistiir. Arta kalan kan
orneklerinden total RNA izole edilmis, elde edilen RNA 6rneklerinden iScript Reverse
Transkiripsiyon kiti kullanim1 ile cDNA sentezlenmis ve kantitatif PCR (qPCR) yontemi
kullanilarak hedef genlerin goreli ifade seviyeleri belirlenmistir. gPCR sonuglar1t RIPK1 ve
RIPKS3 ifadelerinin sepsisli buzagilarda kontrol grubuna gore 6nemli derecede azaldigin
gosterirken, RIPK2 ifade seviyesi diisiik oldugu i¢in 6rneklerde saptanamamistir. Sonug
olarak, veteriner hekimlikte sepsisli buzagilarin teshisinde RIPK1 ve RIPK3 mRNA
ifadelerinin biyobelirte¢ olarak kullanilmasinin faydali olabilecegi diisiiniilmiis ancak daha
ayrintili deneysel sepsis modellerinin kurulmasi gerekliligi goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Sepsis, Buzagi, Hiicre Oliimii, Nekroptozis, RIPK1, RIPK3
Hazirlanan bu Yiiksek Lisans tezi Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinatorliigi tarafindan 0522-YL-18 proje numarasi ile

desteklenmistir.
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Sepsis, a dysregulated inflammatory response to infection, often results in organ
dysfunction syndrome and causes death. There is no specific treatment for sepsis to date.
Traditional biomarkers widely used in clinical practice to diagnose sepsis are insufficient
to distinguish sepsis from other diseases. Therefore, there is a need to develop new
biomarkers that can better inform clinicians treating patients with sepsis.

Cell death mechanisms play an important role in the pathogenesis of sepsis,
especially in the development of immunosuppression. Studies in human medicine show
that necroptosis, one of the cell death pathways, has an important role in the pathogenesis
of sepsis. In this study, it was aimed to reveal the role and their potential use as biomarkers
of MRNA levels of receptor interacting protein kinasel (RIPK1), RIPK2 and RIPK3 which
play a role in the necroptosis pathway as in blood samples of calves with sepsis in
veterinary medicine.

In our study, 20 Holstein calves between 1-20 days of age and 10 healthy (Holstein)
calves in the same age range as the control group were evaluated. Calves, which form the
infection of enteritis and meet the sepsis criteria in the later stages of the disease were
included in the study and atheir leukocyte (WBC), erythrocyte (RBC), haemoglobin (Hb),
haematocrit (Ht) and platelet parameters were measured. Total RNA was isolated from the
remaining blood samples using the nucleosol agent, cDNA was synthesized from the RNA
samples obtained using the commercial kit, and relative expression levels of the target
genes were determined using the quantitative PCR (QPCR) method. While gPCR results
showed that RIPK1 and RIPK3 expressions significantly decreased in calves with sepsis
compared to the control group, RIPK2 could not be detected in the samples because of its
low expression level. As a result, it is thought that RIPK1 and RIPK3 mRNA expressions
could be use as biomarkers in the diagnosis of calves with sepsis in veterinary medicine,
but more detailed experimental sepsis models were required to be established.

Keywords: Sepsis, Calves, Cell Death, Necroptosis, RIPK1, RIPK3
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1. GIRIS

Sepsis ¢ogunlugu diisiik ve orta gelirli iilkelerde olmak {izere, her yil en az 19 milyon
hasta kaybi1 ile diinyanin 6nde gelen 6liim nedenlerinden biridir. Goriilme siklig1 cesitli
nedenlerle artmaktadir. Yogun bakim hastalarinda bile, uygun antibiyotikler, siv1 takviyesi
yapildigi halde hastalar hizla septik soka girebilmekte ve bu da ¢oklu organ yetmezligine
ve Oliime yol agabilmektedir. Bazi hastalar erken akut enflamatuar fazin ilk giinlerinde
Oliir, ancak cogunluk derin immiinosupresyonun neden oldugu ikincil enfeksiyonlardan
birkag giin sonra 6liir. Bir¢ok farkli bagisiklik hiicresinin, yangisal aracilarin ve pihtilasma
faktorlerinin dahil oldugu sepsisin patofizyolojisi tam olarak anlasilmamistir (Singer vd.,
2016).

Sepsis, dogrulanmis veya siiphelenilen enfeksiyonun bir sonucu olarak sistemik bir
enflamatuar yanit sendromunun (SIRS) gelismesiyle tanimlanan bir durumdur ve
genellikle 6lime yol agan sistemik organ yetmezligi ile birlikte seyreder (Ok vd., 2015;
Singer vd.,2016 ).

Yenidogan buzagilarda kolostral transferin yetersizligine bagli olarak en sik goriilen
morbidite ve mortalite nedenleri arasinda yer alan ishal sonrasi goriilen sepsis ¢iftlik
hayvanlarinda ciddi ekonomik kayiplara neden olabilir (Fecteau vd., 2009; Basoglu vd.,
2014). Yeni dogan buzagilarda baslica 6liim nedenleri; ishal, pnémoni ve sepsistir. Sepsis
bunlar icersinde en yaygin olanidir. Buzagilarda ishal ve pnomoni hastaliklarinda erken
tant ve tedavinin yapilamamasi durumunda ise, sepsisle iligkili organ yetmezligi
gelismekte ve oOlimle sonuglanmaktadir. Yeni dogan buzagilarda sepsis bilylik risk
olusturmaktadir. Yeni dogan buzagilarda gelisen sepsis ¢ogunlukla yiiksek mortalite ile
sonuglanmaktadir. Ciinkii yeni dogan buzagilarin bagisiklik sistemi tam olarak
sekillenmemistir. Bu durumda buzagilarin enfeksiyonlara karsi korunmasinda kolostrum
onemlidir. Kontamine ortamda dogan buzagilar normal bagirsak florasi gelismeden viral
patojenler enfeksiyonun olugmasina neden olurlar. Solunum yolu (inhalasyon), uterus,
gobek kordonu ve kontamine kolostrum buzagilar igin 6nemli enfeksiyon giris yollaridir
(Constable, 2007).

Insan hekimliginde gelisen teknoloji, giiclii antibiyotikler ve gelismis yogun bakim
initelerine ragmen, sepsis’den 6liim orani oldukca yiiksektir (Raghavan ve Marik, 2006).
Sepsis’den Amerika’da her yil yaklasik 200.000, Avrupa’da ise 150.000’den fazla insan
Olmektedir (Angus ve Wax, 2001). Tiirkiye’de ise her yil 50.000°den fazla hastada sepsis
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gelistigi diisiiniilmekte ve 6liim oran1 %16-60 arasinda seyretmektedir (Baykal vd., 2001).
Veteriner hekimlikte kedilerde sepsis goriilme oraninin %1-5 oldugu ve tedaviye alinan
kedilerde hayatta kalma oraninin %10-25, kdpeklerde sepsis goriilme oraninin %6-10 ve
hayatta kalma oraninin %25-50 oldugu belirtilmistir. Taylarda ise %45-55 oraninda 6lim
oldugu belirlenmistir (Sanchez, 2005; Otto, 2007). Buzagilara ait sepsis ve sepsise baglt
6liim oranlar ile ilgili veriler net olarak bulunmamaktadir. Buzagilarda gozlenen sepsis ile
ilgili 6limler ve tedavi giderleri 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Trefz vd.,
2013).

Sepsis, patogenezi iizerine yapilan bir¢ok ¢alisma ve antimikrobiyal tedavi alanindaki
gelismelere ragmen yogun bakim iinitesinde gozlemlenen insanlarda halen mortalite orani
cok yiiksek seyretmektedir (Hotchkiss vd., 2016). Bu nedenle giiniimiizde halen 6nemini
korumakta ve erken donemde tan1 koyulmadig1 ve septik sok gelistigi anda mortalite orani
artmaktadir. Bu nedenle yeni dogan buzagilarda ¢oklu organ yetmezligi gelismeden erken
miidahale edilmesi gereken bir durumdur (Sanchez, 2005). Yogun bakim iinitelerinin
olmadigi, buzagilarda sepsis caligmalarimin sinirh sayida oldugu veterinerlik alaninda
sepsis patogenezinin ortaya koyulmasi gereken giincel ¢aligmalara ihtiyag duyulmaktadir
ve bu sonuglar 1s18inda yeni tedavi seceneklerinin gelistirilmesi biiylik Onem arz
etmektedir.

Siddetli sepsisli hastalarda ¢oklu organ yetmezligi / disfonksiyon sendromunun
patogenezi ¢ok faktorlii bir siirectir. Sistemik oksijen iletimi ile periferik oksijen talebi
arasindaki dengesizlikten dolayr global doku hipoksisi onemli bir rol oynamaktadir.
Sonucta ortaya c¢ikan epitel hiicrelerinin islev bozuklugu ve 6liimii, hastalarin sepsiste
hayatta kalmasi i¢in zararhdir (Hassoun vd., 2001; Mainous vd., 1995).

Hiicre 6liimii ¢ok hiicreli organizmalarda yasamla karmagik bir sekilde baglantilidir.
Hiicre oliimii, proliferasyon ve farklilasma arasindaki denge, yasam boyunca doku
homeostazinin korunmasi i¢in ¢ok 6nemlidir. Diizenlenmis hiicre 6liimi, gelismekte olan
organlarin sekillendirilmesi, epitelyal hiicre yenilenmesi ve lenfosit se¢imi de dahil olmak
lizere birgok fizyolojik siire¢ icin gereklidir. Bununla birlikte, gelisimsel olarak
diizenlenmeyen hiicre o6liimii, stres, yaralanma veya enfeksiyonun bir isaretidir. Doku
hasar1 ve hastalik patogeneziyle baglantilidir. Enflamasyon, etkili konak¢1 savunmasi ve
doku onarmmi icin gerekli olan enfeksiyon veya doku hasarina yanit olarak indiiklenen
bagisiklik sisteminin bir reaksiyonudur. Ancak, kontrolsiiz asir1 ve uzun siireli enflamatuar
yanitlar doku hasarina neden olur. Akut ve kronik enflamatuar hastaliklarin patogenezine

katkida bulunur (Pasparakis ve Vandenabeele, 2015).
2



Kerr ve arkadaslar tarafindan apoptozisis tanimmnin yapildigi 1972 yilindan itibaren
uzun bir siire, programli (diizenlenmis) hiicre 6liimii apoptozis ile diizenlenmemis ve kaza
eseri olusan nekroz olmak iizere iki hiicre 6liim tipinin varligima inaniliyordu. Ancak,
zamanla elde edilen deneysel kanitlar diizenlenmis nekrozu tanimlamis ve apoptotik
olmayan diizenlenmis hiicre 6liim mekanizmalarinin varligini desteklemistir. Nekroptozis,
parthanatoz, ferroptoz, piroptoz ve NETosis dahil olmak tizere ¢esitli diizenlenmis nekroz
tiirleri bildirilmistir (Kerr vd., 1972).

TNF-a tarafindan indiiklenen nekroptozis oldukga diizenli bir sekilde diizenlenmis bir
islemdir (Degterev vd., 2005). Nekroptozis morfolojik olarak nekrozla benzerdir (Galluzzi
vd., 2011). RIPK1'in nekroptozis sinyal yolunda rol oynadigi bulundu. RIPK1 kinaz, TNF-
a varliginda kompleks olusumuna yol acar (Micheau ve Tschopp, 2003). Karmasik olarak
coklu poliyubikitin RIPK1 ve sonugta IKK yolu aktivasyonuna ve transkripsiyon faktorii
olarak islev goren NF-kappa B'nin translokasyonuna yol agar. CYLD, RIPK3 gibi
enzimler, RIP Homotipik Etkilesim Motifi (RHIM) yoluyla RIPK1 ile baglanir ve boylece
fosforilasyona neden olur ve nekroptozis i¢in ¢ok kritik olan sitozolik kompleks 2
olusumunu olusturur. TNF-a ve z-VAD-FMK ile tedaviden sonra, RIPKI ve RIPK3'in
RHIM ve kinaz alanlarinin her ikisinin de nekroapoptozis i¢in énemli oldugu bulunmustur
(Zhang vd., 2009; Cho vd., 2009). RIPKI'in RIPK3 fosforilasyonu i¢in ¢ok énemli oldugu
ve her iki proteinin de nekrozom denilen bir kompleks olusturdugu bulunmustur (Cho vd.,
2009; He vd., 2009). RIPK1 ve RIPK3 apoptozis i¢in 6nemli degildir, ancak RIPK3
nekroptozis i¢in zorunludur (Zhang vd., 2009). Bu kinaz yolu, apoptozisi nekroptozisden
ayiran temel yoldur.

Bu mekanizmalar sepsis gibi mortalitesi yiiksek hastaliklarda yer aldigindan,
nekroptotik hiicre 6liimiinii diizenleyen molekiiler olaylarin daha iyi anlasilmasi hastalik

tedavisi i¢in son derece faydali olacaktir.



2. GENEL BILGILER

1980’11 yillarin baslarina kadar sepsis tanimi iizerinde goriis birligi saglanamamustir.
Sepsis olusmasi ve gelismesi c¢cok yonlii olan bir hastaliktir. Sepsis immiinolojik,
kardiyovaskiiler ve endokrin sistem iizerinde etki gosterir. Sepsisin karmasik yapisi,
bulgularin cesitliligi ve farkli klinik tablolarin ortaya ¢ikmasi nedeniyle, tanida gecikmeler
stk yasanmaktadir. Bu durum tedavi siirecini zorlagtirmaktadir (Oral., 2006).

1986°’da, sepsiste ¢oklu organ yetmezligine dogru gidiste gastrointestinal kanalin
rolline dikkat ¢ekilmis, 1990’da da sepsiste sonucu enfeksiyonun degil, konak yanitinin
belirledigi ilk kez ileri siiriilmiistiir. 1990’larin basinda terminolojide goriis birligi
saglanmasi i¢in yogun caligmalar baslatilmistir. Sepsiste konagin pasif olmadigi, organ
hasarinda endojen inflamatuvar medyatorlerin rolleri, ayni inflamatuvar yanitin non-
enfeksiyoz tetiklenmelerle de ortaya ¢ikabildigi, enfeksiyon yok edilse bile klinik yanitin
stirebilir oldugu ortaya konmustur (Oral., 2006).

Sepsiste iki anahtar bulgu dogustan gelen bagisiklik tepkisini karakterize eder. flk
bulgu, sepsisin genellikle birden fazla enfeksiyondan tiiretilmis mikrobiyal {riiniin ve
endojen tehlike sinyallerinin, birincil isi gozetim olan hiicrelerdeki tamamlayici ve spesifik
hiicre ylizeyi reseptorleri ile eszamanli olarak taninmasiyla baslatildigidir. Patojene bagh
molekiiler modellerin (PAMP) veya hasara bagli molekiiler modellerin (DAMP)
tamamlayici, Toll benzeri reseptorler, niikleotid baglayici1 oligomerizasyon alan1 (NOD)
benzeri reseptorler, retinoik aside indiiklenebilir gen (RIG) benzeri reseptorler, mannoz
baglayict lektin ve ¢Opgii reseptorleri, digerleri arasinda, fazlalik ve tamamlayici
aktivitelerle kompleks bir hiicre i¢i sinyalizasyon sistemini indiikler (Hotchkiss vd., 2016).
Sepsis i¢indeki ikinci anahtar bulgu, bu ¢oklu sinyal yollarinin aktivasyonunun sonucta
enflamasyon, uyarlanabilir bagisiklik ve hiicresel metabolizmaya karisan birka¢ yaygin gen
simifinin ekspresyonuna yol agmasidir. Yani, bakteri, virlis ve mantarlarin bir¢ok farkli
bileseninin yani sira, doku yaralanmasiin, konak¢i iriinlerinin taninmasi, mitojenle
aktiflestirilmis protein kinazlarin (MAPK!'lar) fosforilasyonuna yol agan pro-enflamatuar
ara maddelerin toplanmasina yol agar. Janus kinazlar (JAK'lar) veya transkripsiyonun
sinyal transdiiktorleri (STAT'lar), aktivatorleri ve niikleer faktoriin (NF-xB) niikleer
translokasyonu, sadece birkacidir. Bu ara iirlinler, erken aktivasyon genlerinin
ekspresyonunu baglatir. Birlikte ele alindiginda, dogal bagisikligin bu iki o6zelligi,
yogunlugu ve yonii PAMP'lerin ve DAMP'lerin repertuarinin seviyesi ve varyasyonu ile

aktive edilen sinyal yollar1 tarafindan ince bir sekilde diizenlenebilen ortak bir tepki paterni



saglar. Yollarin bu tamamlayici dogasi, yaygin gram negatif yada gram pozitif bakteriyel,
fungal, viral enfeksiyonlara ve doku hasar1 ile Ortiisen erken inflamatuar yaniti

aciklamaktadir (Hotchkiss vd., 2016).

