T.C.
HACETTEPE UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
TIBBi FARMAKOLOJi ANABILIM DALI

DENEYSEL SEPTIK SOK MODELINDE
ENDOTELIN VE NiTRIK OKSIT’iN KALP KASI FONKSiYONLARINA ETKIiSi

Dr. Erdem Kamil OZER

UZMANLIK TEZi

Olarak Hazirlanmistir.

Danisman Ogretim Uyesi
Prof. Dr. Alper B. iskit

ANKARA
2013



TESEKKUR
Dort yilik uzmanlik egitimim boyunca bana vermig olduklari her turlu destek ve
katkidan dolayl basta danisman hocam Prof. Dr. Alper B. iskit olmak iizere,
Farmakoloji Anabilim Dal’'nin tim &gretim Gyelerine, yardimci personeline ve
arastirma gorevlisi arkadaglarima tesekkur ederim. Ayrica her zaman yanimda olan

aileme de sukranlarimi sunarim.



OZET

Ozer EK., Deneysel Septik Sok Modelinde Endotelin ve Nitrik Oksit’in Kalp
Kasi Fonksiyonlarina Etkisi, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Farmakoloji Anabilim Dali Uzmanlik Tezi., Ankara 2013. Bu c¢alismada
hiperdinamik ve hipodinamik septik sokta kalp kasi fonksiyonlarindaki degisimde,
NO ve endotelinin olasi roli arastirildi. izole atriyum atim hizi, hiperdinamik
donemde degismezken hipodinamik donemde artmistir (p<0,001). Hipodinamik
dénemde artmis olan atim hizini, bosentan (p<0,001) ve L-NAME (p<0,05)
azaltmiglardir. Bosentan ve L-NAME, atriyum atim hizinin izoproterenol doz-cevap
egrisini her iki donemde de sola kaydirarak, izoproterenol potensini artirmiglardir.
Karbakol doz-cevap egrisini ise sadece hipodinamik dénemde sola kaydirarak,
karbakol potensini artirmiglardir. Atriyum kasiimasi her iki ddnemde de azalmigtir
(p<0,001). Bosentan hiperdinamik (p<0,01) ve hipodinamik dénemde (p<0,001)
atriyum kasilmasinda kismi dizelme saglarken, L-NAME sadece hipodinamik
donemde kismi bir dizelme saglamistir (p<0,001). Bosentan atriyum kasilmasinin
izoproterenol cevabini hipodinamik dénemde artirmistir (p<0,05). Ayrica bosentan
ve L-NAME, hipodinamik donemde karbakol doz-cevap egrisini sola kaydirarak
karbakol potensini artirmislardir. izole papiller kas kasilmasi her iki dSnemde de
degismemigtir. Bosentan ve L-NAME hiperdinamik donemde papiller kas
kasiimasini artirmiglardir (sirasiyla p<0,01, p<0,001), hatta L-NAME varldinda
meydana gelen artis sonucunda elde edilen deger kontrol grubu degerinin de
Uzerinde olmustur (p<0,05). Ayrica L-NAME hipodinamik dénemde de papiller kas
kasilmasini artirmistir (p<0,01). Papiller kas kasiimasinin izoproterenol cevabi
hipodinamik dénemde artmistir (p<0,05), bosentan bu cevabi daha da artirmistir.
Ayrica L-NAME her iki donemde de papiller kas kasilmasinin karbakol cevabini
artirmistir (p<0,05). Bu sonuglara gore endotelin ve NO, septik sokta atriyumda
gelisen pozitif kronotropi ve negatif inotropide rol oynayabilir. Bosentan ve L-NAME
adrenerjik ve Kkolinerjik reseptor upregulasyonu yaparak ve/veya postreseptor
faktorler Uzerinden atriyum atim hizi ve atriyum kasiimasi igin izoproterenol ve
karbakol potensini artirmis olabilirler, ayrica L-NAME papiller kas kasiimasinin

karbakol cevabini benzer mekanizmalar Gzerinden artirmis olabilir.

Anahtar Kelimeler: Septik sok, NO, endotelin, kalp kasi, L-NAME, bosentan



ABSTRACT

Ozer EK., Effects of endothelin and NO on cardiac muscle functions in an
experimental septic shock model, Hacettepe University, Faculty of Medicine,
Department of Pharmacology, Thesis Prepared for the Speciality Degree.,
Ankara 2013. In this study, we investigated changes of cardiac muscle functions in
both hyperdynamic and hypodynamic septic shock periods and possible roles of NO
and endothelin. Atrium beat rate did not change in hyperdynamic period and
increased in hypodynamic period (p<0,001). While atrium beat rate is expected to
increase in hypodynamic period; bosentan and L-NAME decreased it (p<0,001,
p<0,05 respectively). Bosentan and L-NAME shifted response of atrium beat rate to
isoproterenol to the left and potency of isoproterenol increased in both periods, and
shifted response of atrium beat rate to carbachol to the left in only hypodynamic
period and increased the potency of carbachol. Atrium contraction significantly
decreased in both periods (p<0,001). While bosentan partially restored atrium
contraction in both hyperdynamic (p<0,01) and hypodynamic period (p<0,001), L-
NAME patrtially restored atrium contraction in only hypodynamic period (p<0,001).
Bosentan increased response of atrium contraction to isoproterenol in hypodynamic
period (p<0,05). Bosentan and L-NAME shifted response of atrium contraction to
carbachol to the left in hypodynamic period so increased potency of carbachol.
Papillary muscle contraction did not change in both periods. Bosentan and L-NAME
increased papillary muscle contraction in hyperdynamic period (p<0,01, p<0,001
respectively), insomuch that the value obtained from the increase of L-NAME’s
effect was greater than the control group (p<0,05). In addition L-NAME increased
papillary muscle contraction in hypodynamic period (p<0,01). The response of
papillary muscle contraction to isoproterenol in hypodynamic period was increased
(p<0,05) and when these dose-response curves are considered as a whole,
bosentan increased isoproterenol response. L-NAME increased response of
papillary muscle contraction to carbachol in both periods (p<0,05). These results
show that NO and endothelin might play a role in positive inotropic and negative
chronotropic effects for atrium in septic shock. Bosentan and L-NAME might
increase potency of isoproterenol and carbachol for atrium beat rate and atrium
contraction and only L-NAME might increase potency of carbachol for papillary
muscle contraction in both periods via upregulation of adrenergic and cholinergic
receptors and/or through post receptor factors.

Keywords: Septic shock, NO, endothelin, cardiac muscle, L-NAME, bosentan
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1. GIRIS

Sepsis, ABD’de tim populasyonda %0,3 gorilme sikhgina sahip olan
(1), %28-50 oraninda mortaliteyle seyreden (2), butin 6lim sebepleri arasinda
10. sirada yer alan (3), tum olumlerin %9’unu teskil eden, kardiyak olmayan
yogun bakim Unitelerinde en 6nde gelen O6lum sebebi olan dnemli bir saglik
problemidir (4). Birgok organda akut yetmezlige neden olmasi (5), oldukga
progresif ve 6limcull seyretmesi (6), yillik 17 milyar dolar civarinda buyulk bir

ekonomik yuk getirmesi (1) 6nemini daha da artirmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sepsis Tanimlamalari

Sepsis, Yunanca’da "pislenmek” anlamina gelmektedir. Sepsis
kelimesine ilk olarak M.O. 7. yiizyillda "sepo" seklinde Homer'in siirlerinde
rastlaniimaktadir. O donemlerde "sepo" kelimesi organik materyallerin
gurimesi ve bozulmasi anlaminda kullaniimistir (7). Ayrica bu terim Hipokrat
tarafindan MO. 4. yiizyilda yazilmis "Corpus Hippocraticum" adl eserde de
gecger ve bu eserde sepsis, "vicutta meydana gelen tehlikeli, koti kokulu,
biyolojik ¢ciriime" olarak tanimlanmistir (8). Bununla birlikte bir tarihgi-felsefeci
Roénesans yazari olan Niccolo Machiavelli (1469-1527) 1513 yilinda "The
Prince" isimli kitabinda, sepsisle ilgili olarak "yuksek ve degigken ategle
seyreden, baslangicta teshis edilebilirse tedavisi kolay, teshis etmekte ge¢
kalinirsa tedavisi zor bir durum" tanimlamasini yapmistir (9).

Son yuzyilda sepsisi klinik olarak daha iyi anlayabilmek i¢in birgok tanim
yapildi. ik olarak ortaya atilan gériise goére; sepsis, bir enfeksiyona konagin
sistemik cevabidir (10). Aslinda bu tanim ABD’li doktor William Osler (1849—
1919) tarafindan "insanlar enfeksiyonun kendisinden dolayi degil viicudun bu
enfeksiyona kargi vermis oldugu cevaptan dolayl dlmektedir" seklinde ifade
edildi. Bu dusunce modern ¢aga en uygun dusunceydi ve 1972 yilinda
"hastaligin sebebi bizim vicudumuzun vermis oldugu cevaptir" seklinde
Thomas L. Germs tarafindan da ifade edilmistir (11). Genel yaklasim, sepsisin
bir zehirlenme turu oldugu, daha ¢ok kan zehirlenmesi oldugu ve bu durumun
patojenik mikroorganizmalarin ve onlarin toksinlerinin vicutta hazir
bulunmasiyla gergeklestigi yonunde olmustur. Batun bu tanimlamalar sepsis
teshisinde yol gosterici olsa da yeterli degildi (12). Bu yluzden 1992 yilinda
"American College of Chest Physicians" ve "Society for Critical Care Medicine"
kuruluglar "Uzlas1 Konferansi (Consensus Conference)" adi altinda yaptiklari
konferans ile sepsisle ilgili yeni tanimlamalar ve siniflandirmalar getirmislerdir.
Kabul edilen terminolojiye gore tanimlamalar Tablo-2.1'de gOsterilmektedir
(13).



Tablo-2.1: Sepsis tanimlamalari

inflamatuvar
Yanit
Sendromu
(SIRS=
Systemic

Inflammatory

Enfeksiyon Mikroorganizmalarin konakgi dokularinda bulunmasina
bagdli olarak gelisen inflamatuvar yanittir.

Bakteriyemi Canli bakterinin kanda bulunmasi durumudur.

Sistemik Enfeksiydz veya enfeksiydz olmayan (pankreatit, yanik,

¢oklu travma gibi) nedenlere bagli olarak asagidaki
bulgulardan en az ikisinin bulundugu klinik tablodur.
e Hipertermi >38 °C veya hipotermi <36 °C
e Kalp hizi >90 atim/dk
e Solunum hizi >20 solunum sayisi/dk veya
PaCO2 <32 mmHg

Response e Beyaz kiire sayisi >12.000/uL veya <4.000/uL ya da

Syndrome) geng hicre orani > %10

Sepsis Enfeksiydz bir olaya bagli olarak gelisen SIRS
tablosudur. Enfeksiyon etkeninin kan kadltara ile
kanitlanmig olmasi gerekir.

Agir Sepsis Sepsisle birlikte; asagidakilerden birisinin bulunmasidir.

e Organ disfonksiyonu

e Perflzyon bozuklugu (hipoperfizyon) ve buna bagh
olarak gelisebilecek laktik asidoz, oliguri veya akut
mental degisiklikler

e Hipotansiyon (sistolik kan basincinin 90 mmHg’'nin
altinda olmasi veya daha onceki dizeyin 40 mmHg

altina dusmesi)




Septik Sok Sepsis bulgulari bulunan ve yeterli sivi tedavisine ragmen
perfuzyon bozuklugunun devam etmesi ve

hipotansiyonun surmesi ile ortaya ¢ikan tablodur.

