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OzZET

KARA, S.C., Endotelin Reseptor Antagonisti Tezosentanin Sicanda Lipopolisakkarit
ile Olusturulan Deneysel Sepsis Modelinde Kardiyak Disfonksiyon Uzerine Etkisi,
Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tibbi Farmakoloji Programi
Doktora Tezi, Ankara, 2019. Bu c¢alismada endotelin reseptor antagonisti
tezosentanin, lipopolisakkarit kullanilarak olusturulan septik sokta gozlenen
kardiyak disfonksiyona etkisi incelenmistir. Langendorff deneysel diizeneginde sol
ventrikilln gelistirdigi basingta (90,70 + 4,15’e 59,72 + 1,39), koroner akim hizinda
(14,25 + 0,66'ya 7,5 + 0,44), sol ventrikilden elde edilen basing egrisinin zamana
gore tlrevinin en ylksek (1882 + 70,93’e 1249 + 36,55) ve en dusik (-1318 +
62,77'ye -777,7 £ 35,23) degerlerinde, lipopolisakkarit uygulamasi anlamli azalmaya
neden olurken, lipopolisakkaritten iki saat sonra yapilan tezosentan uygulamasi bu
azalmalar iyilestirmistir (sirasiyla 72,15 + 3,67; 11,2 + 0,54; 1586 + 83,12; -1113 +
117,90). Histopatolojik incelemede, lipopolisakkarit, kalp dokusunda hasar
yaratmamistir. izole atriyum preparatinda lipopolisakkarit, atim sayisini artirmis,
kasilmalar ise degistirmemistir. Lipopolisakkarit uygulanan grubun, atriyum atim
sayisi ve kasilmasinin karbakol yanitlari ve atim hizi izoprenalin yaniti kontrol
grubuyla benzerdir. Atriyum kasilma-izoprenalin yanitlari iki grupta farklidir.
Tezosentan her iki grupta da atriyum atim sayisina anlaml sekilde etki etmemistir.
Tezosentan ozellikle lipopolisakkarit grubunda atriyum kasilmasini artirmistir. izole
papiller kas preparatinda lipopolisakkarit, kasilma kuvvetini, izoprenalin ve karbakol
yanitlarini degistirmemistir. Bu sonuclara gbére endotelin reseptér antagonisti
tezosentan, lipopolisakkarit ile indiiklenen miyokardiyal disfonksiyonu Langendorff
dizeneginde azaltmistir. Bu etkileri in vitro ortamda gosterilememistir.
Tezosentanin viicutta kalp disi olusan etkilerine ikincil olarak kardiyak fonksiyonlar

iyilesiyor olabilir.

Anahtar Kelimeler: septik sok, tezosentan, Langendorff, kalp kasi, endotelin
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ABSTRACT

KARA, S.C., Effect of Endothelin Receptor Antagonist Tezosentan on Cardiac
Dysfunction on an Experimental Model of Sepsis Induced by Lipopolysaccharide in
Rats, Hacettepe University Graduate School of Health Sciences, Philosophy of
Doctorate (PhD) Thesis in Medical Pharmacology, Ankara, 2019. In this study it is
showed that endothelin receptor blocker, tezosentan, ameliorates cardiac
dysfunciton caused by septic shock. Tezosentan abrogated reduction of left
ventricular developed pressure (72.15 + 3.67 vs 59.72 + 1.39), coronary flow rate
(11.2 £ 0.54 vs 7.5 £ 0.44), maximum (1586 *+ 83.12 vs 1249 * 36.55) and minimum
(-1113 + 117.90 vs -777.7 + 35.23) point for derivation of pressure against time of
left ventricle, caused by lipopolysaccharide in Langendorff perfused heart.
Histopathological examination showed no disruption in myocyte structure or
endothelium and no inflamatory cell infiltration. Beating rate was decreased and
contraction of isolated atria was not changed. Concentration-response curve of
atrial beating rate and atrial contraction with carbachol was similar while there was
significant differance between isoprenaline-atrial contraction concentration-
response curves of lipopolysaccharide group and control group. Beating rate
response of atrium to isoprenaline was similar between two groups. Tezosentan
had not effect on dose response curve of atrial beating rate with isoprenaline where
as affected atrial contraction response to isoprenaline of both control and
lipopolysaccharide groups. Tezosentan increased atrial contraction and beating rate
on both control and lipopolysaccharide groups. Lipopolysaccaride did not affect
contraction and concentration-response curve of contraction or relaxation curve
with isoprenaline and carbachol respectively of papillary muscle. Based on these
results tezosentan ameliorated cardiac dysfunction caused by lipopolysaccharide
which was not observed in vitro study which can be explained as improving cardiac

function in LPS injected rats secondary to its effect on other organ systems.

Key words: Septic shock, tezosentan, Langendorff, heart muscle, endothelin
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Tezosentan grubunun histopatolojik incelemesi.

LPS +Ttezosentan grubunun histopatolojik incelemesi.
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1. GiRiS

Sepsis, enfeksiyona karsi gelisen disregiile konak yaniti sonucu olusan, hayati
tehdit edici organ disfonksiyonudur. Enfeksiyon varliginda organ disfonksiyonu
gerceklesiyorsa sepsis tanisi konur. Her yil diinya ¢apinda ortalama 30 milyon insan
sepsisten etkilenmekte ve yilda yaklasik 6 milyon insan Olmektedir. Sepsiste
patofizyolojik olarak doku hipoperflizyonu, endotel disfonksiyonu ve koaglilasyona
yatkinlik olmakta sonuc¢ olarak coklu organ yetmezlikleri goriilmektedir. Tedavide
sivi resusitasyonu, uygun antibiyotik kullanimi  ve gerekli olmasi halinde

vazopressorle destek kullanilsa da hala etkili bir tedavi yontemi bulunmamaktadir.

Septik kardiyomiyopati sepsisli hastalarda gorilen kardiyak disfonksiyondur.
Varligi sepsiste kotl prognoz kriteridir. Patofizyolojisinde asiri NO ve ROS Uretimi,
hiicre ici kalsiyum dengesindeki bozulmalar, mitokondriyal disfonksiyon, bazi
proteinlerin ekspresyonunda degisiklikler gibi pek ¢ok mekanizma yer almaktadir.

Mediyator olarak TNF-q, IL-1, NO, endotelin gibi maddeler suclanmaktadir.

Endotelin 21 amino asitten olusan potent bir vazokonstriktor molekdldir.
Sepsiste gelisen akut respiratuvar distress sendromunda (ARDS), kardiyomiyopatide,
pulmoner hipertansiyonda, splanknik vazospazmda, akut boébrek hasarinda,
dissemine intravaskiiler koagiilasyon (DiK) olusumunda &nemli bir mediyatér

oldugunu dislindiren calismalar bulunmaktadir.

Bu tez c¢alismasinin amaci, si¢anda, lipopolisakkarit enjeksiyonuyla
olusturulan septik sok modelinde gelisecek kardiyak disfonksiyon (zerine

nonselektif endotelin reseptdr antagonisti tezosentanin etkisini incelemektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Sepsis
2.1.1. Sepsisin Tarihgesi

Sepsis, Yunanca “clirime”’den tiiremistir. ilk olarak 2700 yil dnce Homer’in
siirlerinde bahsedilmistir. Hipokrat ve Galen de daha sonra calismalarinda
kullanmustir (1). ilk modern tanimlama Hugo Schottmiiller tarafindan, bir odaktan
patojenik bir bakterinin aralikli veya devamli olarak kan akimina karismasi ve
boylece bazi semptomlara neden olmasi, seklinde yapilmistir (2). 1991 yilinda Roger
Borne 6nderliginde 1. Sepsis Tanimi Fikir Birligi (First Consensus Definition of Sepsis)

kurulmustur. 2016 yilinda Uglincisi (Sepsis-3) yayinlanmistir (3).
2.1.2 Sepsis ile ilgili Tanimlamalar

Sepsis-3’e (3) gore sepsis, enfeksiyona karsi gelisen disreglile konak yaniti
sonucu olusan, hayati tehdit edici organ disfonksiyonudur. Sepsis-3’te, Sepsis-2 ve
Sepsis-1’de yer alan, Sistemik inflamatuvar Yanit Sendromu (SIRS) terk edilmistir.
Enfeksiyon varliginda “Sequential Organ Failiure Assessment (SOFA)” skorunda 2
puandan fazla artis sepsis olarak kabul edilmektedir (Tablo 1.1). Siphelenilen
hastalarda tarama olarak “hizli SOFA” (gqSOFA) testi onerilmektedir (Tablo 1.2.).
gSOFA skoru ikiden blyiik olan hastalarin organ yetmezligi ve enfeksiyon agisindan

ileri degerlendirmelere tabi tutulmalari 6nerilmektedir (3).

Septik sok, bir dagihimsal sok tiridir. Dolasimsal, hiicresel, metabolik
anomalilerin agir bastigl ve normal sepsise gore daha fazla mortalite riski olan,
sepsisin agir bir formudur. Klinik olarak; sepsis gelismis hastada, uygun sivi
reslsitasyonuna ragmen; ortalama arteryal basing (OAB) degerini 65 mmHg’'nin
Ustinde ve laktat seviyesini 2mmol/L seviyesinin altinda tutmak igin vazopressoér

ihtiyacinin olmasidir (3).



Sepsisin belirtilerinin, sadece enfeksiydz ajana ve olusturdugu bagisikhk
yanitina bagli olmayip ayni zamanda pihtilasma, imminsipresyon ve organ islev

bozuklugu nedeniyle olustuguna dair kanitlar da vardir (4).

Tablo 2.1 SOFA skor sistemi (3).

SKORLAR
SISTEMLER 1 2 3 4 5
Solunum
Pao,/Fio, mmHg 2400 <400 <300 <200 MV+ <100 MV+
Pihtilasma
Trombosit, x103/pL 2150 <150 <100 <50 <20
Karaciger
Bilirubin, mg/dL <1,2 1,2-1,9 2,05,9 6,0-11,9 >12,0
Kardiyovaskiiler OAB=70mmHg OAB <70mmHg Dopamin <5 veya Dopamin 5-15yada Dopamin =15 yada
Dobutamin Adrenalin <0,1ya da Adrenalin 0,1 ya da
Noradrenalin < 0,1 Moradrenalin =0,1
Santral Sinir Sistemi
Glasgow Koma Skoru 15 13-14 10-12 6-9 <6
Bibrek
Kreatinin, mg/dL <1,2 1,2-15 2,034 3,5-4,9 =5
idrar gikist, mL/giin <500 <200

Fio2: Solunan havadaki oksijen orani; Pao2: Parsiyel oksijen basinci; OAB: Ortalama arteryel basing;
MV+: Mekanik ventilator altinda; Katekolamin dozlari pg/kg/dakika cinsinden verilmistir

Tablo 2.2 gSOFA skor sistemi. (3)

q50FA Skor Sistemi

Solunum Hizi = 22/dakika
Mental durum bozuklugu
Sistolik kan basinci £ 100 mmHg

2.1.3 Sepsis Epidemiyolojisi

Turkiye’deki sepsis prevelansiyla ilgili epidemiyolojik bir calisma
bulunmamaktadir. Her yil diinya capinda 30 milyon insan sepsisten etkilenmekte ve
yilda yaklasik 6 milyon insan 6lmektedir (5). Birlesik Devletlerde yapilan bir
calismada sepsis prevalansi 100.000°de 535 olarak bulunmustur ve daha da artmasi
beklenmektedir (6). 2016’da yapilan ve 27 calismay birlesitiren bir meta analizde,
sepsis insidans hizi yilhk 437/100.000, agir sepsis insidans hizi 270/100.000;
mortalite oranlar ise sepsiste %17, agir sepsiste %26 olarak bulunmustur (7).
Yapilan calismalar sepsis insidansinin arttigini gdstermistir (8). Sepsis insidansinin

artmasinda, yasam omrinin uzamasi, immiunstpresyon ve c¢oklu ila¢ tedavisine



direncli enfeksiyonlar suclanmaktadir (9). Irklar ve etnik gruplar arasinda da sepsis
insidansi  farkhliklar  gosterebilmektedir. Afro-Amerikan erkeklerde sepsis
insidansinin daha vyiksek oldugunu gosteren calismalar bulunmaktadir (8).
Kadinlarda agir sepsis insidansi daha disiktir (10). Bu nedenle, cinsiyet

hormonlarinin immin yanitta diizenleyici olabilecegi bildirilmistir (11).
2.1.4 Sepsis Gelisimi icin Risk Faktorleri

Yogun bakima yatmak sepsis icin risk faktoridir. Yapilan bir calismaya goére
yogun bakima yatan hastalarin %50’sinde hastane enfeksiyonu gelismektedir.
Bunlar da sepsis icin risk altindadirlar (12). ileri yas; sepsis riskini, sepsisle iliskili
mortaliteyi ve sepsis komplikasyonlarini artirmaktadir (13). immiinsiipresyon,
enfeksiyonlara yatkinhgi artirdigl icin sepsis ve septik sok riskini artirmaktadir.
Diyabet ve obezite bagisiklik sistemini baskiladigi icin bu hastalar risk altindadirlar
(14). Sepsis ve komplikasyonlari kanser hastalarinda daha sik gorilmektedir ve bu
komplikasyonlar gorildigiinde mortalite daha ylksektir (15). Yakin zamanda
hastanede yatmis olmak 6zellikle direngli mikroorganizmalara bagli sepsis igin risk
faktoraduar. Bununla birlikte genetik olarak bazi enfeksiyonlara yatkin olmak 6zellikle

cocukluk ¢cagindan baslayarak sepsis igin risk olusturmaktadir.

2.1.5 Sepsis Etiyolojisi

Sepsise, enfeksiyona yol acan neredeyse her organizma neden olabilir. Bu
ylzden sepsisin klinik prezentasyonu cok cesitli olabilmektedir (16). Sepsis, toplum
veya hastane kaynakl olabilmektedir. Hastaneye vyatisla sonuglanan sepsis
vakalarinin %80’i toplum kaynakhdir. Bir calismaya gore sepsise en ¢cok neden olan
enfeksiyon bdlgeleri sirasiyla akciger (%64), karin (%20), bobrek ve genitoiriner

sistemdir (%14), (17, 18).

“SOAP” calismasi, Gram (+) ve Gram (-) bakteriyel enfeksiyonlarin sepsis
etiyolojisinde benzer oranda yer aldiklarini gostermistir (18). Amerika Birlesik
Devletleri'nde 1979 ile 2000 yillari arasindaki verileri inceleyen bir epidemiyolojik

calismada, oOzellikle c¢alismanin son vyillarinda Gram (+) bakteriler, gram (-)



bakterilerden daha yiliksek bulunmus olsa da (8); Escherichia coli, Pseudomonas
turleri gibi Gram (-) bakteri ve Candida tirleri gibi mantar enfeksiyonlarinin 6zellikle
yogun bakimlarda fazla oldugunu gosteren calismalar da bulunmaktadir (17).

7”

2012’de yapilan “Intensive Care Over Nations Audit”te ise Gram (-) bakteriyel

enfeksiyonlarin Gram (+) enfeksiyonlardan daha yaygin oldugunu gostermistir (19).
2.1.6 Sepsis Patofizyolojisi

Sepsis, organ, hiicre ve doku seviyelerinde cesitli mekanizmalarla hasarlara

neden olmaktadir (10).

Damar iginden kagan sivi yerine konuldugunda, hastalarda sistemik vaskiiler
rezistansin azalmis, kardiyak debinin korunmus veya artmis oldugu uzun yillardir
bilinmektedir (20). Bu durum haftalar siren akut ventrikiler disfonksiyona ragmen
gerceklesmektedir (21). Doku hipoperflizyonunun gostergesi olan laktat
seviyelerinde artis ile mortalitede artis iliskili bulunmustur (22). Sepsiste endotelyal
disfonksiyon meydana gelmektedir. Lokosit adezyonunda artis, prokoagiilan duruma
gecis, vazodilatasyon, bariyer fonksiyonunda kayip ve sonucunda doku odemi
olusmaktadir (23). Yaygin doku faktori saliverilmesi, fibrin birikimi, antikoagilan
sistemlerdeki bozukluklar DiK’e yol acabilmekte ve organ disfonksiyonu ile
mortalitede artisa neden olabilmektedir (24). Akcigerlerde gecirgenligin artmasi
proteinden zengin sivinin alveollerde birikmesine, ventilasyon perflizyon
bozukluguna, hipoksemiye, akciger kompliyansinda azalmaya ve sonug¢ olarak
ARDS’ye neden olabilmektedir (25). Sitokin fazlaliginin neden oldugu barsak
bariyerindeki bozukluklar, bakteriyel translokasyona; limendeki pankreatik enzimler
barsak epitel hasarina neden olmaktadir. Bu durum sistemik inflamasyonu ve coklu
organ disfonksiyonunu daha da artirmaktadir (26). Sepsis; karacigerde, bilirubin ve
enterik patojen lipidlerin temizlenmesi gibi bazi fonksiyonlari bozarak sistemik
inflamasyonu artirmaktadir (27). Sitokinler ile immin aracilli mikrovaskiler ve
tibiler bozukluklar sepsiste gorilen akut boébrek hasarina cesitli mekanizmalarla
neden olmaktadirlar (28). Santral sinir sistemi, sepsis patofizyolojisinin erken

donemlerinde ozellikle anti-inflamatuvar olarak 6nemli bir rol oynamaktadir.



