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OZET

DENEYSEL ENDOTOKSEMILI NEONATAL BUZAGILARDA NiTRiK OKSIT
METABOLIiZMASINDAKi BAZI PARAMETRELERIN ARASTIRILMASI

Sénmez, E. E. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Veterinerlik

I¢ Hastaliklar Program, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2025.

Amac¢: Bu c¢alismada, deneysel endotoksemili neonatal buzagilarda nitrik oksit
metabolizmasina iligkin plazma nitrik oksit (NO), asimetrik dimetilarjinin (ADMA),
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS), endoteliyal nitrik oksit sentaz (eNOS), arjinaz-I ve

kan amonyak diizeylerinin zamana bagli degisimlerinin arastirilmasi amaclandi.

Gere¢ ve Yontem: Arastirmada, 14 haftalik yasta alti saghkli erkek Holstein buzagi
kullanilmistir. Buzagilara O111:B4 serotipli Escherichia coli kdkenli lipopolisakkarit (LPS) 1
ng/kg dozunda intravendz olarak uygulanarak endotoksemi modeli olusturulmustur. Kan
orneklemeleri, LPS uygulamasi dncesinde (0. saat) ve uygulama sonrasindaki 0,5., 1., 2., 4., 8.,
12., 24. ve 48. saatlerde, toplam dokuz farkli zamanda yapildi. Nitrik oksit metabolizmasina

iliskin parametreler uygun biyokimyasal yontemler kullanilarak 6l¢iildi.

Bulgular: LPS uygulamasini takiben ortalama NO ve amonyak diizeylerinde istatistiksel olarak
anlamli artis gozlendi (p<0,05). NO diizeyindeki artislar ozellikle 12. ve 24. saatlerde
belirginlesirken, amonyak diizeylerinde 2., 4. ve 8. saatlerde anlamli yiikselmeler saptandi.
ADMA ve iNOS diizeylerinde baglangica gore artis izlenmis; ancak bu artislar zamana baglh
dalgalanma gostererek istatistiksel anlam tasimamustir. Arjinaz-1 ve eNOS diizeylerinde ise
erken donemde azalma, ilerleyen saatlerde toparlanma egilimi saptanmis, ancak bu

degisiklikler de anlamli bulunmamustir.

Sonu¢: FElde edilen bulgular, 6zellikle NO ve amonyak diizeylerindeki degisimlerin
endotoksemi ve sepsis slirecinde dnemli biyokimyasal yanitlar1 yansittigini gostermektedir. Bu
parametrelerin biyobelirte¢ potansiyelinin daha net sekilde ortaya konulabilmesi i¢in, daha
genis drneklem gruplari, farkli deneysel protokoller ve doku diizeyinde gerceklestirilecek ileri

aragtirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Buzagi, Deneysel endotoksemi, Sepsis, Nitrik oksit
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF SOME PARAMETERS OF NITRIC OXIDE METABOLISM IN
NEONATAL CALVES WITH EXPERIMENTAL ENDOTOXEMIA

Sonmez, E. E. Aydin Adnan Menderes University, Institute of Health Sciences, Veterinary

Internal Medicine Program, Master's Thesis, Aydin, 2025.

Purpose: This study aimed to investigate the time-dependent changes in plasma nitric oxide
(NO), asymmetric dimethylarginine (ADMA), inducible nitric oxide synthase (iNOS),
endothelial nitric oxide synthase (eNOS), arginase-I, and blood ammonia levels related to nitric

oxide metabolism in neonatal calves with experimental endotoxemia.

Materials and Methods: Six healthy male Holstein calves, aged 1-4 weeks, were used in the
study. An endotoxemia model was created by intravenously administering 1 pg/kg of
Escherichia coli-derived lipopolysaccharide (LPS) of the O111:B4 serotype to calves. Blood
samples were taken before LPS administration (hour 0) and at nine different times, at hours 0,
5,1, 2,4, 8, 12, 24, and 48. Nitric oxide metabolism parameters were measured using

appropriate biochemical methods.

Findings: Statistically significant increases were observed in mean NO and ammonia levels
following LPS administration (p<0.05). Increases in NO levels were particularly pronounced at
hours 12 and 24, while significant increases in ammonia levels were observed at hours 2, 4, and
8. ADMA and iNOS levels increased compared to baseline; however, these increases fluctuated
over time and did not reach statistical significance. Arginase-I and eNOS levels showed a
decrease in the early period and a tendency to recover later in the day, but these changes were

not found to be significant.

Conclusion: The findings indicate that changes in NO and ammonia levels, in particular, reflect
important biochemical responses during endotoxemia and sepsis. Further studies with larger
sample sizes, different experimental protocols, and at the tissue level are needed to more clearly

demonstrate the biomarker potential of these parameters.

Keywords: Calf, Experimental endotoxemia, Sepsis, Nitric oxide
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1. GIRIS

Sepsis enfeksiyona karsi organizmanin gostermis oldugu diizensiz immiin yanit ve
beraberinde akut organ disfonksiyonu ve/veya sirali organ yetmezliginin gelistigi, mortalitenin
yiiksek oldugu sendrom olarak ifade edilebilmektedir (Cecconi ve digerleri, 2018). Sepsis
diinya capinda tiim insan ve evcil/yabani hayvanda oldukg¢a yaygin bir durumdur. Sepsis tanimi1
yillardir giincellenip, degistirilerek yeni tanimlamalar olusturulmaktadir. Agir sepsis, sepsis
tanimina ek olarak organ disfonksiyonu ve beraberinde hipotansiyonun, hipoperfiizyonun eslik
etmesi olarak ifade edilebilirken, septik sok ise sepsisle indiiklenen, yeterli sivi replasmaninin
uygulanmasina ragmen hipoperflizyonun (sistolik kan basinct <90 mmHg) ve hipotansiyonun
eslik ettigi ve bunun siirdiiriildiigii inotropik ya da vazopressor ajanlara ihtiya¢ duyulan, diger
sok bulgularinin olmadig: sok tiirtidiir (Bone ve digerleri, 1992). Sepsisin patogenezinde Gram
pozitif bakteriler (Staphylococcus spp., Streptococcus spp.), Gram negatif bakteriler
(Escherichia coli, Streptococcus pneumoniae ve Staphlococcus aureus mantarlar (Candida),

parazitler ve viriisler rol oynayabilmektedir (Chousterman ve digerleri, 2017).

Endotoksemi, dolagimda endotoksin varligmi ifade etmektedir. Endotoksemi Gram
pozitif ve Gram negatif bakterilerin komponentleri tarafindan sekillenebilirken 6zellikle Gram
negatif bakterilerin hiicre duvari bilesenlerinin (LPS) dolasima salinmasi ile klinik olarak ¢ok
daha siddetli tablo olusturdugu bilinmektedir (Lohuis ve digerleri, 1988). Saflagtirilmig standart
LPS (lipopolisakkarit)'nin intravendz uygulanmasi, Gram negatif sepsise benzer akut sistemik
inflamatuar yanit sendorumuna (SIRS) neden olabilir. Endotoksemi, tavsan, kobay, rat, kopek,
kedi, at, inek gibi pek ¢ok hayvan modelinde uygulanmistir. Ozellikle buzagilar LPS ile
olusturulan endotoksemiye olduk¢a duyarlidir (Michaels ve Banks, 1988). Bu baglamda
endotoksemi olusturmak adma en ¢ok intravendz Escherichia coli (E. coli) LPS’si
kullanilmaktadir. E. coli’nin entotoksemide kullanilan O55:B5, O11:B4 gibi pek ¢ok farkli susu

ve farkli uygulama dozu bulunmaktadir (Plessers ve digerleri, 2015).

Sepsis ve inflamatuar durumlarda proinflamatuar mediyatorlerin salinimi ve birtakim
bagisiklik hiicrelerinin indiiksiyonuyla kan sirkiilasyonunda meydana gelen diizensizlikler,
ozellikle mikro sirkiilasyon diizeyinde diisiik periferik vaskiiler direngle gelisen hipotansiyon

sonucu hayati organlarin yeterince kanlanamamasi ile organ disfonksiyonu hatta organ



yetmezlikleri meydana gelebilmektedir. Sepsisin baslangicinda patojeni yok etmek, vaskiiler
tonusu saglamak ve siiperoksit gibi serbest radikallerin sentezini onlemek amagli immiin
savunmanin parcasi olarak basta makrofaj, endotel hiicreleri olmak {izere, kalp kasi, bobrek
hiicresi, bagirsak enterositleri gibi doku ve hiicrelerde indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
araciligiyla (iNOS) yiiksek oranda nitrik oksit (NO) sentezi gerceklesir. Sepsisin ilerleyen
zamanlarinda ise arjinin ve sitriilin aminoasitlerinin bulunabilirli§i azaldigindan sitriilinin
arjinine doniistiiriildiigii arjinin de novo sentezi de azalarak beraberinde NO sentezinde de bir
azalig goriiliir. Bununla beraber arjinaz-I enzim aktivitesinde artis sekillenerek, arjinaz-I enzimi
arjinin substrati i¢in iNOS’la rekabet ederek denklemin sitriilin, NO sentezi yerine ornitin ve
ire sentezine kaymasina neden olmakta bu durumda NO sentezinin, sitriilin ve dolayisiyla
arjinin bulunabilirli§inin azalmasina ve {ire dongiisiiniin artmasiyla amonyak diizeyinde artisa
sebep olmaktadir. Ozellikle yogun bakim hastalarinda mortalite gdstergesi olan ADMA, nitrik
oksit sentaz (NOS) enziminin endojen inhibitoriidiir ve nitrik oksit sentezini diizenlemektedir

(Morris ve digerleri, 1994; Kirkebegen ve digerleri, 1999; Vincent ve digerleri, 2000).

Bu calismada, deneysel endotoksemili neonatal buzagilarda nitrik oksit metabolizmasina
iliskin plazma NO, ADMA, iNOS, eNOS, arjinaz-I ve kan amonyak diizeylerinin zamana bagli
degisimlerinin arastirilmasi1 amaglandi. Bu sayede, parametrelerin sepsis siirecinde tant ve
hastalik seyri agisindan potansiyel biyobelirte¢ olarak kullanilabilirligine iliskin 6n bilgi

saglanmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sepsis

Sepsis organizmaya giren enfekte edici patojenle, proinflamatuar ve antiinflamatuar
yanitin aktive oldugu beraberinde organ disfonksiyonu ve sirali organ yetmezliginin
sekillendigi, mortalitenin oldukg¢a yliksek seyrettigi ve acil tibbi miidahalenin gerektirdigi

sendrom olarak tanimlanabilmektedir (Kurosawa ve digerleri, 2011).

Sepsis terimi, Yunanca kokenli bir kelime olup "bozulma" veya "¢lirlime" anlamina gelen
bir kelimeden tiiremis ve Homeros, Hipokrat, Galen gibi {inlii filozoflarin edebi eserlerinde

sepsis teriminin kullanildigina dair izler bulunmustur (Funk ve digerleri, 2009).

1800’lerde ise sepsisin zararli mikroorganizmalarin viicuda girisi ve beraberinde
sekillenen yanit ile iliskili oldugu diisiiniilmiis, sepsis “Mikrop Teorisi” olarak tanimlanmuistir.
1914’te Hugo Schottmiiller ilk bilimsel modern tanimlamayi yaparak, sepsisin patojenik
bakterilerin siirekli veya periyodik olarak kan sirkiilasyonuna girisi sonucu objektif ya da

subjektif semptomlara yol agis1 olarak ifade etmistir (Giil ve digerleri, 2017).