Yanitsiz Septik | Sivi tedavisine ve vazopressor ajanlara cevap vermeyen,

Sok bir saatten daha uzun suren septik soktur.

Coklu Organ Sepsis ve SIRS sonucu iki veya daha fazla organ ya da
Yetmezlik organ sisteminin ilerleyici fizyolojik bozuklugudur.
Sendromu

(COYS)

Tablo-2.1 devami

Bu tanimlamalar tip dunyasinda kabul gormus ve bu sekilde
kullaniilmaya baslanmistir. Ancak ilerleyen yillarda klinikte bu tanimlamalarin
bazi sinirlamalar getirdiginin anlasilmasi Gzerine 2001 yilinda "Uluslararasi
Sepsis Tanimlamalari  Konferansi  (International Sepsis Definitions
Conference)" yapildi. Bu konferansta tipki kanserde oldugu gibi sepsiste de
evreleme sisteminin kullaniimasi 6nerildi ve sepsis evrelerini belirlemek icin
PIRO (predisposition=yatkinlik, infection=sepsise neden oldugu bilinen bir
enfeksiyon, response=sistemik inflamatuvar yanit, organ failure= organ
yetmezligi) sistemi geligtirildi (14). Ancak evreleme sistemi sepsis
tanimlamalarinda vyetersiz kalmistir, bu ylzden Uzlasi Konferansindaki

tanimlamalar bugin hala gecerliligini korumaktadir (15).

2.2. Sepsis Epidemiyolojisi

2.2.1. Sepsis insidansi: Sepsis ve septik sok insidansini saptamak
oldukca zordur. Ulkelerin gelismiglik diizeyleri arasindaki farklar, hastaneye
ulasabilme imkani, sepsis tanisini koyma ve bunu kayit altina alma durumu,
istatistik biliminin geligsmiglik duzeyi bu zorluklarin baslica nedenleridir.
Bununla birlikte yapilan pek ¢ok galisma, sepsis insidansinin tum dunya



genelinde gittikge arttigini gostermektedir (16,17). Cesitli toplumlar arasinda
onemli farklhiliklar gostermekle beraber, sepsisin toplumda gorulme sikliginin
%0,05 ile %0,3 arasinda degistigi (4,18) hastaneye yatan olgularda ise bu
oranin %0,95 ile %3,3 arasinda oldugu bildiriimistir (1,4,19). Amerikan
toplumunda yapilan bir galisma, agir sepsis gorulen hasta sayisinin yilhk %1,5
artigint ve bu artisin nufus artis oranindan daha fazla oldugunu
gostermektedir (1). Ulkemizde 1990’h yillarda yapilan bir calismada ise
hastanede yatan hastarda sepsis insidansi %0,42 olarak tespit edilmistir (20).
Yogun bakim Unitelerine yatirilan hastalarin ise %14-37’sinde sepsis, %10-
27’sinde agir sepsis saptanmaktadir (1,18,21). Agir sepsisli vakalarin yaklagik
yarisinin yogun bakim Unitelerinde tedavi edilmek zorunda kalindigi ve yogun
bakim Unitelerinde yatis surelerinin en az 2-3 hafta oldugu dastnuldiginde,
sepsisin 6nemli bir halk saghg! sorunu oldugu ayrica ciddi bir ekonomik yuk

getirdigi yapilan ¢alismalarda ifade edilmistir (1,22).

2.2.2. Mortalite Oranlari: Gunimuzde sepsisle ilgili mortalite oranlari,
yogun bakim unitelerindeki teknik donanim, antimikrobik ve destekleyici
tedavilerdeki gelismeler sonucunda azalma egilimine girmistir. Saglk
alanindaki gelismelerle birlikte sepsisteki sagkalimda onemli oranda artislar
saglanmis olsa da yasam siresinin uzamasi, immunsupresif ilaglarin
kullaniminin artmasi, AIDS ve kanser gibi immun sistemi bozan hastaliklarin
artmasi, cerrahi ve invazif igslemlerin artmasi gibi nedenlerden dolay! sepsis
insidansinda ciddi artiglar meydana gelmigtir (23).

2000 ile 2007 yillar1 arasinda ABD’de yapilan bir galismaya gore;
hastanede yatan sepsisli hastalarda mortalite orani 2000 yilinda %39,6 iken
2007 yilinda %27,3’e gerilemigtir. Bununla birlikte, ciddi sepsis gorulen vaka
sayisi 2000 yilinda 300.270 (hastanede yatanlarin %0,99'u) iken 2007 yilinda
bu sayi 781.725 (hastanede yatanlarin %2,38’i) olmustur. Artis %160 olmustur
(24).

2.2.3. Predispozan Faktorler: Kanser hastalari, herhangi bir malignite

nedeniyle kemoterapi uygulanan hastalar, organ transplantasyonuna badgli



immunsupresif tedavi alan hastalar, AIDS gibi bagisiklik sistemi baskilanmig
hastalar, prematiure bebekler, yasllar, genetik yatkinhdi olanlar ve kronik
bdbrek yetmezligi, diabetes mellitus, KOAH gibi kronik hastaligi bulunan
hastalar, yogun bakim Unitesinde yatan hastalar ve invaziv girisim uygulanan
hastalar (i.v. kateter, yara drenaji gibi) sepsis gelisimi acigindan buyuk risk
tasimaktadirlar (25,26).

2.3. Sepsis Etyolojisi

Sepsis tanimlamalarindan da anlasilacagr uUzere septik tablo
mikrobiyolojik yonden bilgi vermeden hastalarin klinik durumunu yansitan bir
tablodur. Nitekim sepsis bakteriler, virUsler, mantarlar, parazitler gibi
enfeksiydz nedenlerden kaynaklanabilecegi gibi pankreatit, travma gibi
enfeksiyon disi nedenlerin de bir sonucu olabilir (27).

Sepsise neden olan mikroorganizmalarin sikligina bakildiginda; 1950’li
yillarda S. aureus ve S. pyogenes basta olmak Uzere gram-pozitif bakterilerin
sepsiste en sik saptanan etkenler oldugu, 1960, 1970 ve 1980l yillarda ise bu
mikroorganizmalar Uzerine etkili pek ¢ok antibiyotigin kullanima girmesiyle
gram-pozitif bakterilerin sikhiginin azalmaya bagsladigini ve gram-negatif
bakterilerin gittikce artan oranlarda sepsis etkeni olarak izole edilmeye
bagslandigini  gortlmektedir (4,28). Ancak 1990’ vyillarda 3. kusak
sefalosporinler ve kinolonlar gibi gram-negatif mikroorganizmalar tzerine etkili
gucli antibiyotiklerin  kullanilmaya baslanmasi, intravaskiler kateter
uygulamalarinin artmasi, kalp kapakgigi ve eklem protez kullaniminin artmasi
gibi nedenlerden dolayr gram-pozitif bakteriler yeniden sepsiste en sik
rastlanan etken olmustur (29,30). ABD’de yapilan bir galismada bir yilda gram-
negatif bakterilerin neden oldugu sepsis vakasi sayisi 150.000 iken gram-
pozitif bakterilerin neden oldugu sepsis vakasi sayisi 200.000 olarak tespit
edilmigtir (4). Bununla birlikte son yillarda mantarlara bagli sepsis vakalarinda
gok hizli bir artis oldugu tespit edilmistir. Ozellikle Candida albicans énemli bir
etken olarak goérulmektedir (31,32). Ayrica sepsise neden olan etken
enfeksiyonun nereden edinildigine goére de etkenler degisiklikler gdsterir.

Toplumdan edinilmis sepsiste siklikla rastlanan etkenler streptekoklar, S.



aureus ve E. coli iken, hastanelerden edinilmis sepsiste karsilasilan etkenler
siklikla Peudomonas, Proteus ve Klebsiella tirleri ile E. coli, S. aureus ve
enterekoklardir. Hastanede sepsis gelisen hastalarin %20’sinde birden fazla

mikroorganizma izole edilebilmektedir (Tablo-2.2).

Tablo-2.2: Sepsise neden olan mikroorganizmalar (33).

Gram (+) bakteriler | %30-50 | Metisiline duyarli S. aureus %14-24
Metisiline direngli S. aureus %5-11
Diger stafilokok turleri %1-3
Streptococcus pneumoniae %9-12

Diger streptokok turleri %6-11
Enterokok turleri %3-12
Anareoblar %1-2
Diger gram-pozitif bakteriler %1-5
Gram (-) bakteriler | %25-30 | E. coli %9-27
Pseudomonas aeruginosa %8-15
Klebsiella pneumoniae %2-7
Diger Enterobakter turleri %6-16
Haemophilus influenzae %2-10
Anaerob bakteriler %3-7

Diger gram-negatif bakteriler | %3-12

Mantarlar %3-6
Parazitler %1-3
Virusler %2-4

2.4. Sepsis Patofizyolojisi

Etyolojik faktor ve enfeksiyonun baslangic noktasi ne olursa olsun
septik sok hepsinde benzer bir patofizyolojik slrece sahiptir (28). Basta
bakteriler olmak Uzere virusler, mantarlar, parazitler gibi mikroorganizmalarin
vlcuda girmesi ve kana karismasi ile birlikte; gram-negatif bakterilerin hiicre
duvarinda bulunan lipopolisakkarit yapisindaki endotoksin, gram-pozitif

bakterilerin hicre duvarinda yer alan teikoik asit/peptidoglikan kompleksi,



mantarlardaki mannan, zymosan benzeri yapilar, virisler ve parazitlerdeki
cesitli antijenik yapilar konaktaki degisik biyolojik sistemleri aktive ederek
inflamatuvar bir yanit olusturmaktadirlar (33). Mikroorganizmalardan
saliverilen membran komponentleri, monosit ve makrofaj gibi inflamatuvar
hdcrelerin yluzeylerinde yer alan CD14 reseptorlerine baglanirlar. Sinyal daha
sonra, yakin zamanda tanimlanmig olan, toll-like reseptorleri (TLR) araciligiyla
hicreye iletilir ve hlicre uyarilarak timor nekrozis faktor a (TNFa), interldkin-1
(IL-1), interldkin-6 (IL-6) gibi inflamatuvar mediyatorler, sitokinler ve serbest
radikaller inflamatuvar hucrelerden saliverilirler (34). TLR, sitokin ve diger
mediyatorlerin sentez ve saliveriimesine onculuk eden sinyal yolaklarini aktive
etmektedir (35). TLR, nulkleer faktor-kappa beta’yr (NF-kB) aktive eden
1kappafkinaz enzimi ve bagka bir takim sitozol enzimlerini aktive eder. p50 ve
p65 (NF-kB’nin 2 alt Uniti) nikleusa go¢ ederek sitokin ve mediyator sentezi
icin kopyalama islemini baslatirlar (16,36).