2.1. Sepsis Tanimlari

2.1.1. Enfeksiyon
Dokuda ya da viicut sivilarin da mikroorganizmalarin bulunmasma bagli olusan

patolojik olaylardir (Levy vd., 2003).

2.1.2. Sistemik Yanginsal Cevap Sendromu (SIRS)

Nedenine bakilmaksizin canlinin bagisiklik sisteminin gostermis oldugu tepki
olarak tanimlanir. Farkli uyaranlara kars1 ya da tetikleyici bir olay nedeniyle aktiflesen,
konakta gelisen ve zarar veren anormal sistemik bir inflamatuar yanita SIRS (Sistemik
yanginsal cevap sendromu) denir. Viicut sicakligi 38 °C’ den yiiksekse ya da 36 °C’ den
diisiikse, kalp hiz1 90 atim/dakikadan fazlaysa, solunum sayisi dakikada 20’ den fazla ya da
PaCO> miktar1 32 mmHg’ dan diisiikse, 16kosit sayist 12000 hiicre /mm?*’ den fazla ya da
4000 hiicre /mm?*’ den az ise veya kanda immatiir formda 16kosit oran1 %10’ un tizerinde

ise; tiim bu bulgulardan en az ikisinin varligin da SIRS tanimlanir (Fecteau vd., 2009).

2.1.3. Sepsis

Eski Yunan literatiiriin de bozulma, kokusma, ¢liriime anlamina gelmektedir. Canli
da bagisiklik sisteminin gostermis oldugu anormal tepkiye ilaveten enfeksiyon varligi veya
enfeksiyon siliphesi sepsis olarak ifade edilir. Sepsis, SIRS belirtilerinden en az iki tanesine

ilaveten enfeksiyonun varligidir (Bone vd., 1992; Roy., 2004; Fecteau vd., 2009).



2.1.4. Septik Sok

Septik sok, yeterli sivi verilmesine ragmen kan basincinin inatgt bir sekilde
disiikliigii veya kanda laktat yilikselmesiyle karakterize olup, dolasim ve hiicresel
metabolizma anormalliklerinin mortaliteyi 6nemli 6l¢iide artiracak kadar derin oldugu

sekil 2.1.’de goriildiigii gibi bir sepsis alt kiimesi olarak tanimlanmaktadir (Singer, 2016).

,-\

SEPSIS

SIRS

ENFEKSIYON

Sekil 2.1. Enfeksiyon, SIRS, Sepsis, Septik sok tanimi.

2.2. Sepsis Tanllama

Sepsis veya septik sok tanisini koyan tek bir tani testi mevcut degildir. Sepsis ve
septik sok, isaretler, semptomlar, laboratuvar anormallikleri ve karakteristik patofizyolojik
diizensizlikler ile tanimlanan klinik sendromlardir. Klinisyenler bu terimleri ¢ogu zaman
kesin olmayan bir sekilde kullanirlar, bu da sepsis teriminin ne anlama geldigini agiklarken
karigikliga katkida bulunur. 1991 SIRS kriterleri, sicaklik, kalp hiz1 ve beyaz kan hiicresi
sayimmi parametrelerini igeren klinik uygulamalara doniistiiriilmesinin hatta sepsis klinik
caligmalarinda girig kriteri olarak etkili bir sekilde kullanilmasinin oldukg¢a zor oldugu
kanitlanmistir. SIRS kriterleri art1 enfeksiyonun sepsis tanimi olarak kullanilmasi, 'sepsis'
etiketinin yerinde veya alakasiz goriindiigii komplike olmayan enfeksiyonlarla bagvuran
hastalarin biiyiik bir yiizdesine uygulanabilir. Ornegin, orta kulak enfeksiyonu olan
cocuklarin ¢ogunda genellikle iki veya ii¢ SIRS kriteri (ates, tasikardi ve lokositoz)
bulunur; bunlar1 SIRS kriterlerine gore 'septik' olarak kabul etmek, 6zellikle evde tedavi

icin oral antibiyotik regete edildiginde klinik bir anlam ifade etmez. Benzer sekilde,



ozellikle antibiyotiklerin deneye dayali olarak baslatildigi ¢ok sayida hastada, kandaki
veya viicut sivilarindaki bakterilerin saptanmasi genellikle sorunludur. Varsayilan sepsis
vakalarinin % 30 kadarinda higbir patojen tanimlanmamistir. Cogu durumda, enfeksiyon
kanit1 radyolojik olarak veya hematolojik dlgiimlerden ¢ikarilir (Hotchkiss vd., 2016).
Sepsis ve septik sok tanisinda yukarida belirtilen 2015 yaklasimi klinik gergeklere ve
kolayca elde edilebilen fizyolojik ve laboratuvar parametrelerine dayanmaktadir. Ayrica,
sepsis enfeksiyoz siirecin kendisiyle dogrudan iligkili olmayan dokulardaki organ islev
bozuklugu ile karakterizedir. Kolayca elde edilebilen klinik 6l¢timler kullanilarak organ
yaralanmasinin hizli bir basucu degerlendirmesi onerilmistir. Gergekten de, septik sokun
erken kaniti, sonugta ortaya ¢ikan islev bozuklugu olan dokularin hipoperfiizyonu ve
nihayetinde enflamatuar olay1 takip eden veya yakin zamanda meydana gelen organ

yetmezligi ile kendini gosterir (Hotchkiss vd., 2016)

2.3. Sepsis Doku Hasarlar - Hastaliklar

Sepsis, muhtemelen bozuklugun baslangicinda genel dolasima salinan sitokinler ve
diger aracilardan olayr viicudun tiim organlarini etkileyebilen sistemik bir hastaliktir.
Sepsisin belirtileri ve semptomlar1 degiskendir ve etkilenen organ sistemlerine baglidir.
Sepsiste alt1 tip organ disfonksiyonu baskindir: norolojik (degismis zihinsel durum),
pulmoner (hipoksemi ile), kardiyovaskiiler (sok), bobrek (oligiiri ve / veya artmis kreatinin
konsantrasyonu), hematolojik (azalmig trombosit sayis1) ve hepatiktir (hiperbiliriibinemi)

(Hotchkiss vd., 2016).

2.4. Hiicre Oliim Yolaklar

Canlilarin yasam dongiisiinlin temel unsurlart dogum, biiylime, iireme, yaslanma ve
Olimdiir. Yasamin siirdiiriilmesi, organizmada yapt ve fonksiyonun fizyolojik
gereksinimlerin  belirledigi smirlar icinde korunmasina baglidir. Bunun i¢in hiicre
cogalmasi ve 6liimii arasinda bir denge bulunmasi gerekir. Bu denge kayboldugunda, yani
cogalandan cok hiicre oldiigii ya da farklilastiginda dejeneratif hastaliklar, len ya da
farklilasandan daha fazla hiicrenin ¢ogalmasi durumunda ise kanser ve otoimmiin
hastaliklar goriiliir (Mak., 2003). Hiicre 6liimii, doku homeostazisini kontrol eden dogal bir
olaydir. Kerr ve arkadaglari tarafindan apoptozis taniminin yapildigi 1972 yilindan itibaren
uzun bir siire, programli (diizenlenmis) hiicre 6liimii apoptozis ile diizenlenmemis ve kaza
eseri olusan nekroz olmak lizere iki hiicre 6liim tipinin varligina inaniliyordu. Ancak,

zamanla elde edilen deneysel kanitlar diizenlenmis nekrozu tanimlamis ve apoptotik



olmayan diizenlenmis hiicre 6liim mekanizmalarinin varligini desteklemistir. Nekroptozis,
parthanatoz, ferroptoz, piroptoz ve NETosis dahil olmak tizere ¢esitli diizenlenmis nekroz

tiirleri bildirilmistir (Galluzzi vd., 2012).

2.4.1. Apoptozis

Apoptozis, doku fonksiyonunu ve normal fizyoloji kosullari siirdiirmek igin
hasarly, iglevsiz veya artik gerekli olmayan hiicreler, diizenlenmis hiicre 6liimii ile siirekli
olarak temizlenir ve ideal olarak yeni saglikli hiicreler ile degistirilir (Sedger vd., 2010).
Bu normal hiicre 6liim stiregleri ters gittiginde, sonuglar felaket olabilir. Norodejeneratif,
kardiyovaskiiler, otoimmiin ve bulasic1 hastaliklarda dahil olmak iizere diinya ¢apinda
oliim ve sakatligin 6nde gelen nedenlerini olusturan hastaliklarin ¢ogu, asir1 veya yetersiz
hiicre 6liimiinii igerir (Lu vd., 2014). Bir sekilde hizlanmis veya yavaslamis bir apoptozis
patolojiktir. Apoptozisin gereksiz yere olustugu veya hizlandiginda AIDS, Norodejeneratif
hastaliklar, Insiiline bagimli tip diyabet, Hepatit C infeksiyonu, Miyokard enfarktiisii,
Ateroskleroz gibi hastaliklara, yavasladiginda ise, otoimmiin hastaliklar ve kanser gibi
hastaliklara neden olur. Apoptozis kendine 6zgli morfolojik ve biyokimyasal islemlerin
devreye soktugu bir hiicre oOliimiidiir. Genel olarak apoptozisin diizenlenmesinde
Kalsiyum, seramid, Bcl-2 ailesi gibi molekiiller, p53, kaspazlar, sitokrom-c gibi proteinler,
Mitokondri organeli rol oynar (D’Arcy, 2019). Apoptozis uyarisi alan hiicrede ROS
(Reaktif oksijen tiirleri) seviyesi artisi; sitokrom-c, apoptozis-indiikleyici faktor (AIF) ve
kaspazlar gibi apoptotik faktorlerin salinimlarina neden olur (Qian vd., 2012). Apoptotik
stire¢ boyunca hiicre i¢ine siirekli kalsiyum girisi olur. Kalsiyum iyonlari; endoniikleaz,
proteaz ve transglutaminaz aktivasyonunda, gen regiilasyonunda ve hiicre iskeleti
organizasyonunda rol alir. Bcl-2 ailesinin homodimer ya da heterodimer formu apoptoziste
o6nemli rol oynar. Bcl-2 ailesinin proapoptotik iiyeleri (Bad, Bax, Bid, BclXs, Bak, Bim,
Puma ve Noxa) ve antiapoptotik tiyeleri (Bcl-2, Bel-xL, Bcl-W, Mcl-1, Al, Nr-13) vardir.
Hiicrede sitoplazmada bulunan proapoptotik proteinler sitokrom-c ve AIF (Apoptozis
indiikleyici faktor) salinimini arttirarak hiicreyi apoptozise yonlendirirler (Singh vd.,
2019). Antiapoptotik proteinler mitokondri organelinin dis zarinda, endoplazmik
retikiilimde ve cekirdek zarinda bulunurlar. Por olusumunu saglayip iyon gecisini
diizenlerler. Ozellikle hiicredeki kalsiyum miktarin1 kontrol ederler. Ayrica sekil 2.2°de
goriildiigii gibi kaspazlarin 6ncii formlariyla AIF ve sitokrom-c salinimini bloke ederek
apoptozisi inhibe ederler. P53, hiicrede DNA hasar1 olustugunda hiicre siklusunu G1

fazinda durdurarak, hiicreye DNA tamiri i¢in zaman veren bir transkripsiyon faktoriidiir.



Hasar tamir edilemeyecek durumda ise Bax, Apaf-1 ve Fas yapimin artirip Bel-2 ve Bcl-
xL’yi baskilar ve apoptozisi indiikler (Lee vd., 2010). Kaspazlar sistein-proteaz ailesi
tiyelerinden olup, apoptozisin diizenlenmesinde anahtar rol oynarlar (Lin vd., 2013).
Apoptoziste kaspazlarin aktivasyonu goriliir. Hiicrede inaktiftirler, ancak proteolitik olarak
birbirlerini aktiflestirirler. Kaspazlar gorevlerine gore iice ayrilir; baslangic kaspazlari
(kazpaz-2,-8,-9,-10), efektor kaspazlar (kaspaz-3,-6,-7) ve inflamatuvar kaspazlar (kaspaz-
1,-4,-5)dir (Kalimuthu ve Se-Kwon., 2013). Hiicrede DNA tamiri ve replikasyonu igin
gerekli enzimlerin c¢alismasimi durdururlar. Hiicre iskeleti proteinlerini keserek hiicre
zarinin tomurcuklanmasina neden olurlar. Hiicre bulundugu ortamdan uzaklasir, komsu
hiicrelerle baglantisin1 ~ koparir, bliziisiir, ve kromatini yogunlasir. DNA’s1
nukleozomlarindan kesilir jel elektroforezinde tipik merdiven bant goriiniimii alir. Ancak
hiicre organelleri yapisal biitiinliiklerini korur. Hiicre zar1 yapisinda bulunan fosfotidil serin
hiicre zarmin i¢ yiizinden dis yiiziine transloke olur. Cekirdek kiigiiliir, pargalara ayrilir.
Hiicre zarla sarili tomurcuklar halinde kopar, apoptotik cisimciklere ayrilir. Apoptotik
cisimcikler makrofajlar tarafindan taninir ve fagosite edilir, ancak inflamasyon goriilmez

(Galluzzi vd., 2018).

2.4.2. Nekroz

Apoptozisden farkli olarak, genellikle diizensiz ve kazara olusan, diizenlenmemis
istenmeyen bir hiicre Olimidir (Kroemer, 2005). Cogu zaman nekroza yaniklar,
yaralanma, enfeksiyon, kanser, enfarktiis, zehirlenme gibi cesitli fiziksel ve kimyasal
etkenler, bozukluklar ve hastaliklar neden olur. Tipki bir canlinin agir bir darbe almasi,
ciddi sekilde hastalanmas1 veya ¢esitli kimyasallara maruz kalmasi durumunda 6lmesi gibi,
nekroz durumunda da benzer sebeplerle hiicreler dlmektedir. Nekrozun neden oldugu
hiicre 6liimii, toplam ATP tiikenmesi altinda gerceklesen ve asir1 fiziksel - kimyasal stres,
1s1, ozmotik sok, mekanik stres, donma, ¢oziilme ve yiiksek hidrojen peroksit
konsantrasyonlar1 gibi dis uyaranlardan kaynaklanan, kazara, diizenlenmemis bir olay
olarak kabul edilir. Disaridan gelen fiziksel ve kimyasal uyarilar hiicrenin iyon dengesini
bozar. Cekirdek, ER, golgi ve mitokondri siser. Organel biitiinliigi bozulur. Hiicre
parcalanir ve icerikleri dagilir. Inflamasyon goriiliir. Mitokondriyal ROS (reaktif oksijen
tiirleri) tiretimi artar. Antiapoptotik proteazlar aktive olur. ATP {iretimi azalir ve kalsiyum
kanallar1 acilir (Golstein ve Kroemer, 2007).

Nekrotik hiicre oliimii, genellikle kromatin yogunlagmasi ve diizensiz DNA

bozunmasi paterni ile birlikte hiicre zarlarinin genel sismesi ile morfolojik olarak



karakterize edilir. Sitoplazmik membranlar ve membrandz organeller genisler ve artan
hiicresel sisme, sitoplazmik icerigi hiicre dis1 bosluga salan plazma zarmin parcalanmasina
neden olur. Hiicre igi igeriklerin salinmasi, komsu hiicreleri etkileyen biiylik hiicresel
hasara yol agar, bu da nekrozun neden inflamatuar ve otoimmiin reaksiyonlar1 tetikledigini
aciklar. Nekroz siireci fagositoz yoklugunda gerceklesir ve son asamasi hiicresel zarin
biitiinligiiniin  kayb1 ile karakterizedir. Nekrotik hiicrelerin igeriginin salinmasi,
iltihaplanmay1 tesvik eden sinyaller olarak hareket eden molekiilleri igerir
(Vanlangenakker vd., 2008).