Beyindeki bazi bolgeleri etkileyen sitokinler, beyin sapina uyari gitmesine, oradan
vagal uyariyla dalak ve barsaklara sitokin Gretiminin azaltilmasi yoninde sinyaller
gitmesine neden olmaktadirlar (29). Bununla birlikte deneysel sepsis modellerinde
vagal sinir uyariminin sitokin cevabi ve endotel hasarini azalttigl gosterilmistir (30).
Ensefalopati, agir sepsiste yaygindir ve hafif dikkat daginikligindan komaya kadar
cesitli seviyelerde kendini gésterebilir (31). Sistemik endotelyal fonksiyon bozuklugu
kan beyin bariyerinin bozulmasina, inflamatuvar sitokinlerin beyne girmesine ve
dolayisiyla perivaskiler 6dem ile nérotransmitter dengelerinde degisikliklere neden
olmaktadir (32). Buna karaciger, bobrek bozuklugu ve koagiilopati eslik edince hasar
daha da artmaktadir (33). Sepsisin erken asamalarinda gorilen proinflamatuvar
durum daha sonrasinda immiin sistemde bozukluklara neden olabilmektedir. Septik
olan yogun bakim hastalarinin postmortem dalak analizlerinde, CD4+ ve CD8+ T
hiicrelerinde azalma oldugu, immiin yanitta bozukluga neden oldugu gosterilmistir
(34). Bu durumun sitomegaloviris (CMV), herpes simpleks virlis (HSV), Epstein-Barr
virts (EBV) ve insan herpes virlisii-6 (HHV-6) gibi virtslerin aktivasyonuna neden

oldugu belirtilmistir (35).

TNF-a, sepsisin  hicresel dizeyde gosterdigi  etkilerin  anahtar
mediyatorlerinden biridir. Sicanlara TNF-a inflize edildiginde saatler icinde takipne,
laktik asidozla birlikte gesitli organlarda iskemi veya kanama olustugu gosterilmistir
(36). Gorilen bu etkiler sicana endotoksin verildiginde goriilen etkilere benzerdir
(37). Bakteri inflizyonundan 6nce TNF-a bloke eden antikorlarin verilmesi, deney

hayvanlarinda organ yetmezligi ve septik soku engellemistir.

Patojenlerden salinan patojen iliskili molekiler kaliplar (PAMP) ve konaktan
salinan hasar iliskili molekiler kaliplar (DAMP), bagisiklik hicrelerinin hiicre
ylizeyinde veya sitoplazmalarinda bulunan bazi kalip taniyict reseptorlere
baglanarak; IL-1, IL-6, TNF-a gibi proinflamatuvar sitokinlerin transkripsiyonlarinda

artisa neden olmaktadir (38).

Normal sartlarda inflamatuvar sitokinler kiiciik ve yerel enfeksiyonlarin

kontrolinlG saglarlar. Ama cevap, belirli bir seviyenin Ustine ¢ikarsa zararli



olmaktadirlar (10). Hidroksil grubu ile nitrik oksit gibi reaktif radikaller hicresel
proteinlere, lipidlere ve DNA’ya zarar vermekte ve mitokondriyal fonksiyonlari
bozmaktadirlar. Bu sitokinler, bagisiklik hicrelerinin yasam sirelerini ve
aktivitelerini  artirmakta, endotel hiicrelerinde adezyon  molekdillerinin
ekspresyonlarinda artisa yol agmakta, akut faz reaktanlarinin Gretimini artirmakta,
doku faktoriiniin saliminda artisa dolayisiyla tromboza yatkinhga yol agmaktadir
(39). Kompleman aktivasyonu, granilositlerden enzim saliveriimesine neden

olabilmekte ve endotelyal gegirgenligi artirabilmektedir (40).

Agir sepsis katabolik bir siirece neden olmaktadir. inflamatuvar sitokinler kas
dokusunda hizli bir yikima ve glikoza bagimli olarak prolifere olan bagisiklik
hiicrelerine yakit olmak icin amino asitlerin glukoneogeneze yonlenmesine neden
olmaktadir. insiilin direnci ve hiperglisemi de sepsisin karakteristik bulgularidir. Bu
durumlarin boyutu klinik durumun ciddiyetiyle orantilidir. Amag, patolojik olarak

artmis olan immuin yanitin gerektirdigi enerji kaynagini saglamaktir (41).

Sepsis sirasinda sadece proinflamatuvar yolaklar degil, anti-inflamatuvar
yolaklar da aktive olmaktadir. IL-10; IL-6, IFN-X (retimini azaltip, IL-1 ve TNF-a’nin
etkisinin sonlandirilmasina yardimci olmaktadir (38). Hicresel diizeyde PAMP’lar,
DAMP’lar, hasarl proteinler ve organeller lizozomal yolla pargalanmakta ve boylece
inflamazom aktivasyonunu azalmasi amaclanmaktadir (42). Lipoksin, resolvin,
protektin, maresin gibi biyoaktif lipidlerin; ROS’lari, endotelyel gegirgenligi ve
I6kositlerin cagrilmasini azalttiklari gosterilmistir (43). Dizenleyici T hicreleri ve
miyeloid seriye ait baskilayici hlicreler de anti-inflamatuvar sitokinler Ureterek

immun yanitin bitmesinde etkili rol oynamaktadirlar (44).
2.1.7. Sepsiste Tedavi Stratejileri

Sepsis sag kalimindaki artis, etkili tedavi stratejileri oldugunu gosterse de
hala kabul edilmis 06zel tedaviler mevcut degildir. Patofizyolojiden hareketle
kullanilan bazi yontemlerin faydalarinin yaninda zararlinin da olmasindan dolayi bu

konuda daha fazla randomize kontrolli ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir (10).



En son “Surviving Sepsis Campaign” (SSC) rehberi sepsisin fark edilmesinden
sonra bir saat iginde etkili antibiyotik tedavisinin baslanmasini soylemektedir (45).
2014’te yapilan bir retrospektif calismada, antibiyotige baslanmasindaki her
gecikmenin mortaliteyi artirdigi gosterilmistir. Bir saatlik gecikme %24,5 ile %27,2’lik
bir artisa neden olurken 6 saatten fazla gecikme %30,9 ile %35,3’llik artisa neden

olmaktadir.

Santral ven6z basinci 8-12 mmHg, ortalama arteryel basinci 65-90 mmHg,
idrar ¢ikisi 0,5 mL/kg/h ve santral ven6z oksijen satlirasyonu %70 olacak sekilde
kristaloid, kolloid, vazopressor ve gerekirse kan Urinlerinin de kullanildigi “Early
Goal Directed Therapy” (EGDT) mortalitede %16 azalma saglamaktadir. SSC de dahil
olmak Uzere pek ¢ok merkez tarafindan kullanilan tedavi stratejisidir (46). Ancak
sonradan vyapilan c¢alismalar EGDT protokolliinden ziyade; sepsisin erken
taninmasinin, antibiyotige erken baslanmasinin ve diger gelismelerin bu sagkalim
artisinda etkili oldugunu ortaya koymustur. Ote yandan agresif sivi replasman
tedavilerininin, endotel gecirgenliginin de arttigi gz 6niinde bulunduruldugunda,
ARDS’de artisa neden oldugu ortaya konmustur (47). Resisitasyonun etkinligi laktat
seviyeleri ve ortalama arteryel basing Olglimleriyle takip edilmektedir. Ortalama
arteryel basinci 80-85 arasinda tutmak, 60-65 arasinda tutmaya gore boébrek
fonksiyonlarinda iyilesmeye neden olsa da bu uygulamanin sagkalim tzerine olumlu

etkisi gosterilememistir (48).

Vazopressorlerin ~ kullanimi ile ilgili literatirde ¢esitli ¢alismalar
bulunmaktadir. 3000 kisinin yer aldigi retrospektif bir calismada, ilk saatte en az 1
litre sivinin verildigi ve septik sokun baslangicindan 1-6 saat sonra vazopressorlerin
kullanldigi grupta mortalite en az bulunmustur (49). Hangi vazopressoriin
kullanilmasi gerektigi ile ilgili farkli yorumlar bulunmaktadir. Bir calismada ikna edici
bir fark bulunamazken (50), 2012’de yapilan bir calismada dopamin kullanildiginda
noradrenaline gore daha fazla mortalite gozlendigi belirtilmistir (51). En son SSC

rehberinde ilk basamak olarak noradrenalin 6nerilirken, ikinci basamakta adrenalin



veya disik doz vazopressin onerilmistir. Dopamin ve fenilefrinden kaginilmasi

gerektigi aktarilmistir (52).

En son yapilan randomize kontrolli calismalardan birisinde (+) inotropik ve
kalsiyum duyarlastirici olan levosimendanin mortalite ve organ disfonksiyonunda

iyilesmeye neden olmadigi gosterilmistir (53).

SSC’'nin  2016’da vyayinlanan rehberinde, ARDS gelismis septik soktaki
hastalarin yiksek PEEP degerle ve ylzli koyun pozisyonda ventile edilmesi
onerilmistir. Ylksek frekansh osilatuvar ventilasyon (HFOV) ile bronkospazm
gelismemis hastalarda [, agonist kullanilmasi 6nerilmemistir. ARDS gelismemis ama
solunum vyetmezligi olan septik hastalarda disik tidal hacimli ventilasyon

onerilmistir (52).

Randomize kontrollii bazi calismalarda enteral ve parenteral beslenme
arasinda anlamli fark gosterilememistir (54). SSC, enteral beslenebilen hastalarda,
erken parenteral beslenmeyi 6nermemektedir. Enteral beslenmeye uygun olmayan
hastalarda ilk 7 glin direkt parenteral beslenme yerine intravenoz glukoz veya tolere
edebildigi kadar beslenme drinleri kullanilmasini SSC 6nermektedir. Septik
hastalarda kan glukoz seviyesinin 180 mg/dL’nin Uzerine ¢ikmasi durumunda, iki
saatte bir glukoz seviyeleri tekrar kontrol edilerek, gerekirse insilin inflizyonu

baslatilmasi dnerilmektedir (52).

SSC, glukokortikoid kullanimini  ancak uygun vazopressor ve Ssivi

resilsitasyonuna ragmen hemodinamik stabilite saglanamazsa 6nermektedir (52).

Molekiler hedeflere yonelik tedavi stratejileri denenmektedir. TNF-a gibi
proinflamatuvar sitokinleri durdurmanin mortaliteyi azaltacagi dislintlmustir. Ama
yapilan bir ¢calismada anti TNF-a’nin mortaliteyi azaltmadigi hatta yliksek dozlarda
artirdigi gosterilmistir (55). IL-1a’ya ve bakteriyel virllans faktorlerine karsi
gelistirilen bazi molekiler tedavilerle de anlamli olarak fayda saglamamistir (56-59).

Aktive protein C konsantresi (drotrecogin-a) ile yapilan bir calismada 28 giinlik
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mortalitenin anlamli olarak azaldigi gosterilmistir (60). Ancak kanama problemleri ve

calisma hakkindaki karsit gérusler nedeniyle klinikte cok kullaniimamaktadir (61).

Septik sokta yeni tedavi stratejileri ile ilgili halen devam eden pek ¢ok klinik

¢alisma bulunmaktadir (10).
2.2. Deneysel Septik Sok Modelleri

Deneysel septik sok modellerinde; farkli yontem veya hayvan tiri
kullanilmasi gibi faktorler nedeniyle sonuclarda farkliliklar olusabilmektedir. Siklikla
bu modellerde kullanilan rodent gibi hayvanlarin insana gére sepsise ve endotoksine
daha direngli olmasi bu modellerdeki sonuglarin insanlara uygulanmasi konusunda
tartismalara neden olmaktadir (62). Bu bolimde 3 farkli yéntemden bahsedilecektir

(Sekil 2.1.):

1. Endotoksin uygulamasiyla olusturulan sepsis modeli
2. Cekal baglama ve delme yontemiyle olusturulan sepsis modeli

3. Canli bakteri uygulamasiyla olusturulan sepsis modeli

E ] d Oto kS| g] ei.p. i.v. Tek doz veya inflizyon, liyofilize, stabil saklanabilir,
kontaminasyon riski az.

E nJ e kS|yO N sFarkli ekstraksiyon islemi farkli sonug, insanlarin
karsilastigina gore ¢ok yiiksek doz, hiperdinamik asamayi

MOden fazla yansitmamaktadir.

eKolay, maaliyeti diisiik, polimikrobiyal sepsis olmasi klinige
benzer

eUygulamalar arastirmacidan arastirmaciya degisebilir,
obstriksiyon riski.

Ba kte r‘| eArtik fazla kullanilmamaktadir.
. " eKisa slirede yiksek miktarda bakteri, laboratuvar
Inflzyonu

¢alisanlarinin kontaminasyon riski

Sekil 2.1. Deneysel septik sok modelleri.
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2.2.1 Endotoksin Uygulamasiyla Olusturulan Sepsis Modeli

Endotoksin olarak c¢ogunlukla lipopolisakkarit (LPS) kullaniimakla birlikte
Gram (+) sepsis modeli olusturmak icin teikoik asit de kullanilabilmektedir (63).
Deneylerimizde LPS kullanildigl icin daha ¢ok LPS’ten bahsedilecektir. LPS’in sahip
oldugu O-spesifik zincir, Gram (-) bakteriler arasindaki antijenik degiskenligi
gostermektedir. LPS’in toksik etkileri, daha c¢ok icerdigi lipid A boélimden
kaynaklanmaktadir. LPS liyofilize tozlar halinde elde edilebilir. En ¢ok Escherichia coli
bakterisinin farkli serotiplerinin LPS’leri calismalarda kullaniimaktadir. (O55:B5,
0111:B4 gibi) Liyofilize LPS, planlanan deneye goére suda c¢ozlinerek deney
hayvanina periton veya damar icine; inflizyon veya tek doz seklinde uygulanilabilir.
Kullanilan hayvana, kullanilan bakterinin tlriine ve arastirilan klinik duruma gore

1mg/kg ile 80-100mg/kg aralikta dozlarda uygulanilabilir.

LPS’in avantajlari intavendz veya intraperitoneal olarak tek doz veya inflizyon
seklinde uygulanabilmesi ve liyofilize bigimde saklanabildigi icin stabil ve saf
olmasiyla birlikte kontaminasyon tehlikesinin az olmasidir. Verilen doz da
arastirmaci tarafindan rahat bir sekilde belirlenebilmektedir. Yanitlar amplifiye

oldugu icin immiinolojik yanitlari incelemek icin tercih edilir

Farkli serotiplerden farkli ekstraksyon islemlerine ugramis LPS’ler klinikte
farkl sonuclar verebilmektedir. Bu da calismalarin sonugclari arasinda turarsizliklar
olabilmesine neden olabilmektedir. Hayvana endotoksin uygulamasiyla elde edilen
doz genelde klinikte insanlarin karsilastigl dozla uyum goéstermemektedir. Tek tip
mikroorganizmaya ait endotoksin insan septik sok tablosundaki cesitli canli
bakterilerin yerini tutamamaktadir. Hayvanlarda LPS verilmesi doza bagiml olarak
klinik durumdan farkliik gosterir. insanda goézlenen sepsis tablosunun ilk
asamasinda kardiyak debi artmis, sistemik vaskiler direng azalmistir. Bu dénem
“hiperdinamik faz” olarak adlandirilir. Hayvanlarda verilen yiliksek doz LPS’te ise
genelde kardiyak debi dlserken sistemik vaskiler direng ylikselmistir. Yani
hipodinamik faza daha c¢ok benzemektedir. Hayvanlarda hiperdinamik fazi

gostermek icin cok dusilik dozlarda LPS kullanmak gerekmektedir (64).
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2.2.2. Cekal Baglama ve Delme (CLP) Yontemiyle Olusturulan Sepsis Modeli

Wichterman ve arkadaslari (65) tarafindan gelistirilmis bir model olup;
anestezi altinda hayvanin barsak gegisi engellenmeksizin, ¢ekumun bir iplik
yardimiyla baglanip sonrasinda bir igne ile delinerek fekal igerigin periton bosluguna
sizmasi sonrasl fekal peritonit olusturulan sepsis modelidir. Operasyon sonrasinda

cilt kapatilarak hayvana sivi resisitasyonu uygulanir.

CLP, uygulamasi zor olmayan, LPS ve bakteri uygulamalari gibi maliyet
gerektirmeyen bir modeldir. Diger uygulamalardan farkli olarak polimikrobiyal bir
sepsis olusturur ve klinikteki cerrahi sepsise oldukca benzeyen bir model saglar. Bu

CLP uygulamasinin avantajli yonleridir

Diger yandan uygulamalar arastirmacidan arastirmaciya  farklilik
gosterebilmektedir. Cekum farkli seviyelerden baglanabilir, arastirmaci islemi
gerceklestirirken yanlislikla obstriksiyona neden olabilir. Cekumu delme sirasinda
farkli ebath ignelerle farkh sayida delme islemi yapilabilir. Delme sonrasi bazi
arastirmacilarin gekumu sivazlamasi siireci hizlandirabilir. Bunun gibi bazi farkhliklar
yontemin arastirmalar arasinda farkli derecede sonuglar vermesine neden

olabilmektedir (64).