Baslangicta sentezlenen bu inflamatuvar mediyatorler, sitokinler ve
serbest radikaller mikroorganizmalarin ortadan kaldirilmasi i¢in viacudun
vermis oldugu fizyolojik bir cevaptir. Ancak sepsiste oldugu gibi ortamda ¢ok
saylda mikroorganizma olunca bu inflamatuvar mediyatorler, sitokinler ve
serbest radikaller masif ve kontrolstz bir bicimde saliverilirler. Daha sonra bu
mediyator ve sitokinler, trombosit aktive edici faktér (PAF) konsantrasyonunun
yukselmesine, nitrik oksit sentaz (NOS) aktivitesinde artisa, dokulara nétrofil
infiltrasyonunun artmasina ve notrofil aktivitesinin uyariimasina yol acgarak,
serbest radikallerin asiri olusumu ile birlikte direkt doku hasari olustururlar ve
bircok organda yetmezlige yol acarlar (37,38). Yine inflamatuvar mediyator ve
sitokinlerin etkisine bagli olarak, koagtlasyonun ekstrensek yolunun ilk
asamasini olusturan doku faktoru, endotelial hucre ve monosit yuzeyinde
eksprese olmaya baslar. Doku faktorli endotelyal pro-inflamatuvar 6zelligi de
olan trombin Uretimini artirarak damar igi pihti olusumuna neden olur. Sepsis
surecinde, IL-1 ve TNFa, ayrica guclu bir fibrinoliz inhibitéri olan, "plazminojen
aktivator inhibitdr-1" olusumunu artirarak fibrinolizisin bozulmasina da neden
olmaktadir. Bu iki farkli yolak damar i¢i pihti olusumu ve mikrovaskuler

koagulopatiye yol acar.



Ozetle septik sok hipotansiyon, mikrovaskiler hasar, dissemine
intravaskiler koagilasyon (DIK) ile basta beyin, karaciger, akciger, kalp,
bobrek olmak Uzere vital organlara giden kan akiminda azalma ve boylece

bircok organda yetmezlikle sonug¢lanan oldukga oAlimcul bir patofizyolojik

surece sahiptir (Sekil-2.1), (28).
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Sekil-2.1: Sepsiste organ yetmezligi ve o6lume yol agan inflamasyon ve
koagulasyon kaskadinda meydana gelen degisiklikler. APC, aktif protein C;
PAF, platelet (trombosit) aktive edici faktor; TNFa, tumor nekrozis faktor a; IL-

1, interlékin-1 (33).

2.5. Endotel ve Septik Sok

Kan damarlarinin en i¢ tabakasini olugturan endotel tabakasi septik sok

patofizyolojisinde anahtar role sahiptir.
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Endotelden saliverilen NO, endotelin, prostasiklin (PGl2) vaskuler
homeostazin dizenlenmesini saglarlar. Endotelin damar duz kaslarini guglu
bir bicimde kasarken, NO ve PGlz damarlarda gevseme yapar. Septik sokta
mikroorganizmalardan saliverilen endotoksin, ekzotoksin gibi yapilar 6zellikle
endoteli hedef alarak hasara ugratmaktadirlar (39). Hayvan deneyleri (40) ve
klinik caligmalar (41) gostermektedir ki endotelden masif ve kontrolsiz bir
bicimde saliverilen NO ve endotelin septik sok patogenezinde rol alan iki
onemli mediyatoérdur (Sekil-2.2), (42).

Bakteriler, virusler, mantarlar...
B
LPS, antijenik yapilar....
B
Makrofajlar, notrofiller....
-

Mediyatorler, sitokinler, serbest radikaller....
B

N Koagulasyon
V Fibrinoliz Endotel A inflamasyon
asari

NO saliverilmesi-hiperdinamik donem
|

Endotelin saliverilmesi-hipodinamik donem
-

Organ Disfonksiyonu
-

Olim

Sekil-2.2: Sepsis patofizyolojisi, endotel hasarinin rolU.

Yapilan caligmalar sonucunda septik soktaki hastalarin etyolojiden

badimsiz olarak benzer klinik 6zellikler gosterdigi tespit edilmistir. Birbirini takip
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eden ve birbirinden zit karakteristik 6zelliklere sahip olan, hiperdinamik ve
hipodinamik donemler diye adlandirilan bu evreler septik sokun patofizyolojik
surecini yansitirlar (43). Hiperdinamik dénem; "erken", "kompanse", "sicak"
donem olarak da adlandirilabilmektedir. Hipodinamik donem ise; "geg",
"dekompanse”, "soguk" donem olarak da adlandirilabilmektedir. Hiperdinamik
donemde artmis olan NO’nun etkisiyle vazodilatasyon, vaskuler rezistansta
azalma, kalp debisinde artis olmaktadir (44). Hipodinamik dénemde ise artmig
olan endotelinin etkisiyle vazokonstriksiyon, vaskiler rezistansta artis, kalp
debisinde azalma (45), vaskuler gecirgenlikte artis, ekstravaskuler alanlara
sivi kaybi olmaktadir (46). Endotelden saliverilen NO ve endotelinin septik
sokun iki farkli déneminin sorumlu mediyatorleri oldugunun tespit edilmesiyle
birlikte NO ve endotelin sentezi ve etkisi Gzerine etki eden ilaglar ¢cok sayida

¢alismaya konu olmuslardir.

2.5.1. Endotelin ve Septik Sok

Endotelin 1988 yilinda Yanagisawa tarafindan domuz aortik endotel
hucrelerinden izole edilmistir (47).

Endotelinin ET-1, ET-2 ve ET-3 olmak Uzere birbirine benzeyen 3
izoformu vardir. Her bir izoform farkli bir gen tarafindan sentezlenmektedir. Ug
izoform da prepropeptitden sentezlenen peptitlerdir. Vaskuler endotelyumdan
sentezlenen major endotelin ET-1'dir (48). ET-2 Ozellikle bdbreklerde ve
bagirsaklarda bulunurken, ET-3 daha cok beyinde bulunmaktadir (49). insan
plazma ve dokularinda bulunan hakim form ET-1'dir (50). ET-1 olusumu
siraslyla 212 aminoasit (aa) igeren prepropeptidin endopeptidaz araciligiyla 38
aa iceren propeptide, propeptidin de EDE (endotelin donusturtici enzim)

araciligiyla 21 aa iceren ET-1 peptidine dontismesi seklinde olur (51).
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Sekil-2.3: ET-1'in yapisi.

Endotelinin ET-A ve ET-B olmak Uzere 2 tip reseptéri vardir. Bu
reseptorler G proteini ile (Gq) kenetli reseptorlerdir (52,53). Damarlarda ET-A
reseptorleri damar diz kas hicrelerinde eksprese edilirken ET-B reseptorleri
ise endotel hicrelerinde ve damar duz kas hucrelerinde eksprese edilmektedir.
ET-A reseptori ET-1’e daha ylksek afinite gosterir. ET-B reseptori ise ET-1,
ET-2 ve ET-3’e esit afinite gosterir. ET-1 en potent vazokonstriktor
maddelerden biridir. ET-1’in esas etkisi ET-A reseptorleri Uzerinden damarlarin
kasilmasi ve proliferasyonudur, daha zayif etkisi ise ET-B reseptorleri
Uzerinden damarlarin gevsemesidir (54). ET-1, ET-A reseptorlerini uyararak
fosfolipaz C enzimini aktive eder. Bu enzim de fosfatidilinozitol bifosfat
(PIP2)in iki ayri ikinci haberci Urtne, inozitol trifosfat (PIP3) ve diagilgliserol
(DAG)'e parcalanmasini katalize eder. |Ps, mitokondri ve endoplazmik
retikulumdan Ca*? iyonlarinin serbestlestirerek ve Na*/Ca*? degistiricisi
araciligiyla hiicre igerisinde Ca*? artisini saglar. Na*/H* degistiricisi de hiicre
icini alkali hale getirerek Na*/Ca*? degistiricisinin aktivitesini artirir (55). Ca*?,
kalmoduline baglanarak miyozin kinazi aktive eder. Bu enzim de miyozin
basini fosforilleyerek kas kasiimasini saglar (56). DAG ise protein kinaz C'yi
aktive ederek bir takim proteinleri fosforiller ve mitojen aktive eden protein
kinaz (MAPK) araciligiyla damar diz kas hucrelerinin proliferasyonunu saglar.
ET-1'in ET-B reseptorlerini aktive edip NO sentezini artirarak damarlarda
gevseme yapmasi zayif bir etkidir. TNFa, IL’ler, Anjiyotensin Il, ET-1, trombin
ET-1 sentezini artirirken NO, ANP, PGI2 azaltmaktadir (Sekil-2.4), (54).




TNFa, interleukins, insulin,
norepinephrine, angiotensin I,
thrombin, ET-1

prostacyclin,

Endothelial :
prostaglandin

{ ANP, BNP, NO,
-
cells 7

ET -1

Smooth muscle 80%

cells Vessel lumen

Constriction £

cGMP
Relaxation

S——
MAPK [ | PKC
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Sekil-2.4: ET-1’in sentezi, ekspresyonu, etki mekanizmasi. NO, nitrik oksit; eNOS, endotelyal nitrik oksit sentaz; PLC,
fosfolipaz C; sGC, solubl guanilat siklaz; IPs, inozitoltrifosfat; cGMP, siklik guanozin monofosfat; TNFa, timoér nekroz faktor
alfa; ANP, atrial natritretik peptid; BNP, beyin natritretik peptid (54).
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2.5.2. Nitrik Oksit ve Septik Sok

NO, suda ve yagda c¢ozunurligu oldukga ylksek olan dolayisiyla
membranlardan kolaylikla difiize olabilen, 3-5 saniye gibi oldukga kisa bir yari
Omre sahip olan, bir azot ve bir oksijen atomu igeren ayrica esterlesmemis bir
elektrona sahip olan, kuguk, yuksluz, renksiz bir maddedir. NO, atmosferde
kirletici role sahip, sigara dumani ve egzos gazlarinda tespit edilen ve
karsinojenik 6zelligi olan N-nitrozamin tlrevlerine donuserek zararli etkiler
gOsterebilmektedir. Ancak NO’nun birgok memeli hicresinde sentezinin
gosterilmesiyle birlikte, NO’nun birgok fizyolojik ve patolojik olayda roli oldugu

gosterilmistir (57-59).

NO, sitokrom p—450 reduktaz enziminin homologu olan, NOS (nitrik
oksit sentaz) enzimi araciligiyla, birbirinden bagimsiz iki monooksijenizasyon
reaksiyonu ile sentezlenmektedir. Yan Grin olarak L-sitrillin olusur. NO
sentezi dUsuk miktarda ve devamli olarak gergeklesmektedir. L-Arjinin seviyesi
surekli saliverilen NO sentezi icin yeterlidir. NO sentezinde yan Urun olarak
olusan L-sitrullin, bir azotla birleserek tekrar L-Arjinine donusur ve bu suretle
de L-Arjinin temin edilmis olur. L-Arjinin'den NO sentezinde, nikotinamid
adenin dintkleotid fosfat (NADP), kalmodulin, oksijen ve dort kofaktor (hem,
flavin ~ mononulkleotid (FMN), flavin adenin dinukleotid (FAD) ve
tetrahidrobiyopterin (BH4) gorev almaktadir (Sekil-2.5), (60,61).