Diizenlenmis hiicre 6liimii apoptozis ile nekroz arasindaki en 6nemli fark plazma
membran sizintist ve bunun sonucu olarak etkilenen dokuda hiicre i¢i bilesenlerin

salinmasindan kaynaklanan inflamasyonun indiiklenmesidir (Kerr, 1971).

Nekroz Apoptoz Il Apoptoz |
Fas, TRAIL, TNFa Hicre hasarina
Hiicre hasar gibi disandan gelen iceriden
sinyallere verilen cevap verilen cevap
B anc DISC olusumu Hedef Mitokondri

membranin yirtilmas: membran gegis porlan

] ks 3

Bel-2 Kaspas 8 Bad
Mitokondri sid Kaspas.3,6,7 Cyto-C sizintisi AlF
membran | 3 'l 3
potansiyel Apoptozom CAD

Apoptozom DNAse

(AWm) farkinin Apaf-1 Aktivasyonu Apaf-1 Aktivasyonu
ortadan kalkmas: Kaspas9 evre Il kromatin Kaspas9 evre | kromatin
ROS’un artisi Yogunlagmas: yogunlasmasi
ATP’nin azalis 180 bp DNA 50 Kbp DNA
l pargalamass pargalamasi
Nekrotik 8lim Apoptotik 8lim Apoptotik Slim

Sekil 2.2. Apoptotik yolaklar (Weller, 2002).

2.4.3. Nekroptozis

Diizenlenmis gergeklesen ancak morfolojik olarak nekrozise benzeyen hiicre

olimiidiir (Green vd., 2011). Nekroptozise, apoptozisi tetikleyen birgok etken neden
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olabilmektedir. Apoptozisten ayiran temel faktor kaspazlarin inaktive oldugu kosullarda
nekroptozisin ger¢eklesmesidir, yani nekroptozisin ger¢eklesmesinde kaspazlarin roli
yoktur. Nekroptozis i¢in gerekli proteinlerin basinda protein kinaz reseptor iliskili
serine/treonin protein kinaz 3 (RIPK3) gelmektedir (Galluzzi vd., 2012).

Nekroptozis, 6liim reseptorlerinin aracilik ettigi diizenlenmis bir nekrozdur (Berghe
vd., 2014). Bu nekroz formu, morfolojik olarak hiicre sismesi ve ardindan plazma zarinin
yirtilmasi ile karakterize edilen patojen aracili enfeksiyonlara karsi gerceklesir. Fas, TNF
ve TRAIL gibi reseptor etkilesiminin, ekstrinsik apoptotik yolun baslamasina yol acan
kaspaz-8'in aktivasyonu ile hiicre 6liimiine yol agabilecegi iyi bilinmektedir (Taylor vd.,
2008). Cok sayida kanit, kaspaz-8 molekiiliiniin inhibisyonunun, RIPK3 ve MLKL'nin
aktivasyonu nedeniyle ekstrinsik apoptozisin hiicre 6liimiinii diizenlenmis nekrotik hiicre
olimii olan nekroptozise yonlendirdigi bilinmektedir (Vercammen vd.,1998; Holler
vd.,2000; Cho vd., 2009; Zhang vd., 2009; Sun vd., 1999). Bu nedenle, kaspaz-8 bagimli
apoptotik yol bloke edildiginde alternatif bir hiicre 6liim yoludur.

Nekroptozisin baglamasina Fas, TNF ve LPS gibi immiin ligandlar aracilik eder. Bu
da MLKL'yi fosforilasyon ile aktive eden RIPK3'in aktivasyonuna yol agar (Sun vd.,
1999). Fosforile MLKL, plazma zarimin i¢ yiizeyine yerlesir ve hiicrenin biitiinliglini
bozar (Dondelinger vd., 2014; Hildebrand vd., 2014; Vang vd., 2014). Diizenlenmis hiicre
olimi i¢in RIPK3 ve MLKL gerekli olsa da nekroptozis RIPK3 ve MLKL’yi eksprese
eden belirli doku tipleriyle sinirhidir (Sun vd., 1999; He vd., 2009; Murphy vd., 2013).
Normal kosullarda kaspaz-8 molekiilii, nekroptozisi bloke ederek, RIPK1 ve CYLD'yi
pargalayarak apoptozisi aktive eder (Donnell vd., 2011; Van vd., 2013; Ofengeim ve
Yuane, 2013). Nekroz, nekroptozisin aksine sitokinlerin salgilanmasinin artmasina ve doku
hasarma yanit olarak salinan endojen molekiillerin salgilanmasinin azalmasia yol agar.
Tiimor nekroz faktorii (TNF), hiicre tiplerinin ¢ogunda inflamatuar sitokin sentezini tesvik
ederek Crohn hastaligi, sedef hastaligi, bagirsak hastaligi ve romatoid artrit gibi gesitli
inflamatuar hastaliklara neden olur (Kalliolias ve Ivashkiv, 2016; Sedger ve McDermott,
2014). TNF stimiilasyonunun birincil sonuglar1 olarak kemokin ve sitokin iiretimini
diizenler (Cullen vd., 2013). TNF aracili yanitin diizenlenmis nekroza yonlendirilmesi,
inflamasyonun nekroptozise kaymasi degildir; klasik pro-inflamatuar yanitin aksine daha
Oonce sona eren saglam inflamatuar yanitin nekroptozise kaymasimi temsil eder.
Nekroptozis i¢in iki temel kosul vardir: Hiicrelerin RIPK3 ifade etmesi ve kaspaz-8

molekiiliiniin inhibisyonunu gergeklesmesidir (Ofengeim ve Yuane, 2013).
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Tablo 2.1. Apoptozis, nekroptozis ve nekrozda hiicresel 6zelliklerin karsilagtirilmasi.

Apoptozis Nekroptozis Nekroz

Diizenlenmis Diizenlenmis Diizenlenmemis

Spesifik sitokinler Spesifik sitokinler Cevresel stresin (asir1
tarafindan tetiklenir tarafindan tetiklenir fizyolojik stres ve viral veya

toksin aracili enfeksiyonlar
gibi) zarar vermesi

Hiicrenin biiziilmesi Hiicrenin hizli sismesi Hiicre sismesi

- Organellerin sismesi Organellerin sismesi

Plazma zariin bozulmamasi | Plazma zarinin bozulmasi Plazma zarinin bozulmasi

Apoptotik cisimlerin Organel dokiimii -

olusumu

- Hiicresel igeriklerin serbest | Hiicresel igeriklerin serbest
birakilmasi birakilmasi

- Pro-inflamatuar yanit Pro-inflamatuar yanit

2.4.3.1 Nekroptozisin Baslatilmasi

En iyi karakterize nekroptozis indiikleyicileri 6liim reseptorii ligandlari, 6zellikle
tiimor nekroz faktoriidiir (TNF). Nekroza neden olan 6zellikleri nedeniyle adlandirilsa da,
cogu TNF arastirmasi bunun yerine pro-inflamatuar ve apoptotik islevlerine odaklanmustir.
Uzun yillar boyunca bazi hiicre tiplerinde TNF'nin apoptotik olmayan bir hiicre 6limii
formunu indiikleyebilecegi bilinmektedir ( Laster vd., 1988 ). TNF'nin yani sira Fas gibi
diger olim reseptor ligandlarmin da kaspaz inhibisyonu kosullari altinda nekroptozisi
indiikledigi gosterilmistir (Matsumura vd., 2000). Son zamanlarda, nekroptozis
sinyalizasyonunun anahtar molekiiler bilesenleri tanimlanmistir; bunlara RIPK1 ve RIPK3
iligkili iki kinaz dahildir (Cho vd., 2009 ; He vd., 2009 ; Holler vd., 2000 ; Zhang vd.,
2009). RIPK3, TNF'nin neden oldugu nekroptozis i¢in temel molekiil olarak tanimlanirken,
RIPK1 nekroptoziste bazi durumlarda gerekli olmayabilir (Moujalled vd., 2013 ; Upton
vd., 2010). Nekroptozisin yani sira RIPK1, hem TNF'ye bagl niikleer faktor kB (NFkB)
aktivasyonuna hem de apoptozise aracilik etmede koklii bir role sahiptir (Ofengeim ve
Yuan, 2013).

Nekroptozisin baglatilmas1 sirasinda mevcut veriler, TNF reseptor-ligandinin,
adaptdr proteini TRADD'nin alinmasi yoluyla dolayli olarak baglandig: basitlestirilmis bir
modeli desteklemektedir. Bu baglanma, RIPK1 ve RIPK3 arasinda bir etkilesime yol
agmaktadir (Moriwaki ve Chan, 2013). RIPK1 ve RIPK3 proteinleri etkilesen protein
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(RIP) homotipik etkilesim motifleri (RHIM) yoluyla reseptor ile etkilesime girer. Bu
sirayla RIPK1 ve RIPK3'lin aktivasyonuna ve nekrozom adi verilen bir kompleksin
olusmasina yol agar. Nekrozom olusumu ubikitinasyon ile yliksek oranda diizenlenir. Bu
diizenleme, ubikuitin cIAP-1 ve CIAP-2 ligazlar1 ile RIPK1 ubikuitinasyonu olusumu
gerceklesir. Deubikuitlaz CYLD, bu ubikuitinasyona karsi koyar ve nekrozom olusumunu
destekler (Geserick vd., 2009 ; Wang vd., 2008). Oliim-reseptdr ligandlarina ek olarak,
diger uyaranlar RIPK3'e bagli nekroptozisi sekil 2.3.’de goriildiigii gibi dogrudan
(adaptorler yoluyla) veya dolayli olarak (6rnegin TNF ekspresyonu yoluyla) uyarabilir;
bunlar, Toll benzeri reseptor (TLR) 3 ve TLR-4, T hiicresi reseptorii (TCR) ligasyonu,
DNA hasar1 ve viral enfeksiyonu igerir (Ch'en vd., 2008 ; Feoktistova vd., 2011 ; He vd.,
2011 ; Tenev vd., 2011). TLR'ler RHIM alan1 igeren proteinler olan TRIF’lar ile kopri
kurarak RIPK3 aktivasyonu saglarlar. Fare sitomegaloviriis enfeksiyonunu takiben RIPK3
aktivasyonu ve nekroptozis i¢cin DNA baglayict RHIM alan1 iceren DAI proteini gereklidir
(He vd., 2011 ;Upton vd., 2012). DNA hasarindan sonra RIPK3 aktivasyonu ile
nekroptozisi uyarabilir. RIPK3'iin aktivasyonu, ripoptozom adi verilen ¢oklu protein
kompleksinde meydana gelir, bu kompleks RIPK1'e baglidir (Feoktistova vd., 2011 ;
Tenev vd., 2011). Hiicre o6liimiiniin DNA hasari ile etkilesimi TNF’ye bagimli yada
bagimsiz bir sekilde ortaya ¢ikabilir (Biton ve Ashkenazi, 2011; Tenev vd., 2011). Benzer
sekilde, TCR'nin uyardigi RIPK3 aktivasyonunun da RIPK1 gerektirdigi goriilmektedir,
ancak TCR'nin nekroptozisi nasil baslattigi bilinmemektedir (Ch'en vd., 2008).
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Sekil 2.3. RIPK3 aracili nekroptozis mekanizmalari (Tait, 2014).

2.4.3.2 Nekroptozisin Isleyisi

RIPK1-RIPK3 kompleksinin aktivasyonuna takiben, beta-amiloidlerin biyofiziksel
benzerliklerini paylasan biiyiik filamentli yapilarin olusumuna benzemektedir (Li vd.,
2012). Bu amiloid yapilarinin olusumu, iki protein arasindaki RHIM-domainlerinin
etkilesimlerine baglidir. RIPK3 aktivitesini aym1 anda artirarak, bu amiloid yapilarin
cogalmasi ile giiclii bir sekilde nekroptozise girer. Potansiyel olarak, amiloid olusumunun
derecesinin kontrol edilmesi, RIPK3'{in 6ldiiriicii islevini, ya da inflamasyondaki 6ldiiriicti
olmayan rollerine neden olabilir. TLR'ler ile uyarilarak etkilesime giren nekroptozis igin
amiloid yapilarin olusup olusmadigi belirsizligini korumaktadir. Ayrica, bu proteinli
yapilarin stabilitesi goz oniline alindiginda, RIPK3 aktivitesinin yoklugunda bile hiicresel
toksisiteye katkida bulunabilirler. Bu mekanizmanin hiicre 6liimiinii ger¢eklestiren RIPK3
kinaz aktivitesinin kontroliinde oldugu yakin zamana kadar anlagilamamistir. Psddokinaz
karisik-soy kinaz domeni benzeri (MLKL), RIPK3'e bagli nekroptoziste azalmasi ile

anahtar bir faktor olarak tanimlanmistir; bunun 6nemi, MLKL nakavt hiicrelerde RIPK3'e
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bagl nekroptozise direng sagladigi bulgusuyla vurgulanmaktadir (Murphy vd., 2013 ; Sun
vd., 2012 ; Wu vd., 2013 ; Zhao vd., 2012). MLKL, nekrozom diizenegini kendi basina
diizenleyemez, bunun yerine RIPK3'iin RIPK3 ile oligomerizasyonu ve fosforilizasyonu
gereklidir. Aktif MLKL mutant hiicrelerde RIPK3-eksik oldugunda bile mutant MLKL
hiicre oliimiinii indiikler, bu da, MLKL'nin nekroptozisteki anahtar RIPK3 substrati
oldugunu kanitlamaktadir (Murphy vd., 2013). Nekroptozisin nasil isledigi tartisilmaktadir.
Baz1 c¢alismalar, ATP tiiketiminin veya reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artmasinin

Nekroptozis de rol aldigini bildirmistir (Schulze vd., 1992 ; Zhang vd., 2009).

D
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Sekil 2.4. TNF nekroptozis sinyal mekanizmasi (Gong, 2019).

Mitokondriyal fonksiyon bozuklugu nekroptotik 6liim i¢in dnemli bir gostergedir.
Bu fikri destekleyerek, RIPK3 ve MLKL iceren nekrozom olusumuna takiben,
mitokondriyal olarak iligkili endoplazmik retikulum (ER) membranlarina (MAMs)
tagindig1 bulunmustur, ancak 6liim i¢in translokasyonun gerekli olup olmadig belirsizligini

korumaktadir (Chen vd., 2013).
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Sekil 2.5. TNFR1 aracili sinyal yolaklar1 (Liu, 2019).
(TNF'nin reseptoriine baglanmasindan sonra, TNFR1 konformasyonel bir degisiklige ugrar
ve TRADD, TRAF2 / 5, RIP1 ve cIAP1 / 2'den olusan kompleks I olusturmak icin ¢oklu
proteinler toplar. RIPL1'in clAP1/ 2 ile K63'e bagl ubikitinasyonu, NF-kB yolunu ve hiicre
sagkalimini indiikleyen TAK1 /TAB kompleksinin ve IKKa / IKKf / NEMO kompleksinin
olusumunu ve aktivasyonunu destekler. Kompleks I'in destabilizasyonu, TRADD, FADD
ve kaspaz-8 iceren kompleks Ila olusumuyla sonuglanir. CIAP'ler bloke edildiginde ve
RIP1 CYLD tarafindan deubikutine edildiginde, kompleks IIb olusur. Bu RIP1, RIP3,
FADD, kaspaz-8 ve FLIPL'den olusur. Ila ve IIb'nin her ikisi de apoptozu baslatabilir.
Kaspaz-8 kimyasal kaspaz inhibitorleri tarafindan inhibe edildiginde, RIP1 RIP3'e baglanir
ve molekiil i¢i oto- ve trans-fosforilasyon ile RIP1/RIP3 olusumu ile sonuglanir. Daha
sonra RIP3, nekrozom olarak adlandirilan kompleks Ilc'yi olusturmak igin MLKL'yi toplar
ve fosforile eder. Fosforile edilmis MLKL daha sonra sitozolden plazmaya ve hiicre ici
zarlara gecer. MLKL'nin oligomerizasyonu, membran gozenek olusumu ile sonuglanir,

membran pargalanmasi ile nekroptozise neden olur.)
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Iki mitokondriyal protein, mitokondriyal fosfataz olan PGAMS5 ve mitokondriyal
fisyon proteini olarak tanimlanmis Drp-1 nekrozom sinyallemesinin alt bilesenleri olarak
onerilmistir (Wang vd., 2012). RIPK3'e bagh fosforilasyonun ardindan, PGAMS5'in kisa
izoformu, Drp-1'i aktive ederck, mitokondriyal fisyona , ROS iiretimine ve nekroptozise
yol agar (Wang vd., 2012). Mitokondri eksikligi olan hiicrelerde yapilan c¢alismalarda
mitokondriyal tikenmeye bagli nekroptozisin, ROS’u oOnlesede TNF veya RIPK3
tarafindan indiiklenen nekroptozisin isleyisi tizerinde higbir etkisi yoktur. Bu nedenle
nekroptozisin isleyisinde efektor olarak mitokondri giiglii bir sekilde tartisilmaktadir (Tait
vd., 2013). Mitokondriden bagimsiz bir yiiriitme mekanizmasini destekleyen son
calismalar, MLKL'nin plazma zarin1 gegirgenlestirebilecegini bulmustur (Cai vd., 2014 ;
Chen vd., 2014). RIPK3 aracili fosforilasyonun ardindan, MLKL oligomerleserek plazma
membranina yerlesir ve parcalanmasia yol acar. MLKL'min plazma membranini nasil
gecirgenlestirdigi belirsizdir, ancak bu islem katyon akisina izin veren katyonik kanallarla
(TRPM7 gibi) fonksiyonel etkilesim gerektirebilir (Cai vd., 2014). Nekroptozis genel
olusum mekamizmasimin farklt uyaranlar ve farkli hiicrelerde nasil gergeklestigi,
nekroptoziste ROS’un gerekli olup olmadigi, immiin sistem reaktanlar1 ile gergeklesen
nekroptotik 6limiin ROS’tan nasil etkilendigi, ROS’un hangi kosullarda apoptozis hangi
kosullarda nekroptozisi tetikledigi hakkindaki sorular hala cevap beklemektedir (Kazama
vd., 2008).