2.2.3 Canlhi Bakteri Uygulamasiyla Olusturulan Sepsis Modeli

Literatlirde, cesitli dozlarda Escherichia coli bakterisini, periton icine veya
damar icine uygulanma suretiyle olusturulmus modeller bulunmaktadir. Ancak
insanda gozlemlenen septik sok tablosuna kiyasla daha kisa siirede daha yiksek
miktarda bakteri verilmektedir. Kullanilan hayvana ve verilen bakteri miktarina
uygun sivi reslsitasyonu ile vazoaktif madde inflizyonu 6nerilmektedir. Periton
icerisine bakteri uygulamasi, ilk 24 saatte sicanlarin 6limiine neden olabilmektedir.
Bu nedenle yavas salinimli bir sekilde bakteri inflize eden ozmotik mini pompalar
kullanilabilmektedir (66). Bu uygulamalar sirasinda laboratuvar calisanlarinin

kontamine olma riski tasidigi géz 6niinde bulundurulmalidir (64).
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2.3. Septik Kardiyomiyopati

Septik kardiyomiyopatinin kanita dayahl, acik ve tutarli bir tanimi
bulunmamakla birlikte kisaca ”Septik hastalarda gorilen kardiyak disfonksiyondur.”
seklinde tanimlanmaktadir (67). Sepsisli hastalarda kardiyak disfonksiyonun
prevelansini inceleyen calismalarda %10 ile %70 arasinda degisen oranlardan
bahsedilmektedir (68). Bu durumun nedeni olarak da kesin tani kriterlerinin
olmamasi duslintlmektedir. Sepsiste, sol ventrikilde dilatasyon, ventrikiler
kasilabilirlikte azalma, sag ve/veya sol ventrikilde hacim artisina azalmis cevap
gorilmektedir (69). Septik kardiyomiyopatiyi aciklamak icin pek ¢cok mekanizma
ortaya atilmistir. Nitrik oksitin (NO), ROS ve reaktif azot Urlnlerinin asiri Gretimi,
hiicresel dizeyde, protein ekspresyonlarinda ve metabolik yolaklarda meydana
gelen degisiklikler bu mekanizmalardan bazilaridir (70). Bu degisiklikler sonug olarak
hicre ici kalsiyum dengesini veya miyofilaman fonksiyonunu bozarak disfonksiyona

neden olmaktadir.

Kardiyomiyositlerde ayni immiin hiicrelerde oldugu gibi kalip tanima
reseptorleri bulunmaktadir. Bu reseptorlere LPS gibi PAMP’larin baglanmasi,
nikleer faktor kappa B (NF-kB) aktivasyonuna ve kalpte proinflamatuvar sitokinlerin
Uretilmesine neden olmaktadir (71). Endotoksinin direkt inflizyonunun saglhkli
gondullilerde sol ventrikil ejeksiyon fraksiyonunda (LVEF) azalmaya neden oldugu,
LPS-TLR4 baglantisinin kesilmesinin kardiyovaskiiler parametrelerde ve mortalite
oranlarinda dizelmelere neden oldugu gosterilmistir (72, 73). TLR-4’Un genetik
olarak silinmesi durumunda kardiyak fonksiyonlarda diizelmenin olmamasi, LPS
disindaki diger hiicre duvari parcalarinin da cesitli kalip taniyici reseptorlere
baglanarak kalp fonksiyonlarinda bozulmaya neden olmasi; sepsisle iliskili kalp

disfonksiyonunun sadece TLR-4 ve LPS ile iliskili olmadigini géstermektedir (67).

PAMP’larin yani sira heparan silfat parcalari ve histon proteinleri gibi
DAMP’lar da sepsiste artmaktadir. DAMP’lar benzer sekilde kalip taniyici
reseptorlere baglanarak ozellikle mitokondride bozukluklara dolayisiyla kardiyak

disfonksiyona neden olmaktadir. Bu maddelerin temizlenmesi durumunda kalp
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fonksiyonlarinda iyilesme gozlenmistir (74, 75). LPS wvarliginda kalp kasi
hicrelerinden bir DAMP olan “Yiiksek Hareketli Grup Protein B1” (HMGB1)
salinmaktadir. HMGB1 ayni LPS gibi TLR-4’e baglanmakta; ROS {retiminde artisa
sarkoplazmik retikulumda depolanan kalsiyum miktarinda azalmaya neden olmakta

bdylece kalpte kasilma bozukluguna yol agmaktadir (76).

Parillo ve arkadaslari (77), in vitro ortamda kardiyak miyositlerin sepsisli
hastalarin serumlarina maruz kalmalari sonucunda hicrelerdeki kisalmanin
azaldigini gostermisler, sepsiste godzlenen miyokardiyal disfonksiyonun serumda
dolasan bir faktéor nedeniyle meydana geldigini 6ne strmuslerdir. Uzmanlar
tarafindan basta bu faktoriin TNF-a oldugunu distndlmis, nitekim TNF-o'nin
tavsanlarda doz bagimh olarak kalpte fonksiyon bozukluguna neden oldugu
gosterilmistir. Ama, TNF-a ‘ya karsi kullanilan antikorlarin kardiyak disfonksiyonu
iyilestirmesine ragmen sag kalimi artirmadigi gosterilmistir (78). Kisa olan yari
omdrleri nedeniyle TNF-a ve IL-1’in erken donem etkilerden sorumlu olabilecegi
bununla birlikte ge¢ dénem etkilerin TNF-a ve IL-1’in etkisiyle artan miyokardiyal NO

nedeniyle gerceklestigi soylenmistir (79).

NO, L-arjinin’den nitrik oksit sentaz (NOS) enzimiyle sentezlenen biyolojik
olarak aktif bir gazdir. Miyokardiyal hiicrelerde (¢ adet NOS izoformu
bulunmaktadir: Néronal NOS, endotelyal NOS ve indiiklenebilir NOS. inflamasyonda
tretilen yiiksek miktarda NO’dan indiiklenebilir NOS sorumludur (80). indiiklenebilir
NOS ekspresyonunda artis, sonucunda artan NO bir¢cok yolak Gzerinden kardiyak
disfonksiyona neden olabilmektedir. Onyiik ve artyiik degisiklikleri, B reseptérlerinin
membrandan sitoplazmaya cekilmesi, miyofilamanlarin kalsiyuma olan yanitlarinin
azalmasi ve mitokondri membran gecirgenligi artisina bagh olarak gelisen
mitokondriyal fonksiyon bozuklugu artmis NO’nun etkileri arasinda gosterilebilir

(81-84).

Sepsisli canlinin kalbindeki mitokondrilerde; yapisal degisiklikler (sisme,
kristalarda anormallikler), DNA hasari, membran gecirgenliginde artis, sitokrom C

oksidaz aktivitesinde azalma gibi bozukluklar meydana gelmektedir (85).
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Mitokondriyal hasar sonucunda ATP {retimi azalmakta, azalmis ATP Uretimi ve
mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun kendisi apoptozisle hiicre 6limiine neden
olmaktadir. Ancak burada hiicre o6limiinden ziyade, hiicrelerin metabolik

aktivitelerini azalttig bir adaptasyon gergeklesmektedir (86).

Septik kardiyomiyopati sonug¢ olarak miyosit icindeki kalsiyum dengesinin
bozulmasi nedeniyle olusmaktadir. Normal fizyolojik kosullarda kalsiyum, hiicre
icine L tipi kalsiyum kanallariyla girmekte ve sarkoplazmik retikulumdan kalsiyum
saliverilmesine neden olmaktadir. intraselliiler olarak artan kalsiyum da
miyofilamanlar Gzerinden kasilmayi baslatmaktadir. Sarkoplazmik retikulumda
depolanan kalsiyum miktari, sarkoplazmik retikulum kalsiyum ATPaz 2 (SERCA2)
tarafindan kontrol edilmektedir. SERCA2 intraselliiler kalsiyumu tekrar sarkoplazmik
retikuluma goénderen bir pompadir. SERCA2’'nin islevini kaybetmesi durumunda
diyastolik gevseme bozulur. Fosfolamban fizyolojik olarak SERCA2’nin inhibitéridir
ve fosforile halinde inaktiftir. Yapilan c¢alismalarda, endotoksemi sonucunda
diyastolik kalsiyum geri aliminin bozuldugu gosterilmistir. Bu da SERCA inhibisyonu
araciligiyla gerceklesmektedir (Sekil 2.2.). Ejeksiyon fraksiyonundaki azalmanin

SERCA inhibisyonla iliskili oldugu gosterilmistir (87).

Diagnostics

* Hemodynamic monitoring and ECG

*  Serum biomarkers

* Echocardiography

*  Afterload-related cardiac performance

Ca?* - Dysregulation Dysregulated NO-Synthesis \
arp S ADP 4+ i ”
Phospholamban '
SERCA2
Cah '

Citrulline Nitric oxide /
PAMPs/DAMPs \
Id

Cell Membrane

Mitochondriale dysfunction

Tumalptkm‘r TNF-)
=X )
e T

=

Ghernpy

*  Fluid resuscitation
* Norepinephrine
* Inotropic support (dobutamine)

* Beta-blockers (?)

Sekil 2.2. Septik sokta gozlenen kardiyak disfonksiyonun olasi sebepleri (67).
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2.4. Kalp Kasi

Kalpte, kendiliginde uyarilma ozelligi olan 06zellesmis kalp kasi hicreleri
vardir. Bu hicreler aktin ve miyozinlerini ve kasilma fonksiyonlarini kaybetmis,
kalpte uyari ¢cikarmak icin 6zellesmislerdir. Bu hicrelerin en énemli 6zellikleri sabit
bir istirahat membran potansiyellerinin olmamasidir. Boylece esik degere ulasip
kendilleri aksiyon potansiyelleri olusturabilmektedir. Bu hiicreler sinoatriyal (SA)
nodda, atriyoventrikiler (AV) nodda, His demetinde ve purkinje liflerinde
bulunmaktadir. Bu gruplardan frekansi en yiksek olan SA nod kalpteki normal
ritimden sorumludur. SA noddan ¢ikan uyari, atriyumlar boyunca yayildiktan sonra
interatriyal septumda bulunan AV noda gelir. AV nod kalpte ileti sisteminin en yavas
oldugu bolgedir. Uyari, AV noddan sonra atriyumlarla ventrikiller arasindaki tek
elektriksel baglanti olan His demetine ve oradan da tim ventrikillere yayilir. Kalp
bir sinsityum olarak ¢alisir. Kalp hasi hiicreleri arasindaki interkale disklerde bulunan
neksuslar sayesinde bir hiicre uyarildiginda, uyarilan hicredeki degisiklikler diger

hiicrelere de yayilir ve toplu sekilde uyarilma gerceklesir.

Bir kalp kasi hicresi uyarildiginda, aksiyon potansiyelinin plato evresinde,
hiicre icerisine L tipi kalsiyum kanallari araciligiyla kalsiyum girmektedir. iceriye
giren kalsiyum kalp kasinin diz endoplazmik retikulumu olan sarkoplazmik
retikukum Gzerinde bulunan riyanodin kanalina baglanarak sarkoplazmik
retikulumdan kalsiyum saliverilmesine neden olur (kalsiyumla indiklenen kalsiyum
saliverilmesi). Yani kalp kasinin kasilmasi igin gerekli kalsiyum hiicre iginden ve hiicre
disindan saglanmaktadir. Hiicre icerisinde konsantrasyonu artan serbest kalsiyum,
kasilma mekigininin aktif hale ge¢cmesini ve kasilmanin olusmasi saglamaktadir.
Kasilma sonlandirilacagi zaman, intrasellliler serbest kalsiyum, SERCA ile
sarkoplazmik retikuluma; membranda bulunan sodyum kalsiyum degistirici pompa

ile ekstraselliiler alana uzaklastiriimaktadir.

SA noddan yayilan aksiyon potansiyelinin frekansi, yayilma hizi, kalp kasinin
kasilma kuvveti, gevseme orani otonom sinir sisteminin kontroli altindadir.

Sempatik sinir sistemine ait lifler ilk bes torakal segmentten gikar, orta servikal
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gangliyon veya servikotorasik gangliyonda (stellat gangliyon) sinaps yaptiktan sonra
kalbe gelir. Kalpte SA nodda olusan aksiyon potansiyelinin sikligini artirarak kalp
hizini artirir (pozitif kronotropi). Tim ileti sistemi boyunca elektriksel ileti hizini
artirir (pozitif dromotropi). Kalp kasinda kasilma sirasinda hiicre igi serbest kalsiyum
miktarini artirarak kasilma glcinl artirir (pozitif inotropi). Kalp kasinda bulunan,
aktif formunda SERCA’yi inhibe eden fosfolambani inaktive ederek gevsemenin
hizini artirir (pozitif lusidotropi). Kalpte adrenerjik reseptorlerden aa, az, B1, B2, Bs
bulunmakla birlikte, B1 reseptori baskindir ve bahsedilen etkilere neden olur. B1
reseptorleri hiicre ici cAMP miktarini artirarak bu etkilere neden olur. Bu etkiler

arasinda en baskin olan pozitif kronotropidir.

Kalpte otonom sinir sistemi olarak parasempatik sistem hakimdir. Dorsal
vagal cekirdekte yer alan parasempatik sinir hiicrelerinin aksonlari, vagus sinirleri
araciligiyla kalbe ulasirlar. Kalbin yakininda ufak bir otonomik gangliyon yapip,
postgangliyonik lifler kalbe yayilirlar. Kalpte SA nodu, AV nodu, ileti sistemini,
miyositleri, koroner damarlari inerve ederler. SA nod ana olarak sag n. vagus
tarafindan inerve edilirken AV nod temel olarak sol n. vagus tarafindan inerve
edilmektedir. Parasempatik sinir sistemi kalpte etkilerini esas olarak muskarinik
reseptorler lizerinden gostermektedir. Kalpte agirlikhi olan muskarinik reseptor tipi
M; reseptoridir. Bu reseptor Gi kenetlidir ve uyarilmasi sonucu hiicre icerisinde
cAMP miktari azalmaktadir. SA nodda hiicreleri hiperpolarize ederek negatif
kronotropiye, AV nodda negatif dromotropiye, miyositlerde ise kasilma giclini
azaltarak negatif inotropiye neden olur. Ancak; ventrikil kasinin parasempatik
inervasyonu yok denecek kadar azdir (88), negatif inotropik etkisini 6zellikle atriyum

miyositlerinde gostermektedir (89).

Sepsiste kalpteki adrenerjik ve muskarinik reseptorlerin degisimiyle ilgili
yapilan c¢alismalarda degisik sonuclar bulunmaktadir. Bir calismada sicanlarda
endoktoksemi boyunca ai reseptor sayisi azalirken B reseptor sayisi artmis ancak

affinitesi azalmis olarak bulunmustur. Muskarinik reseptérlerin asetilkoline olan
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affinitesi azalmamistir (90). Kopekte yapilan bir sepsis calismasinda ise miyokardiyal

hlcrelerde beta reseptor sayisinda azalma gosterilmistir (91).
2.4.1. Langendorff izole Perfiize Kalp

Memeli kalplerinde ilk defa retrograd perfiizyonu Oscar Langendorff ve ekibi
tanimlamistir (92). Bu yontem daha sonra O’nun ismiyle anilmaya baslanmistir.
Miyokardiyal fonksiyon ve elektrofizyoloji gibi temel fizyolojiyi anlamakta da, iskemi
reperfliizyon hasari , kalp yetmezligi gibi cesitli patolojik durumlari anlamakta da 6n
sirada yer alan yontemlerden biridir (93). Kalp aorttan kaniile edilerek perfiize
edilmektedir. Basincin etkisiyle aort kapagi kapali durumda olup, normal fizyolojik
akis yoniniin tersine aortadan gelen perfiizat, koroner arterlere gecmektedir.
Sonrasinda koroner venlere, oradan koroner sinlise ve en sonunda sag atriuma
ulasmaktadir. Perflizat sag atriuma gelince, sag atriumun etrafindaki acikliklardan

disari sizmaktadir. Yani ventrikillere sivi ulasmamaktadir (93).

Langendorff'un orijinal tanimlamasinda kalp sabit basin¢ta perfiizatla
beslenmektedir. Koroner akim, belirli bir strede kalpten disari sizan perfiizatin
toplanilip Olglilmesiyle degerlendirilmekte, kasilma fonksiyonu da apeksten ipek bir
iplikle kuvvet transdusirina baglanarak o6lctlmekteydi (92). Zamanla bu model

modifiye edilmistir.

Yontemin avantajlari arasinda basitligi, maliyet dustkligi, tekrar
edilebilirligi, diger organ sistemlerinden bagimsiz olarak arastirilan maddelerin ve
yontemlerin etkilerini inceleme imkani saglamasi sayilabilir. Farelerde, sicanlarda,
tavsanlarda, domuzlarda, kopeklerde, primatlarda hatta insanlarda bile

uygulanabilmektedir (94-96).

Kalbin deney hayvanindan izole edilmesi dolayisiyla klinik gecerliliginin
azalmasi, diizenekteki kalbin zamanla kasilma ve hiz fonksiyonlarinda bozulmalar

gorilmesi yontemin olumsuz yonleri arasinda yer almaktadir (93).
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Retrograd olarak kalp perflizyonunun sabit akim ve sabit basin¢ olmak lizere
iki farklh modu bulunmaktadir. Sabit basinci, ¢ok basitce kanilde belirli bir
yukseklige rezervuari yerlestirerek gergeklestirmek miimkdindur. Perflizyon sivisinin
gectigi, kanille yakin bir bélime basing transdisiri yerlestirerek basinglar deney
boyunca takip edilebilmektedir. Langendorff, orijinal yonteminde sabit basinci, dis
ortama kapali basingli bir hazne kullanarak olusturmaktaydi. Glinimiuizde ise kontrol
devreli peristaltik pompa sistemleri kullanilabilmektedir. Bu sistemlerin yer
¢ekiminin kullanildig1 sistemlere gére avantaji, daha az 6li bosluk olmasi béylece
ilagh perfiizat veya kan urinli perfliizat gibi daha maliyetli perfliizyon sivilan
kullanildiginda bu maddelerden tasarruf edilebilmesidir (93). Sabit basin¢h sistemler

kalbin perflizyon oto-kontrolliniin arastirildigI deneylerde daha kullanighdir.