1991 yilinda ise “American College of Chest Physicians” ve “Society of Critical Care
Medicine” sepsisin ilk fikir birligi tanimin1 olusturdular. Bu fikir birliginde sepsis en az iki veya
daha fazla sistemik yangisal yanit sendromu (SIRS) kriterlerinin varliginda sekillenen bir
enfeksiyon odagina kars1 sistemik yanit olarak tanimlanmis ve SIRS kriterlerinin agir sepsis,

septik sok ile iligkili oldugu diisiiniilmiistiir (Bone ve arkadaslari, 1992).

2001°de mevcut olan sepsis tanimi revize edilmistir (Levy ve digerleri, 2003). Sepsis ve
septik sok tanimlarinin gelistirilmesi ve giincellenmesi, 2001 yilinda tanimlanan kisitlamalarin
gdzden gecirilmesiyle 6nem kazanmistir. Bu siiregte, 31 dernek tarafindan Delphi yontemiyle
yeni diagnostik kriterlerin belirlenmesi i¢in ¢alisilmis, elektronik saglik kayitlar1 ve uluslararasi
mesleki topluluklarin katilimiyla degerlendirme yapilmustir. Onceki tanimlarm elestirileri
arasinda inflamasyona odaklanma, SIRS kriterlerinin yetersiz spesifite ve duyarlilik seviyeleri
ile sepsis, agir sepsis ve septik sokun tanimlanmasinda karsilagilan zorluklar bulunmaktadir.
SIRS kriterleri, hayati tehlike olusturan durumlar: her zaman tespit etmekte yetersiz kalabilir

ve bazi hastalarda enfeksiyon olmamasina ragmen semptomlar goriilebilir (Singer ve digerleri,
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2016). Ozellikle ileri yash, beta-blokor ila¢ kullanan veya bagisiklik sistemi zayiflamis
hastalarda (SIRS negatif) dogru tan1 koymak zor olabilir. Sepsis tanisinin dogrulugu igin
genetik, hiicresel ve biyolojik parametrelerin daha hassas bir sekilde degerlendirilmesi gerektigi
vurgulanmaktadir. Bu ihtiyag, sepsisin gercek insidansinin ve mortalitesinin daha kesin bir
sekilde belirlenebilmesi i¢in yeni tanimlamalara olan gereksinimi ortaya koymaktadir (Vincent
ve digerleri, 2013). Bu baglamda Avrupa Yogun Bakim Dernegi (ESICM) ve Kritik Bakim
Dernegi (SCCM), 2014 yilinda, uzmanlardan olusan bir grup kurarak, sepsis ile iligkili organ
fonksiyonlari, hiicre biyolojisi, biyokimya, immiinoloji ve dolasimdaki degisikliklere dayali
giincel bir uzlagsma siireci yiiriitmiis ve klinik alanda uygulanabilir, giincel, tan1 ve 6lgiitler
tizerinde ¢alismistir. Bunun tizerine 2016 yilinda sepsis 3.0 olarak adlandirilan tanimlamada,
sepsis enfeksiyona karsi sekillenen diizensiz konak¢r yanitt ve organ disfonksiyonu olarak
kabul edilmistir. Sepsis 3.0 taniminda, sepsis, septik sok ve organ islev bozuklugu gibi
nedenlerle ortaya ¢ikan klinik tablonun insidans ve mortalite tahminlerinde tutarsizliklara yol
acabilecegi diigtiniildiigiinden agir sepsis teriminin gereksiz oldugu sonucuna varilmistir
(Singer ve digerleri, 2016). Organ disfonksiyonun siddeti, klinik ve laboratuvar bulgular1 veya
tedaviye yanit gibi cesitli Olgiitlerle belirlenen Sirali Organ Yetmezligi Degerlendirmesi
(SOFA) (Sepsis ile ilgili Organ Yetmezligi Degerlendirmesi) esas alinarak belirlenmektedir.
SOFA skorunun yeterince genis bir kitle tarafindan kabul gérmemesi ve taninmamasi, sepsisin
tan1 ve epidemiyolojik baglamda izlenmesinde zorluklara neden olmaktadir (Mickiewicz ve
digerleri, 2015; Singer ve digerleri, 2016). SOFA skorlamasinda iki puan ve {istii, organ islev
bozuklugunun siddetini géstermekte ve hastane i¢i mortalite riskinin %10 ’nun {izerinde olarak

nitelendirilebilmektedir (Vincent ve digerleri, 1998).

Tablo 1. Sepsis 1 (1991) tanimlar1 (Bone ve digerleri, 1992).

Terim Tanim

Sistemik gesitli etkenlere kars1 sekillenen sistemik inflamatuar yanit

Ates >38 C° ya da <36 C°

Sistemik Yangisal Kalp frekans1 >90 atim/dakika

Yamt Sendromu Solunum frekanst >20 nefes/dakika ya da PaCO; (parsiyel arteriyel karbondioksit

(SIRS) basinci) >32 mmHg

Beyaz kan hiicresi sayim1 >12.000/mm? ya da <4.000/mm?




Sepsis

Sepsis, enfeksiyona karsi sistemik bir yanittir ve enfeksiyon sonucunda SIRS

kriterlerinden en az ikisinin gézlenmesiyle belirlenir

Agir Sepsis

Organ disfonksiyonu, hipoperfiizyon veya hipotansiyon ile iliskili sepsis;
hipoperfiizyon ve perfliizyon anormallikleri, laktik asidoz, oligiiri veya akut mental

durum degisiklikleri gibi durumlari igerebilir, ancak bunlarla sinirli degildir

Septik Sok

Sepsis tarafindan indiiklenen, yeterli sivi tedavisine ragmen hipotansiyon olan ve
perfiizyon anormallikleri (6rnegin laktik asidoz, oligiiri, akut mental durum
degisiklikleri) gozlenebilen durum; inotropik veya vazopressor ajanlar kullanan

hastalar, perfiizyon anormallikleri sirasinda hipotansiyon gostermeyebilir

Tablo 2. Sepsis 2 (2001) tanimlar1 (Levy ve Fink, 2003).

Terim Tanim

Siiphenilen ve belgelenen bazi parametrelerin varligi;
Genel parametreler
. Ates >38,3 C° ya da <36 C°
. Kalp frekansi >90 atim/dakika veya yasa gore normal degerin 2 standart
sapma iizerinde olmasi
. Solunum frekans1 >30 nefes/dakika
. Mental durumda bozulma
. Belirgin 6dem veya pozitif sivi dengesi (>24 saat iginde 20 mL kg'1’den
fazla)

Enfeksiyon
. Diyabet olmayanlarda, hiperglisemi (plazma glukozu >110 Mg/dL veya 7.7
mmoL/L)

Inflamatuar parametreler

. Lokositoz (16kosit sayis1 >12,000/uL) ya da lokopeni (Iokosit sayisi
<4000/uL)

. Normal 16kosit sayisi, %10'dan fazla olgunlagsmamis form

. Plazma C-reaktif protein, yasa gore normal degerin 2 standart sapma iizerinde
. Plazma prokalsitonin, yasa gére normal degerin 2 standart sapma iizerinde




Hemodinamik parametreler

J Arteriyel hipotansiyon (sistolik kan basici <90 mmHg, MAP (ortalama
arter basinct) <70 mmHg veya yetiskinlerde sistolik kan basincinda >40 mmHg
diisiis veya yasa gore normalin 2 standart sapma altinda, karisik venoz oksijen

doygunlugu >%70, kardiyak indeks >3.5 L/dk/m?

Organ disfonksiyonu parametreleri

. Arteriyel hipoksemi (PaO»/F10; (inspire edilen fraksiyonel oksijen miktari )
<300)

. Akut oligiiri (idrar ¢ikis1 <0.5 mL/Kg/saat veya en az 2 saat boyunca 45
mmoL/L)

. Kreatinin artis1 >0.5 Mg/dL

. Koagiilasyon anormallikleri (uluslararasi normallestirilmis oran >1.5 veya

aktive parsiyel tromboplastin zaman1 >60 saniye)

. Trombositopeni (trombosit sayis1 <100,000/uL)
. Hiperbilirubinemi (plazma total bilirubin >4 Mg/dL veya 70 umol/L)
J fleus

Doku perfiizyonu parametreleri

. Hiperlaktatemi (>3 mmoL/L)

. Azalmis kapiller dolum zamani

Tablo 3. Sepsis 3 (2016) tanimlar1 (Singer ve digerleri, 2016).

Terim Tamm
Konakgimin enfeksiyona karsi diizensiz tepkisinden kaynaklanan, hayati tehdit eden
bir organ fonksiyon bozuklugudur
Sepsis icin klinik kriterler: Siipheli veya belgelenmis enfeksiyon ve >2 SOFA
puaninda akut bir artis
Gorev giicii, pozitif qSOFA'nin (hizli SOFA) kriterleri, daha dnce enfekte oldugu
Sepsis

tespit edilmemis hastalarda da olas1 enfeksiyonun goz oniinde bulundurulmasin

saglamalidir

qSOFA kriterleri

. Degigmis mental durum (Glaskow Koma Skalas1 skoru <15

. Sistolik kan basinc1 <100 mmHg




. Solunum hiz1 >22 nefes/dakika

Yeterli sivi resiisitasyonuna ragmen MAP'yi >65 mmHg'ye yiikseltmek icin
vazopressOr tedavi gerektiren, sliregelen hipotansiyonlu sepsis klinik tablosu ile

belirlenebilir ve laktat seviyesi >2 mmoL/L (18 mg/dL) olarak tanimlanabilir.
Septik Sok

2.2. Sepsis ve Endotoksemi

Endotoksemi kanda endotoksin varligidir. Klinik anlamda endotoksemi terimini
kullanabilmek i¢in endotoksemiye ait klinik semptomlarin varligi gerekmektedir (Mackay
1996). Endotoksin, Gram negatif bakterilerin hiicre duvari yapisinin parcasidir ve canli dokuya
invaze olduktan sonra akut inflamasyonun indiiklenmesinden sorumludur (Lohuis ve digerleri,
1988). Gram negatif bakterilerin hiicre duvarinin yapisi, icte peptidoglikan tabaka, dista
lipopolisakkaridler, fosfolipitler ve proteinlerden meydan gelmektedir. Lipopolisakkarid
tabakada endotoksin molekiilii bulunmaktadir. Bu endotoksin hiicre membraninda bulundugu
esnada inaktiftir; ancak biiylime, bolinme ve yikim gibi bir takim hiicre olaylar1 esnasinda
hiicre membranindaki inaktif endotoksin molekiilii agiga cikarak, sepsis/endotoksemide akut
inflamasyon siirecini baslatmaktadir (Fisgin, 2004). Bakteriler tarafindan sekillenmis sepsisin
mortalite ve morbiditesi iizerinde endotoksinin rolii bulunmaktadir (Levi ve digerleri, 1997;

Levi ve digerleri, 2000; C6l ve Durgun, 2004; Constable, 2007).