HaM HaM HoN
J=NH ==NOH =0
HN HN HN
NOS NOS )
/ ahl—
0,, NADPH Oz, NADPH 0
)=D o o oxide
HO HO HO
L-Arginine L-NG-Hydmxyarginine L-Citrulline

Sekil-2.5: NO sentezi (60).
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Nitrik oksit sentezini katalizleyen NOS enziminin 3 izoformu vardir;
ndronal NOS (nNOS, NOS1), induklenebilir NOS (iNOS, NOS2) ve endotelyal
NOS (eNOS, NOS3). eNOS ve nNOS konstitutif olarak hucrelerden eksprese
edilirken iNOS induklenerek eksprese edilmektedir. nNOS néronlarda, eNOS
ise vaskuler endotel hicrelerinde, trombositlerde, kardiyak miyositlerde, mast
hicrelerinde, noétrofillerde konstitltif olarak eksprese edilirler, alt birim olarak
Ca*?/kalmodulin kompleksine ihtiya¢ duyarlar. nNOS ve eNOS devamli olarak
NO saliveriimesini saglarlar, kan akiminin hizlanmasi yani "shear stress
(surtinme stresi)" gibi fiziksel faktdrler bu enzimlerin aktivasyonundaki en
onemli etkendir. Bununla birlikte asetilkolin, bradikinin, histamin, serotonin gibi
endojen maddeler de aktivasyona katki saglayan faktorlerdir. Bu enzimlerin
aktivasyonu sonucu olugan NO duguk miktardadir (pmol) ve daha ¢ok fizyolojik
etkiler gostermektedir. iINOS ise 06zellikle makrofajlar gibi inflamatuvar
hicrelerden ayrica damar diz kas hucrelerinden, damar endotelinden,
kardiyak miyositlerden, hepatositlerden, hava yolu epitel hucrelerinden
indUklenerek eksprese edilmektedir. Bu enzim oOzellikle sitokinler,
endotoksinler, oksidanlar tarafindan indiklenmektedir. iINOS aktivasyonu
sonucu ¢ok daha yuksek miktarda NO olusmaktadir (nmol) ve daha c¢ok
patolojik etkiler gostermektedir. NNOS ve eNOS aktivasyon igin Ca*?’a ihtiyag
duyarken iINOS’un aktivasyonu Ca*?’ dan bagimsizdir (62,63).

NO’nun esas etkisi cGMP araciligiyla vazodilatasyondur. Bunun igin NO
endotel hucreleri tarafindan sentezlendikten sonra difizyonla diz kas
hicrelerine gecerek guanilat siklaz enzimini aktive eder. Boylece cGMP
seviyesi artmis olur. cGMP ise hiicre i¢i Ca*? dlizeyini azaltarak ve protein
kinaz G uzerinden miyozin hafif zincirinin defosforilasyonuna neden olarak

damar diz kaslarinda gevseme yapar (Sekil-2.6, Sekil-2.7), (64-68).
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Sekil-2.6: NO sentezi ve etki mekanizmasi (67).
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Sekil-2.7: cGMP aracihigiyla gerceklestigi dusunilen vaskller diz kas
gevsemesinin mekanizmasi. cGMP, Ca*? konsantrasyonunu ve kontraktil
aparatin Ca*? 'a hassasiyetini diistirerek diiz kas gevsemesini saglamaktadir.
cGMP, L-tipi Ca*? kanallarindan Ca*? girisini engelleyerek (1) ve Ca*?
pompalayan ATPaz (2d) ve Na*/Ca*? degistirici kanallar (2b) araciligiyla hiicre
disina Ca*? atilimini saglayarak Ca*? konsantrasyonunu azaltmaktadir. Ayrica
cGMP, Na*/K* ATPaz (2c) ve K* kanallarini (2a) aktive edip
hiperpolarizasyona sebep olarak Ca*? 'un Na*/Ca*? degistirici kanallarla
atihmina, sarkoplazmik retikulumda (3) Ca*? pompalayan ATPaz (Ph,
fosfolamban) ile Ca*? tutulmasinda da aracilik yapabilmektedir. Ayrica IPs3
olusumunu (4) ve sarkoplazmik retikulumdaki IP3 reseptorini de inhibe
etmektedir. cGMP bu etkiler neticesinde miyozin hafif zincir fosfatazi aktive
edip 20kDa’luk miyozin hafif zincirini defosforile ederek damar diiz kaslarinda
gevseme yapmaktadir (65).
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Septik sok patofizyolojisinde anahtar role sahip olan NO ve endotelin
septik sokta birbirinden farkli karakteristik iki donemin (hiperdinamik ve
hipodinamik) olusmasindan sorumludurlar. Bundan dolayi septik sokta NO ve
endotelinin etkisini azaltan ilaglarin terapotik etkinligi, ¢cok sayida galismaya
konu olmustur (43,44,46,69).

NO etkisini azaltmak igin sentezi saglayan NOS enzimini inhibe eden
NOS inhibitéri (NOSI) ilaglar gelistiriimistir (70). Bu ilaglardan bazilart;

Tablo-2.3: NOSi ilaclar

Non-selektif NOSI L-NAME (NG-nitro-l-arjinin metil ester)

L-NMMA (NG-monometil-I-arjinin)

L-NNA (NG-nitro-I-arjinin)

Selektif INOSI L-kanavanin

Aminoguanidin

izotiyotire

1400W (N-3-aminometil-benzil-asetamidin)

Endotelinin etkisini azaltmak i¢in endotelin reseptorlerini bloke eden

ilaclar gelistirilmigtir (71-74). Bu ilaglardan bazilari;

Tablo-2.4: Endotelin reseptér antagonisti ilaclar

Non-selektif antagonistler Bosentan, tezosentan, masitentan

Selektif ET-A reseptor antagonistleri | Sitaksentan, ambrisentan, atrasentan, BQ-
123, zibotentan

Selektif ET-B reseptor antagonistleri | BQ-788, A192621
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Daha onceki ¢alismalarda ilaglarin deneysel septik sok modellerinde
sagkalim, mezenterik iskemi, organ hasari ve kardiyak fonksiyonlar Gzerine
olan etkileri arastiriimigtir (39,42,75-78). Bu c¢alismalar genellikle in vivo
calismalardir.

L-NAME, deneysel septik sok modellerinde sagkalimi artiramamistir
(69), azalmis mezenterik kan akimini ise artirmistir (79), bununla birlikte
karaciger, pankreas gibi organlarda meydana gelen hasari daha da artirmistir
(77). L-NAME, sepsiste azalan kalp debisini daha da azaltmistir, artan
pulmoner vaskuler rezistansi (PVR) ve sistemik vaskuler rezistansi (SVR)
daha da artirmigtir, hiperdinamik donemde artan kalp hizini daha da artirmistir
(75).

Bosentan, deneysel septik sok modellerinde sagkalimi artirmistir (76),
azalmis mezenterik kan akimini artirmistir (42), bununla birlikte karaciger,
bdbrek ve dalak gibi organlarda meydana gelen hasari duzeltmigtir (76).
Bosentan, sepsiste azalan kalp debisini anlamli olarak artirmigtir, artan PVR
ve SVR'yi azaltmistir, kalp hizina ise anlamli bir etkisi olmamistir (78).

Septik sokta bosentan ve L-NAME’nin kardiyak fonksiyonlar (kalp hizi,
kalp debisi gibi) Uzerine etkisi ile ilgili yapilan c¢alismalar daha ¢ok in vivo
calismalardir. Bu tez ¢calismasinda ise kalp kaslarinin kasilmasi, kalp hizi gibi

fonksiyonlar in vitro deney preparatlarinda degerlendirilmistir.

2.6. Deneysel Septik Sok Modelleri

Bilimsel arastirmalarda kullanilan deneysel septik sok modelleri esasen
3 ana baslik altinda toplanabilir; 1- LPS uygulanmasiyla olusturulan deneysel

septik sok modeli, 2- Bakteri inflzyon modeli, 3- Peritonit modeli.

2.6.1. LPS Uygulanmasiyla Olusturulan Deneysel Septik Sok
Modeli

Gram-negatif bakterilerin hicre duvarindaki endotoksinin yapisinda
proteinler, lipidler, lipoproteinler ve lipopolisakkarit (LPS) yer almaktadir.
Endotoksin isiya direngli yuksek molekul agirlikh bir maddedir. Endotoksin

icerisindeki LPS bileseni, endotoksikoz olusturmakta kullanilan, dayanikli
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yapisi ile liyofilize halde depolanabilen, genelde liyofilize toz halinde ticari
olarak temin edilebilen, gerektiginde bolus veya surekli infizyon seklinde
uygulanabilen ve bu nedenlerle sepsis ¢alismalarinda siklikla tercih edilen bir
molekuldur. LPS, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa gibi bircok gram-negatif bakteriden
elde edilmesine ragmen deneysel septik sok calismalarinda ozellikle E.
coliden elde edilen LPS’ler Uzerine yogunlasiimistir. E.coli'den elde edilen
LPS’lerin 026:B6, 0O55:B5, 0111:B4 gibi farkl serotiplere sahip farkl
suslardan elde edilmis turleri vardir (80,81). LPS’nin intraperitoneal (i.p.) veya
i.v. olarak deney hayvanlarina verilmesi sepsis benzeri bir tablonun
olusmasina neden olmaktadir (82). Literatir incelendiginde uygulanacak
dozun 1 mg/kg ile 80-100 mg/kg araliinda genis bir doz araligina sahip oldugu
gOzlenebilir (42,83). Ayrica hayvanlarin endotoksine verdigi cevap turler
arasinda buyuk farkliliklar gostermekte, ayni tur icinde yas, cinsiyet, agirlik gibi
faktorlerden de etkilenebilmektedir. insan, tavsan, koyun ve domuzlar LPS’ye
kargi oldukga duyarh iken sicanlar ve babunlar gibi bazi tirler LPS’nin
etkilerine kargi goreceli olarak daha direnclidir (84).

LPS ile deneysel olarak olusturulan sepsis ile klinik sepsis arasinda
onemli farklar vardir (85,86). Klinikte sepsisli hastalarda sirasiyla hiperdinamik
dénem ve hipodinamik dénem olmak Uzere iki ayri hemodinamik evre
g6zlenmektedir. Ancak LPS verilmesiyle olusturulan deneysel septik sok
modelinde c¢ogunlukla hiperdinamik donem olusmadan direkt olarak
hipodinamik donem gelismekte ve inflamatuvar sitokinlerde hizl fakat gegici
bir yukselis olmaktadir (82). Klinikte ise inflamatuvar sitokinlerdeki artis daha
gec¢ ve goreceli olmaktadir ve kandaki seviyeleri daha uzun sureli yiksek
kalmaktadir (80). Klinik sepsiste TNFa ve IL-1 gibi sitokinlerdeki artis LPS
uygulanmasiyla olusturulan deneysel septik sok modelindeki kadar bariz
degildir. TNFa antikorlariyla TNFa blokajinin saglanmasi LPS uygulanmasiyla
olusturulan deneysel septik sok modelinde sagkalimda dizelme saglarken
klinik sepsiste duzelme saglamamistir (87).

LPS uygulanmasiyla olusturulan deneysel septik sok modelinde sadece

gram negatif bakterilerin neden oldugu sepsis tablosu olusur. Bununla birlikte
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burada klinikte olmadigi kadar vicut asiri miktarda LPS’ye maruz kalmaktadir.
Klinik sepsisle uyumsuzluk LPS uygulanmasiyla olusturulan deneysel septik

sok modelinin en dnemli dezavantajidir (88,89).

2.6.2. Bakteri infiizyon Modeli

Bu model turunde laboratuvar sartlarinda elde edilmis bakteri izolatlari
I.p. veya i.v. olarak hayvanlara verilmistir. Daha ¢ok E.coli, Pseudomonas gibi
gram negatif bakteriler ve S.aureus, grup B streptekok gibi gram pozitif
bakteriler kullanilmigtir (90). Ancak olusan septik sok tablosu verilen bakterinin
miktarina, cinsine, verilis yoluna, verilis suresine gore ¢ok ciddi farkhliklar
gOstermektedir. Bu modelde verilen bakteri miktari klinik sepsisteki bakteri
miktarindan oldukg¢a fazla olmaktadir. Bu yluzden bazi galigmalarda verilen
bakteri miktarini azaltmak icin feges, musin, fibrin, agar gibi yardimci maddeler
kullanilmistir. Ancak bu maddelerle ve bakterilerle kontaminasyon riski
modelin dezavantajidir. Bununla birlikte klinik sepsisle uyumsuzluk, modeli
sinirlandirmaktadir (81,90-92).