Sabit akimli diizenekte, koroner perfiizat akimi bir peristaltik pompa ile
saglanir (Sekil 2.3.). Koroner vaskiler ton, endotel veya damar diz kas
fonksiyonlarinin arastirildigi ¢alismalarda kullaniimaktadir. Bir basing transdusiri
yardimiyla perflizyon basinci Olglilmekte ve Ohm vyasasi kullanilarak koroner

vaskiiler yataktaki direng¢ degerlendirilmektedir (93).

Langendorff metodu kullanarak bazi fizyolojik parametreler

Olcllebilmektedir:

1.Koroner Akim: Moda gore Olcim yontemi degismektedir. Sabit akim
modunda akim sabit oldugu i¢cin Ohm yasasi geregi perflizat basinciyla vaskiler
diren¢c dogru orantili olacaktir. Sabit basing modunda ise belirli bir sirede sizan
koroner perflizat  biriktirilerek veya otomatize sistemler  kullanilarak

Olclilebilmektedir.

2.Kasilma ve Gevseme Fonksiyonlari: Langendorff, orijinal galismasinda,
apekse dogrusal bir ip baglayarak kuvvet transdusiri yardimiyla olgmustiir (92).
Gunlmuzde ise daha ¢ok sol ventrikiile bir balon vyerlestirilerek yapilmaktadir.
Balonun kompliyansi yliksek, ince, elastik olmayan bir maddeden olmasi tercih

edilmektedir. Sol ventrikiil bosluguna sigabilecek ve subendokardiyal hasar
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yapmayacak kadar kii¢lik; ancak ventrikil fonksiyonunu diizglin yansitacak kadar da
biyik olmalidir. Balon; ici sivi dolu, kompliyansi olmayan bir tip yardimiyla,
Oonceden kalibre edilmis bir basin¢ transdusirina baglanmalidir. Daha sonra balon
sisirilerek kasilma igin gerekli 6n yik olusturulmalidir. Bu balon yardimiyla kalp hizi,
sistol sonu basing, diyastol sonu basing ve basincin zamana goére tirevi gibi

parametreler elde edilebilmektedir.

Reservoir containing
Oxygenated perfusion buffer
95% 0,/5% CO,

="

Heat
exchanger
coil

Heated
cannula
Peristaltic L) bubble trap/
Pump V) compliance
chamber

Sekil 2.3 Sabit akim modundaki Langendorff diizenegi (93).

3.Elektriksel Fonksiyonlar: Uygun elektrotlar kalbe yerlestirilerek
elektrokardiyogram veya elektrogram elde edilebilmektedir. Boylece ritim

bozukluklariile ilgili arastirmalar da yapilabilmektedir.
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2.4.2. Sigan izole Sag-Sol Atriyum ve Ventrikiiler Papiller Kas Preparatlari

izole atriyum kasi ve ventrikiiler papiller kasi diizenli yapidadirlar ve cesitli
farmakolojik maddelere hizlica bir arada cevap verebilirler. Atriyum dokusu,
otonomik reseptorler agisindan zengin oldugundan otonomik yanitlarin
modiilasyonunun incelenmesi icin degerli bir preparattir. ideale yakin hazirlanmis
bir atriyum preparati {i¢ ile bes saat arasinda canl kalabilmektedir (97). izole sag,
izole sol veya izole sag-sol atriyum preparati seklinde hazirlanabilmektedir. izole sag
ve izole sag-sol atriyum preparatlarinda SA nod da preparatta olacagl igin
maddelerin  kronotropik etkileri degerlendirilebilmektedir. Kalbin pompa
fonksiyonlarinin incelenecekse izole sol atriyum tercih edilebilir. Atriyumun kasiima
fonksiyonunun incelenmesi icin izole sol atriyum preparati, ventrikil Gzerindeki
etkiler icin ise papiller kas veya ventrikiiler serit kullanilabilir. Farmakolojik
maddelerin, atriyal sinir stimtilasyonu Uzerine olan etkilerinin arastirilmasi igin izole
sag-sol atriyum preparati kullanilabilir. Post-sinaptik B ve pre-sinaptik a; reseptorleri
Uzerindeki etkiler arastirilabilir. Bununla birlikte pre-sinaptik o2 reseptorleri
cahisilmak istenirse elektriksel alan stimilasyonu kullaniimalidir (98). Papiller kas
preparati da spontan uyari ¢ikarmadigl icin elektriksel alan stimilasyonuyla

uyariilmahdir.
2.5. Endotelin

Endotelin, etkileri uzun siren, 21 amino asit uzunlugunda potent damar
kasici bir peptittir (Sekil 2.4.). Endotelin-1 (ET-1), inaktif bir 6ncli peptit olan blyuk
endotelinden endotelin donistirtici enzim (ECE) tarafindan sentezlenmektedir.
Yanagisawa ve arkadaslari (99) endotelin-1‘in  bazal wvaskiler tonusun
dizenlenmesinde, hipertansiyon ve vaskiler spazmin patogenezinde onemli bir

mediyator olabilecegini dile getirmislerdir.



22

Endothelin-1

Sekil 2.4. Endotelin-1’in yapisi (100).

ET-1, ET-2, ve ET-3 olmak Uzere 3 tane endotelin peptidi tanimlanmistir.
Endotelinin G proteini ile kenetli olan ET-A ve ET-B olmak Uzere iki tane reseptori
bulunmaktadir. insan kardiyovaskiiler sisteminde en ¢ok bulunan endotelin peptidi
ET-1'dir. ET-1'in ana kaynagi vaskiler endoteldir. Damarlardan vaskiiler tonis ve
kan basincinin korunmasi icin devaml salgilanmaktadir (101). Normalde lokal olarak
l[imenden disari yani damar diiz kasina dogru lokal olarak, cok disuk
konsantrasyonlarda salgilanir. ET-1'in  dolasimda artmasi, ET-B reseptor
antagonizmasinin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir. Hastalik durumlarinda
ET-1’in Uretimi artmakta veya temizlenmesi azalmaktadir. ET-A; damar, kalp, uterus,
akciger, overde eksprese edilirken, ET-B; cogunlukla beyin ve akcigerde eksprese
edilmektedir. Yapilan calismalarda ET-1‘in damar Uzerindeki esas etkisinin ET-A
araciligiyla damar kasilmasi, hipertansiyon, hipertrofi, fibrozis ve inflamatuvar
degisiklikler oldugun; ET-B’nin yerel olarak NO Uretimini artirdigi ve ET-1%i
dolasimdan temizledigi gésterilmistir. Ayrica ET-B’nin bobrekte toplayici tibdllerde
de bulundugu ve natrilirezde 6nemli rolii oldugu gosterilmistir (102). Pulmoner
arteryal hipertansiyonda damarlarda bulunan ET-B’nin de proliferasyona ve kasiima
yanitina neden oldugu, zona glomerulosadan aldosteron sentezine neden oldugu
gosterilmistir. Kromozom 6 Uizerinde bulunan ve ET-1'i kodlayan bolge disinda
protein kodlamayan bolgelerdeki dizilerin ET-1'i kodlayan EDN1 ekspresyonunu
dizenledigi, koroner arter hastaligi, migren, hipertansiyon ve fibromuskiler displazi

gibi hastaliklarla iliskili oldugu gosterilmistir (103).
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Endotelin reseptdr antagonisti (ERA) olarak ilk nonselektif bosentan
gelistirilmistir. O baz alinarak pek ¢ok yeni molekil sentezlenmistir. Hayvan
calismalarinda ET-1’in gelisimsel rolleri gosterilmistir, ERA’lar birinci trimesterde
teratojeniktir. Yan etki olarak kizarma, basagrisi, hipotansiyon yapmaktadir. Bunun
yaninda sivi ve tuz tutulumu, hemoglobin seviyelerinde diisiis ve 6deme neden
olabilmektedir. Ozellikle sulfonamid tiirevi olanlarda (bosentan, sitaksentan gibi)
karaciger fonksiyon testlerinde bozukluklar meydana gelebilmektedir. Sulfonamid
tirevi olmayanlar da ise karaciger fonksiyon bozuklugu cok az olmakta veya
olmamaktadir (104). ECE inhibitorlerinin gelistirilmesi ise hayal kirikhg ile
sonuclanmistir. Klinikte 6n calismalardan oteye gecememislerdir (105). Sparsentan
ise hem sulfonamid tiirevi olan bir ERA hem de anjiyotensin reseptor antagonistidir

(106).

Cesitli ERA’lar hipertansiyonda denenmistir. ilk ¢ikan ERA olan bosentan
etkili bir sekilde sistemik kan basincini disirse de etkili oldugu dozlarda karaciger
fonksiyon bozukluguna yol agmasi ve su tutulumu yapmasi sistemik hipertansiyonda
daha fazla giindeme gelememesine neden olmustur (107). ET-A’ya daha selektif
olan darusentan direngli hipertansiyonda denense de 14 hafta sonunda plaseboya
gore fark bulunmamis ve beklentileri karsilayamadigl icin direngli primer
hipertansiyonda denemeleri durdurulmustur (108). Masitentanin aktif metaboliti
aprositentanin tedaviye direngli hipertansiyonda denendigi faz 3 calisma devam

etmektedir.

Preklinik calismalar, deneysel kronik kalp yetmezligi modellerinde kalpte ET-
1 ekspresyonunun arttigini ve BQ-123 (secici ET-A antagonisti) tedavisinin sicanlarda
miyokardiyal fonksiyonlari ve sag kalimi artirdigini gdstermistir (109). insan
calismalarinda da artmis plazma ET-1 seviyelerinin hastahgin agirhgiyla iliskilioldugu
ve ERA’larla bazi hemodinamik verilerin dizeldigi gosterilmistir (110, 111). Bu
gelismelerin Uzerine yliksek doz bosentan, diisik doz bosentan, enrasentan ve
darusentan cesitli klinik calismalarda denenmistir. Ancak hicbirisinden olumlu bir

sonu¢ cikmamistir. Sadece sitaksentanin (selektif ET-A antagonisti) ejeksiyon
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fraksiyonu korunmus kalp yetmezliginde egzersiz toleransini artirdigi gosterilmistir
(112). Akut kalp yetmezliginde tezosentanin denendigi ¢alismada plaseboya gore

fark gosterilememistir (113).

Pulmoner arteriyal hipertansiyonda (PAH), hayvan modellerinde ve
insanlarda dolagimdaki ET-1 seviyeleri artmis ve bu artis hastaligin agirhigi ile iliskili
bulunmustur (114). ET-B blokaji ile ilgili literatiirde ¢elisen ¢alismalar bulunmakla
birlikte, ET-A selektif ERA’larla fosfodiesteraz 5 inhibitorlerinin kombine
kullanimlarinin, ayri ayri kullanimlarina gore daha etkili oldugu gosterilmistir. Bu
durum, ET-B aracili NO lretimine ve NO’nun fosfodiesteraz-5 inhibitorlerinin etkisini
potansiyelize etmesine baglanmistir (115). Bosentan, ambrisentan ve masitentan

PAH endikasyonunda ruhsat almislardir.

ERA’larin kronik bobrek hastaliklarinda proteiniriyi azalttigl ve bu etkilerini
renin-anjiyotensin-aldosteron sistemi blokérleriyle beraber kullandiklarinda
gosterdikleri belirtilmistir (105). ET-A’y1 ve AT-1 reseptoriini bloke eden sparsentan
kullanan primer fokal segmental glomeruloskleroz hastalarinda yapilan faz 2
calismalarinda sadece anjiyotensin reseptor blokori kullananlara gore proteiniriyi
daha c¢ok azaltmasi Uzerine faz 3 calismasina baslanmistir (116). Renal iskemi-
reperflizyon hasarinda, ET-1 sisteminin asiri ¢alistigi hayvan modellerinde
gosterilmistir. Hasar Oncesi verilen selektif ET-A antagonistlerinin hasari azalttig
bildirilmistir.  Bununla birlikte yapilan bir ¢alismada, mineralokortikoid
inhibitorlerinin iskemi reperfiizyon hasarini azalttigi lakin bu diizelmenin selektif ET-

B antagonisti verilmesi durumunda gorilmedigi belirtilmistir (117).

ERA’lar sklerodermada gortlen dijital ulserlerin tedavisinde
kullanilmaktadirlar. Sklerodermali hastalarda serumdaki ET-1 diizeyleri yiksek
bulunmustur (118). ZEBRA calismasinda en ET-A reseptoriine selektif antagonist
olan zibotentan skleroderma renal krizinde VCAM-1 seviyeleri ve bobrek

fonksiyonlarindaki etkisi denenmistir. Sonuclari beklenmektedir (119).
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Subaraknoid kanamalarda ERA’larin kullanimi serebral vazospazmi ¢6zse de
klinik sonucu degistirmemektedir (120). Halen subaraknoid kanama sonrasinda
vazospazmin neden oldugu gec serebral iskemi tedavisinde klazosentanin denendigi

bir faz 3 calisma devam etmektedir (REAKT ¢alismasi).
2.6 Endotelin ve Septik Sok

Septik sokta endotelin seviyeleri artar ve bu artis mortaliteyle iliskili
bulunmustur (121, 122). Endotelin akcigerde PAH’a ve bu yolla sepsisin neden
oldugu ARDS’ye yol agcmaktadir. Bunun yaninda alveollerde I6kosit birikimine ve
interstisyel 6deme de neden olmaktadir. Portal vende kasilmaya neden olarak
hepatositlerde hasara neden olmaktadir. insanlarda endotelin infiizyonu, azalmis
kardiyak debi, pulmoner ve splanknik yatakta vazokonstriksiyon gibi sepsiste
gerceklesen degisikliklere benzeyen kardiyovaskiiler olaylara neden olmaktadir

(123).

Kalpte; atriyumda, ventrikil hicrelerinde, ileti sisteminde, endokardiyal
hicrelerde, koroner arterlerde ET-A ve ET-B reseptorleri bulunmaktadir (124).
Endotelin, kalpte koroner arterleri kasmakta, kardiyak debide diismeye neden
olmakta ve aritmi olusumuna neden olmaktadir (123). in vitro calismalarda
endotelinin pozitif kronotropik ve pozitif inotropik etkileri gosterilmistir (125).
Ancak buna karsin insanda ve domuzda in vivo , tavsanda in vitro galismalarda ET-
1’in negatif inotropik etkileri oldugu gosterilmistir (123). insanlarda endotelin-1
seviyesi ile kardiyak indeksin ters iliskili oldugu bulunmustur (122). Endotelin-1’in
bolgesel perfliizyonun diizenlenmesinden ve septik soktaki degismis dagilimdan
sorumlu oldugunu destekleyen ¢alismalar bulunmaktadir (126). Bir calismada septik
sicanlardaki koroner kasilmanin TNF-a ile iliskili endotelin-1 saliverilmesine bagli

oldugu bulunmustur (127).

Endotoksinin pulmoner hipertansiyona neden oldugu pek cok modelde
gosterilmistir.  Sitokinlerin etkisiyle adezyon molekillerinde artisin, |6kosit

aktivasyonunun ve endotel hasarin pulmoner arteriyal basingta artisa neden oldugu
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disltinilmektedir. Erken donemde siklooksijenaz vyolaginin neden oldugu
tromboksan artisinin ge¢ dénemde ise endotelin sisteminin aktivasyonun etkili
oldugu ve plazma endotelin-1 seviyesi ile ortalama pulmoner arteiryal basing
arasinda korelasyon varligi gosterilmistir (128, 129). Bu etkisini temel olarak ET-A
reseptori araciliyla gerceklestigi gosterilmis olsa da; bazi yapilan calismalarda ET-B

reseptoriniin de pulmoner direncin artmasinda etkili oldugu bulunmustur.

Sepsis ve endotoksemide barsak mukozasinda artmis endotelin-1 seviyeleri
gosterilmistir. Wilson ve arkadaslari (130) septik sicanlarda endotelin antiserumu
kullanarak intestinal mikrodolasimi dizeltmis ve intestinal kan akimini tekrar
saglamistir. Esas olarak bu etkilerden ET-A reseptoriiniin sorumlu oldugu distndlse
de selektif ET-A reseptor blokajinin splanknik kan akimina etki etmedigini ve
splanknik kan akiminda nonselektif ERA’larin daha etkili oldugunu dolayisiyla
splanknik kan akiminin dizenlenmesinde ET-B reseptorlerinin etkili oldugunu

gosteren calismalar da bulunmaktadir (131) .

Endotelin karacigerin 6zellikle portal perflizyonunda etkili bir mediyatordiir.
Ito hiicrelerinin aracilik ettigi kasilmalari artirarak etki ettigini destekleyen ¢alismalar
bulunmaktadir. Endotoksinin, portal ventz sistemin endotelin-1’e verdigi kasilma
cevabini artirdig gosterilmistir. Hem ET-A hem de ET-B reseptoriniin karaciger
perflizyonunun dlzenlenmesinde etkili oldugu dislinlilse de hangisinin hangi

oranda etkili olduguna dair literatlirde bir uzlasma bulunmamaktadir (123).

Akut bobrek yetmezligi septik sokta nispeten sik gorilen bir durumdur. Renal
kan akiminin azalmasi ve bobrek fonksiyonlarindaki bozukluk bu durumun nedenleri
arasindadir. Nonselektif endotelin reseptdr antagonistlerinin 6n tedavi olarak
kullanildigl veya endotelin antikor tedavilerinin uygulandig calismalarda, septik
hayvanlarda bobrek fonksiyonlarini dizelttigini gosteren calismalar bulunmakla

birlikte, dizeltmedigine dair ¢alismalar da bulunmaktadir (123, 132, 133).

Sepsiste koagiilasyon sisteminin erken aktivasyonu DiK’e neden

olabilmektedir. Hasarlanan endotelden sizan endotelin-1 damarlari kasarak trombiis
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olusumuna katkida bulunabilmektedir. Sepsiste DiK gelisimiyle serum endotelin-1

seviyeleri iliskili bulunmustur (134).