2.4.4. Apoptozis Ve Nekroptozis Arasindaki Ara Baglantilar

Apoptozis ve nekroptozis derinden i¢ igedir; apoptozisi uyaran bazi uyaranlar, tipik
olarak kaspaz fonksiyonu inhibe edildiginde nekroptozisi baslatabilir. En iyi bilinen 6rnek,
apoptozis veya nekroptozise girebilen TNF'dir. Apoptozis ve nekroptozisin ayrilmasi
kaspaz-8 aktivitesi ile belirlenir. (Sekil 2.5. goriildiigii gibi). Ayrica hiicre 6liimiiniin son
sekli, hiicre tipine, hiicre mikro-ortamina ve baslangic indiikleyicilerine bagli olmaktadir
(Wang vd., 2003).

Bir apoptotik baglatici olan kaspaz-8, DISC olusturmak i¢in FADD ile etkilesime
girer. Ardindan homolog dimerizasyon ve proteolitik isleme tabi tutulur. Aktif kaspaz-8,
daha sonra DISC’den salinir ve alt apoptotik sinyali baglatir. Bu arada kaspaz-8, RIPK1 ve
RIPK3 inaktif hale getirerek nekroptozisi inhibe edebilir (He vd., 2009; Lin vd., 1999;
Feng vd., 2007). Bununla birlikte, kaspaz-8'in aktivitesi, kaspaz inhibitériic ZVAD gibi
farmakolojik olarak inhibe veya RNAI aracili genetik olarak nakavt edildiginde, RIPK1 ve
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RIPK3 fosforilasyonu yoluyla aktive olur ve nekrozom olusumu ile nekroptozisi baslatir
(Vandenebeele vd., 2010; Moquin ve Chane, 2010; Holler vd., 2000).

Hiicre i¢i ATP seviyeleri apoptozis ve nekroptozis arasindaki -etkilesimde
belirleyici bir role sahiptir. Yiiksek ATP seviyeleri tipik olarak bir hiicrenin apoptozise
girmesini saglarken, diisiik ATP seviyeleri de nekroptozise yonlendirir. Bu nedenle, hiicre
ici ATP seviyelerinin tilkenmesi, enerji gerektiren apoptotik hiicre 6liimiinii nekrotik hiicre
Oliimiine yonlendirir (Kono ve Rock, 2008; Shintani vd., 1999). Bununla birlikte,
nekroptozis azda olsa diisiik ATP seviyeleri gerektirmektedir. Clinkii ATP tiikenmesi, hem
apoptozisten hem de nekroptozisten morfolojik ve mekanik olarak farkli bir hiicresel 6liim
yoluna yonlendirir (Lavrik vd., 2005). Bir hiicrenin iki hiicre 6limii yolu arasindaki
kararinda enerji merkezi rolii gbéz Oniine alindiginda mitokondri organeli 6nemli rol
oynamaktadir. En iyi Kkarakterize nekroptozisi indiikleyen ligand olan TNF-a,
mitokondriyal ATP iiretimi ve ayrica reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi {izerinde
dogrudan bir etkiye sahiptir (Lavrik vd., 2005). TNF-a ayrica ATP'nin tiikenmesine ve
ardindan nekroptozise yol agan PARP1'in aktivasyonunu indiikler (Kono ve Rock, 2008).
PARP1 DNA onarimi, DNA stabilitesi ve transkripsiyonel regiilasyonda rol oynayan
niikleer bir enzimdir. PARP1, DNA hasari ile aktive olur (Kono ve Rock, 2008; Kerr vd.,
1972). Genotoksik faktorlere maruz kalan hiicrelerdeki PARP1'in inhibisyonu, azalmis
DNA onarim oranlarina ve artmig ROS'a yol acar (Kirisako vd., 2000; Hanada vd., 2007).
PARP1 asir1 aktivasyonu biiylik miktarlarda NAD+ tiiketerek biiyiik bir ATP tiikenmesine
neden olur (Diao vd., 2017; Cheng vd., 2017). Bu nedenle PARP1, hiicredeki ATP
seviyelerini diizenleyerek apoptozis ve nekroptozis arasinda molekiiler bir gegis islevi
gorur.

Bcl-2 ailesi iiyeleri, dis mitokondriyal membranin biitiinliigiini belirleyen karmasik
etkilesimlerle apoptozisin mitokondriyal yolunu diizenler (Chipuk vd., 2010; Green ve
Evan, 2002). Daha o6nce de belirtildigi gibi bu yol, mitokondriyal intermembran
boslugundaki ¢o6ziiniir proteinlerin (6rn., Sitokrom c) sitozole yayilmasina izin veren
MOMP tarafindan baglatilir . Sitokrom ¢ Apoptotik Proteaz Aktiflestirici Faktor 1'in
(APAF1) apoptozom olarak adlandirilan bir kaspaz aktivasyon kompleksine
oligomerlesmesine neden olur. Bu baslatic1 kaspaz-9’un aktivasyonunu uyarir, daha sonra
apoptotik fenotipi ortaya ¢ikarmak igin ¢esitli substratlar1 pargalayan kaspaz 3-7’yi aktive
eder (Riedl ve Salvesen, 2007).

Bcl-2 ailesi tyeleri apoptozis de iyi bilinen rollere sahipken, nekroptozise

katilimlar1 heniiz yeni ortaya ¢ikmaya baglamistir. Bel-2'nin diizenlenmis nekrotik hiicre
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Oliimiindeki roli ile ilgili ¢alismalar, pankreasta insiilin lireten [ hiicrelerinin asamali
olarak yok edilmesinden kaynaklanan kronik bir otoimmiin hastalik olan insiiline bagimli
diabetes mellitus modelleri lizerinde yapilan calismalardan gelmistir (Bach, 1994). B
hiicrelerinin gesitli uyaranlara cevap olarak apoptozis ile 6ldiigli agik¢a gosterilmistir ve
Bcl-2'nin asir1 ifadesi ile dliimlerinin Onlenebilecegi agik¢a gosterilmistir (Delaney vd.,
1997; Rabinovich vd., 1999). Bununla birlikte, diizenlenmis nekrozun, aktif makrofajlar
dokuya cekildigi zaman, hastaligin erken evrelerinde ortaya ciktifi diisiiniilmektedir.
Sicanlarda insiilin iireten B hiicre hatt1 kullanilarak, yapilan ¢alismada, bu hiicrelerin ¢esitli
sitokinlerle indiiklenmesi hem apoptozisin hem de nekroptozisin Bcl-2'nin asir1
ekspresyonu ile Onlenebilecegini gostermistir (Salden, 2000). Ayrica, Bcl-2'nin asir
ekspresyonunun, néronal ve néronal olmayan hiicrelerin diizenlenmis nekrotik 6limiinii

onlemek i¢in de yeterli oldugu bulunmustur (Kane vd., 1995; Shimizu vd., 1995) .

2.5. Reseptorle Etkilesen Protein (RIP) Kinazlar

Reseptorle etkilesen protein (RIP) kinazlari, nispeten korunmus bir kinaz alani olan
ancak farkli olmayan bdlgelere sahip bir grup serin/treonin protein kinazdir. Farkli RIP
ailesi liyelerinde 6liim, kaspaz aktivasyonu ve baglama bolgesi (CARD) alanlar1 gibi farkl
alan yapist bulunmustur. Bu alanlarin her RIP kinazimnin spesifik fonksiyonunun
belirlenmesinde sorumlu olmasi gerekir. RIP kinazlarin dogustan gelen bagisiklikta olanlar
da dahil olmak tizere farkli biyolojik siireglere katildigi bilinmektedir (He ve Wang.,
2018).

RIP kinaz ailesinin, homolog bir serin-treonin kinaz alanini paylasan yedi iiyesi
vardir. (Sekil 2.6.) Ailenin 'kurucu {iiyesi' RIPKI1, baslangicta Sliim reseptoriic CD95'in
DD'si ile etkilesime giren bir 6liim alan1 (DD) iceren protein olarak tanimlanmistir. RIPK1,
bir amino terminal kinaz alani, bir karboksi terminal DD ve bir RIP homotipik etkilesim
motifi (RHIM) iceren bir kopriileme ara alani (ID) tasir. RIPK2, bir karboksi terminal
kaspaz aktivasyon alan1 (CARD) ve RHIM ig¢ermeyen bir bolge igerir. RIPK3, bir RHIM'i
barindiran ancak DD i¢ermeyen bir karboksi terminal bolgesine sahiptir. RIPK4 ve RIPKS
bir ID ve karboksi terminal ankirin alanlar1 igerirken, RIPK6 ve RIPK7 I6sin agisindan

zengin tekrarlar, ankirin tekrarlari ve ROC alanlarina sahiptir (He ve Wang., 2018).
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Sekil 2.6. RIPK ailesinin tiim tiyeleri (He, 2018).
25.1. RIPK1

RIP kinaz ailesinin ilk {iyesi olan RIPK1, ilk olarak 1995'te reseptor Fas'in (CD95)
6lim alan1 ile etkilesime girdigi C-terminal 6liim alani ile yeni bir protein kinaz olarak
tanimlanmistir. Bu nedenle, 'reseptor-etkilesen protein' olarak belirlenmistir (He ve Wang.,
2018).

RIPK1'in farkli yollar1 baglatan sinyal komplekslerine alinabildigi bir C-terminal
6lim alani igerir. RIPK1'in 6liim alaninin, timoér-nekroz faktorii (TNF) reseptorii 1 (TNF-
R1), TNF ile iligkili apoptozisi indiikleyen ligand reseptoriil/2 ve TNF-reseptorii ile iligkili
apoptozis gibi birkag Oliim reseptoriine baglandigi gosterilmistir. (Sekil 2.4.) Oliim
reseptorleri TNF-R1, Fas ve TNF ile iligkili apoptozisu indiikleyen ligand reseptorii, birgok
hiicre sisteminde apoptozise aracilik eder. Bu reseptorler ligandlarina baglandiginda,
enflamatuar bir yanita veya hiicre 6liimiine yol agan sinyal yollarin1 polimerize eder ve
baglatirlar. TNF-a'nin reseptorii TNF-R1'e baglanmasi, iki ardisik sinyal kompleksinin
olusumunu indiikler, RIPK1 her iki kompleksin bir bilesenidir (Liu vd., 2019).

Baslangicta plazma membrana bagli kompleks (kompleks I), TNF-R1, TRADD,
RIPK1, TRAF2 ve apoptozis 1'in hiicresel inhibitorii (cIAP1) 'den olusur. (Sekil 2.5.) Bu,
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niikleer faktor-kappa B'nin (NF-kB) hizli aktivasyonunu indiikler. Sonug olarak, NF-kB,
TRAF1, TRAF2, cIAP1, cIAP2 ve ozellikle hiicresel FADD benzeri IL-1B-doniistiirticii
enzim inhibitér proteini, kuvvetli bir 6liim reseptorii kaynakli apoptozis inhibitorii de dahil
olmak tizere birkag¢ anti-apoptotik proteinin ekspresyonunu tesvik eder (Liu vd., 2019).
RIPK1'in fosforilasyon ve ubikuitinasyon gibi modifikasyonu, RIPK1'in
prosurvival ve Olime neden olan sinyal yollarindaki fonksiyonunu belirler. TNF
stimiilasyonu tiizerine RIPK1 otofosforilatlanir ve ubikuitine edilir. RIPK1'in
ubikitinasyonu, ubikitinin hem Lys48 hem de Lys63'liine baglanarak meydana gelebilir.
Ubikitinasyon cIAP1 ve cIAP2 tarafindan RIPK1'in Lys63'e bagli poliubikitinasyonu,
prosurvival proteinlerin ekspresyonunu destekleyen MAPK ve NF-kB'nin TNF ile

indiiklenen aktivasyonunu baglatir (Zhang vd., 2010).

2.5.2. RIPK2

RIPK2, RIP benzeri etkilesimli kaspaz benzeri apoptozis diizenleyici protein kinaz
veya CARD igeren IL-1 P déniistiiriicii enzim iliskili kinaz olarak da adlandirilir. ilk olarak
i bagimsiz grup tarafindan NF- kB aktivasyonu ve apoptozis de rol oynayan yeni bir RIP
benzeri kinaz olarak tanimlanmistir. RIPK2, bir N-terminal kinaz alani ve bir C-terminal
CARD alani ile karakterize edilir (He ve Wang., 2018).

Niikleotid baglayici oligomerizasyon domenini igeren protein 1 (NOD1) ve NOD2
(sirastyla CARD-4 ve CARD-15 olarak da adlandirilir), NOD benzeri reseptor protein
ailesinden gelen dogal bagisiklik sisteminin iki bilesenidir ve patojenlerin varligim
algilamaya katilir. Peptidoglikanlardan tiiretilen spesifik bakteriyel peptitler tarafindan
aktivasyonu tizerine, NOD1 ve NOD2, NF-kB aktivasyonunu indiiklemek ve dogustan
gelen bagisiklik tepkilerini diizenlemek i¢in CARD-CARD etkilesimi yoluyla kinaz RIPK2
ile etkilesime girer. RIPK2'nin kinaz aktivitesi protein stabilitesi i¢in kritik 6neme sahiptir
ve bu nedenle NOD1 ve NOD2 aracili dogustan gelen bagisiklik tepkilerinin korunmasinda
merkezi bir rol oynar. RIPK2 ile etkilesime giren birgok molekiiliin NF-kB sinyal yolunun
diizenlenmesinde rol aldigi gosterilmistir. Ayrica, RIPK2'nin protein seviyesinin belirli
stimiilasyon iizerine indiiklenebilir oldugunu gosteren kanitlar saglanmustir. Ornegin,
enflamatuar sitokinler, TNF-a, IL-1p ve interferon-p'ye yanmit olarak, RIPK2
transkripsiyonu ve translasyonundaki artis endotelyal hiicrelerde tespit edilebilir (Heim

vd., 2019; Zhang vd., 2010).
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2.5.3. RIPK3

RIPK3, tarif edilecek ticiincii RIP kinaz ailesi tyesidir. RIPK3, diger RIP
kinazlarindakine benzer bir N-terminal kinaz alanindan, bir RHIM alanindan ve bilinen
tiim protein alanlarindan farkli olan benzersiz bir C-terminal alanindan olusur. RIPK3'iin
asir1 ekspresyonu, bazi hiicre hatlarinda apoptozis ve NF-KB aktivasyonunu indiikleyebilir
(Liu vd., 2019).