2.6.3. Peritonit Modeli

Peritonit modeli olarak esasen ¢gekum baglama ve delme (cecal ligation
and puncture=CLP) metodu kullaniimaktadir. CLP modeli, insanlardaki ripture
apandisiti veya perfore divertikiliti taklit eden bir ydntem olmasindan dolayi
deneysel septik sok olusturmak igin oldukca sik kullanilan bir model olarak
g6ze carpmaktadir. Baglangigta siganlar Uzerinde gelistiriimis bir yontem olsa
da fare, koyun ve domuz gibi diger turlerde de basari ile uygulanabilmektedir
(81,92,93). CLP modelinde karin orta hattindan yapilan 2 cm’lik bir insizyon ile
cekum ortaya c¢ikarilmakta, ileogekal valf distalinden ¢gekum baglanmakta ve
18, 20 veya 22 G (gauge) boyutlarindaki bir igne ile ¢ekumda iki delik
olusturularak fekal icerigin batin icine ge¢mesi saglanmaktadir (94-96).
Kullanilan igne kalinligi, gekumun baglanma yuzdesi ve hayvanin yagsi olusan
septik sok tablosunu etkileyebilmektedir. Bu durum az da olsa modeli
sinirlayabilir (80). CLP ile olusturulan septik sok modelindeki sitokin seviyeleri

klinik sepsisle benzer bir seyir gostermektedir (97). Ayrica sepsiste gorulen
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erken hiperdinamik donem ve ge¢ hipodinamik donemin ikisi de bu yontemde
izlenebilmektedir, yine klinige uygun olarak polimikrobiyal bir septik sok
tablosu olusumu s6z konusudur (81,98). CLP modelinin invazif ve daha uzun
sureli bir yontem olmasina ragmen klinik sepsise en yakin model olmasindan
dolayl deneysel septik sok modelleri arasinda en ideal yontemdir (84,92). Bu
nedenlerden dolay! bu tez ¢alismasinda deneysel septik sok modeli olarak
CLP tercih edilmigtir.

2.7. Kalp Kasi

Sag atriyumda yer alan sinoatriyal (SA) duagum, kendiliginden
uyarilabilme 6zelligi sayesinde kalpte otomatik ritmik desarjlara ve kasilmalara
neden olmaktadir. SA dugumden yayilan aksiyon potansiyelinin yayilma hizi,
olusan kasilmanin kuvveti ve hizi, gevsemenin orani gibi kalp fonksiyonlari
otonom sinir sisteminin kontrolu altindadir. Kalbin innervasyonunu saglayan
parasempatik lifler dorsal vagal c¢ekirdek ve nikleus ambiguus’da yer alan
hicre govdelerinden kdken alirlar. Normal istirahat durumunda buralarda yer
alan hucreler tonik olarak aktiftirler, bu sayede kalpte vagal tonus olusur.
Periferdeki baroreseptérlerden gelen afferent sinirler ntkleus traktus
solitarius'tan medullaya girerler ve vagal sinirlerin aktivitesini module ederler.
Efferent vagal lifler (pregangliyonik lifler) ise kalbe sol vagus ve sag vagus
sinirleri olarak ulasirlar. Pregangliyonik efferent lifler kalbin icinde veya kalbe
yakin bir bolgede sinaps yaparak kuglk bir gangliyon olustururlar. Bu
ganliyondan ¢ikan kisa postgangliyonik lifler kalpte SA ve atriyoventrikiler
(AV) dugumleri, iletim yollarini, miyositleri ve koroner damarlari innerve
ederler. Sempatik sinir sistemine ait sinirler, ilk bes torasik segmentten ¢ikarlar
(pregangliyonik lifler). Daha sonra medulla spinalisten laterale dodru sinaps
yapmadan ilerlerler ve orta servikal gangliyon ile servikotorasik gangliyonda
(stellat gangliyon) sinaps yaparlar. Liflerin buyuk bir kismi bu gangliyonlardan
cikar ve kalbe sempatik sinir lifleri olarak girerler. Kalbe gelen postgangliyonik
sempatik lifler SA ve AV dugumleri, iletim sistemini, kardiyak miyositleri ve
koroner damarlari innerve ederler (99). Sempatik sinirler kalbin tamamina

dagiimis halde iken parasempatik sinirler agirlikli oranda SA ve AV
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dugumlerde yer almaktadir, daha az miktarda her iki atriyumda ve ¢ok daha
az miktarda ventrikullerde yer almaktadir (95). Sigcan atriyumunda sempatik
sistemle ilgili a1, a2, B1, B2 ve Ps-adrenerjik reseptdrler bulunmaktadir. SA
digumundn bulundugu sag atriyumda hem sayl hem de fonksiyon agisindan
baskin olan adrenerjik reseptor alt tipi Bi-adrenerjik reseptorlerdir (56). Gs-
proteini ile kenetli bu reseptorlerin siklik adenozin monofosfat (CAMP)
dizeylerini artirarak olusturduklari stimulator etki olusturmasiyla pozitif
inotropi, pozitif kronotropi, pozitif dromotropi ve pozitif batmotropi gorular. B1-
adrenerjik reseptorler kalpte esas olarak kronotropik etkiden sorumludurlar
(100). Parasempatik sinir sisteminin desarjina bagli olarak saliverilen
asetilkolin, kalpte muskarinik reseptorler araciligiyla etki gosterir. Muskarinik
reseptorler M1,M2,M3,M4 ve Ms olmak Uzere 5 alt tipi vardir. Kalpte esas olarak
bulunan muskarinik reseptor alt tipi M2 muskarinik reseptor alt tipidir.
Atriyumlarda sadece M2 muskarinik reseptor alt tipi bulunurken, ventrikillerde
az oranda da olsa M1 ve Ms muskarinik reseptorlerine de rastlanmistir (101).
M2 muskarinik reseptorleri Gi-proteini ile kenetli olan reseptorlerdir. cAMP
diuzeylerini azaltarak negatif inotropi ve negatif kronotropi meydana getirirler
(100).

Septik sokta adrenerjik ve muskarinik reseptorlerin degisimi ile ilgili
daha once yapilmis olan ¢aligmalarda celigkili sonuglar vardir. Yapilan bazi
calismalarda deneysel septik sok modellerinde [(-adrenerjik reseptoérlerin
sayisinda artis ve afinitesinde azalma saptanirken, muskarinik reseptorlerin
sayisinda ve afinitesinde degisiklik saptanmamistir (102). Bununla birlikte bazi
calismalarda da [B-adrenerjik reseptorlerin sayisinda azalma saptanmistir
(103). Bununla birlikte 0Ozellikle Bs-adrenerjik reseptorlerin septik sokta
upregule oldugunu gdsteren ¢alismalar da mevcuttur (104). Daha 6nce yapilan
bu calismalarda kullanilan deneysel septik sok modeli genellikle endotoksin
verilmesiyle olusturulan modellerdir.

2.7.1. Sigan izole Sag-Sol Atriyum ve Ventrikiil Papiller Kas
Preparatlari

izole sag-sol atriyum ve ventikiil papiller kas preparatlari diizenli
yapidadirlar, kolay hazirlanabilirler ve cesitli farmakolojik ajanlara hizlica
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cevap verebilen bir sinsityum gibi iglev gorurler. Atriyal kas preparati otonom
sinir sistemine ait reseptorler agisindan zengin oldugundan, otonomik
yanitlarin ve bu yanitlarin modulasyonunun incelenmesi igin degerli bir
preparattir. Uygun olarak hazirlanmig bir atriyum preparati, organ banyosunda
3-5 saat boyunca canli kalabilmektedir. izole sag atriyum ve sagd-sol atriyum
preparatlarinin, izole sol atriyum preparatina goére bazi avantajlari vardir. Sag
atriyumda yer alan SA dugumden dolayr sad atriyum spontan olarak
kasilabilmektedir. Bundan dolayl sag atriyumun dahil oldugu preparatlarda
gorulen spontan kalp atimi doku canlihg@i igin yerlesik bir kontrol olarak
degerlendirilir. Kronotopik etkinin incelenecegi c¢alismalarda sag atriyum
preparatlari tercih edilirken, kalbin pompa fonksiyonunu yansitan inotropinin
degerlendirilecegi durumlarda 6zellikle ventrikul papiller kas preparati veya

izole sol atriyum kas preparati tercih edilmektedir (105).

2.8. Hipotez

Endotelin ve NO, septik sokta kalp kasi fonksiyonlarinda degisikliklere

neden olmaktadir.

2.9. Amag

Bu tez ¢alismasinda, siganda CLP ile olusturulan deneysel septik sok
modelinde hiperdinamik ve hipodinamik donemde kalp kasi fonksiyonlarinda
meydana gelen degisiklikleri gostermek ve bu degisikliklerde NO ile
endotelinin olasi rollerini tespit etmek amaclanmistir. Bununla birlikte septik
sokta meydana gelen kardiyak disfonksiyonda bosentan ve L-NAME’nin

terapotik etkisi de arastiriimak istenmisgtir.
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3. GEREG ve YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Bu tez c¢alismasinda Hacettepe Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi
Farmakoloji Anabilim Dali hayvan barinagindan temin edilen ve agirliklari 200-
300 g arasinda degisen, 50 adet Wistar-Albino cinsi erkek sican kullaniimistir.
Hayvanlar, standart laboratuvar yemi ve su ile ad libitum olarak beslenmistir.
Ayrica hayvanlar 21£2°C’lik sicaklikta, %30-70 nem ve 12 saat karanhk/12

saat aydinlik dongusu uygulanan ortamda barindiriimigtir.

3.2. Etik Kurul izni

Bu tez calismasi Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari Etik
Kurulu’'nun 03.09.2013 tarih ve 2013/42-01 karar numarasi onayi alinarak,
Hacettepe Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali

laboratuvarlarinda yapiimigtir.

3.3. Deney Protokolii ve ilag Uygulamalari

Siganlar, kontrol, c4 (hiperdinamik donem, CLP isleminden 4 saat sonra)
ve c20 (hipodinamik donem, CLP isleminden 20 saat sonra) gruplarinin
yanisira bosentan veya L-NAME uygulanmis c4+ bosentan, c4+ L-NAME,
c20+ bosentan, c20+ L-NAME gruplari olusturulmustur (Tablo-3.1). Calismada
kullanilan 50 adet sicanin disinda, dlen 7 adet sigan deney protokolinden

cikariimigtir.
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Tablo-3.1: Deney gruplari

Kontrol kontrol

CLP 4. saat (hiperdinamik faz) c4

CLP 20. saat (hipodinamik faz) c20

CLP 4. saat+ Bosentan (30 mg/kg) c4+ bosentan

CLP 20. saat+ Bosentan (30 mg/kg) c20+ bosentan
CLP 4. saat + L-NAME (10 mg/kg) c4+ L-NAME
CLP 20. saat + L-NAME (10 mg/kg) c20+ L-NAME

N O O B W N

c4 grubundaki hayvanlarin CLP igsleminden 4 saat sonra, c20
grubundaki hayvanlarin CLP igleminden 20 saat sonra, kontrol grubu
hayvanlarin ise dogrudan atriyum ve ventrikul papiller kaslari ¢ikarilarak organ
banyolarina yerlegtiriimistir. c4+ bosentan, c4+ L-NAME gruplarindaki
hayvanlara CLP isleminden 2 saat sonra grubuna gore bosentan (30 mg/kg,
i.p.) veya L-NAME (10 mg/kg, i.p.) uygulamasi yapiimistir, CLP isleminden 4
saat sonra ise atriyum ve ventrikil papiller kaslari c¢ikarilarak organ
banyolarina yerlestirilmistir. c20+ bosentan, c20+ L-NAME gruplarindaki
hayvanlara CLP isleminden 2 saat sonra grubuna gore bosentan (30 mg/kg,
I.p.) veya L-NAME (10 mg/kg, i.p.) uygulamasi yapilmigtir, CLP igleminden 20
saat sonra ise atriyum ve ventrikil papiller kaslari cikarilarak organ

banyolarina yerlestiriimistir.