Endotelin-1, notrofil aktivasyonuna, vaskiler adezyon molekillerinin
ekspresyonunda artisa dolayisiyla beyaz kirelerin endotele adezyonuna neden
olmaktadir (135). ROS uretiminde artisa, mitokondriyal hasara bdylece sepsiste
gorilen sitopatik hipoksiye neden olmaktadir (136, 137). Endotelin-1, sadece organ
perflizyonunu bozarak degil, ayni zamanda hiicresel dlizeyde pek cok degisikliklere

neden olarak sepsis ve septik sokun patogenezinde etkili olmaktadir (123).
2.7. Tezosentan

Tezosentan (Ro-61-0612), parenteral kullanim icin tasarlanmis bir endotelin
reseptdr antagonistidir (Sekil 2.5.). Tezosentan, ET-1’in ET-A’ya; sarafotoksin S6c’nin
(ET-B reseptori agonisti) ET-B reseptoriine baglanmasini kompetitif inhibe eden
nonselektif bir antagonisttir. izole sican aortasinda ET-1’in ET-A lzerindeki etkisini
nanomolar diizeyde inhibe eder (pA;=9,5). Sican trakeasinda, sarafotoksin S6c’nin
ET-B Uzerindeki etkisini pA= 7,7 olacak sekilde inhibe etmektedir. Tavsan ve
primatlarda eliminasyon yari émri 1 saatken, sicanlarda 2 saattir (138). Fransa’da
saglkli gonillulerde yapilan bir faz 1 calismada iyi tolere edilebildigi (en sik yan etki
bas agnisi), kararli plazma konsantrasyonuna hizh ulastigl, iki kompartmanh

farmakokinetik profile sahip oldugu bulunmustur (139).



28

0 Na
1 a
N
YRy o7
= N7 X 0
I -~
I“‘\ N @)
N_ .=
Na®
N™ NN OH
\ )
N=N

Sekil 2.5. Tezosentanin molekdler yapisi (139).

2.8. Hipotez

Endotelin reseptdr antagonisti tezosentan, sepsis nedeniyle bozulan kardiyak

disfonksiyonu onler.

2.9. Amag

Bu tez calismasinda, sicanda LPS ile olusturulan septik sok modelinde kalpte
meydana gelen fonksiyon bozukluklarini gostermek, bu bozukluklarda endotelinin
roliini arastirmak, mortal ve morbit bir klinik durum olan septik sokta tezosentanin

olasi terapotik etkinligini arastirmak amacglanmustir.
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3. YONTEMLER
3.1. Deney Hayvanlari

Agirliklari 200 gram ile 300 gram arasinda degisen, 112 adet Wistar-Albino
cinsi erkek sican Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari Unitesinden temin edilip,
Hacettepe Universitesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali hayvan barinaginda
muhafaza edilmistir. Hayvanlar, standart laboratuvar yemi ve ¢esme suyu ile ad
libitum olarak beslenmis olup; 21+2°C sicaklikta, %30-70 neme sahip, 12 saat

karanhk/12 saat aydinlik donglist uygulanan ortamda barindiriimistir.
3.2. Etik Kurul izni

Bu tez calismasi, Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu’nun
28.11.2017 tarih ve 2017/74-02 karar numarali onay alinarak Hacettepe Universitesi

Tip Fakultesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.
3.3. Langendorff izole Kalp Diizenegi

Deneylerde sabit basing modunda, Langendorff izole kalp dlizenegi
kullanilmistir (Sekil-3.1). Perflizyon kaniliinden 100 cm yiiksekte bulunan perflizyon
haznesinden kalbe perflizyon sivisinin akisi saglandi. Perflizyon sivisi kalbe gelene
kadar sirasiyla isinmasi icin isitici sarmalindan, icinde hava kalmamasi icin hava
onleyici (bubble trap), perflizyon basincinin 6l¢iilmesi icin basing transdiiserinden
gecerek kalbe ulasmaktadir. Perflizyon sivisinin gectigi yerlerin hepsi “ceket sistemi”
yardimiyla isitilmaktadir. Deneyler sirasinda perflizyon basinci 60-65 mmHg arasinda
tutuldu. Bu degerlerin altina diismemesi icin diizenli olarak hazneye yeni sollisyon

eklendi.
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Sekil-3.1: Langendorff deney diizenegi. Sabit basing modundaki Langendorff deney
diizeneginin sematik gosterimi sekildeki gibidir. Rezervuar seviyesiyle kantliin ucu
arasindaki mesafe 100 cm olarak ayarlandi. Basing transduseri kullanilarak
perfizyon basinci 60-65 mmHg arasinda tutulacak sekilde perfiizat seviyesi
ayarlandi.

3.4. Tezosentanin intraperitoneal Uygulandigi Langendorff Deney

Protokolii ve Deney Gruplari

Sicanlar; kontrol, LPS, tezosentan ve LPS+ tezosentan gruplarina ayrildilar.
Gece boyunca ag¢ birakilan hayvanlar; 0. saatte LPS (4mg/kg, i.p.) veya esit hacimde
salin (2,5mL/kg, i.p.) verildikten sonra 2.saatte tezosentan (10mg/kg, i.p.) (140) veya

esit hacimde vehikul (2mL/kg, i.p.) enjekte edildi. Hayvanlar 4. saatte sakrifiye edildi.
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Kalplerinin g¢ikarilmasi igin oncelikle sigcanlar kloralhidrat (400mg/kg, i.p.) ile
anestezi altina alindi. Anestezi derinligi, forseps yardimiyla bacak kistirma ve kornea
refleksiyle degerlendirildi. Anestezi isleminden sonra, ksifoidin alt kesiminden
derinlemesine kesiler yapilarak toraks bosluguna girildi. Her iki 6n aksiller gizgi
hizasindan boyuna dogru kesilerle toraks 6n duvari bir perde gibi yukari kaldirilip
intratorasik organlara ulasildi. Timus eksize edilerek arkus aorta ve dallari goruldu.
GCikan aortanin bittigi yerden aort tutularak makas yardimiyla kesildi. O plandan
kalbin arkasina gecilerek kalp, etrafindaki dokulardan, bdélimlerine zarar
gelmeyecek sekilde eksize edildi ve daha sonra buzla sogutulmus, %95 O, - %5 CO>

gaz karisimiyla gazlanan modifiye Krebs-Henseleit ¢Ozeltisi iceren petri kabina alindi.

Kalp, aortadan iki tweezer yardimiyla tutularak Langendorff dizeneginin
kanuline vyerlestirilip, 2.0 ipek dikis yardimiyla kantle sabitlendikten sonra 37%1
°C'de, %95 02-%5 CO, gaz karisimiyla gazlanan modifiye Krebs-Henseleit ¢ozeltisinin

perflizyonu sabit basing¢ modunda baslatildi.

Sol atriyumun apendiksinden bir kesi yapildiktan, basing transdiserina igi su
dolu bir kanille bagh olan lateks balon mitral kapak gegilerek sol ventrikile
yerlestirildi. Balon sol ventrikil diyastolik sonu basinci 2-6 mmHg olacak sekilde

sisirildi.

Sol ventrikiil ici basin¢ degerleri Biopac Systems MP150 araciligiyla bilgisayar
ortamina aktarilip, bu programin yazilimi olan AcgKnowledge 4.2 kullanilarak sol
ventrikllin gelistirdigi basing (LVDP), kalp atim sayisi ve basing zaman grafiginin
tlrevinin maksimum ve minimum degerleri (+dP/dtmax ve -dP/dtmin) hesaplandi. 0.,
10., 20., 30., ve 40. dakikalarda bir dakika boyunca kalbin etrafindan sizan perfiizat
toplanarak koroner akim hizi ml/dakika cinsinden bir meziir yardimiyla hesaplandi.

40. dakikanin sonunda deneylere son verildi.
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3.5 Tezosentanli Soliisyonlar Kullanilarak Gergeklestirilen Langendorff

Deney Protokolii ve Deney Gruplari

Siganlar, kontrol ve LPS gruplarina ayrildilar. 0. saatte LPS (4 mg/kg, i.p.) veya
esit hacimde salin (2.5mL/kg, i.p.) enjekte edildikten sonra 4. saatte sakrifiye
edildiler.

Hayvanlarin sakrifikasyonu, kalplerinin gikarilmasi, Langendorff diizenegine

yerlestirilmesi bir dnceki deney protokoliiyle ayni sekilde yapildi.

Sol ventrikiil ici basing degerleri Biopac Systems MP150 araciligiyla bilgisayar
ortamina aktarilip, bu programin yazilimi olan AcgKnowledge 4.2 kullanilarak sol
ventrikillin gelistirdigi basing (LVDP), kalp atim sayisi ve basing zaman grafiginin
tlrevinin maksimum ve minimum degerleri (+dP/dtmax ve -dP/dtmin) degerleri
hesaplandi. 0., 10., 20., 30. ve 40. dakikalarda bir dakika boyunca kalbin etrafindan
sizan perflizat toplanarak koroner akim hizi ml/dakika cinsinden bir mezir

yardimiyla hesaplandi.

“Kontrol + Tezosentan” ve “LPS + Tezosentan” gruplarinda 20. dakikanin
sonunda perflizat haznelerinin arasinda yer alan bir musluk araciligiyla, standart
soliisyondan, icerisinde 1 uM, 10 uM veya 100 uM konsantrasyonda tezosentan
bulunan sollisyonlara gegcildi. Her bir konsantrasyon i¢in farkli hayvan kullanilmstir.
LPS ve kontrol gruplarinda ise modifiye Krebs-Henseleit soliisyonuyla perfiizyona
devam edildi. 20 dakika sonra yani 40. dakikada deneylere son verildi. Her bir
hayvan icin 20. dakika ve 40. dakikadaki degerler oranlanarak tezosentan veya

perflizyon sollisyonunun etkisi oransal olarak gosterildi.
3.6 izole Organ Banyosu Deney Protokolii ve Gruplari

Siganlar, kontrol ve LPS gruplarina ayrildilar. 0. saatte LPS (4 mg/kg, i.p.) veya

esit hacimde salin (2.5mL/kg, i.p.) verildikten sonra 4. saatte sakrifiye edildiler.

Kalplerinin ¢ikarilmasi icin 6ncelikle sicanlar kloralhidrat (400mg/kg, i.p.) ile

anestezi altina alindi, anestezi derinligi, forseps yardimiyla pati kistirma ve kornea



33

refleksiyle degerlendirildi. Anestezi isleminden sonra, ksifoidin alt kesiminden
derinlemesine kesiler yapilarak toraks bosluguna girildi. Her iki 6n aksiller gizgi
hizasindan boyuna dogru kesilerle toraks 6n duvari bir perde gibi yukari kaldirilip
intratorasik organlara ulasildi. Timls eksize edilerek arkus aorta ve dallari gorildi.
Gikan aortanin bittigi yerden aort tutularak makas yardimiyla kesildi. O plandan
kalbin arkasina gecilerek kalp, etrafindaki dokulardan, bélimlerine zarar
gelmeyecek sekilde eksize edildi ve daha sonra buzla sogutulmus, %95 O, - %5 CO>

gaz karisimiyla gazlanan modifiye Krebs-Henseleit ¢ozeltisi iceren petri kabina alindi.

Sag ve sol atriyum beraber olacak sekilde ventikillerden ayrilip, her iki
atriyumun uclari iplerle baglandi. icinde, 37+1 °C’de, %95 O,- %5 CO; gaz karisimiyla
gazlanan modifiye Krebs-Henseleit ¢ozeltisi bulunan 20 ml hacmindeki banyoya
yerlestirildi. Yerlestirilirken iplerden biri tutucunun kancasina, digeri ise kuvvet
transdiserine baglandi. 0,5- 0,75g’lik istirahat gerilimi uygulanarak 45-60 dakika
dengelenmesi saglandi. Bu sirada da 15 dakikada bir atriyum, taze sollisyonla

yikandi.

Sol ventrikiliin lateral kenarindan bir kesi atilarak sol ventrikilin i¢ kismina
ulasildi. Sol ventrikildeki papiller kaslardan birisi iki ucundan ipler yardimiyla
baglanarak ventrikiil duvarindan ayrildi. icinde, 37+1 °C’de, %95 O, - %5 CO> gaz
karisimiyla gazlanan modifiye Krebs-Henseleit ¢Ozeltisi bulunan 10 ml hacmindeki
banyoya vyerlestirildi. Papiller kasa devamli elektriksel alan stimilasyonu (EAS)
uygulanacagi icin cam tutucunun ucundaki platin elektrotlarin tam arasina denk
getirilecek sekilde ipler kancaya ve kuvvet transdiserina baglandi. Papiller kasa 1
pps (pulse per second, saniyedeki uyari sayisi), 2 milisaniye siireli, 80 Volt siddetinde
devamh elektriksel alan stimilasyonu uygulandi. Papiller kas preperati
hazirlandiktan sonra 0,5 — 0,75 gramlik istirahat gerilimi altinda 45-60 dakika
dengelenme periyoduna birakildi. Bu dinlenim sirasinda her 15 dakikada bir papiller

kas, taze soliisyonla yikandi.
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Her iki preperattan izometrik kasilma verileri Biopac Systems MP150
aracihgiyla bilgisayar ortamina alinip; atriyum atim sayisi, atriyum kasilma miktari ve

papiller kasin kasilma miktari bu verilerden elde edildi.

Atriyum ve papiller kas preparatlarindan 45. dakikada elde edilen veriler,
dokularin normal fonksiyonu olarak kaydedildi. Daha sonra her iki preparata artan
konsantrasyonlarda isoproterenol (izoprenalin) (10° M, 3x101° M, 10° M, 3x10° M

. 10° M, 3x10> M) uygulamasi yapildi. incelenen parametrelerdeki degisiklik
baslangi¢ degerine gore oran seklinde kaydedildi. Konsantrasyon-cevap egrileri elde
edildi. Kayitlar alinirken, verilen her konsantrasyon sonrasinda artan kasilma veya
atim sayisi plato cizene kadar beklenildi ve diger konsantrasyona sonrasinda gecildi.
izopreterenol cevaplari sonrasinda preparatlar 45-60 dakika boyunca dinlenmeye
birakildi, bu dinlenme sirasinda da her 15 dakikada bir preparatlar taze sollisyonla

yikandi.

45-60 dakikalik dinlenme periyodunun ardindan her iki preparata artan
konsantrasyonlarda karbakol (101° M, 3x10° M, 10° M, 3x10°M ... 10-> M, 3x10~°
M) uygulamasi yapildi. incelenen parametrelerdeki degisiklik baslangic degerine
gore oran seklinde kaydedildi. Karbakol yanitlari alindiktan sonra deneylere son

verildi. Sonrasinda konsantrasyon-cevap egrileri elde edildi.
3.7 izole Organ Banyosunda Tezosentan Deneyleri

Sicanlar, kontrol ve LPS gruplarina ayrildilar. 0. saatte LPS (4 mg/kg, i.p.) veya

esit hacimde salin (2.5mL/kg, i.p.) verildikten sonra 4. saatte sakrifiye edildiler.

Bir onceki bolimde anlatildig gibi atriyum izole edilip, banyoya yerlestirilip,
izoproterenol yaniti alinip 45-60 dakika dinlendirildikten sonra, 10 M
konsantrasyonda tezosentan ile 15 dakika inkibe edildi. 15 dakikalik inkibasyon
sonunda isoproterenol (10%° M, 3x10° M, 10° M, 3x10° M ... 10, 3x10° M)
yanitlari tekrar alindi. Sonrasindaki 45-60 dakikalik dinlenme periyodunu takiben 10
> M tezosentan inkiibasyonu ve daha sonrasinda 10* M tezosentan inkiibasyonuyla

izoproterenol vyanitlari tekrar alindi. Tezosentan inkiibasyonu altindaki ve
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tezosentan inkiibasyonu olmaksizin izoproterenol yanitlarinin konsantrasyon-cevap

egrileri gizildi.

Karbakol yanitlarinda ve papiller kas deneylerinde, LPS ile kontrol grubu
arasinda anlamh fark bulunmadigl icin tezosentan inkibasyonu altinda tekrar

edilmedi.

3.8. Histopatolojik inceleme

Langendorff deneylerinden sonra diizenekten ¢ikarilan kalpler, %10’luk
formol cozeltisinde fikse edilip parafin bloklara gomiildi. Daha sonrasinda kesitler
alinip rutin hematoksilen eozin boyasiyla boyandi. Kesitler kor bir sekilde incelendi.
Miyokardiyal hilicre vyapisi, endotel tabakasi ve koroner damarlar incelendi.

incelemeler uzman bir patolog esliginde gerceklestirildi.
3.9. Kullanilan Cozeltiler ve ilaglar

izole organ banyosunda yapilan deneylerde, fizyolojik soliisyon olarak
modifiye Krebs-Henseleit (mM: NaCl 118; KCI 4,7; MgS0a 1,2; KH,PO4 1,2; NaHCOs
25; Glukoz 11; CacCl, 2,5) ¢ozeltisi kullanildi.

Langendorff izole perfiize kalbi deneylerinde, fizyolojik sollisyon olarak
modifiye Krebs-Henseleit ¢ozeltisi (mM: NaCl 118,5; KCl 4,7; MgS04 1,2; KH,PO4 1,2;
NaHCOs 24,8; Glukoz 11; CaCl; 1,3) kullanldi.

Biitiin cozeltiler karbojen (hacimce %95 CO,;, %5 O3) ile gazlandirilarak

hazirlanmisdi.