Son zamanlarda, RIPK1'e benzer sekilde, TNF tedavisi ile tetiklenen kaspazdan
bagimsiz nekrotik hiicre 6limii i¢in RIPK3'in gerekli oldugu bulundu. Mikroarray analizi
ile RIPK3'tin TNF stimiilasyonu tiizerine apoptozise giren A hiicrelerinde (bir NIH-3T3
hiicre ¢izgisi) eksprese edilmedigini, bununla birlikte nekroz geciren N hiicrelerinde (baska
bir NIH-3T3 hiicre ¢izgisi) TNF ile muamele edilmistir. A hiicrelerinin apoptotik hiicre
Oliimii, kaspaz inhibitérii zZVAD tarafindan korunurken, N hiicrelerinin nekrotik hiicre
olumii engellenmez, daha ¢ok zVAD tarafindan arttirilir. N hiicrelerinde RIPK3'in kii¢iik
sa¢ tokast RNA yikimi, ZzZVAD varliginda nekrozu Onler. Ayrica 1929 fibroblastlarinda
TNF ile indiiklenen nekroz ve TNF- / lipopolisakkarit ile uyarilan primer peritoneal
makrofajlarda zVAD ile indiiklenen nekroz i¢cin RIPK3'lin de gerekli oldugunu
kesfedilmistir (He ve Wang., 2018; Liu vd., 2019).

RIPK-3"in kaspazdan bagimsiz nekrozdaki temel rolii; Cho ve meslektaslar
tarafindan RIPK1 ve RIPK3'in TNF tedavisine yanit olarak, viriis enfeksiyonu sirasinda
hiicresel diizenlenmis nekroz icin gerekli 10 kinaz arasinda oldugunu tespit ettiler. Kinaz
RIPK3, nekroza spesifik RIPK1 fosforilasyonunu diizenler. RIPK1 ve RIPK3'in
fosforilasyonu, pronekrotik kompleks igindeki etkilesimlerini stabilize edebilir,
pronekrotik kinaz aktivitesini aktive edebilir ve nihayetinde nekrotik hiicre 6liimiine yol

acan asag1 akim reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimini tetikleyebilir (Zhang vd., 2010).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Ornek Temini

Calismamizin yapilabilmesi i¢in gerekli olan etik kurul onayr Burdur Mehmet Akif
Ersoy Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 16/12/2018 tarihinde
almmistir. Bu ¢alismaya Mehmet Akif Ersoy Universitesi Veteriner Fakiiltesi I¢
Hastaliklar1 Biiyiikbag Hayvan klinigine getirilen yaslar1 1-20 giin arasinda degisen 10
saglikli (kontrol grubu) ve 20 sepsis siipheli (deneme grubu) holstayn buzagi dahil
edilmistir.

Klinige getirilen ishalli buzagilarin anemnez, cinsiyet, ka¢ gilinliik oldugu, kag
giindiir ishal oldugu gibi kayt bilgileri alindi. Buzagilarin rutin klinik muayeneleri yapildi
ve klinik bulgulara gore sepsis sliphesi olan buzagilar ¢alismaya dahil edildi.

SIRS kriterleri;

. Viicut 1s1s1 > 39 °C veya <36 °C

. Kalp hiz1 <100 veya >160 vuru/dakika

. Solunum sayis1 > 45 /dakika veya PCO2 > 50 mmHg.

. Total Lokosit sayis1 > 12.000/mm3 veya < 4.000/mm3 veya band nétrofil > %10

Emme refleksi azligi yada yoklugu, etrafa ilgi yoksunlugu, desteksiz ayaga
kalkamama/lateral yatis ve halsizlik bulunan buzagilarda beraberinde yukaridaki
belirtilerden en az iki ve daha fazla bulgunun olmas1 (SIRS)+yang1 veya yangi siiphesinin
bulunmasi (Sepsis) olarak tanimlanmistir (Fecteau vd., 1997; Basoglu vd., 2014; Singer
vd. 2016; Aygun ve Yildiz, 2018).

Kan 6rneklerinin alinmasi: Deneme ve kontrol gruplarindan hemogram ornekleri
icin kan Ornekleri tedavi Oncesi vena jugularisten alindi. Hemogram Ol¢limii igin
etilendiamintetraastik asit (K3EDTA)’l1 tiip ve serum i¢in aktivator jelli tiip kullanildi.
Hemogram olctimii 15-30 dakika iginde yapildi. Kalan 6rnekler molekiiler analizleri
yapilancaya kadar -80°C’de saklandi.

Hemogram: K3EDTA’l1 venoz kan 6rneginden 16kosit (WBC), graniilosit, eritsosit
(RBC), hematokrit (HCT) ve trombosit (PLT) gibi parametreler Abacus Junior Vet
(Diatron MI Ltd. Macaristan) cihazinda 6l¢iildii.
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3.2. Aletler ve Cihazlar
Izole edilen RNA numunelerinden cDNA sentezi i¢in NYX Technik Apollo ATC

201 marka PCR cihazi, gen ifadesinin belirlenmesinde ise LightCycler-11 480, Roche Real

Time PCR kullanildi. Agaroz jel elektroforezi c¢alismalar1 sirasinda Bio-Rad yatay

elektroforez sistemi, agaroz jellerin goriintiilenmesinde ise Fusion Pulse (Vilber Lourmat)

cihazi kullanildi.

3.3. Yontem

3.3.1. RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu NucleoZOL reaktifi kullanilarak gergeklestirildi.
Hiicreden RNA izolasyonu icin hasta ve saglikli buzagilardan alinmis kan
orneklerinden 200 pl steril eppendorf tiipiiniine konuldu.

Uzerine 500 pl NucleoZOL ve 200 ul RNaz/DNaz icermeyen su ilave edildi.
Tiipler 15 saniye kuvvetlice ¢alkalandi.

Oda sicakliginda 5 dakika bekletildi.

Tiipler 12000 g de 15 dakika santrifiij edildi.

Siipernatanttan 500 pl yeni eppendorf tiipiine aktarildi.

Tiipe aktarilan siipernatanttin iizerine 500 pl Izopropanol ilave edildi.

Oda sicakliginda 10 dakika bekletildi.

Tiipler 12000 g de 10 dakika santrifiij edildi.

Stipernatanttan atildi ve % 75 lik Etanol den 500 pl eklendi.

Tiipler 8000 g de 3 dakika santrifiij edildi.

Stipernatanttan atildi ve pellet kurumaya birakildi.

Kuruduktan sonra tiiplere 15 ul DNaz /RNaz i¢ermeyen su ilave edildi.

3.3.2. RNA Kantitasyonu

Elde edilen RNA’nin miktar ve safliginin saptanabilmesi i¢cin Epoch mikroplaka

spektrofotometre okuyucusu Take3 plakasi ile kullanildi.

Y ontem asagida belirtilen sekilde yapildi.

Coziilmiis RNA 6rneginden 2 pl alinip, 0,2ml’lik steril eppendorf tiip i¢inde son
hacim 4 ul olacak sekilde DNaz/RNaz igermeyen su ile tamamlandi.
Spektrofotometrede OD260 ve OD280 degerleri 6l¢iildii.

0OD260 ve OD280 degerlerinin orani hesaplanarak RNA’nin saflig1 belirlendi
(Tablo 3.1).
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Tablo 3.1. RNA Kantitasyonu ve Miktari.

Ornek 260/280 | ng/pl
g [ Saglkh-1 1,316 147,189
B | Saglkli-2 1,422 285,996
O | Saglikli-3 1,301 106,578
S | Saglikh-4 1,363 321,143
E | Saglkhi-5 1,458 653,496
» | Saglikli-6 1,358 220,730
< | Saglikli-7 1,302 179,436
% | Saglikhi-8 1,308 123,275
@ | Saglikli-9 1,333 110,188

Saglikli-10 1,415 600,745

Sepsis Siipheli-1 1,658 808,394
Sepsis Stipheli-2 1,461 423,435
Sepsis Siipheli-3 | 1,344 152,311
Sepsis Stipheli-4 1,344 403,147
Sepsis Stipheli-5 1,340 233,095
Sepsis Siipheli-6 | 1,414 582,477
Sepsis Stpheli-7 1,412 553,617
Sepsis Siipheli-8 1,654 1169,763
Sepsis Stipheli-9 1,360 527,209
Sepsis Siipheli-10 | 1,723 1185,658
Sepsis Siipheli-11 | 1,733 1070,478
Sepsis Siipheli-12 | 1,322 353,980
Sepsis Siipheli-13 | 1,333 326,211
Sepsis Siipheli-14 | 1,310 298,333
Sepsis Siipheli-15 | 1,304 362,725
Sepsis Siipheli-16 | 1,404 534,701
Sepsis Siipheli-17 | 1,521 1193,773
Sepsis Siipheli-18 | 1,330 257,250
Sepsis Siipheli-19 | 1,311 301,943
Sepsis Siipheli-20 | 1,504 793,454

Sepsis Siipheli Deneme Grubu

3.3.3. Reverse Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

RT-PCR reaksiyonlar1 i¢gin NYX Technik Apollo ATC 201 cihazi kullanild1 ve RT-
PCR reaksiyonu iiretici firma tarafindan saglanan IScript Reverse Transkiripsiyon kit
protokoliine uygun olarak gergeklestirildi.

+ 3 ul iScript RT Supermix

*  RNA (2pg total RNA)*

*  Su (degisken)*

* Toplam hacim 15 pl

* Reaksiyondaki RNA ve su miktarlar1 Tablo 3.2.’de verilmistir.
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Tablo 3.2. Calisma degerleri.

Ornek RNA Su IScript
= (D) ((11)) (ub
< Saglikli-1 6,79 5,21 3
G Saglikli-2 3,50 8,50 3
= Saglikli-3 9,38 2,62 3
E Saglikli-4 3,11 8,89 3
Q Saglikli-5 1,53 10,47 3
= Saglikli-6 4,53 7,47 3
= | Saglikli-7 5,57 6,43 3
& [ Saghkli-8 8,11 3,89 3

Saglikli-9 9,08 2,92 3

Saglikli-10 1,66 10,34 3

Sepsis Siipheli-1 1,24 10,76 3

Sepsis Stipheli -2 2,36 9,64 3

Sepsis Siipheli -3 6,57 5,43 3

Sepsis Stipheli -4 2,48 9,52 3
= Sepsis Stipheli -5 4,29 7,71 3
'g Sepsis Siipheli -6 1,72 10,28 3
& | Sepsis Siipheli -7 1,81 10,19 3
g Sepsis Siipheli -8 0,85 11,15 3
= Sepsis Stipheli -9 1,90 10,10 3
E Sepsis Siipheli -10 0,84 11,16 3
= Sepsis Stipheli -11 0,93 11,07 3
g_ Sepsis Stipheli -12 2,83 9,17 3
Z. Sepsis Stipheli -13 3,07 8,93 3
2 Sepsis Siipheli -14 3,35 8,65 3
>y Sepsis Stipheli -15 2,76 9,24 3
e Sepsis Stipheli -16 1,87 10,13 3

Sepsis Stipheli -17 0,84 11,16 3

Sepsis Siipheli -18 3,89 8,11 3

Sepsis Siipheli -19 3,31 8,69 3

Sepsis Siipheli -20 1,26 10,74 3

3.3.4. Agaroz Jel Elektroforezi

RNA izolasyonu ve RT-PCR reaksiyonlar1 sonrasinda elde edilen iriinler igin
%?2 (2 g agaroz+100 ml 1xTAE) agaroz jel hazirland.

Agaroz, TAE igerisinde ¢oziildiikten sonra kaynatildi ve {izerine
konsantrasyonu 10 mg/ml olan SafeView™ Classic 5 ul eklendi.

Agaroz jel, jel yatagi icerisine dokiildii ve yiikleme kuyucuklarini olusturmak
icin jelin lizerine tarak yerlestirildi.

Soguma isleminden sonra tarak c¢ikarilarak, elektroforez tankinin igine

yerlestirildi ve tank jel kuyucuklar1 kaplanincaya kadar 1XxTAE ile dolduruldu.
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e 2,5 ul 6rnek ve 0,5 pl yikleme tamponu ile kuyucuklara yiiklendi.
» Jel elektroforez tanki, gii¢ kaynagma baglandi ve 90 V’de 30 dk boyunca
yiriitildii. RT-PCR sonuglarmi goriintiilemek i¢in Fusion Pulse (Vilber

Lourmat) cihazi kullanildi.

3.3.5. Gen Ekpsresyon Analizi Real Time PCR (Es-Zamanh Kantitatif PCR )

Saglikl1 ve sepsis siipheli holstayn buzagi kan 6rneklerinden izole edilen RNA’larin
RIPK1, RIPK2 ve RIPK3 ifadelerinin es-zamanl kantitatif PCR (LightCycler-11 480,
Roche, Mannheim, Almanya) yapildi.

PCR Reaksiyon kosullari;

* 1.Basamak 95C*’de 10dk

* 2.Basamak 95C°’de 10sn

* 3.Basamak 60C”de 15sn olmak iizere toplam 45 dongii

* 4 Basamak 72C*de 10sn

Halinde es zamanli qPCR reaksiyonlar1 gergeklestirildi.

Real Time PCR yapilirken SYBR Green master karisimi (Jena Biotechnology, Jena,
Almanya) ve asagidaki listede yer alan GAPDH, RIPKI, RIPK2, RIPK3 genlerin
primerleri (Tablo 3.3.) ile daha 6nceden elde ettigimiz cDNA’lar karistirilarak reaksiyon
kuruldu. 96 well plate’lere kurulan reaksiyonlar 480 nm dalga boyunda okutularak ilgili
genlerin ¢ogalmalari takip edildi ve sonrasinda ¢ikan Cp sonuglart dogrultusunda analizleri

yapildi.

Tablo 3.3. Calisma kapsaminda kullanilan primerlerin sekanslar1 ve TM degerleri.

Oligo Name BAZ DiZiSi 5'-3' Tm (°C)
RIPK1-F 5' ATTCCATTCACCTCCTTGCC 3' 57
RIPK1-R 5' GAACTCATTCCACCAATCTCCA 3' 58
RIPK2-F 5' CAGTGAATCACAGTCGGAACAG 3' 60
RIPK2-R 5' AAGCACAAGTATTTCTGGGTAAGG 3' |59
RIPK3-F 5' CCGAATAAACACCAAGAAAGCC 3' 58
RIPK3-R 5' TCAGAAAGGAACTCCTTCACCA 3' 58
GAPDH-F 5' GGTCACCAGGGCTGCTTTTA 3 59
GAPDH-R 5' AGGATCTCGCTCCTGGAAGA 3' 59
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3.3.6. Istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel analizinde Graphpad Prism 6 for Windows® paket
programi kullanilmistir. Verilerin istatistiksel degerlendirilmesi sirasinda bir parametre
acisindan iki grup arasindaki anlamli farklarin belirlenmesinde bagimsiz Orneklem
(unpaired) t-test kullanilmistir. p < 0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Klinik Bulgular

Sepsis buzagilarda yaygin olarak emme refleksinde azalma, depresyon, biling
gevresine ilgi yoksunlugu, ayaga kalkmada gii¢siizliik, hipotermi veya hipertermi, kapiller
dolum zamaninda uzama, abdominal solunum, mukoz membranlarda hiperemi ya da
solgunluk gozlendi (Sekil 4.1). Deneme ve kontrol grubu buzagilarina ait klinik

bulgulardan viicut 1s1s1, solunum ve nabiz sayis1 Tablo 4.1'de sunulmustur.

Sekil 4.1. Sepsisli buzaginin tedavi 6ncesi genel gortinimii.

Tablo 4.1.Sepsisli ve saglikli buzagilarda hemogram ve klinik bulgular (Mean+SEM).