Saflastirilmis standart LPS (lipopolisakkarit)’nin intravendz uygulanmasi, Gram negatif
sepsise benzer akut SIRS'a neden olabilir. Bu baglamda, sepsis ve septik sokun patofizyolojisini
incelemek i¢in uzun yillardir deneysel endotoksemi modelleri kullanilmaktadir (Hoffman ve
Natanson, 1993; Remick ve Ward, 2005; Andreasen ve digerleri, 2008) Endotoksemi modelleri
standardizasyon, tekrarlanabilirlik ve karsilastirilabilirlik agisindan avantajlar sunmaktadir.
Endotoksemi modeli olusturabilmek adina endotoksin (Chung ve digerleri, 2001; Lindsey ve
digerleri, 1991; Pittet ve digerleri, 2000; Taylor ve digerleri, 2001; Traber ve digerleri, 1998)
veya LPS (Taylor, 2001; Lagoa ve digerleri, 2004) cekal ligasyon veya perforasyon (Fink ve
Heard, 1990), intravaskiiler infiizyon, peritonit, yumusak doku enfeksiyonu (Durkot ve Wolfe,
1989), pnémoni (Murakami ve digerleri, 2002) veya menenjit (Ribes ve digerleri, 2003) modeli
gibi cesitli yollarla organizmaya verilmektedir. Bu baglamda basta fare, sican, tavsan, kobay
gibi laboratuvar hayvanlarinin yani sira kopek, domuz, koyun, sigir gibi farkli hayvan tiirleri de

kullanilmaktadir (Fink ve Heard, 1990). Bu tiirler arasinda endotoksine karsi gdsterilen
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duyarlilik farkli seviyelerde olabilmektedir. Kemirgenler, kediler, kopekler endotoksine direng
gosterirken, tavsanlar koyunlar, buzagilar insanlar ise endotoksine olduk¢a duyarlidir (piper ve
digerleri, 1996; Michie 1998; Fink ve Heard, 1990). Endotoksemi modeli olusturabilmek adina
farkli dozlarda endotoksin uygulanmasi s6z konusudur. Ozellikle LPS’ye duyarli olan
canlilarda daha diisiik doz endotoksin kullanilirken, direngli olanlarda ise endotoksin yiiksek
dozdan verilebilmektedir (Parker ve Watkins, 2001). Sigirlarin ve 6zellikle buzagilarin LPS'ye
diger hayvan tiirlerine gore ¢ok daha duyarli oldugu gosterilmistir (Michaels ve Banks, 1988).
Sigirlarda akut faz tepkisini incelemek igin ¢esitli deneysel modeller rapor edilmistir. Genel
olarak Escherichia coli (E. coli) LPS’si en sik uygulanan endotoksin tiiridiir. LPS'nin
intravendz yolla uygulanmasi ise en sik kullanilan metottur. Tablo 4, buzagilarda LPS

tarafindan endotokseminin olusturuldugu bazi ¢alismalar1 6zetlenmektedir.

Tablo 4. Buzagilarda deneysel endotoksemiyi indiiklemek adma verilen E. coli serotipi,

uygulama dozu, buzagi yasi ve sayisi.

Serotip Buzag sayisi Yas (giin) Uygulanan doz (uq/kg) ve infiizyon Kaynak

siiresi
055:B5 2 14-21 0,5 Peel Ve digerleri, 1990
055:B5 25 1 Bolus: 0,2, 2, 20 Gerros ve digerleri, 1993

inﬁizyon (0.83 saat): 0,2; 2, 20

055:B5 6 1 1,5 pg/kg/saat (0,5 saat) Semrad ve digerleri, 1993

1 png/kg/saat (2,5 saat)

Ol111:B4 6 - 2 (1.67 saat) Werling ve digerleri, 1996
Ol111:B4 8 22 0,1 Bieniek ve digerleri, 1998
0O55:B5 12 120-150 0,2 Elasser ve digerleri, 2005
O111:B4 8 10-60 0,1 (30 dk) Sen ve Coskun, 2008
Ol111:B4 18 - 1 Carrol ve digerleri, 2009a
O111:B4 9 - 2,5 Carrol vd., 2009b
O111:B4 21 - 0,5 Carrol ve digerleri, 2013
055:B5 10 120 2 Yilmaz ve digerleri, 2013




Ol111:B4 12 0-6 2 (30 dk) Elmas ve digerleri, 2013

O111:B4 9 65-82 2,5 Hinds ve digerleri, 2014

Ol111:B4 24 5-15 1 (30 dk) Coskun ve digerleri, 2015

Ol111:B4 11 28 0,5 Plessers ve digerleri,
2015b

2.3. Sepsis ve Endotoksemi Patogenezi

Sepsis ve endotoksemi, inflamatuar ve antiinflamatuar dengenin bozulmasidir. Sepsisin
patogenezinde rol oynayan mikroorganizmalar Gram pozitif bakteriler (Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp.) ve Gram negatif bakteriler (Klebsiella, Pseudomonas aeruginosa, E. coli),
mantarlar (Candida), parazitler ve viriislerdir. Proinflamatuar ve antiinflamatuar yollarin yukari
regiilasyonu; sitokinlerin, mediyatorlerin, patojenle iligkili molekiillerin (PAMP) organizmada
dolagima salinimina sebep olarak koagiilasyon sisteminin ve kaskadlarin devreye girmesi ile

sonuglanir (Chousterman ve digerleri, 2017).

Hem proinflamatuar hem de antiinflamatuar yollarin eszamanli olarak aktif hale
gelmesi, inflamasyonun ilerlemesine ve sonunda ¢oklu organ yetmezligine neden olabilecek
doku hasarina yol agar. Hastalifin ileri evrelerinde, bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonunda
azalma, artan hiicre 6limi ve T hiicresi tiikenmesi nedeniyle immiinosupresyon gelisir. Bu
durum, "immiinoparalizi" olarak adlandirilir ve etkilenen hastalarin hastane enfeksiyonlarina,
firsatg1 patojenlere ve viral reaktivasyonlara kars1 daha hassas hale gelmesine neden olur (Tang

ve digerleri, 2010; Tamayo ve digerleri, 2011).

Patojenle iliskili molekiillerin (endotoksinler, ekzotoksinler, DNA (deoksiriboniikleik
asit) dizileri, lipidleri, PAMP), organizmaya girisi sonucu, hasarla iligkili molekiiller paternlerin
(DAMP) salinmasi ilk immiinolojik cevabi sekillendirir. PAMP ve DAMP’lar antijen sunan
hiicreler (APC) {izerindeki patojen tanima reseptorleri (R) ve monositlerdeki toll benzeri
reseptorler (TLR) tarafindan algilanarak B hiicrelerinin niikleer faktor-kappa-hafif zincir
giiclendiricisinin (NF-kB) aktive olmasiyla adaptif bagisiklik, hiicre metabolizmasi,
inflamasyonla iligkili baz1 interlokin (IL) ve mediyatorlerin transkiripsiyonunun

gerceklestirilmesi amaciyla hiicre ¢ekirdegine tasinim gerceklesir. Bu da IL-1, IL-12, IL-18,
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tiimdr nekroz faktorii alfa (TNF-a) gibi proinflamatuar interlkinlerin ve interferonlarin (IFN)

ekspresyonunu sekillendirir. Bu erken aktivasyon genlerinin ekspresyonu IFN-y, IL-6, IL-8 gibi

sekonder sitokinlerin salinimina, koagiilasyon yollarinin aktivasyonuna ve negatif geri

bildirimin diizenlenmesinde kazanilmis bagisikligin asag1 regiilasyonuna yol agmaktadir

(Hotchkiss ve digerleri, 2016).

Dogal Bagisiklik Kazamilmis Bagisikhik
Erken Yamt Hiicresel Immiin Yamt Humoral Immiin Yamt
+ IL-1,IL-6,IL-8, IL-12, IL-18, « B hiicrelerinin, nétrofillerin, myeloid * IgG, IgM vb. immunglobulin
TNF-0, IFN- y salmim kokenli baskilayica hiicrelerin aktivasyonu iiretimi

* Tamamlayici pihtilasma sisteminin
aktivasyonu

« HLA-DR ekspresyonun
azalmasi
* T hucrelerinin tikenigi

Diizelme

* Immin sistem hiicrelerinin apoptozu (lenfositler,
monositler, antijen sunan hiicreler vb.)

)

Anti-inflamatuar durum

BOZULMA

Immiin paraliz A
Hastane enfeksiyonlar1 0

Viral reaktivasyon | 4,
Endotoksin toleranst <

Sekil 1. Sepsis patogenezinde inflamatuar ve antiinflamatuar siirecle iligkili baz1 yolaklar

(Jarczak ve digerleri, 2021).

2.3.1. Notrofiller ve Notrofil Ekstraseliiler Tuzaklar:

Dogustan immiin sistemde biiyiik rolii olan nétrofiller, patojene yonelik ilk savunma

hattint olusturur. Graniilosit uyarimi ile kemik iliginden, olgun nétrofil ve gen¢ ndtrofiller

(Band nétrofil) kana saliir. Olgunlagsmamis notrofiller, PAMP’lar veya DAMP’lar tarafindan

aktive edildiginde fagositozda azalma ve oksidatif hasar sekillenir. Bu hiicrelerin yiiksek

seviyeleri notrofil ekstraseliiler tuzaklarinin (NETs) kendiliginden iiretiminin ve saliniminin

artisina sebep olur (Drifte ve digerleri, 2013; Nierhaus ve digerleri, 2013).
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NETs'ler, gesitli patojenleri inhibe edebilen yogunlastirilmis kromatin, membran ve
membran proteinlerinden olusan hiicre dis1 yapilardir. Bunlar arasinda Gram pozitif ve Gram
negatif bakteriler, viriisler, mayalar ve hatta biiylik boyutlari nedeniyle her zaman
fagositozlanamayan protozoa ve parazitler bulunur (Simmons ve Pittet, 2015; Lu ve digerleri,
2012). NETs’lerin salinimi kemokinler ve sitokinlerin yani sira trombosit agonistleri (trombin,
kollajen, arasidonik asit, ADP) ve antikorlar tarafindan indiiklenmektedir (Zucoloto ve Jenne,
2019). NETs’lerin asir1 iiretim, salinim ve yetersiz yikimlanmasi beraberinde endotel hasar1 ve
hiperpihtilagsmayla iliskilendirilir (Cox ve digerleri, 2020; Ortmann ve Kolaczkowska, 2018;
Camicia ve digerleri, 2014).

2.3.2. Kompleman Sistemi

Sepsisin baglangi¢ evrelerinde C3a, C4a, C5a gibi birtakim kompleman sistem aktivasyon
triinleri artis gosterir (Ward ve Gao, 2009). C5a, C5a reseptoriine (C5aR) baglanarak
notrofillerin yangili bolgeye gogii ile patojen ve kalintilarin fagositozunu saglar (Denk ve
digerleri, 2017). Burada, PAMP'lar ve DAMP'lar oksidatif hasar sirasinda NETs'lerin, graniil
enzimlerin ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) salinmasini indiikleyerek pihtilagma dengesini
protrombotik etki gosterecek ve fibrinolizi engelleyecek sekilde degistirir. Sonug¢ olarak
dissemine intravaskiiler koagiilasyonun (DIC) 6zelligi olan pihtilagma faktorlerinin tiikketimi ile
ciddi mikrovaskiiler tromboz gelisir. C5a’nin siddetli artis1 sistemik inflamasyonun artmasina,
ilerleyici lenfosit apoptozuna ve nétrofil fonksiyonlarinda yetersizlige, beraberinde klinik

tabloda kotiilesmeye ve ¢oklu organ yetmezliklerine yol acar (Jarczak ve digerleri, 2021).