Deneylerde; tezosentan (Actelion firmasi tarafindan hediye edildi, Actelion
Pharmaceuticals, Allschwil, isvicre), Escherichia coli 055:B5 susuna ait
lipopolisakkarit (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, ABD), (-)-isoproterenol
hidroklorir (Sigma Chemical Co, St Louis, MO, ABD), karbamoilkolin (karbakol)
(Sigma Chemical Co, St Louis, MO, ABD), kloralhidrat (MERCK KGaA, Darmstadt,

Almanya) kullanildi.
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izole organ banyosunda kullanilacak maddelere ait stok ¢ozeltiler deney
ginu distile suda ¢oOzllerek hazirlandi. Deney hayvanlarina enjekte edilecek
maddeler %0,9’luk NaCl ¢ozeltisinde ¢ozilerek hazirlandi. Langendorff izole perflize
kalbi deneylerinde in vitro olarak kullanilan tezosentan, Langendorff deneylerinde

kullanilan modifiye Krebs-Henseleit ¢ozeltisi kullanilarak seyreltildi.
3.10. Verilerin Degerlendirilmesi

Veriler ortalama # standart hata olarak ifade edildi. Veriler GraphPad Prism 6
programi kullanilarak analiz edildi. istatistiksel olarak tek yénli ANOVA sonrasi post
hoc Tukey, iki yonlii ANOVA sonrasi post hoc Dunnett ¢oklu karsilastirma veya Sidak
testi, Kruskal-Wallis testi sonrasi post hoc Dunn’in ¢oklu karsilastirma testi,
Student’in t testi kullanildi. pD2 degerleri nonlineer regresyon analiziyle hesaplandi.
Hesaplanan p degerinin 0,05’den kiiglik oldugu durumlarda farkin istatistiksel olarak

anlaml oldugu kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Tezosentanin intraperitoneal Uygulandigi Sicanlarda Langendorff izole

Kalp Calismalari
4.1.1. LPS ve Tezosentan Uygulamalarinin Atim Sayisi Uzerine Etkileri

Langendorff dizeneginde atan kalpte, LPS (216,5 + 14,69), 40.dakikadaki
kalp atim sayisini kontrol grubuna gore (260,8 + 8,70) istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde azaltmaktadir (p<0,05). Tezosentan verilmis LPS’li hayvanlarda (278,3 +
6,92) ise sadece LPS’li hayvanlara (216,5 + 14,69) gore kalp atim sayisi anlamli bir
sekilde ylksek bulunmustur (p<0,001). Tezosentan verilmis saglikli hayvanlarda

(274,1 = 7,72) ise kontrol grubuna gére anlamli bir fark bulunmamaktadir (Sekil

4.1.).
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Sekil 4.1. 40. dakikada kalp atim sayisi degerleri. Tek yonli ANOVA testine goére
gruplar arasinda anlamli farklihk mevcuttur (p=0,02). Post hoc Tukey testi
kullanilmistir. Veriler ortalama + standart hata seklinde verilmistir. * Kontrol+Salin
grubuna gore anlamli farkhlik mevcut. #, LPS + Salin grubuna gore anlamh farklilik
mevcut. (###, p<0,001; *, p<0,05). n=10-12.
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4.1.2. LPS ve Tezosentan Uygulamalarinin Sol Ventrikiiliin Gelistirdigi

Basing (LVDP) Uzerine Etkileri

Langendorff dizeneginde atan kalpte, LPS (59,72 + 1,39), 40.dakikada sol
ventrikilin gelistirdigi basinci, kontrol grubuna goére (90,70 * 4,15) istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde azaltmaktadir (p<0,001). Tezosentan verilmis LPS’li
hayvanlarda (72,15 + 3,67) ise salin enjekte edilmis LPS’li hayvanlara (59,72 + 1,39)
gore sol ventrikilin gelistirdigi basing degeri anlamli bir sekilde yliksek bulunmustur
(p<0,05). Ote yandan tezosentan verilmis saghkli hayvanlarla (74,49 + 1,99) kontrol
grubu (90,70 + 4,15) hayvanlari arasinda anlamli fark bulunmaktadir (p<0,01), (Sekil

4.2.).
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Sekil 4.2. 40.dakikada sol ventikiliin gelistirdigi basing degerleri. Tek yonli ANOVA
testine gore gruplar arasinda farkhlik mevcuttur (p<0,001). Post hoc Tukey testi
kullanilmistir. Veriler ortalama + standart hata seklinde verilmistir. #, LPS + Salin
grubuna gore anlaml farklihk mevcut. *, Kontrol+Salin grubuna gore anlamh farklilik
mevcut. (***, p<0,001; **, p<0,01; #, p<0,05). n=10-12.

4.1.3. LPS ve Tezosentan Uygulamalarinin Koroner Perfiizyon Uzerine

Etkileri

Langendorff dlizeneginde atan kalpte, LPS verilmis hayvanlarda, 40.

dakikadaki koroner perflizyon hizi (7,5 + 0,44), kontrol grubuna gore (14,25 + 0,66)
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istatistiksel olarak anlamh bir sekilde azalmaktadir (p<0,001). Tezosentan verilmis
LPS’li hayvanlarda ise (11,2 + 0,54), sadece LPS verilmis hayvanlara gére (7,5 + 0,44)
koroner perfiizat akim hizi degeri anlaml bir sekilde yliksek bulunmustur (p<0,05).
Ote yandan tezosentan verilmis saglikli hayvanlarda (12,63 + 1,62) kontrol

hayvanlarina gore (14,25 * 0,66) anlamli bir degisiklik bulunmamaktadir (Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. 40.dakikada koroner perfiizyon hizi degerleri. Tek yonli ANOVA testine
gore gruplar arasinda farklihk mevcuttur (p<0,001). Post hoc Tukey testi
kullanilmstur. Veriler ortalama * standart hata seklinde verilmistir. #, LPS + Salin
grubuna gore anlamli farkhlik mevcut. *, Kontrol+Salin grubuna gore anlamli farkhlik
mevcut anlamlilik mevcut. (***, p<0,001; *, p<0,05; #, p<0,05). n=8-12.

4.14. LPS ve Tezosentan Uygulamalarinin Basing-Zaman Grafiginde

Maksimum Tiirev Degeri Uzerinde Etkileri (dP/dtmax)

Langendorff izole kalp dizeneginde, LPS verilmis sicanlarin 40. dakikadaki
+dP/dtmax degerleri (1249 + 36,55), kontrol grubundaki sicanlarin 40. dakikadaki
+dP/dtmax degerlerinden (1882 + 70,93) istatistiksel olarak anlamli olarak daha
dusliktir (p<0,001). Tezosentan verilmis LPS’li hayvanlarda (1586 + 83,12) ise
sadece LPS verilmis hayvanlara (1249 + 36,55) gore, +dP/dtmax degerleri, anlamli bir
sekilde daha yuksektir (p<0,01). Tezosentan verilmis saglkli hayvanlarla (1602 +
26,05), kontrol grubundaki hayvanlarin (1882 + 70,93) +dP/dtmax degerleri arasinda
anlamli bir fark bulunmaktadir (p<0,01), (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. 40.dakikadaki +dP/dtmax degerleri. Tek yonlii ANOVA testine gore gruplar
arasinda farkhlik mevcuttur (p<0,001). Post hoc Tukey testi kullaniimistir. Veriler
ortalama # standart hata seklinde verilmistir. #, LPS+Salin grubu ile anlamh farklilk
mevcut. *** Kontrol+Salin grubu ile anlamh farklihk mevcut. (***, p<0,001; **,
p<0,01; ##, p<0,01). n=10-12.

4.1.5. LPS ve Tezosentan Uygulamalarinin Basin¢-Zaman Grafiginin

Minimum Tiirev Degeri Uzerinde Etkileri (dP/dtmin)

Langendorff izole kalp diizeneginde, LPS verilmis sicanlarin, 40. dakikadaki
dP/dtmin degerleri (-777,7 + 35,23), kontrol grubundaki hayvanlarin 40. dakikadaki
dP/dtmin degerlerinden (-1318 + 62,77), mutlak degerce, anlamh sekilde dusliktlr
(p<0,001). Tezosentan verilmis LPS’li hayvanlarda (-1113 + 117,90) ise, sadece LPS
verilmis hayvanlara (-777,7 + 35,23) gore, dP/dtmin degerleri, istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde daha yulksektir (p<0,01). Tezosentan verilmis saglkli hayvanlarin
degerleri (-1081 + 21,11) ile, kontrol grubundaki hayvanlarin degerleri (-1318 +

62,77) arasinda anlamli fark bulunamamustir (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. 40.dakikada dP/dtmin degerleri. Tek yonli ANOVA testine gbre gruplar
arasinda farklihk mevcuttur (p<0,001). Post hoc Tukey testi kullanilmistir. Veriler
ortalama t standart hata seklinde verilmistir. #, LPS+Salin grubu ile anlaml farklilik
mevcut. ***, Kontrol+Salin grubu ile anlaml farkliik mevcut. (***, p<0,001; ##,
p<0,01). n=10-12.

4.2. Tezosentanin Banyo Ortaminda Kalbe Verildigi Langendorff izole Kalp

Calismalar

Sol ventrikilin, 30. dakika ve 40. dakikada gelistirdigi basinglarin 20.
dakikada gelistirdigi basinglara oranlari sekil 4.6’da gosterilmistir 1 uM  ‘hk
tezosentanin kullanildigl deney serisinde 2 yonli ANOVA testine gbre ayni zaman
noktasinda gruplar arasinda (p=0,46) veya ayni grup icerisinde zaman noktalari
arasinda (p=0,07) fark bulunamamistir. Tezosentanin 10 uM kullanildigi deneylerde
gruplar arasinda oransal olarak fark bulunmazken (p=0,09), ayni grup icerisinde
zaman noktalari arasinda fark bulunmustur (p=0,02). Bu fark Dunnett'in ¢oklu
karsilastirmali testine gore LPS grubundan kaynaklanmaktadir. 100 uM tezosentanla
yapilan deneylerde hicbir zaman noktasinda gruplar arasinda fark bulunmamistir
(p=0,08). Ayni grup icerisinde ise 20. dakikaya gore karsilastirmalarda istatistiksel
anlamhilik bulunmustur (p<0,01). Bu farklar LPS grubunun iki zaman noktasindan,
Kontrol + Tezosentan (100 uM) grubunun 30. dakikasindan ve LPS + Tezosentan

(100 uM) grubunun 40. dakikasindan kaynaklanmaktadir.
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30. ve 40. dakikada kalp hizinin 20. dakikadaki kalp hizina oranlari sekil
4.7.de gosterilmistir. Tezosentanin 1 puM kullanildigi deney serisinde 2 yonli
ANOVA testine gore ayni zaman noktasinda gruplar arasinda (p=0,87) veya ayni grup
icerisinde zaman noktalari arasinda (p=0,22) fark bulunamamistir. Benzer sekilde 10
UM tezosentan (p=0,47, p=0,22) ve 100 pM tezosentanin (p=0,10, p=0,85)
kullanildigl calismalarda sirasiyla gruplar arasi veya ayni grup iginde farkli zaman

noktalarinda kalp hizi orani agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir.
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Sekil 4.6. 1 uM (A), 10 uM (B) ve 100 uM (C) tezosentan kullanilan deney gruplarinda, 30. ve 40. dakikalarda sol ventrikiiliin gelistirdigi
basincin 20. dakikadaki basinca orani. *, o renkteki grupta 20. dakikaya gbre p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,0001. Grafikteki degerler
ortalama % standart hata seklinde gosterilmistir. 2 yonlii ANOVA sonrasi post hoc Dunnett testi kullanilmistir. Her grup icin n=6.



A B
™ ™
ﬁ 1.0- .__._—4;! ;-u 1.0- .__—-——-#:l_ s
3 T
8 &
= =
& &
S 0.57 S 0-51
H H
== =
= o
G ™
= =2
0.0 L] L L U-U L] L] L
F E g ol ]
& & & S5 S S
P ¥ ® oF o5 oF
g D ol v % t
-~ Kontrol - Kontrol
Kontrol + Tezosentan (1uM) Kontrol + Tezosentan (10 uM)
- LPS - LPS

=¥ LPS + Tezosentan (1puM)

=¥~ LPS + Tezosentan (10 uM)

(]

Kalp Hizi Oran (/20.dakika)

44

1‘0_ .___##
0.54
Dnu L L T
® w2 ¥
aF X N
b‘s’l- b’} b’}
> o o
-~ Kontrol

-
-

Kontrol + Tezosentan (100 uM)
LPS
LPS + Tezosentan (100 pM)

Sekil 4.7. 1 uM (A), 10 uM (B) ve 100 uM (C) tezosentan kullanilan deney gruplarinda, 30. ve 40. dakikalardaki kalp hizinin 20.
dakikadaki kalp hizina orani. Grafikteki degerler ortalama + standart hata seklinde gosterilmistir. 2 yonlii ANOVA testine gore istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmamustir. Her grup i¢in n=6.
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30. ve 40. dakikadaki dP/dtmax degerlerinin 20. dakikadaki degerlere oranlari
sekil 4.8./de gosterilmistir. 1 uM ‘lik tezosentanin kullanildigi deney serisinde 2
yonlii ANOVA testine gire ayni zaman noktasinda gruplar arasinda sinirda fark
yoktur. (p=0,06). Zaman faktoriine gore ise fark bulunmaktadir (p<0,01). Bu fark LPS
grubundan kaynaklanmaktadir. 10 uM tezosentanla yapilan deneylerde hem zaman
faktorinde hem de deney grubu faktériinde anlamli farklhihklar bulunmaktadir
(p<0,01 ve p=0,04). LPS grubunun 30. ve 40. dakikalardaki orani 1’den anlamli olarak
yiksek bulunmustur. Ote yandan 30. dakika ve 40. dakikada LPS grubu ile Kontrol +
Tezosentan ve Kontrol gruplarinin degerleri ayni gruplarin 20. dakikadaki
degerlerine gore istatistiksel olarak anlaml bir sekilde farklidir. Tezosentanin 100
uM’lik konsantrasyonda kullanildigi calismada gruplar arasinda hem 30. dakikada
hem de 40. dakikada 20. dakikaya oran agisindan fark goézlemlenmezken; LPS
grubunda 30. ve 40. dakikada, 20. dakikaya gére anlamli bir yikselis gérilmektedir
(p<0,01).

30. ve 40. dakikadaki dP/dtmin degerlerinin 20. dakikadaki degere oranlari
sekil 4.9.”da gosterilmistir. 1 uM’lik tezosentan konsantrasyonunda LPS grubunda
30. dakikada ve 40. dakikada anlamli artis gbzlenmektedir (p<0,01). LPS grubundaki
oransal artis 40. dakikada diger 3 gruba gore anlamlidir (p<0,05). Tezosentanin 10
UM konsantrasyonunda kullanildigi deneylerde de sonuclar benzerdir (p<0,01 ve
p=0,02). 10* M tezosentan kullanilan ¢alismada, LPS 30. ve 40. dakikada; LPS +
Tezosentan ise 40. dakikada 20. dakikaya gore oransal olarak anlamli artis
gostermektedir. 30. dakikada ve 40. dakikada, LPS grubu ve kontrol grubu arasinda

oransal olarak anlamli fark bulunmaktadir (p<0,05).

Koroner akim hizinin 30. ve 40. dakikada, 20. dakikaya gore degisim oranlari
sekil 4.10./da gosterilmistir. Hicbir konsantrasyonda hicbir grupta 30. ve 40.
dakikada 20. dakikaya gore anlamh bir degisiklik bulunmamistir (1 uM icin p=0,20,
10 uM icin p=0,16, 100 uM icin p=0,17). Deney gruplar arasinda da her (g
konsantrasyonda da anlaml fark bulunmamaktadir (1 uM icin p=0,99, 10 uM icin
p=0,07, 100 uM icin p=0,09).
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Sekil 4.8. 1 uM (A), 10 uM (B) ve 100 uM (C) tezosentan kullanilan deney gruplarinda, 30. ve 40. dakikalardaki dP/dtmax degerinin 20.
dakikadaki dP/dtmax degerine orani. Grafikteki degerler ortalama + standart hata seklinde gosterilmistir. 2 yonli ANOVA sonrasi post hoc
Dunnett testi kullanilmistir. *, o renkteki grupta 20. dakikaya gére p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,0001. S, kontrol grubuna gore p<0,05. SS,
p<0,01. Her grup icin n=6.
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Sekil 4.9. 1 uM (A), 10 uM (B) ve 100 uM (C) tezosentan kullanilan deney gruplarinda, 30. ve 40. dakikalardaki dP/dtmin degerinin 20.
dakikadaki dP/dtmin degerine orani. Grafikteki degerler ortalama * standart hata seklinde gosterilmistir. 2 yonlii ANOVA sonrasi post hoc
Dunnett testi kullanilmistir. *, o renkteki grupta 20. dakikaya gére p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,0001. S, kontrol grubuna goére p<0,05. Her
grup icin n=6.
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Sekil 4.10. 1 uM (A), 10 uM (B) ve 100 uM (C) tezosentan kullanilan deney gruplarinda, 30. ve 40. dakikalardaki koroner perfiizyon hizi
degerinin 20. dakikadaki koroner perfiizyon hizi degerine orani. Grafikteki degerler ortalama + standart hata seklinde gosterilmistir. 2

yonli ANOVA testine gore istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir. Her grup icin n=6.
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4.3. izole Organ Banyosunda LPS ve Kontrol Grubu Deneyleri

4.3.1. Kontrol ve LPS Gruplarindan izole Edilen Atriyumlarin Bazal Atim

Hizlar ile Kasilmalari ve izole Edilen Papiller Kaslarin Bazal Kasilmalari

Dokular, organ banyosuna yerlestirildikten 45 dakika sonra alinan bazal
degerlerinin karsilastiriimasinda; atriyum bazal atim sayisi LPS grubunda anlamli
olarak yiiksek bulunmustur (p=0,01). Atriyum bazal kasilma miktari arasindaki fark
iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli degildir. Papiller kas kasilma miktari

acisindan ise iki grup arasinda anlamli fark bulunmamaktadir (p=0,7), (Tablo 4.11.).