Parametreler | Kontrol (n:10) | Hasta (n:20) | p degeri
WBC (1079/) 8,18+0,49 21,2+3,79 0,003
GRA10"IL) 3,65+0,49 13,5+3,34 0,008
RBC (10712/) 8,74+0,73 10,242,38 0,552

HCT (%) 27,942,221 29,3+1,84 0,626
PLT (079 572+121 670+76,2 0,504
Derece (°C) 38,9+0,09 37,3+0,29 0,00
Solunum
(dakika) 36,3+0,73 45,6+4,08 0,04
Nabiz
(dakika) 118+2,72 105+6,20 0,06
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Cinsiyet
(erkek/disi) | 6 erkek, 4 disi | 7 erkek, 13 disi

4.2. Hemogram Bulgular

Sepsisli buzagilarin tedavi oncesi hematolojik degisimleri Tablo 4.1.’de verilmistir.
Kontrol ile deneme grubunun hematolojik parametreleri degerlendirildiginde 16kosit
(WBC) (p<0,01), graniilosit (p<0,01) degerleri arasinda istatiksel agidan anlamli bir fark
bulunurken, eritsosit (RBC), hematokrit (HCT) ve platelet (PLT) degerleri arasinda
istatiksel anlamda 6nemli bir fark olmadigi goriildii (Tablo 4.1). Sepsisli buzagilardan 2

buzagida l6kopeni, 18 buzagida ise 16kositozis tespit edildi.

4.3. RIPK1, RIPK2 ve RIPK3 Bulgular:

Bu tez calismasinda saglikli ve sepsis siipheli holstayn buzagilardan alinan kan
orneklerinden izole edilen RNA’lar kullamilarak RIPK1, RIPK2 ve RIPK3 mRNA
seviyeleri aragtirilmistir. Kontrol grubu n=10 saglikli ve deneme grubu n=20 sepsis siipheli
hasta iizerinden analizlere tabi tutulmustur. GAPDH, mRNA ifade seviyelerinin
belirlenmesinde internal kontrol olarak kullanilmistir. Calismada deneme ve kontrol
gruplarinda goreli RIPK1 ve RIPK3 mRNA ifade seviyelerinin gruplara gore farkli
diizeylerde oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.2-3). Deneme grubu RIPK1 ve RIPK3 mRNA
ifade seviyeleri kontrol grubuna gore daha diisiik bulunmustur. RIPK2 deneme ve kontrol
gruplar1 arasinda mRNA ifade seviyeleri belirlenememistir (grafik verilmemistir). Asagida

bu hastalara ait gPCR analiz sonuglar1 verilmistir.
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Sekil 4.2. Saglikli buzagilara gore sepsis siipheli buzagilarda azalan RIPK1 ifadesi.
A. RIPK1 mRNA ifadesi, es zamanli bir sekilde RIPK1 ve GAPDH (internal reaksiyon

kontrol)’i saptayan qPCR ile incelendi. B. RIPK1 mRNA ifadesinin kat artis1 seklinde
grafige dokiilmesi. Saglikli, n=10; Sepsis siipheli, n=20. Bagimsiz 6rneklem t-testi, hata
cubuklar standart hata (£SEM). ** p<0.01 (p=0.0054).
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Sekil 4.3. Sepsis siipheli buzagilarda azalmig RIPK3 ifadesi.
A. RIPK3 mRNA ifadesi, es zamanl bir sekilde RIPK3 ve GAPDH (internal reaksiyon

kontrol)’i saptayan qPCR ile incelendi. Saglikli buzagilara gore sepsis siipheli buzagilarda
RIPK3 ifadesinin azaldig1 saptandi B. RIPK3 mRNA ifadesinin kat artis1 seklinde grafige
dokiilmesi. Saglikli, n=10; Sepsis siipheli, n=20. Bagimsiz 6rneklem t-testi, hata cubuklari
standart hata (SEM). * p<0.05 (p=0.0267).

Bilgimiz dahilinde, bu galisma sepsis siipheli buzagilarin kanlarinda nekroptozis
hiicre 6liimii yolaginda rol oynayan reseptor ile etkilesen protein kinaz 1 (RIPK1), RIPK2
ve RIPK3 mRNA ifadelerini arastiran literatiirdeki ilk ¢alismadir. Kantitatif es zamanl
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PCR (qPCR) yontemi kullanilarak elde edilen sonuglar sagliklt buzagilara gore sepsis
stipheli buzagilarin kanlarinda RIPK1 ve RIPK3 mRNA ifadelerinin istatistiksel olarak
anlaml sekilde azaldigin1 gostermektedir. RIPK2 mRNA ifadesi ise kan Orneklerinde
gPCR ile tespit edilememesi nedeniyle degerlendirilememistir.

Sepsisin fizyopatolojisi karmasik ve ¢ok faktore baglidir. Enfeksiyon hem pro-
inflamatuvar hem de anti-inflamatuvar siireci tetikler. Bunun sonucunda viicut dis
etkenlerden arindirilirken doku hasar1 ve organ yetmezligi gelisebilir (Angus ve van der
Poll 2013, Russell 2006). Genel bakista pro-inflamatuvar siire¢ enfeksiyoz ajan tarafindan
tetiklenir ve patojenin eliminasyonuna eslik eder, ancak anti-inflamatuvar siire¢ dokularin
iyilesmesi i¢in konak tarafindan aktif hale gelir. Bu mekanizmalarin dengesiz olmasi,
viicutta asirt doku hasarma (pro-inflamatuvar) veya immiinosupresyona ve sekonder
enfeksiyonlara (anti-inflamatuvar) predispoze haline gelmeye neden olabilmektedir. Bu
olaylara organin tepkisi konak¢inin (morbidite ve imunosupresyon) ve patojenin (viriilans
ve organizma miktar1) 6zelliklerine baglidir (Angus ve van der Poll 2013).

Sepsis, istilac1 patojenlere karst konak¢inin verdigi anormal bir bagisiklik yanit
olup, yogun cabalara ragmen yiiksek morbidite ve mortalite oran1 gostermesi nedeni ile
hem beseri hem de veteriner hekimliginde kritik bir sorun olmaya devam etmektedir
(Raghavan ve Marik 2006; Ok vd., 2015; Singer vd., 2016). Sepsis ve ishal, kolostral
transferin bagarisizligma bagli olarak yenidogan buzagilarda genellikle en sik goriilen
morbidite ve mortalite nedenleridir. Sepsis, ¢iftlik hayvanlarinda ciddi ekonomik kayiplara
neden olabilir (Fecteau ve ark. 1997; Basoglu ve ark. 2014). Sepsisin patolojisi karmasik
ve ¢ok faktore baglidir. Enfeksiyon hem pro-inflamatuvar hem de anti-inflamatuvar siireci
tetikler. Bunun sonucunda hem viicut dis etkenlere karsi kendini savunur hem de doku
hasar1 ve organ yetmezligi gelisebilir (Russell 2006). Insanlarda bile, genellikle akut
enfeksiyonun en siddetli tezahiirii olan sepsis, ¢oklu organ yetmezligine neden olabilir ve
vakalarin % 30-50'sinde 6liime neden olabilir. Bu nedenle, sepsisli hastalarda (Engel vd.,
2007; Angus ve Van der Poll 2013) sag-kalim sansin1 arttirmak i¢in gereken kesin teshise
dayali tedavinin baslatilmasi i¢in erken tani 6nemini korumaktadir (Levy vd., 2012;
Nachimuthu ve Haug 2012; Prucha 2015). Coklu organ yetmezligi (MODS) insanlarda
travma, neoplazi veya sistemik yangisal cevap sendromu gibi vakalarda da gelisebildigi
gibi sepsis ve septik sokta daha yiiksek oranda goriilmektedir (deMontmollin ve Annane
2011). Kopeklerde travmaya bagl gelisen MODS’un insidens1 %4 iken, sepsiste yaklasik
%350’dir. Sepsis ve septik sokta gelisen MODS’un muhtemel gelisme nedeni i¢in bir kag

mekanizma One siiriilmiistiir. Bu mekanizmalar hiicre veya doku hipoksisi, mitokondriyal
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disfonksiyon, doku apoptozisin uyarilmasi, gastrointestinal sistemden mikroorganizmalarin
veya bilesiklerinin translokasyonu, bagisiklik sisteminin diizensizligi olarak bildirilmistir.
MODS muhtemelen belirtilen bu faktorlerin ve heniliz tanimlanamayan digerlerinin
karmasik bir kombinasyonundan kaynaklansa da, ortaya ¢ikan genel kani, bagisiklik
sistemi diizensizliginin ve sonrasinda ise mitokondriyal disfonksiyonun belirgin yollar
olabilecegini diisiindiirmektedir (Mizock 2009, Osterbur vd., 2014). Mitokontriyal ATP
seviyeleri apoptozis ve nekroptozis arasindaki etkilesimde belirleyici bir role sahiptir.
Yiiksek ATP seviyeleri tipik olarak bir hiicrenin apoptozise girmesini saglarken, diisiik
ATP seviyelerinde nekroptozise yonlenir. Bu nedenle, hiicre i¢gi ATP seviyelerinin
tikenmesi, enerji gerektiren apoptotik hiicre Olimiinii nekroptotik hiicre OSliimiine
yonlendirir (Kono ve Rock, 2008; Shintani vd., 1999). Bununla birlikte, nekroptozis az da
olsa diisiik ATP seviyeleri gerektirmektedir. Cilinkii ATP tiikenmesi, hem apoptozisten hem
de nekroptozisten morfolojik ve mekanik olarak farkli bir hiicresel 6liim yoluna yonlendirir
(Lavrik vd., 2005). Bir hiicrenin iki hiicre 6liimii yolu arasindaki kararinda enerji merkezi
rolii géz Oniline alindiginda mitokondri organeli 6nemli rol oynamaktadir. Sepsisin
baslangici hiperinflamasyon evresidir. Bu donemde TNF, IL-1b, IL-6 ve IL8 gibi pro-
inflamatuvar sitokinlerin iiretilmesine yol agan dogustan gelen bagisiklik sistemi agiri
aktiftir. Hiperinflamasyon evreyi daha uzun siiren bir immiinosupresyon evre takip
etmektedir (Cao vd., 2019 ). En iyi karakterize nekroptozis indiikleyicileri 6liim reseptorii
ligandlar1, ozellikle tiimoér nekroz faktoriidiir (TNF). Nekroza neden olan oOzellikleri
nedeniyle adlandirilsa da, ¢ogu TNF arastirmasi bunun yerine pro-inflamatuvar ve
apoptotik islevlerine odaklanmistir. Uzun yillar boyunca bazi hiicre tiplerinde TNF'nin
apoptotik olmayan bir hiicre 6liimii formunu indiikleyebilecegi bilinmektedir ( Laster vd.,
1988). Son zamanlarda, nekroptozis sinyalizasyonunun anahtar molekiiler bilesenleri
tanimlanmustir; bunlar RIPK1 ve RIPK3 iliskili iki kinaz ve psodokinaz karigik-soy kinaz
domeni benzeri (MLKL) dahildir (Cho vd., 2009 ; He vd., 2009 ; Holler vd., 2000 ; Zhang
vd., 2009). RIPK3, TNF'nin neden oldugu nekroptozis i¢in temel molekiil olarak
tanimlanirken, RIPK1 nekroptoziste bazi durumlarda gerekli olmayabilir (Moujalled vd.,
2013; Upton vd., 2010). Nekroptozisin yan: sira RIPK1, hem TNF'ye bagl niikleer faktor
kB (NFxB) aktivasyonuna hem de apoptozise aracilik etmede koklii bir role sahiptir
(Ofengeim ve Yuan, 2013).

Yapilan bu tez ¢caligmasinda, RIPK1 ve RIPK3 mRNA seviyeleri saglikli buzagilara
(kontrol grubu) gore sepsis silipheli buzagilarda (deneme grubu) daha diisiik bulunmustur

(Sekil 4.2-3). Duprez ve ark.’nin yapmis oldugu calismada TNF'in neden oldugu sistemik
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inflamatuar yanit sendromunu (SIRS) 6nlemede RIPK1 ve RIPK3 inhibisyonunun énemli
oldugu vurgulanmistir (Duprez vd., 2011). Yiiz yirmi dort sepsis tanisi konulan insanlarda
yapilan bir ¢alismada RIPK1 ve RIPK3 seviyelerini CRP, prokalsitonin ve WBC gibi
geleneksel sepsis biyobelirtecleri ve sepsis klinik skorlamasi (SOFA) ile korelasyonu
arastirilmistir. Bu ¢caligmada hastalar ti¢ gruba ayrilmistir: sepsisli 43 hasta (% 34.68), ciddi
sepsisli 39 hasta (% 31.45) ve septik soklu 42 hasta (% 33.87). Siddetli sepsis ve septik sok
gruplarindaki RIPK3 diizeyleri farkli zaman dilimlerinde sepsis grubundaki diizeylerden
belirgin derecede yiiksek (p <0.05) bulunmustur (Wang vd., 2017). Belirtilen ¢alismadaki
(Wang vd., 2017) RIPK3 seviyesinin ¢alismamizdaki sonuglarin aksine yiiksek olmasini
sepsisin farkli evrelerindeki degisimlerle ilsikilendirmekteyiz. Siddetli sepsis ve septik
sokta sepsise gore yiiksek seyir gostermesi (Wang et all. 2017) sepsisin siddeti ile dogru
orantili olarak nekroptozisin arttigin1 gosterebilir, bu calismada saglikli  grupla
karsilastirma yapilmadig1 icin sepsisin baslangi¢ asamasinda RIPK3 seviyesinin gegici bir
diislis gosterip gostermedigini bilmemekteyiz. Bizim ¢alismamizi destekler bir kanit ise
TNF'nin neden oldugu sistemik inflamatuar yanit sendromu (SIRS) bir fare modelinde
inflamasyon ve nekroptoz arasindaki iliski arastirtlmigtir (Kaiser vd., 2013). Kaspaz-3,
kaspaz-7 veya kaspaz-1 kaybinin bu modelde koruyucu olmadigi ancak RIPK3 eksikliginin
Olimciil SIRS ve azaltilmis dolasimdaki DAMP'lara karst koruma sagladigi rapor
edilmistir. Bu durum vakalarimizin sepsisin baglangi¢ asamasinda olabilecegini ve RIPK3
seviyesinin gegici bir diislis gosterebilecegini ancak ilerki asamalarda nekroptozis ve
apoptozis gelisimine bagli olarak MODS bulgular1 olusacagi ve bu siireglerde RIPK3
seviyesinin yiiksek olabilecegi diisiiniilmektedir. Oldukca gilincel bir c¢alismada,
polimikrobiyal sepsiste doku hasarini artirmak i¢in RIPK3’iin piroptoziste gorevli 6liimciil
gesdarmin D (GSDMD) ile isbirligi yaptigin1 ortaya koymustur (Chen vd., 2020). Kisaca
bu calisma hem nekroptoz hem de piroptozun sekal baglanma ve delinme (CLP) ile
indiiklenen sepsis ve ¢ok organli disfonksiyon ile iliskili oldugunu, bu molekiillerin
aktivitesini inhibe eden ajanlarin kullaniminin ise septik sok ve ¢oklu organ hasarina karsi
koruma saglayabilecegi bildirilmistir (Chen vd., 2020).

Calismamizda gPCR ile belirlenen relatif RIPK1 ve RIPK3 mRNA seviyelerine
benzer miktarda Ostrojen dongiisii boyunca sigir korpus luteum dokusunda rastlanilmistir
(Hojo vd., 2016). Bu ¢alisma RIPK1 ve RIPK3 mRNA seviyelerinin sigirlarda arastirildigi
tek calisma olmasi agisindan 6nem arzetmektedir.

RIPK2, hiicre i¢i niikleotid baglanmas1 ve oligomerizasyon domaini (NOD) aracili

NF-kB aktivasyonu ve sitokin iiretimi ile immiin yanitin olugsmasinda Onemli rol
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oynamaktadir (Nachbur vd., 2014; He vd., 2017). NOD reseptorleri, bakteriyel
peptitoglikanlar1 igeren antijenleri tanimakta ve NF-kB ve MAP kinazlar1 aktive ederek
pro-inflamatuvar sitokinlerin iiretimini tetikleyerek bagisiklik tepkilerini baslatmaktadir
(Jun vd., 2013). Giinlimiizde, bakteriyel kokenli sepsis olusumunda RIPK2’nin potansiyel
roliinii arastiran bir ¢calismaya rastlanmamistir. Bakteriyel enfeksiyona kars1 gelisen immiin
yanitin olusmasinda rolii olan RIPK2’nin bizim calismamizda mRNA ifade seviyesi
deneme grubunun ¢ogunda ve kontrol grubunun bir kisminda belirlenememistir. Bunun
nedeni, RIPK2’nin ge¢ siklusta gelmesi ve bireyler arasindaki farkliliklardan dolay:
olabilecegi diisliniilmiistiir.