2.3.3. Pihtilasma ve Endotel Hiicre Aktivasyonu

Konake¢r patojen etkilesiminde erken donemde, pihtilasmanin aktivasyonu bagisiklik
mekanizmalarini aktive eder ve son zamanlarda pihtilagsma ve hastalik iliskisini belirtmek i¢in
“immiinotromboz” terimi tliretilmistir. Sepsiste koagiilasyon sisteminin siddetli aktivasyonu
s0z konusudur. Bu durum kanama ve mikrovaskiiler tromboz ile iliskili olabilecek intravaskiiler
pithtilasma ve pihtilasma faktorlerinin, trombositlerin tiiketimiyle iligkili tiiketim

koagiilopatisinden (DIC) ileri gelmektedir (Engelmann ve Massberg, 2013).
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Doku faktorlii sepsiste pihtilasma, siirecin ana faktoriidiir. Insan ve insan olmayan
primatlarda yapilan deneysel endotoksemi caligsmalarinda doku faktoriiniin inhibisyonuyla
koagiilasyon aktivasyonunun azaldig1 saptanmistir. Babunlarda yapilan benzer bir ¢calismada
ise yine doku faktoriiniin inhibisyonunun sepsiste coklu organ yetmezligini ve mortalite oranini

azalttig1 goriilmistiir (Levi ve Poll, 2017).

Koagiilasyon ve inflamasyon arasinda baglantili iliski bulunmaktadir. Doku faktorti,
pihtilagsma faktorleri FVIIa, FXa, trombin, fibrin, proteazla aktive olan reseptorlerle (PAR)

etkilesime girerek proinflamatuar hiicre sinyallemesini aktive edebilir (Nieman, 2016).

Sepsiste tromboz olusumuna egilim ii¢ antikoagiilan yolun aktivitesinin artisindan
kaynaklanabilmektedir. Bunlar antitrombin, doku faktorii yolu inhibitérii (TFPI), protein C
sistemidir. Antikoagiilan aktivitesine ek olarak aktiflestirilmis protein C, PAR1 yoluyla endotel
hiicreleri iizerinde antiinflamatuar, antiapoptotik ve anjiyoprotektif etkilere sahip olabilir (Levi

ve Poll, 2017).

2.3.4. Sepsiste Immiinsupresyon

Erken inflamatuar yanit sepsisin ayirt edici 6zelligi olarak goriilse de hastaligin erken ve

gec evrelerinde ortaya ¢ikan immiinsupresyon s6z konusudur (Hotchkiss ve digerleri, 2016).

Sepsisin ilk trimesterdeki doneminde APC ve stromal hiicrelerin apoptozundaki artisin
yaninda B ve T lenfositlerde de tiikkenis goriilmektedir (Delano ve digerleri, 2007). Sepsiste
lenfopeni sekillenmesinin sebepleri arasinda c¢evre dokuya yogun lenfosit gogii, apaptotik
stirecin artig1 ve acil hematopoezde ndtrofil ve monosit saliniminin 6ncelikli olusu dolayisiyla
kemik iliginden lenfosit liretiminin azalmasidir (Park ve digerleri, 2014). Sepsisin devam eden
stireclerinde lenfopeninin siiregelen devami, immiinglobulin seviyelerinin azaligi, artmis
mortalite oranlar1 ili iliskilidir (Drewry ve digerleri, 2014). Sepsiste B lenfositlerin goérevi
immiinglobulin ve antikor iiretiminin yani sira sitokin iiretimi ve APC olarak etki ederek
dogustan gelen bagisiklik yanitin1 diizenlemektedir. Antijen sunan hiicreler, T ve B lenfositlerle
etkilesime girerek klonal genisleme indiiklenmesi ve beraberinde spesifik antikorlarin
sentezlenmesi saglanmig olur. B lenfositler antikor salgilayan plazma hiicrelerine doniiserek

konakg¢1 savunmasinda onemli katkida bulunur (Durandy ve digerleri, 2009).
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Sepsis baslangicinda B lenfositler, PRR’ler aracilifiyla patojenler tarafindan aktive
edilerek ilk bagisiklik yanitinda bulunurlar (Rauch ve digerleri, 2012). Septik soklu hayatta
kalmayan hastalarda B lenfositlerde fonksiyonel azalma ve beraberinde IgM {iretiminde
belirgin bir diisiis saptanmistir (Krautz ve digerleri, 2018). Sepsiste goriilen lenfopeninin
prognostik bir faktor oldugu diisiiniilmektedir. Sepsisten kurtulan hastalarin kanindaki B
hiicresi say1s1, sepsisten dlen hastalara oranla daha yiiksektir. Ozellikle sepsisin basladig1 24
saatlik dilim igerisinde bu etkinin, Gram negatif bakterilere kars1i savunmada etkili, dogal
antikor olan IgM’nin salimmuyla iliskilendirilebilir. Sepsisten kurtulan hastalarda IgM
antikorlarinin sepsisten Olenlere oranla yiiksek oldugu tespit edilmistir, bu da konake1
savunmasinda B lenfositlerden salinan IgM antikorlarinin 6nemini kanitlar diizeydedir (Rauch

ve digerleri, 2012).

Sepsis sirasinda lenfopeniye ek olarak APC ve monositlerin apoptoz oraninda artis
sekillenmektedir ve bu proinflamatuar sitokinlerin azalmasiyla iligkilidir. Apoptoza ugramayan
monosit ve dentritik hiicre yiizeyindeki insan 16kosit antijeni DR (HLA-DR) ekspresyonu da
azalarak T lenfositlerin opsonizasyon yeteneginin kaybolmasina neden olarak Thl ve Th2
yanitinin bozulmasiyla sonucglanir (Hotchkiss ve digerleri, 2013). APC ve monositlerin
azalmasiyla proinflamatuar sitokinlerin iiretiminin kaybina ek olarak graniilopoezde artisla,
miyeloid hiicreler olgunlasmadan periferik kana goc ederek aktif hale gelir. Bu miyeloid
baskilayici hiicreler (MDSC) immiin baskilayici IL-10, doniistiiriicti bliyltime faktorii-p (TGF-
B) salgilar (Cuenca ve digerleri, 2011).

Sepsis sirasinda programlanmis 6liim proteini 1 (PD-1) gibi molekiillerin ekspresyonu,
T lenfositlerin, APC’lerin, periferik doku epitel hiicrelerinin ylizeyinde artarak programlanmis
Olim proteini 1 reseptoriine (PD1-R) baglanir. Boylelikle 16kositler baskilanarak ve immiin
hiicrelerin apoptozu sekillenerek APC fonksiyon bozukluguna, diizenleyici T hiicrelerinin (T
reg) genislemesine ve lenfopeninin siddetlenmesine neden olur. Her ne kadar dogustan gelen
ve kazanilmig bagisiklik hiicrelerinin kontrollii apoptozu, baslangicta konakei icin faydali olsa
da, sepsiste inflamatuar yanitin eslik eden yukari regiilasyonu, bagisiklik hiicrelerinde 6nemli
bir kayipla ve konagin istilaci patojenlere karsi savunmayi siirdiirememesiyle sonuglanir

(Monneret ve digerleri, 2003).
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2.3.5. Sepsis ve Nitrik Oksit Metabolizmasi

Nitrik oksit (NO) memeli hiicreleri tarafindan fretilip, viicutta bir¢ok islevi olan
molekiil konumundadir. NO ilk defa 1987 yilinda hiicre iiriinii olarak kesfedilmis ve daha
sonrasinda sepsis ve inflamasyonda NO metabolizmasindaki degisimler arastirma konusu

olmustur (Kelly ve digerleri, 1995; Vincent ve digerleri, 2000).

2.3.5.1. Nitrik Oksit

Memeli hiicresinin en kiigiik sentetik iirlinii olan NO, viicutta yararli ve zararli hiicre
sinyalizasyonu, bagisiklik aracili sitotoksisite gibi islevleri olan, o6zellikle homeostazin
siirdiiriilmesinde 6nemi olan, kararsiz serbest radikaldir. Nitrik oksitin memeli hiicrelerinde ilk
kesfi 1916 yilina dayanmaktadir. 1985 yilinda da inflamatuar uyaranlar tarafindan indiiklenen
makrofajlarin aktive olarak NO saldigi bulunmustur. Daha sonralarda ise NO sentezinde L-
arjininin oncii molekiil oldugu ve sepsis ya da inflamatuar hastaliklarda NO sentezinin
inhibisyonu amaciyla L-arjinin tlirevli hem analoglarinin kullanilabilirligi arastirilmaya

baslanmistir (Kuyumcu ve digerleri, 2004).

Nitrik oksit hiicre zarin1 kolayca gegebilen sulu ¢ozeltilerde yart dmrii kisa olan ve
dioksijenle reaksiyona girerek son iiriin olarak nitrat ve nitrit bilesiklerini olusturan renksiz ve
stabil bir gazdir. NO, agir metal protez gruplarini igeren enzimleri inhibe ya da aktive etmek
suretiyle ozellikle demir gibi agir metallerle etkilesime girerek siklik guanizin fosfat tiretimini
arttirmaktadir. NO demir iceren sitokromlari inhibe ederek hiicresel solunumu engeller ve
riboniikleotid rediiktazi inhibe ederek hiicresel proliferasyonu degistirir ve bu etkileriyle NO
sitotoksik/sitostatik etki gosterir. Bununla beraber NO siiperoksit gibi serbest radikalleri
baglayarak sitoprotektif etki gosterir. Nitrik oksit, guanozin 3,5-siklik guanizin monofosfat
(cGMP) sentezini diizenlemektedir. cGMP, bobrek ve beyinde atrial natriiiretik faktér (ANP)
hormonunun indiiksiyonuyla, diiz kaslarda gevseme, retinal fototransdiiksiyon ve enterotoksin
varliginda ince bagirsaga sivi salimimini etkilemektedir. Nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi
aracilifiyla, L-arjinin kimyasal olarak esdeger guanidino azotlarinin bes elektronlu
oksidasyonu sonucu NO ve L-sitriilin iiretilmektedir. Bu baglamda NO iiretimi i¢in L-arjininin

bulunabilirligi 6nemlilik arz etmektedir (Wijnands ve digerleri, 2015).
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Tablo 5. NO'nun fizyolojik Etkileri (Zaloga ve digerleri, 2004).

Vaskiiler

Vazadilator

Kan basincini diizenleme

Kan akisini diizenleme

Anjiyogenezis (VEGF)

Endotelin-1 salimimini1 azaltir

Permeabiliteyi azaltir

Endoteliyal apoptozisi azaltir

Endotel fonksiyonu diizenleme

Kardiyak

Miyokardiyal hipertrofiyi engeller

Miyokardiyal fonksiyonu diizenleme

immun

Patojenleri ve tiimor hiicrelerini yok etme

Lokosit aktivasyonunu inhibe etme ve adhezyonu

onleme (nétrofil, makrofaj vb.)