Tablo 4.1. Deney gruplari; 45. dakika bazal degerleri

Kontrol LPS p degeri
Atriyum Atim Sayisi 201,6 +7,02 226,1+5,93 * 0,01
(/dakika)
Atriyum Kasilma (g) 0,25 + 0,015 0,1975 + 0,02 0,053
Papiller Kas Kasilma 0,21 +0,03 0,19 +0,02 0,70
(8)

(Her grup icin n=13; degerler ortalama + standart hata seklinde gosterilmistir. *, p<0,05 kontrol
grubuna gore)

4.3.2. Kontrol LPS Gruplarindan izole Edilen Atriyumlarin izoprenaline Atim

Sayisi Cevaplari

Dokular organ banyosuna yerlestirilip 45 dakikalik dinlenme periyodundan
sonra alinan izoprenalin yanitlarinin genligi bakimindan iki grup arasinda istatistiksel
olarak anlaml fark bulunmamistir. (p=0,13) Benzer sekilde izoprenalinin etkisi icin
hesaplanan pD; degerleri acisindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlaml bir

fark bulunmamistir (p=0,71), (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. A, izole atriyum atim sayisi izoprenalin cevaplari. Atriyum atim sayisi izoprenalin konsantrasyon yanit egrileri iki grup arasinda
benzerdir. B, izoprenalin pD2 degerleri. Gruplar arasinda anlamli fark yoktur. Veriler ortalama # standart hata olarak gésterilmistir. Sekil
A’da iki yonli ANOVA testi kullaniimistir. Sekil B’deki pD; degerleri non-lineer regresyon analizi ile hesaplanmis ve gruplar birbiriyle
Student’in t testi kullanilarak karsilastiriimistir. Her grup icin n=13.
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4.3.3 Kontrol Grubu ve LPS Grubundan izole Edilen Atriyumlarin

izoprenaline Kasilma Cevaplan

Atriyumlarin izoprenaline verdigi kasilma yanitlarina bakildiginda iki grup
arasinda fark gézlenmektedir (p=0,03). iki grup arasindaki bu fark 0,3 uM ve 1 pM

konsantrasyonlarindan kaynaklanmaktadir (Sekil 4.12.).
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Sekil 4.12. izole atriyum kasilmasi izoprenalin cevaplari. Veriler ortalama +

standart hata olarak verilmistir. Gruplar birbiriyle iki yonli ANOVA sonrasi post hoc
Sidak testiyle karsilastirilmistir. *, p<0,05 kontrol grubuna goére. Her grup icn n=13

4.3.4 Kontrol ve LPS Grubundan izole Edilen Papiller Kaslarin izoprenaline

Kasilma Cevaplari

Dokular organ banyosuna yerlestirilip 45 dakikalik dinlenme periyodundan
sonra alinan izoprenalin yanitlarinin genligi bakimindan iki grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmamistir (p=0,4). Benzer sekilde izoprenalinin etkisi icin
hesaplanan pD; degerleri gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark

bulunmamistir (p=0,97) (Sekil 4.13.).
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Gruplar n pD: Degeri p degeri
(Ortalama + Standart Hata)
Kontrol 13 7,54+0,32
0,97
LPS 13 7,52 10,25

Sekil 4.13. A, izole papiller kas kasilmasi izoprenalin cevaplari. iki grup arasinda anlamli fark bulunmamaktadir. B, izoprenalin pD;
degerleri Gruplar arasinda anlamli fark yoktur. Veriler ortalama + standart hata olarak gosterilmistir. Sekil A’da iki yonli ANOVA testi
kullanilmistir. Sekil B'deki pD, degerleri nonlinear regresyon analizi ile hesaplandi ve gruplar birbiriyle Student’in t testi kullanilarak

karsilastirilmistir. Her grup icin n=13.
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4.3.5 Kontrol Grubu ve LPS Grubundan izole Edilen Atriyumlarin Karbakole

Atim Hizi Yanitlar

izoprenalin cevaplarindan sonra dokular 45 dakika boyunca dinlendirilip
ardindan karbakolle doz yanit egrileri elde edilmistir. iki grubun karbakol cevabi
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p=0,25). Karbakol igin

hesaplanan pD; degerleri de benzer bulunmustur (p=0,48), (Sekil 4.14).

4.3.6 Kontrol Grubu ve LPS Grubundan izole Edilen Atriyumlarin Karbakole

Gevseme Yanitlar

Atriyum kasilmalarinin karbakol yanitlarinda iki grup arasinda anlamli bir fark
bulunmamistir (p=0,94). iki grubun karbakol icin hesaplanan pD, degerleri benzer

bulunmustur (p=0,19), (Sekil 4.15).

4.3.7 Kontrol Grubu ve LPS Grubundan izole Edilen Papiller Kaslarin

Karbakole Gevseme Yanitlari

Papiller kas preparatlarinda alinan karbakolle gevseme yanitlarinda LPS ve
kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunamamistir (p=0,66). Benzer sekilde iki
grupta karbakol icin hesaplanan pD. degerleri de benzer bulunmustur (p=0,76),

(Sekil 4.16.).
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Gruplar n pD: Degeri p degeri
(Ortalama + Standart Hata)
Kontrol 13 6,21+ 0,07
0,48
LPS 13 6,28 £ 0,07

Sekil 4.14. A, izole atriyum atim sayisi karbakol cevaplari. iki grup arasinda anlamli fark bulunmamaktadir. B, Karbakol pD; degerleri.
Gruplar arasinda anlamli fark yoktur. Veriler ortalama + standart hata olarak gosterilmistir. Sekil A’da iki yonli ANOVA testi kullaniimistir.
Sekil B’deki pD; degerleri nonlinear regresyon analizi ile hesaplanmistir ve gruplar birbiriyle Student’in t testi kullanilarak

karsilastirilmistir. Her grup igin n=13.
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Gruplar n pD2 Degeri p degeri
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-2 |PS

Kontrol 13 6,15+ 0,05

0,19
LPS 13 6,27 + 0,07

Atriyum Kasilmasi (/Bazal Kasilma)

log [karbakol]

Sekil 4.15. A, izole atriyum kasilmasi karbakol cevaplari. iki grup arasinda anlamli fark bulunmamaktadir. B, Karbakol pD, degerleri.
Gruplar arasinda anlaml fark yoktur. Veriler ortalama + standart hata olarak gosterilmistir. Sekil A’da iki yonli ANOVA testi kullanilmistir.
Sekil B’deki pD. degerleri nonlinear regresyon analizi ile hesaplanmistir ve gruplar birbiriyle Student’in t testi kullanilarak
karsilastirilmistir. Her grup icin n=13.
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Sekil 4.16. A, izole papiller kas kasilmasi karbakol cevaplari. iki grup arasinda anlamli fark bulunmamaktadir. B, Karbakol pD2 degerleri.
Gruplar arasinda anlamli fark yoktur. Veriler ortalama + standart hata olarak gosterilmistir. Sekil A’da iki yonli ANOVA testi kullaniimistir.
Sekil B’deki pD; degerleri nonlinear regresyon analizi ile hesaplanmistir ve gruplar birbiriyle Student’in t testi kullanilarak

karsilastirilmistir. Her grup igin n=13.
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4.4. Tezosentanin Banyoda inkiibe Edildigi izole Organ Banyosu Deneyleri

LPS grubu ile kontrol grubunun karsilastirildigl izole organ banyosu
deneylerinde; bazal atriyum kasilma hizlari ve atriyum kasilmasi izoprenalin doz
yanit egrisinde iki grup arasinda anlamli fark bulundugu icin, tezosentanin banyo
ortamina ilave edildigi deneylerde bu parametreler degerlendirildi. Ayrica atriyum
bazal kasilmasinda fark olmasina ragmen istatistiksel olarak sinirda anlamsiz gikmasi
ve atriyum atim sayisi izoprenalin doz yanit egrisinde istatistiksel anlamli fark
bulunmamasina karsin grafikte fark gorilmesi nedeniyle ¢alismanin bu kismina bu

yanitlar da ilave edildi.
4.4.1. Tezosentanin Atriyum Atim Sayisina Etkileri

Tezosentan eklenmesi durumunda her iki grupta da atriyum hizinda oransal

bir artis gorilmektedir. Ancak bu artis sinirda anlamh bulunmadi (p=0,0542), (Sekil
4.17.).

Tezosentanin 1 uM banyoya eklenmesi durumunda gruplar arasinda anlamli
fark olusmadi (p=0,4651). Benzer sekilde 10 uM ve 100 uM konsantrasyonlarda

banyoya eklenmesi durumunda da sonuglar benzer bulundu (p=0,3247 ve

p=0,1679), (Sekil 4.19.).
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Sekil 4.17. Tezosentanin atriyum atim sayisina oransal etkisi. 2 yonli ANOVA
testine gore hicbir tezosentan konsantrasyonunda anlamli fark bulunamamistir.
Veriler ortalama # standart hata olarak verilmistir. Tim gruplar icin n=3.
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4.4.2. Tezosentanin Atriyum Kasilmasina Etkileri

Tezosentan eklenmesi durumunda her iki grupta da atriyum kasilmasinda
oransal bir artis goriilmektedir. Bu artis LPS grubunda; KHS ile 10 uM tezosentan
konsantrasyonundaki yanit arasinda ve KHS ile 1 uM tezosentan

konsantrasyonundaki yanit arasinda anlamlidir (p=0,03), (Sekil 4.19.).

Tezosentanin banyo ortamina 1 uM, 10 uM ve 100 pM konsantrasyonlarda
eklenmesi durumunda, iki grup arasinda, atriyum kontraksiyonlarinda anlaml bir

fark bulunmamustir (sirasiyla p=0,90, p=0,90, p=0,71), (Sekil 4.18.).
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Sekil 4.18. Tezosentanin atriyum kasilmasina oransal etkisi. 2 yonli ANOVA testine
gore konsantrasyona bagimli degerler arasinda anlamli bir fark bulunmaktadir.
Kontrol grubu ve LPS grubu arasinda herhangi bir tezosentan konsantrasyonuna
oransal artis acusndan anlaml fark bulunamamistir. Veriler ortalama * standart hata
olarak verilmistir. Post hoc Sidak testi kullaniimistir. #, p<0,05 KHS’ye gore. Tim

gruplar igin n=3.
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Sekil 4.19. A, B, C Tezosentanin sirasiyla 1 uM, 10 pM, 100 uM konsantrasyonlarda atriyum atim sayisina etkileri. D, E, F Tezosentanin
sirasityla 1 uM, 10 uM, 100 uM konsantrasyonlarda atriyum kasilmasina etkileri. Alti grafikte de gruplar arasinda anlamh fark
bulunmamaktadir. Veriler ortalama + standart hata olarak gosterilmistir. Kruskal-Wallis testi kullaniimistir. Her grup i¢in n=3
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4.4.3 Tezosentanin Atriyum Atim Sayisi izoprenalin Cevabi Uzerine Etkileri

Hem kontrol gurubunda hem de LPS grubundaki hayvanlarin atriyumlari
organ banyosuna alinarak; tezosentan olmadan, 15 dakika 1 uM tezosentan
inkiibasyonu sonrasi, 15 dakika 10 uM tezosentan inkibasyonu sonrasi ve 15 dakika
100 uM tezosentan inkibasyonu sonrasi izoprenalin yanitlari alinmistir. Kontrol ve
LPS gruplari arasinda anlamli fark bulunmazken; LPS ile LPS+Tezosentan gruplari
arasinda ve Kontrol ile Kontrol+Tezosentan gruplari arasinda izoprenalin

yanitlarinda anlamli fark bulunmaktadir.

4.4.4 Tezosentanin Atriyum Kasilmasi izoprenalin Cevabi Uzerine Etkileri

Hem kontrol gurubunda hem de LPS grubundaki hayvanlarin atriyumlari
organ banyosuna alinarak; tezosentan olmadan, 15 dakika 1 pM tezosentan
inklibasyonu sonrasi, 15 dakika 10 uM tezosentan inkiibasyonu sonrasi ve 15 dakika
100 uM tezosentan inkibasyonu sonrasi izoprenalin yanitlari alinmistir. Kontrol ve
LPS gruplari arasinda izoprenalin yanitlari agisindan fark bulunmaktadir (p<0,05).
LPS+Tezosentan ile LPS gruplari arasinda da istatistiksel olarak anlamh fark

gozlenmistir (p<0,05).
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Sekil.4.20. Kontrol ve LPS gruplarinin 1 uM (A), 10 uM (B), 100 uM (C) tezosentan inkiibasyonu dncesi ve sonrasi atriyum atim sayisi
izoprenalin yanitlar. Veriler ortalama + standart hata seklinde verilmistir. iki yonli ANOVA sonrasi post hoc Tukey testi kullanilmistir. S,
LPS ile LPS+Tezosentan gruplari arasinda anlamli fark mevcut (p<0,05). *, Kontrol ile Kontrol+Tezosentan gruplari arasinda anlamh fark
mevcut (p<0,05). Kontrol ve LPS gruplari arasinda anlamli fark bulunmamaktadir. n=3-16.
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Sekil.4.21. Kontrol ve LPS gruplarinin 1 uM (A), 10 uM (B), 100 uM (C) tezosentan inkiibasyonu oncesi ve sonrasi atriyum kasiimasi
izoprenalin yanitlari. Veriler ortalama # standart hata seklinde verilmistir. 2 yonlii ANOVA sonrasi post hoc Tukey testi kullanilmistir. *,
Kontrol ile LPS gruplari arasi anlamli fark mevcut (p<0,05). S, LPS ile LPS+Tezosentan gruplari arasinda anlamh fark mevcut (p<0,05). n=3-
16.
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4.5. LPS ve Tezosentanin Kalp Uzerindeki Histopatolojik Etkileri

LPS enjeksiyonundan sonraki 4. saatte sakrifiye edilen hayvanlarin
kalplerinde (Sekil 4.23) kontrol grubuna (Sekil 4.22.) gore, miyokardiyal morfoloji
acisindan anlamli bir degisiklik bulunmadi. Bununla birlikte inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu ve koroner damarlarin endotelinde histopatolojik olarak bir degisiklik

saptanmadi.

LPS veya salinden 2 saat sonra tezosentanin verildigi ve 4. saatte sakrifiye
edilen hayvanlarin kalplerinin Langendorff deneylerinden sonra fikse edilip
sonrasinda vyapilan histopatolojik incelemelerinde, miyokardiyal morfolojide,
inflamatuvar hiicre gocl ve koroner damarlarin endotellerinin yapisi agisindan,

sadece LPS ve kontrol grubuna gore anlaml fark bulunmadi (Sekil 4.25.).

Tezosentan histopatolojik olarak kontrol grubuna goére miyokardiyal
morfoloji, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve koroner endotel morfolojisi

acilarindan anlamli bir farka neden olmadi (Sekil 4.24.).



Sekil 4.23. LPS grubunun histopatolojik incelemesi.
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Sekil 4.25. LPS + Tezosentan grubunun histopatolojik incelemesi.
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5. TARTISMA

Bu calismada, Langendorff deney diizeneginde, LPS’in sol ventrikllin
gelistirdigi basinci, koroner akim hizini, kalbin kasilabilirligini ve gevseyebilirligini
gosteren sol ventrikll basing zaman egrisinin zamana gore tlrevinin maksimum ile
minimum noktalarini azalttigi, lipopolisakkarit uygulamasindan iki saat sonra yapilan
intraperitoneal tezosentan enjeksiyonunun bu bozukluklari azalttigi gosterilmistir.
Gerek LPS’in gerekse tezosentanin bu etkileri izole organ banyosunda yapilan
atriyum ve papiller kas c¢alismalarinda gozlenmemistir. Bu durum izole organ
preparatlarinda koroner arterler olmadigl icin miyokardiyal disfonksiyonun ortaya
¢ikmadigini ve Langendorff deneylerinde koroner arterlerin varligindan dolaysi,
lipopolisakkaritin neden oldugu kardiyak disfonksiyon olustugunu ve bu nedenle
yine cogunlugu endotel kaynakli olan endotelinin antagonisti olan tezosentanin
fonksiyonlarda diizelmelere neden oldugunu disindirtmektedir. Bilindigi kadariyla
bu calisma, literatlirde izole atriyum, papiller kas ve Langendorff izole kalp

deneylerinin bir arada yapildigi ilk calismadir.

Histopatolojik olarak kalp kasinda bir degisiklik saptanmamis olmasi ve
endotelin reseptdr antagonisti tezosentan ile bozulan fonksiyonlarin geri dénmesi,
bu fonksiyonel diizelmenin damar endotelinden agiga ¢ikan endotelinin etkilerinin

bloke ediilmesiyle gergeklestigini desteklemektedir.