Sunulan bu ¢aligmada buzagilarda sepsisisin patogenezinde RIPK1 ve RIPK3'lin
rolii oldugu tespit edildi. Sepsisli buzagilarda RIPK1 ve RIPK3 sepsisin tanisinda
kullanilabilme potansiyeli oldugu ancak {i¢ sepsis hasta (sepsis, ciddi sepsis ve septik sok)
grubunun tedavi siireglerindeki RIPK1 ve RIPK3 degisimlerinin saglikli buzagilarla
karsilastirilmast yapilan calismalarin gerekli oldugu goriildii. Ayrica bu biyobelirtegler
gelecekteki ¢alismalarda mortalite ve prognostik indikator olarak kullanilabilecegine dair

umut vaat etmektedir.
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5. SONUC

. Diizenlenmis nekrotik hiicre 6liimii olan nekroptozisin molekiiler mekanizmasinda
yer alan RIPKI1 ve RIPK3’iin gen ifadesi analizleri GAPDH kontrol kullanilarak
karsilastirilmistir.

o Gen ifadesi diizeyinde 3 tekrarli olarak yapilan qPCR sonuglarindan elde edilen
ortalama degerlere gore, kontrol gruplarindan elde edilen degerlerin karsilagtiriimasi
yapilmis olup, kontrol ve deneme grubu arasinda anlamli bir degisiklik oldugu
gorilmistiir. RIPK1 ve RIPK3 gen ifadesinin deneme grubunun, kontrol grubuna gore
ifade seviyeleri biiyiik oranda azalmigtir. RIPK2 gen ifadesi deneme ve kontrol gruplarinda
tesbit edilememistir.

o Elde edilen sonuglar dogrultusunda buzagilarda sepsisisin patogenezinde RIPK1 ve
RIPK3'iin rolii oldugu tespit edilmistir.

o RIPK1 ve RIPK3 seviyelerinin sepsisin smiflandirilmasinda kullanilan diger
biyobelirtegler ile beraber degerlendirildiginde sepsisin patogenezi hakkinda daha net
bulgulara ulasilabilecegi 6ngoriilmistiir.

. (Calismamizda elde edilen sonuglara gore; sepsisli buzagilar da RIPK1 ve RIPK3'iin
diagnostik amag ile kullanilabilecegi anlasiimistir.

o lleride yapilacak olan galismalar ile RIPK1 ve RIPK3'iin sepsisli buzagilarda
mortalite ve prognostik indikator olarak kullanilabilecegi kanisina varilmistir.

o RIPK1 ve RIPK3'in prognostik ve mortalite indikator olarak kullanilabilmelerinin
daha net ortaya koyulmasi i¢in vaka sayisinin daha fazla oldugu ve tedavi siirecinin daha
ayrintili olarak gézlemlenebildigi ¢alismalara ihtiya¢ duyuldugu sonucuna varilmistir.

. Calismada sepsis gelisen buzagilarin tiimiinde, klinik ve hematolojik bakimdan
belirgin anormalliklerin oldugu tespit edildi. Sepsisli buzagilar i¢in klinik ve hematolojik

parametrelerin degerlendirmesinin 6nem arz ettigi goriilmiistiir.

o Lokosit (WBC) degerinin tan1 koyma asamasinda onemli bir parametre oldugu
anlagilmistir.
. Yapilan bu c¢alisma, veteriner hekimlik alaninda RIPK1 ve RIPK3'in

degerlendirildigi ilk arastirma olmasi ve sepsisli buzagilarda daha Once benzer bir
caligmaya rastlanilmamis olmasi nedeni ile literatiire Onemli bir katki saglayacagi
diistiniilmektedir.

o Bu caligmanin temel kisitlamalari, bireysel farkliliklar, sepsis siipheli buzagilarin

klinige hastaligin farkli asamalarinda getirilmesi, ekonomik nedenler dolayisi ile tedavi
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strecinde farkli zamanlarda hayvanlarin gozlemlenerek hayatta kalim takibinin
yapilamamasi, vaka sayisini arttirarak sepsis, ciddi sepsis ve septik sok olarak
gruplandirilamamasi ve sepsis tanisinda kullanilan CRP ve prokalsitonin gibi geleneksel

biyobelirteglerle beraber degerlendirilememesidir.

37



6. KAYNAKLAR

Angus, D.C., Linde-Zwirble, W.T., Lidicker, J., Clermon, G., Carcillo, J., and Pinsky,
M.R., 2001. Epidemiology of severe sepsis in the United States: analysis of
incidence, outcome, and associated costs of care. Critical Care Medicine, 29(7),
1303-1310.

Angus, D.C., Van der, Poll. T., 2013. Severe sepsis and septic shock. The New England
Journal of Medicine, 369, 840-51.

Aydogdu, U., Coskun, A., Yildiz, R., Giizelbektes, H., Sen, 1., 2018. Changes of
hematological parameters and serum iron levels in calves with systemic infamatory
response syndrome. Eurasian Journal of Veterinary Sciences, 34, 56-59

Aygun, O., Yildiz, R., 2018. Evaluation of thrombomodulin and pentraxin-3 as diagnostic
biomarkers in calves with sepsis. Veterinarni Medicina 63, 313-20.

Bachlnsulin, J.F., 1994. Dependent diabetes mellitus as an autoimmune disease. Endocrine
Reviews, 15, 516-542.

Basoglu, A., Baspinar, N., Tenori, L., Hu, X,, Yildiz, R., 2014. NMR Based Metabolomics
Evaluation in Neonatal Calves with Acute Diarrhea and Suspected Sepsis: A New
Approach for Biomarkers. Metabolomics, (Open Access).4, 2.

Baykal,Y., Erik¢i, S., Azal, O., Karaayvaz, M., Zeybek, N., 2001. Sok ve tedavisi. Aymn
Kitabi, GATA

Bellamy, C.0.C., Malcomson, R.D.G., Harrison, D.J., Wyllie, A.H., 1995. Cell death in
health and disease: the biology and regulation of apoptosis. Seminar in Cancer
Biology, 6, 3-16.

Berger, S.B., Bertin, J., Gough, P.J., 2016. Life after death: RIP1 and RIP3 move beyond
necroptosis. Cell Death Discov, 2, 16056.

Berghe, T.V., Linkermann, A., Jouan-Lanhouet, S., Walczak, H., Vandenabeele, P., 2014.
Regulated necrosis: the expanding network of non-apoptotic cell death pathways. Nat
Rev Molecular of Cell Biology, 15, 135-147.

Biton, S., Ashkenazi, A., 2011. NEMO and RIPK1 control cell fate in response to
extensive DNA damage via TNF-a feedforward signaling. Cell, 145, 92-103.

Bone, R.C., Balk, R.A., Cerra, F.B., Dellinger, R.P., Fein, A.M., Knaus, W.A., Schein,
R.M., Sibbald, W.J., 1992. Definitions for Sepsis and Organ Failure and Guidelines
for the Use of Innovative Therapies in Sepsis. The ACCP/SCCM Consensus
Conference Committee. American College of Chest Physicians/Society of Critical
Care Medicine, 101(6), 1644-1655.

Cai, Z., Jitkaew, S., Zhao, J., Chiang, H.C., Choksi, S., Liu, J., Ward, Y., Wu, L.G., Liu,

Z.G., 2014. Plasma membrane translocation of trimerized MLKL protein is required
for TNF-induced necroptosis. Nature Cell Biology, 16, 55-65.

38



Canning, P., Ruan, Q., Schwerd, T., 2015. Inflammatory Signaling by NOD-RIPK2 Is
Inhibited by Clinically Relevant Type Il Kinase Inhibitors. Chemistry & Biology,
22(9), 1174-1184.

Chen, H., Li, Y., Wu, J., 2020. RIPK3 collaborates with GSDMD to drive tissue injury in
lethal polymicrobial sepsis. Cell Death Differ.(Baskida)

Chen, I.L., Beisner, D.R., Degterev, A., Lynch, C., Yuan, J., Hoffmann, A., Hedrick, S.M.,
2008. Antigen-mediated T cell expansion regulated by parallel pathways of death.
Proceedings of the National Academy of Sciences. USA, 105, 17463-17468.

Chen, X., Li, W,, Ren, J.,, Huang, D., He, W.T., Song, Y., Yang, C., Li, W., Zheng, X.,
Chen, P., 2014. Translocation of mixed lineage kinase domain-like protein to plasma
membrane leads to necrotic cell death. Cell Research, 24, 105-121.

Cheng, X., 2017. Pacer mediates the function of class 111 PI3K and HOPS complexes in
autophagosome maturation by engaging Stx17. Molecular Cell, 65, 1029-1043.

Chipuk, J.E., Moldoveanu, T., Llambi, F., Parsons, M.J., Green, D.R., 2010. The BCL-2
family Reunion. Molecular Cell, 37, 299-310.

Cho, Y., Challa, S., Moquin, D., Genga, R., Ray, T.D., Guildford, M., Chan, F.K., 2009.
Phosphorylation-driven assembly of the RIPK1-RIPK3 complex regulates
programmed necrosis and virus-induced inflammation. Cell, 137, 1112-23.

Choi, M.E., Price, D.R., Ryter, SW., Choi, A.M.K., 2019. Necroptosis: a crucial
pathogenic mediator of human disease. Journal of Clinical Investigation. 4, 15.

Constable, P.D., 2007. General Medicine. Veterinary Medicine Ed Radostits OM, 10th ed.
Salinders, USA, 51-58.

Cullen, S.P., Henry, C.M., Kearney, C.J., Logue, S.E., Feoktistova, M., Tynan, G.A., et al.,
2013. Fas/CD95-induced chemokines can serve as find-me signals for apoptotic
cells. Molecular Cell, 49, 1034-48.

D’Arcy, M.S., 2019. Cell death: a review of the major forms of apoptosis, necrosis and
autophagy. Cell Biol Int, 43, 582-592.

Degterev, A., Huang, Z., Boyce, M., 2005. Chemical inhibitor of nonapoptotic cell death
with therapeutic potential for ischemic brain injury. Nature Chemical Biology, 1,
112-119.

Delaney, C.A., Cunningham, J.M., Green, M.H., Green I.C., 1997. Nitric oxide rather than
superoxide or peroxynitrite inhibits insulin secretion and causes DNA damage in
HIT-T15 cells Adv. Exp. Medicine. Biology, 426, 335-339.

DeMontmollin, E., Annane, D., 2011. Year in review 2010: Critical Care - multiple organ
dysfunction and sepsis. Critical Care, 15, 236.

39



Diao, J., Li, L., Lai, Y., Zhong, Q., 2017. In vitro reconstitution of autophagosome—
lysosome fusion. Methods Enzymol, 587, 365-376.

Dondelinger, Y., Declercg, W., Montessuit, S., Roelandt, R., Goncalves, A., Bruggeman,
I., 2014. MLKL compromises plasma membrane integrity by binding to
phosphatidylinositol phosphates. Cell Reports, 7, 971-81.

Donnell, M.A., Perez-Jimenez, E., Oberst, A., Ng, A., Massoumi, R., Xavier, R., 2011.
Caspase 8 inhibits programmed necrosis by processing CYLD. Nature Cell Biology,
13, 1437-42.

Duprez, L., Takahashi, N., Van Hauwermeiren, F., 2011. RIP kinase-dependent necrosis
drives lethal systemic inflammatory response syndrome. Immunity, 35(6), 908-918.

Ellis, RE., Yuan, J. and Horvitz, HR., 1991. Mechanisms and functions of cell death.
Annu. Rev. Cell Biology. 7, 663-698.

Fecteau, G., Pare, J., Van Metre, D.C., Smith, B.P., Holmberg, C.A., Guterbock, W., Jang,
S., 1997. Use of a clinical sepsis score for predicting bacteremia in neonatal dairy
calves on a calf rearing farm. The Canadian Veterinary Journal, 38, 101-104.

Fecteau, G., Smith, BP., George, LW., 2009. Septicemia and meningitis in the newborn
calf. Vet Clin North Am Food Anim Pract, 25(1), 195-208.

Feng, S., 2007. Cleavage of RIPK3 inactivates its caspase-independent apoptosis pathway
by removal of kinase domain. Cell Signal, 19, 2056-2067.

Feoktistova, M., Geserick, P., Kellert, B., Dimitrova, D.P., Langlais, C., Hupe, M., Cain,
K., MacFarlane, M., Hécker, G., Leverkus, M., 2011. cIAPs block Ripoptosome
formation, a RIPK1/caspase-8 containing intracellular cell death complex
differentially regulated by cFLIP isoforms. Molecular Cell, 43, 449-463.

Galluzzi, L., 2018. Molecular mechanisms of cell death: recommendations of the
Nomenclature Committee on Cell Death 2018. Cell Death Differ. 25, 486-541.

Galluzzi, L., Vitale, I., Abrams, J.M., 2012. Molecular definitions of cell death
subroutines: recommendations of the Nomenclature Committee on Cell Death. Cell
Death Differ, 19(1), 107-120.

Geserick, P., Hupe, M., Moulin, M., Wong, W.W., Feoktistova, M., Kellert, B., Gollnick,
H., Silke, J., Leverkus, M., 2009. Cellular IAPs inhibit a cryptic CD95-induced cell
death by limiting RIPK1 kinase recruitment. J. Cell Biologyl, 187, 1037-1054.

Golstein, P., Kroemer, G., 2007. Cell death by necrosis: towards a molecular definition.
Trends Biochem Sci, 32, 37-43.

Gong, Y., Fan, Z., Luo, G., 2019. The role of necroptosis in cancer biology and therapy.
Molecular Cancer, 18, 100.

40



Green, D.R., Oberst, A., Dillon, C.P., Weinlich, R., Salvesen, G.S., 2011. RIPK dependent
necrosis and its regulation by caspases: a mystery in five acts. Molecular Cell, 44, 9-
16.

Green, D.R., Evan, G.I., 2002. A matter of life and death, Cancer Cell, 1, 19-30

Hassoun, H.T., Kone, B.C., Mercer, D.W., Moody, F.G., Weisbrodt, N.W., Moore, F.A.,
2001. Post-injury multiple organ failure: the role of the gut. Shock, 15, 1-10.

Hanada, T., 2007. The Atgl2-Atg5 conjugate has a novel E3-like activity for protein
lipidation in autophagy. Journol of Biology and chemistry, 282, 37298-37302.

He, S., Liang, Y., Shao, F., Wang, X., 2011. Toll-like receptors activate programmed
necrosis in macrophages through a receptor-interacting kinase-3-mediated pathway.
Proceedings of the National Academy of Sciences, 108, 20054-20059.

He, S., Wang, L., Miao, L., Wang, T., Du, F., Zhao, L., Wang, X., 2009. Receptor
interacting protein kinase-3 determines cellular necrotic response to TNF-a. Cell,
137, 1100-11.

He, S., Wang, X., 2018. RIP kinases as modulators of inflammation and immunity. Nature
Immunology, 19, 912-922.

He, X., Da Ros, S., Nelson, J., 2017. Identification of Potent and Selective RIPK2
Inhibitors for the Treatment of Inflammatory Diseases. ACS Med Chem Lett. 8(10),
1048-1053.

Heim, V.J., Stafford, C.A., Nachbur, U., 2019. NOD Signaling and Cell Death. Front Cell
Developmental Biology, 7, 208.

Hildebrand, J.M., Tanzer, M.C., Lucet, I.S., Young, S.N., Spall, S.K., Sharma, P., 2014.
Activation of the pseudokinase MLKL unleashes the four-helix bundle domain to
induce membrane localization and necroptotic cell death Proceedings of the National
Academy of Sciences, 111, 15072-7.

Holler N., Zaru R., Micheau O., Thome M., Attinger A., Valitutti S., Bodmer J. L.,
Schneider P., Seed B., Tschopp, J., 2000. Fas triggers an alternative, caspase-8-
independent cell death pathway using the kinase RIP as effector molecule. Nature.
Immunology. 1, 489-495.

Hotchkiss, R., Moldawer, L., Opal, S., 2016. Sepsis and septic shock. Nature Reviews
Disease Primers , 2, 16045.