Adhezyon molekiillerinin ekspresyonunu énleme
(VCAM-1 (vaskiiler hiicre yapigma proteini), [CAM-
1 (hiicre i¢i adhezyon molekiilii))

NF.B aktivasyonunu azaltma

Lenfosit fonksiyonunu diizenleme

IL-6, TNF, siiperoksit, doku faktorii,
metalloproteinaz, monosit kemotaktik peptitler vb.

faktorlerin ekspresyonunu engelleme

Hematolojik

Trombosit agregasyonunu ve adhezyonunu dnleme

Hiperpihtilasmay1 engelleme

Norolojik

Norotransmitter

Pulmoner

Pulmoner vaskiiler rezistans

Stiperoksit radikal temizleyici

Antioksidan

Allogreft reddini azaltir
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Diger Yara iyilesmesini saglar

Kollajen sentezini arttirir

GFR diizenler

Tiimdr indiiksiyonunu ve biiylimesini azaltir

2.3.5.2. Nitrik Oksit Sentaz Enzimi (NOS)

Nitrik oksit sentaz enzimleri araciligiyla L-arjinin, L-sitriilin ve nitrik oksit liretimi
gerceklesmektedir. Olusan toplam NO konsantrasyonu NOS enzimlerinin aktivitesine gore
degismektedir. NOS’un ii¢ farkli enzim formu bulunmaktadir bunlar; néronal nitrik oksit sentaz
(nNOS), indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS).
nNOS ve eNOS beraber cNOS olarak ifade edilmektedir. ctNOS farkli hiicre tiplerinde az
miktarda ifade edilen ve sonug olarak diisiik seviyelerde NO iiretimi saglayan kalsiyum (Ca*?)-
kalmodulin bagiml1 enzimlerdir. cNOS hiicrelerde siirekli ifade edilmektedir. iNOS ise Ca*>-

kalmodulin bagimli degildir ve yalnizca proinflamatuar mediyatorlerin varliginda, esas olarak

makrofaj ve dokularda iiretilmektedir (Wijnands ve digerleri, 2015).

nNOS’ un tretildigi doku ve hiicreler; bobrek, adrenal bezler, epitel hiicreleri, diiz kas
hiicreleri, pankreas, merkezi ve periferik dokulardir. nNOS kan basincinin diizenlenmesi, diiz
kaslarda hipokontraktilitenin saglanmasi ve sinirsel iletim araciligtyla vazodilatasyon gibi farkli

fizyolojik gorevlerden sorumludur (Wijnands ve digerleri, 2015).

eNOS ozellikle endotel hiicrelerinde bulunmaktadir ve baslica fonksiyonlari; vaskiiler
tonu ayarlama, vazokontriksiyon, lokositlerin damar duvarina adhezyonunu ve trombosit
agregasyonunu Onlemedir. Bu baglamda eNOS vazoprotektif etki gostermektedir. eNOS
endotel hiicrelerde arjinosiiksinat sentetaz (ASS) ve arjinosiiksinat liyaz (ASL) ile beraber
bulunmakta ve bu enzimlerle beraber endotel kaynakli NO iiretimi diizenlenmektedir

.(Wijnands ve digerleri, 2015).

NO iiretimi esnasinda NOS enzimlerinin farkli kofaktorleri bulunmaktadir. Bunlardan
en Onemlisi tetrahidrobiopterin (BH4)’dir. BH4, NOS enzim yapisini stabilize ederek L-
arjininin NOS’a baglanma kapasitesini arttirmaktadir. BH4’lin azalan bulunabilirligi, NOS
enzim yapisinin ayrigmasina ve siiperoksit tiretimine sebep olmaktadir (Wijnands ve digerleri,

2015).
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Tablo 6. cNOS ve iNOS enzimlerinin 6zellikleri (Davis ve Anstey, 2011; Kirkebgen ve
digerleri, 1999; Luiking ve digerleri, 2009; Tadi¢ ve digerleri, 2013; Wijnands ve digerleri,
2012a).

c¢NOS iNOS

Indiiklendigi yapilar Endotel hiicre, trombosit, néron Lokosit, makrofaj, kupffer hiicresi,
mezengial hiicre, endoteliyal hiicre,

diiz kas hiicresi

Aktivasyon Stirekli Proinflamatuar uyarim; sitokinler,
endotoksin
Ca+2 bagimhhg: Bagimli Bagimsiz
Hiicre membranindan gegis Geger Gegemez
Yarilanma 6mrii ve salimim Kisa-hizli Uzun-gecikmeli
Indiiklendigi durumlar Fizyolojik Patofizyolojik
Inhibitorler L-arjinin anologlari L-arjinin anologlari, glikokortikoidler

2.3.5.3. L-arjinin

Arjinin, digsaridan alian besinlerle, sitriilin aminoasidinden de novo senteziyle (toplam
arjinin liretiminin %10-15’1) ve proteinlerin katabolizasyonuyla (%80) iiretilen, 6zellikle sepsis
ve inflamatuar kosullarda az bulunabilirligi sebebiyle yar1 esansiyel olan bir aminoasittir.
Arjinin 6zellikle ince bagirsakta jejenumdan emilip, karacigerde depolanir. Arjinin iiretimi %60
oraninda L-sitriilinden de novo senteziyle gerceklesmekte ancak plazma arjininin %5-15’ini
olusturmaktadir. Plazmadaki arjininin ¢ogu gida alimi ile saglanmaktadir (Kelly ve digerleri,

1995; Wijnands ve digerleri, 2015).

2.3.5.3.1. Arjinin de novo Sentezi

Arjinosiiksinat sentetaz (ASS) ve arjinosiiksinat liyaz (ASL) adli sitozolik enzim
kompleksi araciliiyla, sitriilin aminoasidinden arjinin tiiretilmesi “arjinin de novo sentezi”

olarak adlandirilmaktadir. Disaridan gida ile alinan sitriilinden, arjinin tiretim miktar1 ¢ok azdir.
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Sitriilinin %60-80’1 proksimal ince bagirsak enterositlerinde glutaminden iiretilmekte ve daha
sonra kan dolagimina salinarak, bobrek proksimal tiibiiler hiicrelerde arjinin de novo sentezi
gerceklesmektedir. Arjinin iiretiminde bobrek bagirsak arasindaki bu iliski bagirsak-bobrek
ekseni olarak nitelendirilebilmektedir. Bagirsak-bobrek ekseni tlizerindeki bu denge, plazma
sitriilin konsantrasyonunun belirleyicisidir. Bununla beraber enterositlerde ve hepatositlerde
ornitin transkarbamilaz enzimi araciligyla ornitin, sitriiline donistiiriilebilmekte ve arjinin
onciisii olarak portal dolagima salinmaktadir (Kelly ve digerleri, 1995; Wijnands ve digerleri,

2015).

Arjinin de novo sentezinin biiylik cogunlugu bobreklerde olmakla beraber makrofajlar,
aort diiz kas hiicreleri, endotel ve sinir hiicreleri gibi farkl hiicre tiplerinde de arjinin de novo
sentezi gergeklesmektedir. Endotel hiicrelerinde arjinin de novo sentezinden sorumlu ASS ve
ASL enzimleri eNOS kompleksinin pargasidir ve bu enzimlerin aktiviteleri iiretilen nitrik oksit

konsantrasyonu ag¢isindan onemlidir (Kelly ve digerleri, 1995; Wijnands ve digerleri, 2015)

Arijinin Sitriilin

Ure Aspartat

Fumarat €

Ornitin

ASS

Sekil 2. Fizyolojik kosullarda arjinin-sitriilin-NO metabolizmasi (Wijnands ve digerleri, 2015).

2.3.5.3.2. Arjinin Tasima Sistemi

Arjinin bagirsak ve bobreklerde {iretildikten sonra belirli arjinin tasima sistemleri
araciligiyla hiicre igine tasinmaktadir. CAT-1, CAT-2 (CAT-2a ve CAT-2b), CAT-3, CAT-4
olmak {iizere dort farkli katyonik aminoasit tastyicisi (CAT) bulunmaktadir. Sitriilin tagiyicist
olarak CAT-2a, CAT-3 ve CAT-4’1in affinitesi CAT-2b ve CAT-1’e gore ¢ok diisiiktiir (Wijnands
ve digerleri, 2015).
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Epitel ve endotel hiicrelerde bulunan CAT-1, 6zellikle endotel hiicrelerde eNOS ile
beraber bulunarak, endoteliyal nitrik oksit iiretiminin saglanmast agisindan arjininin hiicre igine
tasinimini kolaylagtirmaktadir. Bu 6zellikle eNOS igin yeterli arjinin mevcudiyetini saglamak

amagcli hiicre i¢i havuzda arjinin karisimini engellemektedir (Wijnands ve digerleri, 2015).

Yalnizca sitokin ve LPS indiiksiyonu sonucu inflamatuar hiicrelerde tiretilen CAT-2b,

iINOS ekspresyonuyla iligkilidir (Wijnands ve digerleri, 2015).

2.3.5.3.3. Arjinin Katabolizmasi

Arjinin bes farkli enzim aracilifiyla yikima ugramaktadir. Bunlar; iire dongiistinde rol
alan arjinaz enzim grubu (arjinaz-1 ve arjinaz-II), nitrik oksit metabolizmasinda nitrik oksit
sentazlar, arjinin dekarboksilaz (ADC) ve son olarak arjinin:glisin amidinotranseferaz. Bu bes
farkli enzimin aracilik ettigi bes farkli katabolik yollarla arjinin, ornitin, iire, poliaminler,

sitriilin, NO, agmantin, glutamat, proteinler, kreatin tiretilir (Wijnands ve digerleri, 2015).

2.3.5.3.3.1. Arjinaz Yolu (Arjinaz-I ve Arjinaz-II)

Arjinaz enzimleri araciligtyla arjinini, iire ve ornitine hidrolize etmektedir. Arjinaz yolu
ile arjininin %15-20’s1 iire donglisiine girmektedir. Arjinazlar; arjinaz-1 ve arjinaz-1I olmak
tizere iki izoform enzimden olusmaktadir. Arjinaz-I; sitozolik enzimdir ve yiiksek oranda
karaciger ve bununla beraber makrofaj ve endotel hiicrelerinde de ifade edilmektedir. Arjinaz-
I, tire dongiisiinde amonyagin detoksifikasyonundan sorumlu son enzimdir. Arjinaz-II;
mitokondriyal enzimdir, beyin, bobrek, ince bagirsak, meme bezi, makrofajlar gibi dokularda
ifade edilir ve arjininin, ornitin, glutamat ve proline donilislimiinde rol oynar (Wijnands ve

digerleri, 2015).