3.4. CLP (Caecal Ligation and Puncture, Cekum Baglama ve Delme)

CLP islemi icin oncelikle siganlar kloralhidrat (400 mg/kg, i.p.) ile
anestezi altina alindi, anestezi derinligi parmak veya deri kistirmaya yanit ile
degerlendirildi. Anestezi saglandiktan sonra batin alt kadranlarin orta
hattindan sagittal olarak 2-3 cm uzunlugunda sirasiyla cilt ve periton kesilerek
abdominal insizyon yapildi (Sekil-3.1). Bagirsaklar gorunir hale getirildi.
Abdominal insizyon sirasinda en az duzeyde travma olusturulmaya dikkat
edildi. Deri ve karin 6n duvari forsepsle gerilerek sabitlendi. Daha sonra gekum

bagirsaklarin anatomik duzlemlerine dikkat edilerek herhangi bir ddnmeye izin
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verilmeden steril cerrahi bez Uzerine alindi. Bagirsak icerigi ¢ikan kolondan
cekuma dogru yapilan masajla itilerek ¢ekumun fekal icerikle dolmasi
saglandi. Gergin hale getirilen cekum, ileogekal valf ve ¢ikan kolon tekrar tespit
edildikten sonra ileogekal valf altindan ve ¢ekum distal %2’inden, 3/0 cerrahi
iplikle, fekal icerigin terminal ileumdan c¢ikan kolona dogru olan seyrini
engellenmeyecek bicimde baglandi (Sekil-3.2). Daha sonra bagli olan kismin
2 cm distalinde kalan ¢ekum bdlimi 18 G igne ile antimezenterik serozal
yuzden iki ayri noktadan delindi (Sekil-3.3) ve ¢gekum masaiji yapilarak ¢gekum
iceriginin bagirsak lumeni digina serbestlenmesi saglandi (Sekil-3.4).
Perforasyon olusturulmasi esnasinda ¢ekum duvarindaki kilcal damarlarin
zedelenmemesine dikkat edildi ve bagirsak duvarindan kanama olup olmadigi
kontrolu yapildi. Daha sonra c¢ekum dikkatlice anatomik pozisyonuna
yerlestirildi ve batin aseptik olarak iki tabaka halinde 3/0 cerrrahi iplikle suture
edildi (Sekil-3.5, Sekil-3.6). Cerrahi igslemleri takiben 3ml/100g serum fizyolojik
enseden cilt altina verilerek sivi dengesinin saglanmasi amaclandi (Sekil-3.7).
Daha sonra her sigcan kendine ait kafesine birakildi ve anesteziden c¢ikis ve
duzelme surecleri takip edildi. CLP igleminden 2 saat sonra Bosentan (30
mg/kg, i.p.) veya L-NAME (10 mg/kg, i.p.) verilecek gruplara ila¢ uygulamasi
yapildi (Sekil-3.8).



Sekil-3.1
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Sekil-3.3

Sekil-3.2

Sekil-3.4




Sekil-3.5

Sekil-3.7

Sekil-3.6

Sekil-3.8
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3.5. Atriyum ve Ventrikul Papiller Kas Preparatlarinin Hazirlanmasi ve

Organ Banyolarina Asilmasi

c4, c4+ bosentan ve c4+ L-NAME gruplarinda CLP isleminden 4 saat
sonra, c20, c20+ bosentan, c20+ L-NAME gruplarinda ise CLP igleminden 20
saat sonra siganlar eter ile anestezi altina alindi. Anestezi altindaki siganlarin
her iki karotis arterlerinin kanatiimasindan sonra, gégus boslugu acilip spontan
atan kalp cevre dokulardan izole edildi ve c¢ikan aort hizasindan ana
damarlarla olan baglantilari kesilerek %95 Oz ve %5 CO:2 karigimi ile
gazlandirilan, 4°C’deki Modifiye Krebs solusyonuna alindi. Sag ve sol atriyum
beraberce ventrikillerden ayrilarak, atriyumlarin her iki ucu ayri olarak iple
baglandi. Ayrica sag ventrikul icinde yer alan papiller kaslardan birisi dikkatli
bir sekilde ventrikulin icinden alinarak papiller kasin her iki ucu ayri olarak iple
baglandi. Atriyum ve papiller kastaki baglardan birisi cam tutucularin altindaki
kanca kismina oturtuldu. Hazirlanan preparatlar tutucular ile 10 ml hacminde,
icinde Modifiye Krebs sollisyonu olan, %95 O2 ve %5 CO:z karigimi ile surekli
gazlandirilan ve 37+1°C’deki organ banyolarina yerlestirildi. Diger uclari ise
kuvvet transdiserine baglandi. izole atriyum ve papiller kas preparatlarina 0,5-
0,75 g istirahat gerimi uygulandi ve 45-60 dakika dengelenme déneminin
ardindan kayitlara baglandi. Bu sure igerisinde preparatlar her 15 dakikada bir
taze solUsyon ile yikandilar. Bununla birlikte papiller kas preparatina devamli
elektriksel alan stimulasyonu (EAS) uygulanacagi icin papiller kas preparati
cam tutucunun ucundaki platin elektrodlarin tam arasina gelecek sekilde
yerlestirildi. Papiller kas preparatina 1 pps (pulse per second, saniyede 1
pulse), 2 ms sureli, 80 volt siddetinde devamli olarak EAS uygulandi. Biopac
Systems MP150 araciligiyla atriyum atim hizi, atriyum kasinin kasiima
amplitudu ve papiller kasin kasilma amplitudu bilgisayara kaydedildi. 45-60
dakika boyunca her 15 dakikada bir taze solUsyon ile yikanan preparatlarin
maksimum kasilmalari ve atriyumun maksimum kasilma hizi not edildi. Not
edilen bu degerler bu preparatlarin normal fonksiyonu olarak kaydedildi. Bu
kayitlardan sonra her iki preparata artan dozlarda izoproterenol (10-2° M, 3x10
10 M, 10° M, 3x10° M ... 10 M, 3x10°> M) uygulamasi yapildi. incelenen
parametrelerdeki degisiklikler kaydedildi. Kayitlar alinirken verilen herhangi bir
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doz sonrasi artan kasilma veya hiz plato gizene kadar beklendi ve sonrasinda
diger doza gecildi. isoproterenol cevaplari alindiktan sonra preparatlar 45-60
dakika boyunca dinlenmeye birakildi, bu arada her 15 dakikada bir preparatlar
taze solusyonla yikandi. Bu donemden sonra her iki preparata artan dozlarda
karbakol (1010 M, 3x101° M, 10° M, 3x10°M ... 10° M, 3x10-°> M) uygulamasi
yapildi. Bakilan parametrelerdeki degisiklikler kaydedildi. Kayitlar alinirken
verilen herhangi bir doz sonrasi artan kasilma veya hiz plato gizene kadar
beklendi ve sonrasinda diger doza gegildi. Karbakol cevaplari alindiktan sonra
deney sonlandirildi. izoproterenol ve karbakol doz-cevap egrileri elde
edildikten sonra ECso de@erleri hesaplandi.

in vitro organ deneylerinde her preparat icin bitiin parametrelerin
degerlendirilebilmesi mumkun olmayabilir. Bu yuzden her bir parametre igin
incelenen preparat sayisi farkli olabilmektedir, bulgular kisminda preparat

sayisi (n) ayri ayri belirtilmistir.

3.6. Deneylerde Kullanilan Gézelti ve ilaglar

Organ banyosu c¢alismalarinda fizyolojik solisyon olarak Modifiye
Krebs-Henseleit soliisyonu (mM: NaCl 118, KCI 4.7, MgSQO4 1.2, CaCl: 2,
KH2PO4 1.2, NaHCO3 25, Glukoz 10) kullanildi.

Deneylerde Bosentan (Dr. Martine Clozel tarafindan temin edildi, F.
Hoffman La Roche, Basel, isvigre), L-NAME (Sigma Chemical Co, St.Louis,
MO, ABD), (-)-isoproterenol hidroklorir (Sigma Chemical Co, St.Louis, MO,
ABD) ve karbakol (Sigma Chemical Co, St.Louis, MO, ABD) kullanildi.
Kimyasallarin stok ¢ozeltileri, distile suda ¢ozulerek hazirlandi. Dilisyonlar

stok ¢dzeltilerden gunlik olarak hazirlandi.

3.7. Verilerin Degerlendirilmesi

Bulgular aritmetik ortalamazstandart hata (S.H.) olarak ifade edildi.
Verilerin istatistiksel analizi, iki yonlU varyans analizi (ANOVA) sonrasi post
hoc Bonferroni testi ve tek yonll varyans analizi (ANOVA) sonrasi post hoc
Newman Keuls ¢oklu karsilastirma testi ile yapildi. ECso degerleri nonlinear

regresyon analizi ile hesaplandi ve gruplar arasindaki farklar tek yonli ANOVA
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sonrasi post hoc Newman Keuls c¢oklu karsilastirma testi ile gosterildi.
Hesaplanan p deg@erinin 0,05’den kiguk oldugu durumlarda farkin istatistiksel

olarak anlamli oldugu kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Kontrol ve Septik Sok Gruplarindaki Sigcanlardan izole Edilen

Atriyumlarin Bazal Atim Hizlar

Atriyum bazal atim hizi, hiperdinamik septik sokta degismezken,
hipodinamik septik sokta artmigtir (p<0,001). Bosentan ve L-NAME atriyum
atim hizini, hiperdinamik donemde etkilemezken hipodinamik donemde
azaltmiglardir (bosentan ve L-NAME sirasiyla p<0,001, p<0,05). Ancak L-
NAME'nin hipodinamik dénemde meydana getirdigi azalma sonucunda elde

edilen deger, kontrol grubu degerinin Gzerinde olmustur (p<0,05), (Sekil-4.1).
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Sekil-4.1: izole sigan atriyum preparatlarinda bazal atim hizlan. Atriyum
atim hizi, hiperdinamik septik sokta degismezken hipodinamik septik sokta
artmistir. Bosentan ve L-NAME hiperdinamik dénemde atriyum atim hizini,
etkilememiglerdir. Hipodinamik donemde ise bosentan atriyum atim hizini
azaltirken, L-NAME kismi bir azalma gergeklestirmistir. Veriler ortalamaxS.H.
olarak gosterilmigtir. *, kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki anlamhlik; #,
c4 grubu ile c4+ bosentan, c4+ L-NAME gruplari ve c20 grubu ile c20+
bosentan, c20+ L-NAME gruplari arasindaki anlamllik; (*,# p<0,05; *** ###,
p<0,001). Gruplar arasindaki farklar tek yonli ANOVA sonrasi post hoc
Newman Keuls ¢oklu karsilastirma testi ile gosterildi. Bosentan ve L-NAME
sirasiyla 30 mg/kg, i.p. ve 10 mg/kg, i.p. olarak uygulanmistir. Gruplar igin n=
6-7.