Daha 6nce Langendorff dlizenegiyle yapilan pek ¢ok calismada LPS veya CLP
ile olusturulan sepsisin miyokardiyal fonksiyonlarda bozulmaya neden oldugu
gosterilmistir. Thangamalai ve arkadaslari (141) sepsisin B1 adrenoreseptor
dovnregiilasyonuna neden olarak miyokardiyal fonksiyon bozukluguna neden
oldugunu gostermislerdir. TLR4 reseptorlerinin etkili oldugunu gosteren calismalar
da bulunmaktadir (142). Ashruf ve arkadaslar (143) da mitokondriyal oksijen
dinamiklerinin bozuldugunu gostermislerdir. Li ve arkadaslar (144) fenilefrinin
PI13K/Akt yolagini kullanarak sepsisin neden oldugu kardiyak inflamasyonu diizelttigi

gostermislerdir.
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Bu calismada LPS ile indliklenmis sepsisin 4. saatte kalpte miyokardiyal
disfonksiyona neden oldugunu goésterilmistir. LPS enjeksiyonu sonrasinda 2. saatte
tezosentan enjeksiyonu bu disfonksiyonu azaltmigtir. Bunu yaparken Langendorff
kalbinin atim sayisindaki artisi geri ¢evirmis, azalmis olan miyokardiyal perflizyon
akimini artirmig, azalmig kasilabilirligi artirmis ve gevsemedeki bozulmayi
hafifletmistir. Hohlfield ve arkadaslari LPS’in zamana bagli olarak koroner yatakta
spazma neden oldugunu ve bunu TNF-a araciligiyla endotelin-1 diizeyini artirarak
yaptigini, anti TNF-a antikoru ve ET-A reseptér antagonisti kullanarak
gostermislerdir (127). Konrad ve arkadaslari (96) domuzlar tzerinde yaptiklari bir
calismada endotokseminin kardiyak parametreleri bozdugunu tezosentanin doza
bagl olarak bu bozulmay hafiflettigini géstermislerdir. Biz calismamizda sadece 10
mg/kg’lik dozu kullandik. Doza bagh etkilerini gézlemlemek adina farkli dozlarda

tezosentan kullanmak ¢alismamiza deger katabilirdi.

ET-1'in plazma ve kalp kasinda, sepsisin indiiklenmesinden yaklasik 4 saat
sonra arttigl ve 24 saat sonra normale dondigu gosterilmistir (145). Takayuki ve
arkadaslarinin (146) yaptigi calismada farelerde 0,1 mg/kg LPS’in 6. saatte kalpte ET-
1 seviyelerini artirdigi gosterilmistir, ancak bu calismada 4. saate ait bir veri
bulunmamaktadir. Bizim yaptigimiz ¢alismada 4. saatte hayvanlari sakrifiye edip
kalplerini Langendorff diizenegine veya izole organ banyosuna yerlestirilmistir. 6.
veya 12. saatte sakrifiye etmek endotelinin etkilerini géstermek icin daha etkili bir
yontem olarak dustndlebilir. Yapilan baska bir calismada bigET-1 molekilinin
hayvanlara verilmesi sonucunda plazmada artis olmaksizin kalp kasinda ET-1 gen
ekspresyonunun arttigi ve sham hayvanlara ve CLP hayvanlara bigET-1 molekili
verildigi zaman benzer miyokardiyal disfonksiyonu yaptigi gésterilmistir. Bu sonuclar
gec olarak gorilen miyokardiyal disfonksiyonda ET-1'in etkili olabilecegini
disandirtmektedir (147). Yang ve arkadaslarinin (148) yaptigl calismada kalp
kasinda tek basina ET-1 ekspresyonunun artirmasinin, NF-kB translokasyonuyla ve
TNF-a ile diger inflamatuvar sitokinlerin ekspresyonlarinin artisiyla iliskili oldugu

gosterilmistir.
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Tezosentanin in vivo olarak hayvana enjekte edilmesi miyokardiyal
fonksiyonlarda diizelmeye yol agarken; banyo ortaminda ex vivo olarak eklenmesi
durumunda ayni etkilere yol acmamistir. Literatiirde tezosentanin farkh
konsantrasyonlarda banyo ortamina eklendigi bir ¢calismaya rastlanmamistir. Bu etki
farkinin nedeni, LPS’in diger organlarda endotelin Uzerinden yol actigi etkiler
sonucunda ortaya ¢ikan mediyator veya gergeklesen biyolojik olaylarin dolayl olarak
kalbi etkilemesi olabilir. Bu durumda LPS’in 2. saatinde hayvana enjekte edilen
endotelin reseptdr antagonisti bu etkilerin 6nline geciyor ve sonucunda kalp,
kendisinde fonksiyon bozukluklarina yol agabilecek durumlardan daha az etkileniyor
olabilir. LPS’in etkisiyle viicuttaki inflamatuvar hicrelerden salinan abartili TNF-a, bu
etkilerin bir nedeni olabilir. Zira, TNF-a’nin 6nemli bir miyokardiyal depresan faktor
oldugu bilinmektedir (149). Bununla birlikte endotelin-1 ve TNF-a arasinda karsilikl
birbirinin sentezini artirma durumu géz onitine alindiginda bu fark icin énemli bir
aday olabilmektedir (127, 148). Bu etki farkinin aydinlatiimasi i¢in daha genis

¢alismalar planlanmalidir.

Bu c¢alismada endotokseminin izole atriyum preparatinda kolinerjik yaniti
etkilemedigi gosterilmistir. Bu durum literatlirdeki bir ¢alismayla celismektedir.
Contreras ve arkadaslarinin (150) yaptigi bir calismada septik sicanlarda elde
ettikleri izole sag atriyum preparatlarinda asetilkoline asiri duyarlihk oldugu
gosterilmistir. Ayrica sag atriyumda asetilkolinin yikim GrlinG  olan kolin
konsantrasyonunun kontrol hayvanlarina gére distk oldugunu gostermislerdir. Bu
¢alismada sepsis icin kullanilan yontem peritonit modeli ve peritonit
gerceklestirildikten bir giin sonra sag atriyumlar izole edilip deneyler yapilmis. iki
¢alisma arasindaki farkin sebebi bu zamansal ve yontemsel fark olabilir. Benzer
sekilde Gholami ve arkadaslari (151) da yaptiklari calismada LPS enjeksiyonuyla
sepsis olusturduklari hayvanlardan izole edilen atriyumlarda kolinerjik stimtilasyona
azalmis cevap bulmuslardir, adrenerjik yanita cevap ise hem kontrol grubunda hem

de endotoksemik grupta benzer bulunmustur.
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Bu tez calismasinda izole atriyumun bazal atim sayisi LPS grubunda daha
yliksek bulunmustur. Bu bulgu gerek LPS ile olusturulmus gerekse CLP yontemiyle
olusturulmus septik sok modellerinin kullanildigi eski calismalara benzerdir. Atim
sayisindaki bu artis, refleksif sempatik asiri aktivasyon ve bazi inflamatuvar araci
molekiillerle iliskilendirilmistir (150, 152, 153). Tezosentanin septik hayvanlardan
izole edilen atriyumlarda kullanildigi bir calismaya literatlirde rastlanilmamistir.
Ancak secici olmayan bir endotelin antagonisti olan bosentanin CLP ile olusturulmus
modelde kullanildig bir calismada hiperdinamik fazda degil ama hipodinamik fazda
bosentanin atriyum atim sayisini dislirdigu gosterilmistir (154). Bu tez ¢alismasinda
tezosentanin her iki grupta da banyo ortamina ilave edilmesinin atim sayisini

artirdigi gosterilmistir.

Bu tez galismasinda izole atriyum kasilmasinin LPS sonucunda istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde degismedigi gbzlemlenmistir. Bu bulgu literatlrdeki diger
calismalarla benzerdir. Bu durumdan hiicre ici kalsiyum dengesinin bozulmasi ile NO
gibi mediyatorler mesul tutulmustur (155, 156). Tezosentanin, izole atriyumlarda
kullanildigr bir calismaya literatiirde rastlanilmamistir. Bosentanin kullanildigi bir
¢alismada bosentan hem hiperdinamik donemde hem de hipodinamik dénemde
atriyum kasilmasinda kismi bir dizelme saglamistir. Bizim g¢alismamizda da hem
kontrol grubunda hem de LPS grubunda kasilmada artisa yol agmaktadir. Ancak bu
bahsedilen g¢alismada bosentan hayvanlara verildikten sonra hayvanlar sakrifiye

edilmistir. Bu yonden iki ¢galisma arasinda fark bulunmaktadir (154).

Papiller kas kasilmasi, LPS grubu ve kontrol grubu arasinda benzer
bulunmustur. Literatlirde papiller kas kasilmasinin azaldigi ¢calismalar da (157, 158),
degismedigi calismalar da bulunmaktadir (154). Azaldigini gosteren calismalarin
kobaylar Gzerinde vyapildigi ve tirler arasi farkhliklar olabilecegi goz o©ninde
bulundurulmalidir. Papiller kas kasilmasi hem LPS hem de kontrol grubunda benzer
olunca tezosentanin kullandigi deneyler planlanmamistir. Ancak tezosentanin izole
atriyum Uzerinde bulunan pozitif inotropik ve pozitif kronotropik etkileri gz 6niinde

bulundugunda bu deneylerin gerceklestirilmemesi bu tez calismasinin eksik kalmis
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yonlerinden biri olarak degerlendirilebilir. Literatlirde papiller kas kasinin kasilma
amplitidinin izoprenalin ve karbakol vyanitlariyla ilgili ¢ok az ¢alisma
bulunmaktadir. Ozer ve arkadaslarinin (154) CLP ydntemini kullanarak yaptigi
calismada izoprenalin cevabi hiperdinamik donemde degismemistir, hipodinamik
dénemde ise artmis bulunmustur. Karbakol cevabi ise hem hiperdinamik hem de

hipodinamik donemde degismemis olarak bulunmustur.

Atriyum atim sayisinin izoprenalin ve karbakol yanitlari LPS ve kontrol
gruplarinda benzer bulunmustur. Atriyumun izoprenaline verdigi kasilma yaniti
kontrol ve LPS gruplarinda farkh bulunmustur. Literatirde tezosentanin izole
atriyum atim sayisina septik hayvanlarda inceleyen bir ¢alisma bulunamamistir. Bu
tez galismasinda, tezosentanin, izoprenaline atriyum atim hizi artigi yanitini LPS ve
kontrol gruplarinda azalttigi; LPS grubunda izoprenalin kasilma yanitini azalttig
gozlemlenmistir. Tezosentanin kendisinin gosterdigi pozitif inotropi ve pozitif
kronotropinin kalbi hiz olarak esik degerine yaklastirdigi ve bu ylizden izoprenalinin
etkisinin sonlimlendigi duslinilmektedir. Tezosentanin bu 06zelligine ydnelik
literatlrde bir ¢alisma bulunamamistir. Ancak ET-1’'in kobay atriyumunda pozitif
inotropik ve pozitif kronotropik etkilerinin oldugunu gésteren ¢alismalarla, tavsan ve
insanda negatif inotropik oldugunu gosteren calismalar bulunmaktadir (123). Bir
calismada secici olmayan endotelin reseptér antagonisti bosentanin izoprenalinin
potensini artirdigl gosterilmistir (154). Bir baska calismada da LPS grubunda

izoprenalin yanitinin azaldig1 gosterilmistir.

Kontrol, LPS, kontrol+tezosentan ve LPS + tezosentan gruplari arasinda
histopatolojik olarak anlaml fark bulunmamistir. Sepsis gibi inflamatuvar ortamin
olustugu bir klinik durumda, karaciger ve dalakta gézlemlenen inflamatuvar hiicre
istilasi gdrmek beklenebilirdi (159). Ancak bu LPS grubunda gézlenmemistir. Ote
yandan sepsiste yaygin endotelyal disfonksiyon gorilmektedir. Bunun 1sik
mikroskobunda gostergesi olarak endotel hilicre sismesi LPS grubunda
gozlenmemistir. Miyositlerde de yapisal, uzaysal bir hasar belirtisi gozlenmemistir.

Kardiyak disfonksiyon varliginda histopatolojik bir hasarin gosterilememesi



71

damardan salinan ve damar uzerinde etkileri olan bazi mediyatoérlerin bu etkilerden
sorumlu oldugunu desteklemektedir. Wang ve arkadaslarn (160) kopeklerde
yaptiklari calismada 2 mg/kg dozda LPS enjeksiyonundan 6 saat sonra sakrifiye
etmislerdir. Histopatolojik incelemede kanama ve 6dem gozlemlemislerdir. Bu farka

neden olabilecek olasi etmenler; tir farki, zaman farki, fiksator farki olabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Siganda, LPS ile olusturulan septik sok modelinde kalp atim sayisi anlamli
olmayan bir sekilde azalirken, LPS enjeksiyonundan iki saat sonra tezosentan
enjekte edilen hayvanlarda 4 saat sonra Langendorff diizeneginde kalp atim sayisi

anlamli olarak artmistir.

Sol ventrikiliin gelistirdigi basing, LPS enjekte edilmis hayvanlarda belirgin
olarak azalirken, sonrasinda tezosentan tedavisi verildiginde anlamlh bir sekilde

ylkselmistir.

LPS enjeksiyonuyla sepsise girmis hayvanlarda koroner perfiizyon akimi
kontrol hayvanlarina gore azalirken, tezosentan tedavisi bu akim disisiini geri

déndlirmastir.

LPS’li hayvanlarda miyokardiyal kasilabilirligi gdsteren basincin zamana goére
tirevinin en vyuksek degeri (dP/dtmax) kontrol hayvanlarina gore azalirken,
tezosentan tedavisi bu azalmada iyilesmeye yol agcmaktadir. Benzer sekilde
miyokardiyal gevseyebilirligi gbsteren ventrikil i¢i gelistirilen basincin zamana goére
tirevinin en diusuk degerinde (-dP/dtmin), LPS enjekte edilmis hayvanlarda saghkli
hayvana gore mutlak degerce azalma go6zlenmistir. Tezosentan tedavisi de
uygulanmis hayvanlarda ise sadece LPS uygulanmis hayvanlara gore anlamh bir

sekilde bu parametre yiksektir.

LPS enjekte edilmis sepsis grubuna veya salin enjekte edilmis kontrol
grubuna dinlenme periyodunun bittigi 20. dakikada ex vivo ortamda degisik
konsantrasyonlarda tezosentan verilerek 1 uM, 10 uM, 100 uM) gerceklestirilen
calismalarda iki grup icin de tezosentan uygulamasi 30. dakika ve 40. dakikada; sol
ventrikilln gelistirdigi basing, kalp hizi, basincin zamana gore tirevinin en biliyik ve
en kiicik degerleri ve koroner perfiizat akimi gibi parametrelerde oransal olarak
anlamh bir fark saptanmamistir. Tezosentanin direkt olarak deney hayvanina
verilmesiyle banyo ortamina verilmesinin arasinda terapétik olarak fark bulunmasi,

tezosentanin viicudun baska yerlerinde baska etkileri de oldugunu ve miyokardiyal
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performansi artirmasinin  bu diger etkilerine ikincil olarak gergeklestigini
dislindirtmustlir. Bu etkiler baska organ sistemi Uzerinde etkilerine sekonder
gelisebilecegi gibi kalbin inervayonu Uzerinde etki etmesi sonucunda da olabilir. Bu

konunun yeni arastirmalarla aydinlatilmasi gerekmektedir.

LPS uygulamasi izole atriyumun atim sayisini kontrol grubuna gore
artirmaktadir. izole atriyumun kasilmasi da LPS enjekte edilmis hayvanlarda
artmistir ancak bu artis sinirda anlamh degildir. Tezosentan uygulamasi ise her iki
grupta da atriyum atim sayisini artirmaktadir. Bu artis yine sinirda anlaml degildir.
Lakin kullanilan hayvan sayisi géz 6nline alindiginda n sayisinin artmasi durumunda
anlamli tarafa geg¢mesi olasidir. Benzer sekilde atriyum kasilmasini da tezosentan

ozellikle LPS grubunda anlamli sekilde artirmaktadir.

Atriyum atim sayisinin izoprenaline yaniti LPS’li hayvanlarla kontrol grubu
arasinda benzerdir. Karbakol yaniti da iki grup arasinda benzerdir. izole atriyum
kasilma-izoprenalin yanitlari LPS grubunda kontrol grubuna gore anlaml olarak
artmis bulunmustur. Bu artis sonraki deneylerde tezosentan inklibasyonu
sonrasinda ortadan kalkmis gibi gériinmekle birlikte tezosentanin kendisinin neden
oldugu atriyum atim sayisindaki artisin atim sayisini esik noktaya yaklastirmasi ve
dolayisiyla atim amplitidiiniin daha fazla artamamasi bir neden olabilir.

Tezosentanin bu etkisinin nedenleri ek ¢alismalarla aydinlatiimahdir.

LPS enjekte edilmis hayvanlardan izole edilmis papiller kaslarin izoprenaline
kasilma yaniti ve karbakole gevseme yanitiyla kontrol grubundaki hayvanlardan izole

edilmis papiller kaslarin bu maddelere yanitlari arasinda fark yoktur.

Tezosentan ve LPS uygulamalari kalpte kasilma fonksiyonlarinda degiisiklige
neden olurken histopatolojik olarak herhangi bir degisiklige yol agmamaktadir.
Ancak 4 saatlik sepsis sliresi histopatolojik degisikliklerin gorilmesi icin yeterli
olamayabilir. Isik mikroskopisiyle gorilecek etkiler sinirli olabilmektedir. Elektron

mikroskopisi gibi hiicre organelleri gosteren veya immiinhisyokimya gibi hiicre ve
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dokudaki molekiler olaylari gosteren yontemler kullanilarak tezosentanin ve LPS’in

kardiyomiyosit Gzerindeki etkileri daha ayrintili gésterilebilir.

Bu galismamizda fonksiyonel olarak lipopolisakkarit ve tezosentanin kalp kasi
Uzerindeki etkilerini gosterdik. Ancak molekiler ve hiicresel mekanizmalari
aydinlatmak adina endotelin sisteminin hiicre alti etkileri, lipopolisakkaritin direkt
kalp kasindaki etkileri ve inflamatuvar hiicre araciligiyla neden oldugu molekiiler
degisiklikler gbz 6niinde bulundurularak tezosentanin bu etkilere nasil neden oldugu

aydinlatiimalidir.
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