Sonug¢ olarak arjinaz enzimleri NO {retimini diizenleyerek, ornitin aminotransferaz
indiiksiyonu ile de glutamat ve prolin sentezine aracilik ederek hiicresel poliaminlerin

seviyelerinde artis saglar (Wijnands ve digerleri, 2015).
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2.3.5.4. Sepsis ve inflamasyonda Arjinin-NO Metabolizmasindaki Degisimler

Sepsis ve inflamatuar kosullarda, arjininin diyet alimmnin azalmasi, arjinin de novo
sentezinin bozulmasi, bagirsak yetmezligi sonucu protein aliminin azalmasi, bobrek yetmezligi
ile sitriilinden, arjinin donilisiimiiniin gerceklesememesi ve bozulmus glutamin-sitriilin
dontistimii gibi arjinin tiikketimine yol acan durumlar arjinin bulunabilirligini azaltmakta ve
sepsiste arjinin, yari esansiyel aminoasit haline gelmektedir. Hatta bazi ¢aligmalarda arjinin
eksikligini sepsisin kaynagi olarak gérmektedir (Davis ve Anstey, 2011; Luiking ve digerleri,

2009; Tadié ve digerleri, 2013; Wijnands ve digerleri, 2012a)

Sepsiste arjinin bulunabilirligi, arjinaz ve iNOS enzimlerinin aktivitesi ya da protein
sentezi arttikca azalabilmektedir. Sepsisin baslangi¢ evrelerinde interloykin (IL)-1, IL-6, IL-8,
timor nekroz faktorii (TNF)-a, interferon (IFN)-y inflamatuar sitokinler, trombosit aktive edici
faktor (PAF), makrofajlar, uyarimla beraber aktifleserek iNOS’un indiiksiyonunu saglar.
Bununla beraber iNOS indiiksiyonu yaninda endotoksin ve sitokinler arjinin spesifik yl
kanallarinin  agilmasini, CAT ekspresyonuyla da arjinin bulunabilirligini ve BH4
konsantrasyonunun artigin1 saglayarak NO salinimi arttirilir (Vincent ve digerleri, 2000).
Aktiflesmemis makrofajlar iNOS ve arjinaz enzimlerini ifade etmez ve minimum arjinin
kullanimu sergiler. Makrofajlar, M1 ve M2 makrofajlar1 olarak iki g¢esittedir. M1 makrofajlar
proinflamatuar, patojenleri oldiiriicii etki gosterirken, M2 makrofajlar1 ise antiinflamatuar,
dokuyu onaran etki gosterir. Sepsis ve inflamatuar durumlarda M1 ve M2 makrofajlari immiin
yanit olarak T-lenfositleri indiikleyerek Thl ve Th2 sitokin {iretir. M1 makrofajlar1 hiicre
disinda bulunan arjinini hiicre i¢ine alarak iNOS araciligryla NO ve sitriilin iiretimi gergeklesir.
Bu baglamda sepsis varliginda makrofaj gibi immiin hiicrelerin aktif olmas1 ve beraberinde
yasanan proinflamatuar sitokin sentezi, ekstraseliiler arjininin intraseliiler alana tasiniminin
artmastyla sepsisin baglangi¢ evresinde, sitoprotektif etkili NO iiretimi artar. Sepsis sirasinda
arjinin bulunabilirligini iNOS araciligiyla NO iiretiminin azalmasina ve asir1 adaptif immiin
yanitin engellenebilir. Antiinflamatuar etkili M2 makrofajlarinda bulunan arjinaz enzimi iNOS
ile arjinine kars1 rekabet ederek, M1 makrofajlar1 i¢in bulunabilir arjinin miktarini azaltmaya
katk1 da bulunup dolayisiyla iiretilen NO konsantrasyonunda azalma ve beraberinde sepsiste
bozulmus endotel disfonksiyonu gelisir. Normal immiin yanitta, M1 makrofajlar1 hiicre igi

arjinin de novo sentez kapasitesi ile iNOS aracilit NO sentezinin devamliligini saglamaktadir.
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Arjinaz kaynakli arjinin tilkenmesi T hiicrelerinin indiiksiyon, ¢ogalma, farklilasma gibi hiicre

fonksiyonlarini bozarak immiin sistemi baskilar (Wijnands ve digerleri, 2015).

A anlsnl Prntem Kreatin
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Sekil 3. Sepsis ve inflamatuar durumlarda arjinin-NO metabolizmasindaki patofizyoloji

(Kirkebegen ve digerleri, 1999).
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2.3.5.4.1. Sepsis ve Inflamatuar Durumlarda NO Etkileri

NO protein ve membran fosfolipid yapilarinin degisimi, niikleer hasar, mitekondriyal
solunumun inhibisyonu gibi ¢esitli toksik etkilerle hiicreye zarar vermektedir. NO’nun hiicreler
tizerindeki invivo toksik etkileri, NO’nun siiperoksit ile reaksiyona girmesiyle olusan
peroksinitritin olusumuyla artmaktadir. Bu baglamda sepsiste ¢oklu organ disfonksiyonu
olusmasinin altindaki mekanizma NO veya peroksinitritin hiicresel etkilerinden kaynaklaniyor
olabilir. NO bu zararh etkilerinin yaninda serbest oksijen radikallerinin sentezini nleyerek

sitoprotektif etki de gdstermektedir (Vincent ve digerleri, 2000).

NO endotel fonksiyonu, trombosit fonksiyonu, miyokardiyal fonksiyon, hepato-splanik
renal vaskularizasyon iizerinde ¢esitli etkilere sahiptir. Sepsis esnasinda NO’nun endotel
fonksiyonu iizerindeki etkilerine bakilacak olunursa, endotoksin, TNF indiiksiyonunuyla ve
eNOS’un aktivasyonu yoluyla vazodilatasyon ve vazokonstriktorlere kars1 vaskiiler
hiporeaktiviteyi saglar. Boylelikle hem hayati organlara giden kan akimini arttirmis olur hem
de hipertansiyonun zararli etkilerinden korunmus olunur. NO saliniminin farmokolojik
inhibisyonu ya da iNOS gen eksikliginin olmas1 vazodilatasyonu engeller (Vincent ve digerleri,

2000).

NO’nun miyokardiyal fonksiyon iizerindeki etkileri direkt ya da indirekt yoldan
olabilmektedir. Sepsis esnasinda endotoksin veya sitokinlerin indiiksiyonuyla miyokardiyal
INOS aktive olur ve NO iiretilir. NO’nun miyokard fonksiyonu tizerinde negatif inotropik etkisi
bulunmaktadir. Bu zamana kadar yapilan c¢alismalarda NO’nun miyokard fonksiyonu
tizerindeki etkisi tartismalidir. Baz1 ¢alismalarda NOS inhibitdrlerinin miyokardiyum tizerinde
bir etkisinin olmadig1 diisiiniilmektedir. Bu durumu muhtemelen endotoksemi modeli olarak
secilen hayvan tiirti, NOS inhibitoriiniin uygulama dozu, endotokseminin uygulanma dozu ve
yolu, tedaviye baslama zamani gibi faktorler etkilemektedir (Decking ve digerleri, 1995; Toth
ve digerleri, 1997). Bir¢ok calismalarda ise tam tersi diisiik ya da orta dozda uygulanan NOS
inhibitdrlerinin miyokardiyal kontraktiliteyi sagladigi; ancak yliksek dozlarda uygulandiginda
ise miyokardiyal kontraktiliteyi bozdugu diisiiniilmektedir (Panas ve digerleri, 1998).

Endotoksin, karaciger ve ince bagirsak hiicrelerinde iNOS’u indiikleyerek bagirsak
epitel gecirgenligini arttirir. Bakteriyel trasnlokasyon, karaciger enzimlerinde artisa ve hepato-
splanik kan akisinda bozulmaya neden olur. Endotoksemi sirasinda az miktarda tiretilen NO

vazokonstriksiyonu, mast hiicre aktivasyonunu, nétrofil ve trombosit adhezyonunu, kilcal
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damarlarda hiperpermeabiliteyi engelleyerek gastrointestinal sistemi olumlu etkiler. Ancak
yiiksek miktarlarda iiretilen NO seviyeleri gastrointestinal sistemde zararli etkiler yaratir

(Vincent ve digerleri, 2000).

NO renal kan dolasimiyla dogrudan iligkilidir. iNOS endotoksemiye yanit olarak bobrek
mezenjiyal hiicreleri tarafindan iiretilir. Yapilan baz1 ¢alismalarda NO renal dolagim1 ve bobrek
fonksiyonunu bozdugu gosterilmisken bazi ¢alismalarda ise atriyal natriiiretik peptit artisinda
kreatin klirensinin ve glomeriiler filtrasyon hizinin (GFR) iyilestigi gosterilmistir (Toth ve

digerleri, 1997).

Sepsiste sitokinler cNOS ve iNOS’u aktive ederek trombosit disfonksiyonuna neden
olabilmekte; ancak sepsis disinda endotelden salinan NO trombosit adhezyonunu ve

kiimelenmesini engellemektedir (Vincent ve digerleri, 2000).

Sepsis disinda akcigerlerde cNOS tarafindan diisiik seviyelerde NO iiretimi pulmoner
vaskiileritenin korunmasini saglarken sepsiste vazodilator etkili NO ile vazokonstriktif etkili
endotelin ve tromboksan tliretimindeki dengesizlik, pulmoner vazokonstriksiyon ve sonucunda
pulmoner hipertansiyona neden olabilir. Sistemik NO antogonisti kullanimi, pulmoner

hipertansiyonu daha da kétiilestirebilmektedir (Vincent ve digerleri, 2000).

NO’nun diyaframa olan etkileri karmagiktir. Bazi ¢alismalar endotoksemi ile aktive olan
INOS’un, bozulmus diyafram fonksiyonuna yol actigin1 desteklerken bazi ¢aligmalarda ise
diyafram kontraksiyonuna olumlu etkileri oldugu diistintilmektedir (Boczkowski ve digerleri,

1996; Comtois ve digerleri, 1999).

NO’nun immiin savunma lizerine ¢ok c¢esitli ve olumlu etkisi bulunmaktadir. Hiicre i¢i
bakteriler de dahil, bakterilere kars1 mikrobisidal, bakteriyel komponentlere yanit olarak sitokin
iretimi, endotoksin varliginda notrofillerde TNF-a salinimi etkileri vardir. Sepsis esnasinda
endotel aktivasyonunu, l6kosit adhezyonunu saglayarak ve mikrovaskiiler gecirgenligi

siirlayarak antiinflamatuar etki gosterir (Vincent ve digerleri, 2000).

2.3.5.4.2. Arjinin ve Sitriilin Tasima Sistemlerindeki Degisiklikler

Sepsiste, immiin savunma sisteminin bir pargasi olarak artan sitokin firtinasina karsilik
ve LPS’ye yonelik CAT-1 tasiyicis1 asagi, CAT-2 tasiyicilar ise yukari diizenlenir. CAT-2

tastyicist makrofajlara, arjinin taginmasini saglamakta ve iNOS aracili NO {iretimini saglamak
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amagli, ekstraseliiller arjinin ihtiva etmektedir. Sepsis esnasinda makrofajlarda CAT-2, iNOS
ile beraber indiiklenir boylelikle NO iiretimi i¢in gerekli arjinin bulunabilirligi eNOS yerine
iNOS’un indiiklenmesi ile saglanmis olur, bu da patojenleri yok etmek i¢in artan NO iiretimiyle

sonuglanir (Wijnands ve digerleri, 2015).

2.3.5.4.3. Arjinin de NOVO Sentezinin Azalmasi

Sepsis, endotoksemi ve inflamatuar durumlarda azalan arjinin bulunabilirligi yaninda
sitriilin bulunabilirliligi ve biyoyararlanimi1 da azalmaktadir. Sitriilinin azalmig bulunabilirligi
de novo sentezinin azalmasinin bir nedenidir. Azalmis sitriilin diizeyleri NO {iiretiminde de
azalmayla sonuglanir. Sepsis esnasinda azalan sitriilin diizeyleri yliksek mortalite ile
iligkilendirilebilir. Yapilan c¢aligmalara bakildiginda endotoksemi esnasinda sitriilin
takviyesinin yapilmast dokularda NO {iretiminin artisina yol agmistir (Wijnands ve digerleri,

2012b)

Sepsis esnasinda, sitriilin konsantrasyonlarindaki azalmanin sebepleri; diisiik diyet
alimi, bagirsak yetmezligiyle beraber enterositlerde glutamin sentezinin azalmasi, bagirsak
villuslarinda kan sirkiilasyonunun bozulmasi sonucunda sitriilin, arjinin, glutamin emiliminin
bozulmasi, glutaminden sitriilin tliretilmesinin bozulmas1 gibi durumlar1 igermektedir. Buna
karsin protein aliminin azaldigi ve protein katobolizmasiin yogun oldugu sepsiste azalan
sitriilin diizeylerini gidermeye yonelik ornitin transkarbamilaz (OTC) ornitini sitriiline
dontstiiriir ve bobreklerde arjinin de novo sentezinde substrat olarak kullanilmasi adina
karacigerde serbest birakilir. OTC enziminin yaninda protein sentezi ve lireagenezin
azaltilmasi, sitriilin-arjinin metabolizmasinin siirdiiriilmesinde rol oynar (Wijnands ve digerleri,

2015).