35

4.2. Kontrol ve Septik Sok Gruplarindaki Siganlardan izole Edilen

Atriyumlarin Bazal Kasilma Amplitiidleri

Atriyum bazal kasilma amplitidu, hipodinamik septik sokta daha fazla
olmak Uzere hiperdinamik ve hipodinamik donemde azalmistir (p<0,001).
Hiperdinamik donemde azalmig olan atriyum kasilma amplitudand, L-NAME
etkilemezken, bosentan artirmistir (p<0,01) ancak bu artis sonucunda elde
edilen deger kontrol grubu degerinin altinda olmustur (p<0,05). Hipodinamik
donemde azalmis olan atriyum kasiima amplitidunu ise bosentan ve L-NAME
artirmislardir (p<0,001) ancak bu artis sonucunda elde edilen degerler kontrol

grubu degerinin altinda olmustur (p<0,001), (Sekil-4.2).
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Sekil-4.2: izole sigan atriyum preparatlarinda bazal kasiima amplitiidleri.
Atriyum kasilma amplitidd, hipodinamik septik sokta daha fazla olmak Uzere
her iki dbnemde azalma gostermistir. Bosentan her iki ddnemde de meydana
gelen atriyum kasilma disfonksiyonunu kismen duzeltirken, L-NAME sadece
hipodinamik doénemdeki disfonksiyonu kismen duizeltmistir.  Veriler
ortalamazS.H. olarak gosterilmistir. *, kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki
anlamlilk; #, c4 grubu ile c4+ bosentan, c4+ L-NAME gruplari ve c20 grubu ile
c20+ bosentan, c20+ L-NAME gruplari arasindaki anlamlilik; (*, p<0,05; ##,
p<0,01; *** ###, p<0,001). Gruplar arasindaki farklar tek yonlii ANOVA sonrasi
post hoc Newman Keuls ¢oklu karsilastirma testi ile gosterilmistir. Bosentan
ve L-NAME sirasiyla 30 mg/kg, i.p. ve 10 mg/kg, i.p. olarak uygulanmistir.
Gruplar igin n= 6-7.
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4.3. Kontrol ve Septik Sok Gruplarindaki Siganlardan izole Edilen

Ventrikul Papiller Kaslarinin Bazal Kasilma Amplitiidleri

Papiller kasin bazal kasilma amplitudu, hiperdinamik ve hipodinamik
septik sokta degismemistir. Bununla birlikte hiperdinamik dénemde papiller
kas kasllma amplitidinde, bosentan (p<0,01) ve L-NAME (p<0,001) artis
yapmislardir, bununla birlikte L-NAME’nin meydana getirdigi artis sonucunda
elde edilen deger kontrol grubu degerinin de Uzerinde olmustur (p<0,05).
Hipodinamik donemdeki papiller kas kasilma amplitidinud, bosentan
etkilemezken, L-NAME artirmistir (p<0,01), (Sekil-4.3).
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Sekil-4.3: izole sigcan papiller kas preparatlarinda bazal kasilma
amplitudleri. Hiperdinamik ve hipodinamik donemde papiller kas kasiima
amplitidd degismemistir. L-NAME her iki donemdeki papiller kas kasiima
amplitidinde artis yaparken, bosentan ise sadece hiperdinamik dénemde
artis yapmistir. Veriler ortalamazS.H. olarak gdsterilmistir. *, kontrol grubu ile
diger gruplar arasindaki anlamlilik; #, c4 grubu ile c4+ bosentan, c4+ L-NAME
gruplar ve c20 grubu ile c20+ bosentan, c20+ L-NAME gruplari arasindaki
anlamlilik; (*, p<0,05; ##, p<0,01; ###, p<0,001). Gruplar arasindaki farklar tek
yonli ANOVA sonrasi post hoc Newman Keuls ¢oklu karsilastirma testi ile
gosterildi. Bosentan ve L-NAME sirasiyla 30 mg/kg, i.p. ve 10 mg/kg, i.p. olarak
uygulanmigtir. Gruplar igin n= 6-9.
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4.4. Kontrol ve Hiperdinamik Septik Sok Gruplarindaki Sicanlarin izole

Atriyum Atim Hizlarinin izoproterenol Cevabindaki Yiizde Degisim

Hiperdinamik dénemde atriyum atim hizinin izoproterenol cevabi,
izoproterenoliin 3x 10°% M (p<0,05) konsantrasyonunda azalmistir. Bosentan
hiperdinamik donemde atriyum atim hizinin izoproterenol cevabini,
izoproterenoliin 10° M (p<0,001), 3x10° M (p<0,001), 108 M (p<0,001) ve
3x10® M (p<0,001) konsantrasyonlarinda artirmistir. Bosentan verilmis
hiperdinamik septik sok grubunda atriyum atim hizi cevabl, izoproterenolin
10°M (p<0,01), 3x10° M (p<0,001) ve 108 M (p<0,01) konsantrasyonlarinda,
kontrol grubu degerlerine gore daha fazla bulunmustur. L-NAME ise
hiperdinamik septik gsokta atriyum atim hizinin izoproterenol cevabini
izoproterenoliin 3x10° M (p<0,01), 10® M (p<0,001) ve 3x10® M (p<0,01)
konsantrasyonlarinda artirmistir.

Atriyum atim hizinin izopropterenol cevabi, gruplar arasinda bazi
konsantrasyonlarda farklilik gosterse de doz-cevap egrileri batin olarak
deg@erlendirildiginde gruplar arasinda benzerdir. Bununla birlikte bosentan ve
L-NAME verilmis hiperdinamik septik sok gruplarinda egriler sola kaymistir
(Sekil-4.4A).

Hiperdinamik donemde, bosentan daha fazla olmak Gzere bosentan ve
L-NAME, izoproterenoliin atriyum atim hizina etkisi icin hesaplanan -log
(ECs0,M) degerini artirmiglardir (bosentan ve L-NAME sirasiyla p<0,001,
p<0,01). Bu artis neticesinde elde edilen degerler, kontrol grubu degerinin de
uzerinde bulunmustur (bosentan ve L-NAME sirasiyla p<0,001, p<0,05),
(Sekil-4.4B).
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Sekil-4.4: A, izole atriyum atim hizinin izoproterenol cevabi. Hiperdinamik septik sokta spontan atriyum atim hizinin izoproterenol
cevabl, doz-cevap egrilerinin biitiinii degerlendirildiginde gruplar arasinda benzerdir. B, izoproterenoliin ECs, degerlerindeki degisim.
Hiperdinamik septik sokta bosentan daha fazla olmak Uzere bosentan ve L-NAME izoproterenolin potensini artirmiglardir. Veriler
ortalamazS.H. olarak gdésterilmigtir. *, kontrol ve c4 gruplar arasindaki anlamlilik; a, kontrol ve c4+ bosentan gruplari arasindaki
anlamhlik; b, c4 ve c4+ bosentan gruplari arasindaki anlamlilik; d, c4 ve c4+ L-NAME gruplari arasindaki anlamllk; (*, p<0,05; aa,dd,
p<0,01; aaa,bbb,ddd, p<0,001). Sekil A’daki bazi konsantrasyonlarda ortaya ¢ikan farklar iki yénli ANOVA sonrasi post hoc Bonferroni
testi ile gosterildi. Egrilerin tamami degerlendirildiginde ortaya ¢ikan fark tek yonli ANOVA sonrasi post hoc Newman Keuls g¢oklu
karsilastirma testi ile gosterildi. Her grup icin n=6. Sekil B’deki ECso de@erleri nonlinear regresyon analizi ile hesaplandi ve gruplar
arasindaki farklar tek yénli ANOVA sonrasi post hoc Newman Keuls ¢oklu karsilastirma testi ile gdsterildi. Gruplar icin n= 4-6.

017
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4.5. Kontrol ve Hipodinamik Septik Sok Gruplarindaki Siganlarin izole

Atriyum Atim Hizlarinin izoproterenol Cevabindaki Yiizde Degisim

Atriyum atim hizinin izoproterenol cevabi hipodinamik septik sokta
degismemigtir. Bosentan hipodinamik donemde atriyum atim hizinin
izoproterenol cevabini, izoproterenoliin 10° M (p<0,05), 3x10° M (p<0,01) ve
10® M (p<0,05) konsantrasyonlarinda artirmistir. Bosentan verilmis
hipodinamik septik sok grubunda atriyum atim hizinin izoproterenol cevabi,
izoproterenoliin 10° M (p<0,05) ve 3x10° M (p<0,01) konsantrasyonlarinda,
kontrol grubu degerlerine gore daha fazla bulunmustur. L-NAME ise
hipodinamik septik sokta atriyum atim hizinin izoproterenol cevabini,
izoproterenoliin 3x10° M (p<0,01) ve 10® M (p<0,05) konsantrasyonlarinda
artirmistir. L-NAME verilmis hipodinamik septik sok grubunda atriyum atim
hizinin  izoproterenol cevabi, izoproterenolin 3x10° M (p<0,01)
konsantrasyonunda kontrol grubu degerine gore daha fazla bulunmustur.

Atriyum atim hizinin izoproterenol cevabi, gruplar arasinda bazi
konsantrasyonlarda farklilik gosterse de doz-cevap egrileri batin olarak
degerlendirildiginde gruplar arasinda benzerdir. Bununla birlikte bosentan ve
L-NAME verilmis hipodinamik septik sok gruplarinda egriler sola kaymistir
(Sekil-4.5A).

Bosentan ve L-NAME, hipodinamik dénemde izoproterenolin atriyum
atim hizina etkisi igin hesaplanan -log (ECso,M) degerini artirmislardir
(bosentan ve L-NAME sirasiyla p<0,05, p<0,05). Bu artis neticesinde elde
edilen degerler kontrol grubu degerinin de tzerinde bulunmustur (bosentan ve
L-NAME sirasiyla p<0,05, p<0,05), (Sekil-4.5B).
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Sekil-4.5: A, izole atriyum atim hizinin izoproterenol cevabi. Hipodinamik septik sokta spontan atriyum atim hizinin izoproterenol
cevabi, doz-cevap egrilerinin biitiinii degerlendirildiginde gruplar arasinda benzerdir. B, izoproterenoliin ECs, degerlerindeki degisim.
Hipodinamik septik sokta bosentan ve L-NAME izoproterenolin potensini artirmiglardir. Veriler ortalama+S.H. olarak gosterilmistir. a,
kontrol ve c20+ bosentan gruplari arasindaki anlamlilik; b, c20 ve c20+ bosentan gruplari arasindaki anlamlilik; ¢, kontrol ve c20+ L-
NAME gruplari arasindaki anlamlilik; d, c20 ve c20+ L-NAME gruplari arasindaki anlamllik; (a,b,d, p<0,05; aa,bb,cc,dd, p<0,01). Sekil
A’daki bazi konsantrasyonlarda ortaya ¢ikan farklar iki yonli ANOVA sonrasi post hoc Bonferroni testi ile gosterildi. Egrilerin tamami
degerlendirildiginde ortaya ¢ikan fark tek yonli ANOVA sonrasi post hoc Newman Keuls ¢oklu karsilastirma testi ile gésterildi. Her grup
icin n=6. Sekil B’deki ECso degerleri nonlinear regresyon analizi ile hesaplandi ve gruplar arasindaki farklar tek yénli ANOVA sonrasi
post hoc Newman Keuls ¢oklu karsilastirma testi ile gosterildi. Gruplar igin n= 4-6.