Hojo, T., Siemieniuch, M., Lukasik, K., 2016. Programmed necrosis - a new mechanism of
steroidogenic luteal cell death and elimination during luteolysis in cows. Scientific
reports, 6, 38211.

Jun, J.C., Cominelli, F., Abbott, D.W., 2013. RIP2 activity in inflammatory disease and
implications for novel therapeutics. Journal of Leukocyte Biology, 94(5), 927-932.

41



Kaiser, W.J., Sridharan, H., Huang, C., Mandal, P., Upton, J.W., Gough, P.J., Sehon, C.A.,
Marquis, R.W., Bertin, J., Mocarski, E.S.J., 2013. TRIF, RIP3 ve MLKL vyoluyla
otoyol benzeri reseptor 3 aracili nekroz. Journal of Biological Chemistry, 288(43),
31.268-79.

Kalimuthu, S., Se-Kwon, K., 2013. Cell survival and apoptosis signaling as therapeutic
target for cancer: marine bioactive compounds. International Journal of Molecular
Sciences, 14(2), 2334-2354.

Kalliolias, G.D., lvashkiv, L.B., 2016. TNF biology, pathogenic mechanisms and emerging
therapeutic strategies. Nature Reviews Rheumatology, 12, 49-62.

Kane, D.J., Ord, T., Anton, R., Bredesen, D.E., 1995. Expression of bcl-2 inhibits necrotic
neural cell death Journal of Neuroscience Research, 40, 269-275.

Kazama, H., Ricci, J. E., Herndon, J. M., Hoppe,G., Green, D.R., Ferguson, T.A., 2008.
Induction of immunological tolerance by apoptotic cells requires caspase-dependent
oxidation of high-mobility group box-1 protein. Immunity, 29, 21-32.

Kerr, J.F., 1971. Shrinkage necrosis: a distinct mode of cellular death. The Journal of
Pathology, 105, 13-20.

Kerr, J.F., Wyllie, A.H., Currie, A.R., 1972. Apoptosis: a basic biological phenomenon
with wideranging implications in tissue kinetics. Br. J. Cancer, 26, 239-257.

Kirisako, T., 2000. The reversible modification regulates the membrane-binding state of
Apg8/Aut7 essential for autophagy and the cytoplasm to vacuole targeting pathway.
Journal of Cell Biology, 151, 263-276.

Kono, H., Rock, K.L., 2008. How dying cells alert the immune system to danger. Nature
Reviews Immunology, 8, 279-289.

Kroemer, G., El-Deiry, W.S., Golstein, P., 2005. Classification of cell death:
recommendations of the Nomenclature Committee on Cell Death. Cell Death Differ,
12(2), 1463-1467.

Laster, S.M., Wood, J.G., Gooding, L.R., 1988. Tumor necrosis factor can induce both
apoptic and necrotic forms of cell lysis. Journal Immunology, 141, 2629-2634

Lavrik, 1., Golks, A., Krammer, P.H., 2005. Death receptor signaling.Journal of Cell
Science, 118, 265-267.

Lee, J.H., Jeong, Y.J., Lee, SW., Kim, D., Oh, S.J., Lim, H.S., Oh, H.K., Kim, S.H., Kim,
W.J., Jung, J.Y., 2010. EGCG induces apoptosis in human laryngeal epidermoid
carcinoma Hep2 cells via mitochondria with the release of apoptosis-inducing factor
and endonuclease G. Cancer Letters, 290, 68-75.

Levy, M.M., Fink, M.P., 2003. Marshall,. JC., Abraham, E., Angus, D., Cook, D., Cohen,
J., Opal, S.M., Vincent, JL., Ramsay, G., 2001. SCCM/ESICM/ATSI/SIS

42



International Sepsis Definitions Conference, Critical Care Medicine, 31(4), 1250-
1256.

Li, J., McQuade, T., Siemer, A.B., Napetschnig, J., Moriwaki, K., Hsiao, Y.S., Damko, E.,
Moquin, D., Walz, T., McDermott, A., 2012. The RIPK1/RIPK3 necrosome forms a
functional amyloid signaling complex required for programmed necrosis. Cell, 150,
339-350.

Lin, Q., Fu, F., Shen, L., Zhu, B., 2013. Pentraxin 3 in the assessment of ventilator-
associated pneumonia: an early marker of severity. Heart Lung; 42, 139-45.

Lin, Y., Devin, A, Rodriguez, Y., Liu, Z., 1999. Cleavage of the death domain kinase RIP
by caspase-8 prompts TNF-induced apoptosis. Genes, 13, 2514-2526.

Liu, Y., Liu, T., Lei, T., 2019. RIPK1/RIPK3-regulated necroptosis as a target for
multifaceted disease therapy (Review). International Journal of Molecular Medicine,
44(3), 771-786.

Lu, T., 2014. REST and stress resistance in ageing and Alzheimer’s disease. Nature, 507,
448-454.

Mainous, M.R., Ertel, W., Chaudry, 1.H., Deitch, E.A., 1995. The gut: a cytokine-
generating organ in systemic inflammation? Shock, 4, 193-199.

Matsumura, H., Shimizu, Y., Ohsawa, Y., Kawahara, A., Uchiyama, Y., Nagata, S., 2000.
Necrotic death pathway in Fas receptor signaling. Journal. Cell Biology, 151, 1247—
1256

Micheau, O., Tschopp, J., 2003. Induction of TNF receptor I-mediated apoptosis via two
sequential signaling complexes. Cell, 114(2), 181-90

Mizock, B.A., 2009. The multiple organ dysfunction syndrome. Disease-A-Month, 55,
476-526

Moquin, D., Chan, F.K., 2010. The molecular regulation of programmed necrotic cell
injury. Trends Biochem. Sci, 35, 434-441.

Moriwaki, K., Chan, F.K., 2013. RIPK3: a molecular switch for necrosis and
inflammation. Genes & Development, 27, 1640-1649.

Moujalled, D.M., Cook, W.D., Okamoto, T., Murphy, J., Lawlor, K.E., Vince, J.E., Vaux,
D.L., 2013. TNF can activate RIPK3 and cause programmed necrosis in the absence
of RIPK1. Cell Death Discovery, 4, 465.

Murphy, J.M., Czabotar, P.E., Hildebrand, J.M., Lucet, 1,S., Zhang, J.G., Alvarez-Diaz, S.,
2013. The pseudokinase MLKL mediates necroptosis via a molecular switch
mechanism. Immunity, 39, 443-53.

Nachbur, U., Stafford, C., Bankovacki, A., 2015. A RIPK2 inhibitor delays NOD

signalling events yet prevents inflammatory cytokine production. Nat Commun, 6,
6442.

43



Ofengeim, D., Yuan, J., 2013. Regulation of RIPK1 kinase signalling at the crossroads of
inflammation and cell death. Nature Reviews Molecular Cell Biology, 14, 727-36.

Ok, M., Er, C., Yildiz, R., Cél, R., Aydogdu, U., Sen, 1., Giizelbektes, H., 2015. Evaluation
of acute phase proteins, some cytokines and hemostatic parameters in dogs with
sepsis Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 21, 761-766.

Oliva-Martin, M.J., Sanchez-Abarca, L.I., Rodhe, J., 2016. Caspase-8 inhibition represses
initial human monocyte activation in septic shock model. Oncotarget, 7(25), 37456—
37470.

Oral, U., 2006. Anesteziyoloji ve Reanimasyon AD, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi,
Turkiye Klinikleri Journal of Surgical Medical Sciences, 2 (32), 1-4.

Osterbur, K., Mann, F.A., Kuroki, K., DeClue, A., 2014. Multiple organ dysfunction
syndrome in humans and animals, Journal of Veterinary Internal Medicine, 28(4),
1141-1151.

Otto, C.M., Rieser, T.M., Brooks, M.B., Russell, M.W., 2000. Evidence of
hypercoagulability in dogs with parvoviral enteritis. JAVMA, 217(10), 1500-1509.

Pasparakis, M., Vandenabeele, P., 2015. Necroptosis and its role in inflammation. Nature,
517, 311-320.

Qian, Y., Guan, T., Huang, M., Cao, L., Li, Y., Cheng, H., Jin, H., Yu, D., 2012.
Neuroprotection by the soy isoflavone, genistein, via inhibition of mitochondria-
ependent apoptosis pathways and reactive oxygen induced-NF-kB activation in a
cerebral ischemia mouse model. Neurochemistry International, 60, 759-767.

Rabinovich, G.A., Riera, C.M., lIribarren P., 1999. Granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor protects dendritic cells from liposome-encapsulated
dichloromethylene diphosphonate-induced apoptosis through a Bcl-2-mediated
pathway European Journal of Immunology, 29, 563-570.

Raghavan, M., Marik, P.E., 2006. Management of sepsis during the early “golden
hours”.The Journal of Emergency Medicine, 31(2), 185-199.

Riedl, S.J., Salvesen, G.S., 2007. The apoptosome: signalling platform of cell death
Nature Reviews Molecular Cell Biology, 8, 405-413.

Roy, M.F., 2004. Sepsis in adults and foals. Vet Clin North Am Equine Pract, 20(1), 41—
61.

RusseL J, 2006. Management of sepsis. The New England Journal of Medicine, 355, 1699-
713.

Saldeen, J., 2000. Cytokines induce both necrosis and apoptosis via a common Bcl-2-

inhibitable pathway in rat insulin-producing cells. Endocrinology, 141(6), 2003—
2010.

44



Sanchez, L.C., 2005. Equine neonatal sepsis.Vet Clin North Am Equine Pract, Aug, 21,
273-93.

Sedger, L.M., McDermott, M.F., 2014. TNF and TNF-receptors: from mediators of cell
death and inflammation to therapeutic giants—past, present and future. Cytokine
Growth Factor, 25, 453-72.

Sedger, L. M., 2010. Extreme lymphoproliferative disease and fatal autoimmune
thrombocytopenia in FasL and TRAIL double-deficient mice. Blood, 115, 3258-
3268.

Shimizu, S., Eguchi, Y., Kosaka, H., Kamiike, W., Matsuda, H., Tsujimoto, Y., 1995.
Prevention of hypoxia-induced cell death by Bcl-2 and Bcl-xL Nature, 374, 811-813.

Shintani, T., 1999. Apg10p, a novel protein conjugating enzyme essential for autophagy in
yeast. The EMBO Journal, 18, 5234-5241.

Singer, M., Deutschman, C.S., Seymour, C.W., 2016. The Third International Consensus
Definitions for Sepsis and Septic Shock (Sepsis-3). JAMA, 315(8), 801-810.

Singh, R., Letai, A., Sarosiek, K., 2019. Regulation of apoptosis in health and disease: the
balancing act of BCL-2 family proteins. Nature Reviews Molecular Cell Biology, 20,
175-193.

Sun, L., Wang, H., Wang, Z., He, S., Chen, S., Liao, D., Wang, L., Yan, J., Liu, W., Lei,
X., 2012. Mixed lineage kinase domain-like protein mediates necrosis signaling
downstream of RIPK3 kinase. Cell, 148, 213-227.

Sun, X., Lee, J., Navas, T., Baldwin, D.T., Stewart, T.A., Dixit, V.M., 1999. RIPK3, a
novel apoptosis-inducing kinase. Journal of Biological Chemistry, 274, 16871-5.

Tait, S.W., Oberst, A., Quarato, G., Milasta, S., Haller, M., Wang, R., Karvela, M., Ichim,
G., Yatim, N., Albert, M.L., 2013. Widespread mitochondrial depletion via
mitophagy does not compromise necroptosis. Cell Reports, 5, 878-885

Tait, S\W., Ichim, G., Green, D.R., 2014. Die another way--non-apoptotic mechanisms of
cell death. Journal of Cell Science, 127(10), 2135-2144.

Taylor, R.C., Cullen, S.P., Martin, S.J., 2008. Apoptosis: controlled demolition at the
cellular level. Nature Reviews Molecular Cell Biology, 9, 231-41.

Tenev, T., Bianchi, K., Darding, M., Broemer, M., Langlais, C., Wallberg, F., Zachariou,
A., Lopez, J., MacFarlane, M., Cain, K., 2011. The Ripoptosome, a signaling
platform that assembles in response to genotoxic stress and loss of IAPs. Molecular
Cell, 43, 432-448.

Trefz, F.M., Lorch, A., Feist, M., Sauter-Louis, C., Lorenz, I., 2013. The Prevalence and

Clinical Relevance of Hyperkalaemia in Calves with Neonatal Diarrhoea. Journal of
Veterinary Science, 195(3), 350-356.

45



Upton, J.W., Kaiser, W.J., Mocarski, E.S., 2010. Virus inhibition of RIPK3-dependent
necrosis. Cell Host Microbe, 7, 302-313.

Upton, J.W., Kaiser, W.J., Mocarski, E.S., 2012. DAI/ZBP1/DLM-1 complexes with
RIPK3 to mediate virus-induced programmed necrosis that is targeted by murine
cytomegalovirus VIRA. Cell Host & Microbe, 11, 290-297.

Van, R.B.J., Ehrnhoefer. D.E., Hayden, M.R., Salvesen, G.S., 2013. Intrinsic cleavage of
receptor-interacting protein kinase-1 by caspase-6. Cell Death Differ, 20, 86-96.

Vandenabeele, P., Galluzzi, L., Berghe, T.V., Kroemer, G., 2010. Molecular mechanisms
of necroptosis: an ordered cellular explosion. Nature Reviews Molecular Cell
Biology, 11, 700-714.

Vanlangenakker, N., Vanden Berghe, T., Krysko, D.V., Festjens, N., Vandenabeele, P.,
2008. Molecular mechanisms and pathophysiology of necrotic cell death. Current
Molecular Medicine, 8, 207-220.

Vercammen, D., Beyaert, R., Denecker, G., Goossens, V., Van Loo, G., Declercq, W.,
1998. Inhibition of caspases increases the sensitivity of L929 cells to necrosis
mediated by tumor necrosis factor. Journal of Experimental Medicine, 187, 1477-85.

Wang, H., Sun, L., Su, L., Rizo, J., Liu, L., Wang, L.F., 2014. Mixed lineage kinase
domain-like protein MLKL causes necrotic membrane disruption upon
phosphorylation by RIPK3, 54, 133-46.

Wang, L., Du, F., Wang, X., 2008. TNF-alpha induces two distinct caspase-8 activation
pathways. Cell, 133, 693-703.

Wang, X., 2003. Necrotic cell death in response to oxidant stress involves the activation of
the apoptogenic caspase-8/bid pathway. Journal of Biological Chemistry, 278,
29184-29191.

Wang, Z., Jiang, H., Chen, S., Du, F., Wang, X., 2012. The mitochondrial phosphatase
PGAMS5 functions at the convergence point of multiple necrotic death pathways.
Cell, 148, 228-243.

Wu, J., Huang, Z., Ren, J., Zhang, Z., He, P., Li, Y., Ma, J., Chen, W., Zhang, Y., Zhou,
X., 2013. MIkl knockout mice demonstrate the indispensable role of MIKI in
necroptosis. Cell Rescerh, 23, 994-1006.

Xia, X., Lei, L., Wang, S., 2020. Necroptosis and its role in infectious diseases. Apoptosis.

Zhang, D., Lin, J., Han, J., 2010. Receptor-interacting protein (RIP) kinase family. Cell
Molecular Immunolgy, 4, 243-249.

Zhang, D.W., Shao, J., Lin, J., Zhang, N., Lu, B.J., Lin, S.C., Dong, M.Q., Han, J. 2009.

RIPK3, an energy metabolism regulator that switches TNF-induced cell death from
apoptosis to necrosis. Science, 325, 332-336.

46



Zhao, J., Jitkaew, S., Cai, Z., Choksi, S., Li, Q., Luo, J., Liu, Z.G., 2012. Mixed lineage
kinase domain-like is a key receptor interacting protein 3 downstream component of
TNF-induced necrosis. Proceedings of the National Academy of Sciences. USA, 109,
5322-5327.

47



7. EKLER

Asagida saglikli ve sepsis siipheli buzagilara ait 6rneklerde SYBR Green floresans boyasi
ve GAPDH internal kontroliine ve RIPK 1, RIPK2 ve RIPK3’¢ 6zgii primerlerin kullanimi

ile gerceklesen qPCR islemlerinde elde edilen erime egrilerinin (melt curve) temsili

goriintlileri verilmistir.
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