2.3.5.4.4. Arjinaz Aktivitesinin Artisi

Sepsiste belirli sitokinler, makrofaj ve nétrofilleri indiikleyerek bu savunma hiicrelerinde
arjinaz-1 ve arjinaz-II enzim aktivitesinin artis1 sekillenir. Arjinaz-I aktivitesi, yardimci T-II
hiicreleri tarafindan IL-4, IL-10, IL-13 sitokinlerin iiretilmesi ile indiiklenir (Wijnands ve

digerleri, 2015).
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Sepsis ve endotoksemide arjinaz-I’in aktivasyonu farkli zamanlarda gerceklesir. LPS
indiiklenen farelerde, LPS enjeksiyonu 6ncesinde diisiik konsantrasyonlarda bulunan arjinaz-I,
LPS enjeksiyonundan 12 saaat sonra aktive edilen peritoneal makrofajlardaki arjinaz-I’in
konsantrasyonlarinda yiikselme goriilmiis ve 36 saat sonrasinda pik yapmistir. Bunun aksine
arjinaz-II ise LPS stimiilasyonundan 3 saat sonrasinda konsantrasyonda artig goriilmiis ve 6 saat
sonrasinda ise pik noktaya ulasarak sonrasinda azalma meydana gelmistir (Salimuddin ve

digerleri, 1999)

Sepsiste arjinaz-I aktivitesi ge¢ baglayabilmektedir, ve arjinaz-I, iNOS ile arjinin i¢in
rekabet ederek iNOS kaynakli agir1 NO iiretimi engellenir. Salimuddin ve digerleri, (1999)’nin
yaptig1 ¢alismaya da bakilacak olunursa iNOS ve arjinaz-I’in konsantrasyonlarinin pik yaptigi
zaman noktalar1 birbirinden farklidir, iNOS aktivasyonu LPS indiiksiyonundan 20 dakika, 4-6
saat ve 12 saat sonra, arjinaz-I aktivasyonu ise 12-36 saat sonrasinda gerceklesmistir. Sepsiste
apoptoz ve fagositoz durumunda arjinaz igeren nétrofiller hiicre disina arjinaz salarak, NO

sentezi i¢in gerekli olan arjinin bulunabilirligi azalmaktadir.

Endotel hiicrelerinde arjinaz-1 ve arjinaz-Il beraber bulunmaktadir. Inflamatuar
durumlarda iNOS ile arjinine kars1 rekabet ederek iNOS kaynakli NO iiretiminin azalmasina ve

dolayistyla endotel disfonksiyonuna neden olmaktadir (Wijnands ve digerleri, 2015).

2.3.5.4.5. iNOS Indiiksiyonu

Sepsis ya da endotokseminin baglangi¢ periyotlarinda NO sentezinde ciddi bir artis
goriiliir. LPS, IL-1B, IL-2, IL-6, TNF-y, IFN-y gibi proinflamatuar sitokinler iNOS’u
indiikleyerek NO sentezini arttirirken, antiinflamatuar etkili IL-4, IL-8, IL-10 ve doniistiirticii
bliytime faktorii (TGF)- B-1, TGF- B-2, TGF- B-3 sitokinleri iNOS indiiksiyonunu azaltabilir.
Sepsis varliginda iNOS hemen hemen her hiicrede indiiklenebilir. Ozellikle basta makrofajlar
olmak iizere aort diiz kas hiicresi, vaskiiler diiz kas hiicresi, hepatositler, paneth hiicreleri,
enterositler gibi farkli doku ve hiicre tiplerinde sitokin araciligryla indiiklenebilir.(Kirkebgen

ve digerleri, 1999; Wijnands ve digerleri, 2015)

INOS’un aktivasyonu icin belirli zamana ihtiya¢ duyulur. IFN- y ve LPS’nin
makrofajlar1 aktivasyona gecirmesinden 2 saat sonra makrofajlarda iNOS haberci riboniikleik
asit (mRNA) ve iNOS proteini bulunur ve birka¢ giin boyunca makrofajlarda varligini

korurlar.(Kirkebgen ve digerleri, 1999; Wijnands ve digerleri, 2015)
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Bakteriyel komponentler
Sitokinler NO

Endotel Hiicre

Sekil 4. Sepsis/endotoksemi sirasinda iNOS'un indiiksiyonu (Kirkebgen ve digerleri, 1999).

2.3.5.4.6. Arjinosiiksinat Sentaz (ASS)

Sepsis esnasinda makrofajlarda ve endoteliyal hiicrelerde ASS ekspresyonunda artis
meydana gelir. Bu baglamda iNOS kaynakli NO sentezi i¢in arjinin de novo sentezinin modiile
olur. Sepsisin baslangi¢c doneminde hiicre dis1 arjinin miktar1 yeterliyken, makrofajlar iiretilen
sitriilini hiicre disina, plazmaya salarlar ve boylelikle sitriilinin hiicre i¢i rejenarasyonu yalnizca
arjinin bulunabilirligi azalmisken 6nemli hale gelir. Sepsis ya da endotoksemide oldugu gibi
arjinin bulunabilirligi azaldig1 noktada makrofajlardaki iNOS aracili NO sentezinin devamliligi
acisindan sitriilin alim1 gergeklesir. Makrofajlarda hiicre igi sitriilin birikimi arttiginda arjinin
de novo sentezi de beraberinde artig gostererek asirt NO sentezi ile sonuglanacaktir. Bu yiizden
sitriilinin plazmaya ihrag¢ edilmesi, makrofajlarda sentezlenen NO miktarin1 diizenlemektedir

(Wijnands ve digerleri, 2015)

ASS’nin, arjinin de novo sentezindeki etkisinin diginda dogustan gelen bagisiklikta da
onemli etkileri bulunmaktadir. ASS, LPS’nin aktif kismina yani lipid A’ya baglanarak LPS nin
inaktive olmasini saglamaktadir. Bununla beraber karacigerden dolasima salinan ASS, hiicre

dis1 LPS kaynakl sitotoksisiteyi notralize etmektedir (Wijnands ve digerleri, 2015).
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2.3.5.4.7. Asimetrik dimetilarjinin (ADMA)

Sepsis ve endotoksemide konak savunmasini saglama ve vaskiiler tonusu diizenlemek
amagli iNOS araciligiyla yiiksek miktarda NO iiretildiginden bahsedilmisti. NO’nun yukari
diizenlenmesi patojeni yok ederken, asir1 vazodilatasyonla beraber vaskiiler direnci diisiirerek
hipotansiyona yol agabilmektedir. Asimetrik dimetilarjinin (ADMA), NO sentezinin
diizenlenmesi ve dolayisiyla vaskiiler tonusu saglamak amaciyla NO sentaza karsi endojen
inhibitordiir. ADMA o6zellikle sepsisten muzdarip yogun bakim hastalarinda mortalite
gostergesi ve kardiyovaskiiler risk faktorii olarak tanimlanmistir.  ADMA, NO’nun
diizenleyicisi olarak hipotansiyonu engellerken ayni zamanda NO’nun sagladigi konak
savunmasini da bozabilmektedir. Yapilan c¢alismalarda N G- monometil-L-arjinin’nin secici
olmayan NO sentaz inhibitorii olmasindan kaynakli ve bir¢ok 6liimiin goriilmesiyle iligkili, N
G- monometil-L-arjinin ve L-arjinin yapisal anaologu olan ADMA’nin, NO sentaz inhibitori

olarak degerlendirilmesinin daha dogru olacag: belirlenmistir (Care, 2006).

INOS’un yukari regiilasyonu sonucu olusan NO, peroksinitrit olusturarak ve proteinleri
nitrolize ederek dokulara zarar vermektedir. DDAH II’'nin S-nitrozilasyonunun iNOS

aktivitesini agagi regiile ederek ADMA birikimine yol agar (Care, 20006).

LPS

Sitokinler
Bakteriyel
Enfeksiyon NAD.

OKSIDAZ
O,
k\ N 0 ‘ L-arjinin
ONOO-

ADMA

Vaskiiler Dilatasyon ( L-sitriilin

Dimetilamin

Sekil 5. iINOS ve ADMA tarafindan NO iiretiminin ve sepsis patofizyolojisinin potansiyel
iliskisi (Care ,20006).
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2.3.5.5. Amonyak

Sepsis, enfeksiyonlara karsi ortaya ¢ikan sistematik ve diizensiz bir inflamatuvar yanit ile
karakterize olup, birden fazla organin islev bozukluguna yol acan, hayati tehlike igeren bir
klinik durumdur. Bu siiregte meydana gelen yaygin inflamasyon, kan akist sorunlari, dokuya
yeterli kan ulagsamamasi ve mikrosirkiilasyon problemleri gibi bir¢ok fizyolojik sistemi
etkileyerek metabolik bozulmay1 hizlandirmaktadir. Ozellikle karaciger fonksiyonlarindaki
bozulmalar ve azot metabolizmasindaki degisiklikler nedeniyle amonyak metabolizmasi

tizerinde onemli etkiler meydana gelir (Dalsania ve digerleri, 2021).

Sepsiste L-arjinin metabolizmasi ve nitrik oksit (NO) sentezi 6nemli bir islev iistlenir. L-
arjinin, nitrik oksit sentaz (NOS) enzimleri yardimiyla NO ve sitrulinin olusturulmasinda
kullanilmaktadir. Bu enzimlerden 6zellikle iNOS, sepsis siirecinde proinflamatuvar sitokinler
tarafindan tetiklenerek fazla NO iiretimine neden olur. Hayir, baslangicta kan damarlarini
genisleten etkisiyle mikrosirkiilasyonun diizenlenmesine yardimci olsa da, asir1 iiretimi
mitokondriyal islevleri olumsuz etkileyebilir, hiicresel solunumu bozabilir ve iirede amonyak
dontigimiinii  engelleyebilir. Bu durum, kan dolagimindaki amonyak miktarlarinin
yiikselmesine yol agar. Bununla birlikte, L-arjinin arjinaz enzimi sayesinde ornitin ve iireye
dontistiiriilmektedir. Bu yol etkinlestiginde hem NO iiretimi azalir hem de {ire liretimi artar; bu

durum, sistemik amonyak yiikiinii artirma potansiyeline sahiptir (Wang ve digerleri, 2023).

Sepsise bagli olarak ortaya c¢ikan karaciger islev bozuklugu, amonyak temizleme
yeteneginin azalmasinda dnemli bir etki gosterir. Sepsiste, karacigerde meydana gelen diisiik
kan akis1, hepatik mitokondriyal islev bozuklugu ve sitokin kaynakli hiicresel zarar, periportal
hepatositlerdeki lire dongiisiinii olumsuz etkiler. Normal kosullar altinda, portal sistemden
gelen amonyak, iire haline donistiiriilerek viicuttan atilmaktadir; ancak bu mekanizma
yeterince etkin calismadiginda amonyak, perivendz hepatositlerde glutamin sentetaz enzimi
aracilifiyla glutamine doniistiiriilerek alternatif bir detoksifikasyon yoluna girer. Fakat bu
islem, glutamin diizeylerini artirarak beyin dokusunda ikincil toksisiteye neden olabilmektedir

(Dalsania ve digerleri, 2021).