A4



43

4.6. Kontrol ve Hiperdinamik Septik Sok Gruplarindaki Siganlarin izole
Atriyum Atim Hizlarinin Karbakol Cevabindaki Yuzde Degisim

Hiperdinamik septik gokta atriyum atim hizinin karbakol cevabil,
karbakollin 10® M konsantrasyonunda azalmistir (p<0,001). Bosentan ve L-
NAME hiperdinamik donemde atriyum atim hizinin karbakol cevabini,
karbakollin 3x10"" M konsantrasyonunda artirmislardir (bosentan ve L-NAME
siraslyla p<0,01, p<0,01). Bosentan ve L-NAME verilmis hiperdinamik septik
sok gruplarinda atriyum atim hizinin karbakol cevabi, karbakolin 10°® M
konsantrasyonlarinda kontrol grubu degerlerine gbre daha az bulunmustur
(bosentan ve L-NAME sirasiyla p<0,01, p<0,01).

Atriyum atim hizinin  karbakol cevabi gruplar arasinda bazi
konsantrasyonlarda farklilik gosterse de doz-cevap egrileri batin olarak
degerlendirildiginde gruplar arasinda benzer bulunmustur (Sekil-4.6A).

Hiperdinamik septik sokta karbakolun atriyum atim hizina etkisi igin
hesaplanan -log(ECs0,M) degerleri, gruplar arasinda benzer bulunmustur
(Sekil-4.6B).
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Sekil-4.6: A, izole atriyum atim hizinin karbakol cevabi. Hiperdinamik septik sokta spontan atriyum atim hizinin karbakol cevabi, doz-
cevap egrilerinin batunu degerlendirildiginde gruplar arasinda benzerdir. B, Karbakoliin ECs, degerlerindeki degisim. ECso degerleri
gruplar arasinda benzer bulunmustur. Veriler ortalamazS.H. olarak gdsterilmigtir. *, kontrol ve c4 gruplari arasindaki anlamlilik; a, kontrol
ve c4+ bosentan gruplarl arasindaki anlamlilik; b, c4 ve c4+ bosentan gruplari arasindaki anlamllik; d, c4 ve c4+ L-NAME gruplari
arasindaki anlamlilik; (aa,bb,cc,dd, p<0,01; ***, p<0,001). Sekil A’daki bazi konsantrasyonlarda ortaya ¢ikan farklar, iki yénli ANOVA
sonrasi post hoc Bonferroni testi ile gosterildi. Egrilerin tamami degerlendirildiginde ortaya ¢ikan fark, tek yonliit ANOVA sonrasi post hoc
Newman Keuls ¢oklu karsilastirma testi ile gosterildi. Sekil B'deki ECso degerleri nonlinear regresyon analizi ile hesaplandi ve gruplar
arasindaki farklar tek yonli ANOVA sonrasi post hoc Newman Keuls ¢oklu karsilastirma testi ile gosterildi. Her grup igin n=6.

144



45

4.7. Kontrol ve Hipodinamik Septik Sok Gruplarindaki Siganlarin izole
Atriyum Atim Hizlarinin Karbakol Cevabindaki Yuzde Degisim

Atriyum atim hizinin karbakol cevabi, hipodinamik septik sokta
degismemigtir. Bosentan ve L-NAME hipodinamik donemde atriyum atim
hizinin karbakol cevabini, karbakoliin 3x107 M (bosentan ve L-NAME sirasiyla
p<0,001, p<0,001) ve 10°% M (bosentan ve L-NAME sirasiyla p<0,001,
p<0,001) konsantrasyonlarinda artirmiglardir. Bosentan ve L-NAME verilmis
hipodinamik septik sok gruplarinda atriyum atim hizinin karbakol cevabi,
karbakollin 3x10"" M (bosentan ve L-NAME sirasiyla p<0,001, p<0,001) ve 10
M (bosentan ve L-NAME sirasiyla p<0,01, p<0,001) konsantrasyonlarinda
kontrol grubu degerlerine daha fazla bulunmustur.

Atriyum atim hizinin karbakol cevabi, gruplar arasinda bazi
konsantrasyonlarda farklilik gosterse de doz-cevap egrileri bitin olarak
degerlendirildiginde gruplar arasinda benzer bulunmustur. Bununla birlikte
bosentan ve L-NAME verilmis hipodinamik septik sok gruplarinda egriler sola
kaymigtir (Sekil-4.7A).

Bosentan ve L-NAME, hipodinamik septik sokta karbakolin atriyum
atim hizina etkisi igin hesaplanan -log (ECso,M) degerini artirmislardir
(bosentan ve L-NAME sirasiyla p<0,01, p<0,01). Bu artis neticesinde elde
edilen degerler kontrol grubu degerinin de Uzerinde bulunmustur (bosentan ve
L-NAME sirasiyla p<0,01, p<0,01), (Sekil-4.7B).
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Sekil-4.7: A, izole atriyum atim hizinin karbakol cevabi. Hipodinamik septik sokta spontan atriyum atim hizinin karbakol cevabi, doz-
cevap egrilerinin butint degerlendirildiginde gruplar arasinda benzerdir. B, Karbakoliin ECso degerlerindeki degisim. Hipodinamik
septik sokta bosentan ve L-NAME karbakolln potensini artirmiglardir. Veriler ortalamatS.H. olarak goésterilmistir. a, kontrol ve c20+
bosentan gruplari arasindaki anlamlilik; b, c20 ve c20+ bosentan gruplari arasindaki anlamlilk; d, c20 ve c20+ L-NAME gruplari
arasindaki anlamhlik; (aa, p<0,01; aaa,bbb,ccc,ddd p<0,001). Sekil A’daki bazi konsantrasyonlarda ortaya ¢ikan farklar, iki yonld ANOVA
sonrasi post hoc Bonferroni testi ile gdsterildi. Egrilerin tamami degerlendirildiginde ortaya ¢ikan fark, tek yonliit ANOVA sonrasi post hoc
Newman Keuls ¢oklu kargilastirma testi ile gosterildi. Sekil B'deki ECso degerleri nonlinear regresyon analizi ile hesaplandi ve gruplar
arasindaki farklar tek yonli ANOVA sonrasi post hoc Newman Keuls ¢oklu karsilastirma testi ile gsterildi. Her grup igin n=6.
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4.8. Kontrol ve Hiperdinamik Septik Sok Gruplarindaki Siganlarin izole

Atriyum Kasilmalarinin izoproterenol Cevabindaki Yiizde Degisim

Hiperdinamik septik sokta atriyum kasilma amplitidinin izoproterenol
cevabl, izoproterenoliin 10® M (p<0,01), 3x 10°® M (p<0,05) ve 10°M (p<0,05)
konsantrasyonlarinda artmistir. Bosentan, hiperdinamik donemde atriyum
kasilma amplitiidiinlin izoproterenol cevabini, izoproterenoliin 10" M (p<0,05)
ve 10° M (p<0,05) konsantrasyonlarinda azaltmistir. L-NAME, hiperdinamik
donemde atriyum kasilma amplitidunun izoproterenol cevabini,
izoproterenoliin 108 M (p<0,05) konsantrasyonunda artirmistir.

Atriyum kasilma amplitidlnin izopropterenol cevabi gruplar arasinda
bazi konsantrasyonlarda farklilik gostermis olsa da doz-cevap egrileri butln
olarak dederlendirildiginde gruplarin izoproterenol cevabi benzerdir (Sekil-
4.8).
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Sekil-4.8: izole atriyum kasilmasinin izoproterenol cevabi. Hiperdinamik septik sokta atriyum kas kasilmasinin izoproterenol cevabi,
doz-cevap egrilerinin batint degerlendirildiginde gruplar arasinda benzerdir. Veriler ortalamazS.H. olarak gdsterilmigtir. *, kontrol ve c4
gruplari arasindaki anlamlilik; b, c4 ve c4+ bosentan gruplari arasindaki anlamlilik; d, c4 ve c4+ L-NAME gruplari arasindaki anlamlilik;
(*,b,d, p<0,05; **, p<0,01). BazI konsantrasyonlarda ortaya ¢ikan farklar iki yonli ANOVA sonrasi post hoc Bonferroni testi ile gosterildi.
Her grup i¢in n=6.
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4.9. Kontrol ve Hipodinamik Septik Sok Gruplarindaki Siganlarin izole

Atriyum Kasilmalarinin izoproterenol Cevabindaki Yiizde Degisim

Hipodinamik septik sokta atriyum kasilma amplitidinun izoproterenol
cevabl, izoproterenoliin 10-® M (p<0,05), 3x 10 M (p<0,05) ve 10°M (p<0,05)
konsantrasyonlarinda artmigtir. Bosentan hipodinamik septik sokta atriyum
kasilma amplitidiiniin izoproterenol cevabini, izoproterenoliin 10 M (p<0,05)
ve 3x10® M (p<0,05) konsantrasyonlarinda artirmistir. Ayrica bosentan
verilmis hipodinamik septik sok grubunda atriyum kasiima amplitudandn
izoproterenol cevabi, izoproterenoliin 3x10% M (p<0,001), 107 M (p<0,001),
3x107"M (p<0,001), 10°M (p<0,001), 3x10° M (p<0,001), 10°M (p<0,001) ve
3x10°°M (p<0,001) konsantrasyonlarinda kontrol grubu degerlerine gére daha
fazla bulunmustur. L-NAME ise atriyum kasiima amplitidinun izoproterenol
cevabini, hipodinamik septik sokta etkilememistir.

Doz-cevap egrileri batun olarak degerlendirildiginde, atriyum kasilma
amplituduinun izopropterenol cevabi hipodinamik septik sokta degismemistir.
Bosentan hipodinamik septik sokta atriyum kasilma amplitudinin
izopropterenol cevabini artirmistir (p<0,05), bu cevap sonrasi elde edilen egri
kontrol grubundaki egriyle karsilastirildiginda da izoproterenol cevabi daha
fazla bulunmustur (p<0,01) (Sekil-4.9).
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Sekil-4.9: izole atriyum kasilmasinin izoproterenol cevabi. Hipodinamik septik sokta atriyum kas kasilmasinin izoproterenol cevabi,
doz-cevap egrilerinin bitind degerlendirildiginde kontrol grubuyla benzerdir. Ancak bosentan izoproterenol cevabini artirmigtir. Veriler
ortalamazS.H. olarak gosterilmistir. *, kontrol ve c20 gruplar arasindaki anlamlilik; a, kontrol ve c20+ bosentan gruplari arasindaki
anlamhlik; b, c20 ve c20+ bosentan gruplari arasindaki anlamhlik; (*,b, p<0,05; aaa, p<0,001). Bazi konsantrasyonlarda ortaya ¢ikan
farklar iki yonli ANOVA sonrasi post hoc Bonferroni testi ile gosterildi. Egrilerin tamami degerlendirildiginde ortaya ¢ikan fark tek yonlu
ANOVA sonrasi post hoc Newman Keuls ¢oklu karsilastirma testi ile gosterildi. Her grup i¢in n=6.
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4.10. Kontrol ve Hiperdinamik Septik Sok Gruplarindaki Siganlarin izole
Atriyum Kasilmalarinin Karbakol Cevabindaki Yiizde Degisim

Hi