Sepsis siirecinde meydana gelen katabolik artis ve sindirim sistemi bariyerinin bozulmasi,
dis kaynakli amonyak tiretimini ylikseltmektedir. Bagirsak mikrobiyotasindaki {ireaz aktivitesi

yiiksek olan bakterilerin etkisiyle azotlu bilesiklerden amonyak olusur ve bu durum sistemik

28



yiikii daha da artirir. Ayrica sepsiste bagirsak mukozasinda yasanan gegirgenlik artis1 nedeniyle

bu toksinler sistemik dolasima daha hizli gegis yapabilir (Dalsania ve digerleri, 2021).

Hiperamonyeminin merkezi sinir sistemi lizerindeki etkileri, sepsisle ilgili ensefalopati
(SAE) olusumunda 6nemli bir rol oynamaktadir. Amonyak, kan-beyin bariyerini pasif diflizyon
veya tastyici proteinler yoluyla asabilir ve ndronlarda norotransmitter iiretimini engelleyerek
sinaptik iletisimi olumsuz yonde etkiler. Astrositler, beyinde amonyak toksinlerini temizleyen
temel hiicrelerdir; glutamin sentetaz enzimi yardimiyla amonyagi glutamin haline getirirler.
Ancak asir1 amonyak birikimi durumunda bu siire¢ hastalikli bir duruma doniisiir. Artan
glutamin, mitokondrideki glutaminin parcalanmasi yoluyla amonyak ve reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) iiretimini stimiile eder. ROS, mitokondrinin islev bozuklugunun artmasina,
iltihaplanma tepkisinin yiikselmesine ve hiicresel zararin daha da kdtiilesmesine yol acar.
Bununla birlikte, glutaminin osmotik etkileri, astrositlerde su birikmesine sebep olarak
hiicrelerin sismesine, beyin 6demine ve serebral otoregiilasyonun bozulmasina yol agmaktadir.
Bu durum; beyin dokusunda laktat birikimi, apoptoz, sitokin salinimi ve biling diizeyinde

degisiklikler gibi ensefalopati belirtilerinin ortaya ¢ikmasini saglar (Dalsania ve digerleri,

2021).

Sepsiste ortaya c¢ikan yaygin iltihap, karaciger islev bozukluklari, mikrosirkiilasyon
sorunlart ve mitokondriyal eksiklikler, amonyak metabolizmasin1 6nemli Glgiide etkiler.
Hiperamonyemi, sadece siroz gibi uzun siireli karaciger hastaliklariyla siirli bir durum
degildir; ayrica sepsis gibi ani ve yaygin hastaliklarda da ortaya ¢ikabilmektedir (Dalsania ve
digerleri, 2021).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hayvan Materyali

Bu deneysel arastirma Aydin Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’'nun 24.08.2023 tarih ve 64583101/2023/121 sayili izniyle yapilmistir. Ayrica,
TUBITAK tarafindan 1200638 proje numarasi ile desteklenen projenin bir boliimii kapsaminda
gerceklestirildi.

Calismada hayvan materyalini, alt1 adet 1-4 haftalik yasta Holstein irki1 buzagi
olusturmustur. Hayvanlar, Aydin ilinde hastaliktan ari isletme belgesi bulunan bir ¢iftlikten
temin edildi. Buzagilar, calismaya alinmadan once klinik muayeneden geg¢irilmis ve
hematolojik, biyokimyasal ve hizl test kitleri ile digki analizleri yapildi. Yalnizca saglikli

oldugu belirlenen buzagilar arastirmaya dahil edildi.

Buzagilar, Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi’nde, hastane
boliimiinden ayri olarak, ¢alismaya 6zel hazirlanan bir odada hospitalize edildi. Her biri en fazla
iki hayvan olacak sekilde bireysel kuliibelerde barindirildi. Altlik olarak saman kullanidi,
altliklar giin asir1 degistirildi ve yeni hayvanlarla calisilacagi zaman odanin dezenfeksiyonu
saglandi. Calisma Oncesinde, sirasinda ve sonrasinda, buzagilara sabah ve aksam olmak {izere
giinde iki kez Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi ciftligindeki saglikli
ineklerden saglanan siit (her 6giinde iki litre, buzagi biberonlariyla) verildi. Ayrica, su, kuru ot

ve buzagi ikame yemi ad libitum olarak sunuldu.

Aragtirmaya baslamadan Once, buzagilar bes glin boyunca ortama uyum saglamalari
amaciyla gozlemlendi, her giin klinik ve hematolojik muayeneleri yapildi. Muayeneler

sonucunda saglikli oldugu tespit edilen buzagilar ¢alismaya dahil edildi.
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Resim 2. Calismada kullanilan saglikli buzagilar.
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3.2. Klinik Muayene

Klinik muayene arastirma Oncesinde ve sonrasinda giinde iki defa olacak sekilde,
arastirma siiresince ise yeni bir Ornekleme yapildiginda tekrarlandi. Klinik Muayene
kapsaminda solunum frekansi1 (nefes/dakika), kalp frekansi (atim/dakika), kapiller dolum
zamani, viicut sicakligi, mukoz membranlarin rengi, géz kiiresinin orbita ¢ukurlugundaki
konumu, ayaga kalkabilme durumu, viicudun tutulusu, mental refleks, emme refleksi, diski
karakteri degerlendirilerek klinik skorlama gercgeklestirildi. Kan basinci, oksijen satiirasyonu,
solunum ve kalp frekans1 Mindray Umec12 Vet (Shenzen, Cin) hasta basi monitdriiyle takibi

yapildi.

Resim 3. Mindray uMEC12 Vet hasta bas1t monitorizasyonu.
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NEONATAL BUZAGILARDA INTRAVENOZ VE ORAL SITRULIN UYGULAMALARININ
FARMAKOKINETIGI VE DENEYSEL ENDOTOKSEMIDE ETKINLIGI

Klinik Muayene Formu

Tarih:
Grup: T: P: R: KDZ:
Buzagn:
Ornek alinan saat:
Klinik Skorlama
Klinik Solunum Mulkoz Istah-emme  Mental refleks Ayaga Dhiska karakteri
skor membranlar refleksi kalkabilme
durumu
5 Normal MNormal MNormal MNormal Normal Normal
4 Hizli Hiperemik Hafif igtahl Hafif refleks Ayakta, hafif Saatte 2-3
kayi sallantih defa digkilama
3 Abdominal  Kirli hiperemik Istah yok Belirgin Ayakta glc Hafif yumusgak
refleks kayi durabilme
2 Siddetl Sivanotik Zayif emme Hafif biling Ayaga Hafif ishal
abdominal - refleksi kayin kalkamiyor
1 Dispne Siddetli, Emme refleksi Biling kayb Bag onde veya ishal, pis
siyanoz, kum yok yanda kokulu digki
0  Asfeksi, olim Sok, Bldm lgisiz Sok, 6lom Sok-8lim Siddetli ishal
Koagiilasyon Profili
Protombin Zamam (PT) |Alktive Parsivel Tromboplastin Zamam Fibrinojen
(APTT)
h{an Basinci
Sistolik Dhvastolik Amonyak
konsantrasyonu
NOTLAR:

Resim 4. Klinik muayene formu.

3.3. Endotoksemi Olusturulmasi

Deneysel endotoksemiyi indiiklemek amaciyla ticari saflagtirilmig toz formda referans
LPS (E. coli 0111:B4; L5293 2ml, Sigma) intravendz kullanima uygun olarak hazir ¢ozelti
halinde temin edildi. Ticari saflastirilmis toz formda referans LPS, 1 pg/kg dozda, 100 ml %0,9
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NaCl izotonik soliisyonda ¢ozelti olusturulacak sekilde hazirlanarak 5 dakika siiresince yavas
intravendz inflizyon olarak tek uygulama seklinde verildi. Endotoksinin uygulama yolu ve
stiresi (Y1lmaz ve digerleri, 2013), dozu (Carroll ve digerleri, 2009), susu (Plessers ve digerleri,
2015) daha once buzagilarda yapilan deneysel endotoksemi c¢aligmalart dikkate alinarak

gercgeklestirildi.

Resim 5. Ticari saflastirilmis toz formda standart referans LPS (E.coli O11:B4; sigma).

3.4. Ornek Alimi ve Saklama

Kan 6rnekleri vena jugularisten, serum ve antikoagiilanli (EDTA (Etilendiamintetraasetik
Asit), Heparin) tiiplere totalde 10 ml olacak sekilde alindi. Ornekler hig bekletilmeden 3000
rpm’de 10 dakika Hettich, Universal 16A (Kirchlengern, Almanya) santrifiij cihaziyla santrifiij
edilerek serum ve plazma kisimlar1 ayrildi ve 0,5 pL olacak sekilde eppendorflara alinarak

analizi yapilacagi gline kadar (en fazla 6 ay) -40 C° Bosch derin dondurucuda saklandi.
Amonyak analizleri, 6rnek alimindan 30 dakika i¢erisinde degerlendirildi.

Kan ornekleri buzagilardan LPS uygulama 6ncesi 0, saat ve LPS sonrasindaki 0.5., 1., 2.,

4., 8., 12.,24., 48., saatlerde alindi.

34



3.5. Analizlerin Gerg¢eklestirilmesi

Amonyak analizi kolorimetrik temele dayali mikro diflizyon yontemi ile EDTA’l1 kan
orneklerinden hasta basi monitorizasyon cihazinda (Pocketchem BA, Arkray, Japonya)

gerceklestirildi (Gultekin ve digerleri, 2019).

Nitrik oksit sentez kapasitesi ile yakindan iligkili asimetrik dimetilarjinin (ADMA) diizeyi
ve arjinaz-1, endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS)

aktiviteleri sigir spesifik ticari test kitleri (Bioassay Technology Laboratory, Shangai, Cin)

kullanilarak ELISA ydntemiyle plazma 6rneklerinden dl¢iildii.

Resim 6. ELISA analizlerinin gerceklestirilmesi.
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Resim 7. Inkiibasyon asamasinda kullanilan inkiibator.

Resim 8. ELISA plakalarinin okuma asamasinda kullanilan okuyucu.
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3.5.1. istatiksel Analizler

Arastirma baslangicindaki kontrol (0. Saat) verileri ve LPS inflizyonu uygulamasini
takiben sekiz farkli zaman diliminde (0.5., 1., 2., 4., 8., 12., 24., 48.) elde edilen verilerin
istatiksel analizi i¢in IBM SPSS 22.0 (New York, Amerika Birlesik Devletleri) programindan
yararlanildi. Elde edilen verilerin dagilimi Kolmogorov-Smirnov testi ile kontrol edilerek
verilerin normal dagilmadigi belirlendi. Normal dagilim gdstermedigi belirlenen verilerin
karsilastirilmas1 nonparametrik test metotlarindan olan Friedman's Two-Way Anova testi ile
gergeklestirildi. Analizlerin tamaminda p<0.05 degeri istatiksel baglamda anlamli kabul edildi.
Elde edilen verilerin ortalama deger + standart hata ve minimum-maksimum degerleri tablo
olarak wverildi. Veriler Microsoft 365 Excel (Washington, Amerika Birlesik Devletleri)

programindan yararlanilarak grafik halinde sunuldu.

37



4. BULGULAR

Endotoksemi olusturulan neonatal buzagilarda, klinik degerlendirme formuna dayali
olarak gerceklestirilen izlem sonuglarinda, LPS uygulamasini takiben klinik bulgularda zaman
icinde degisiklikler saptandi. Uygulama dncesinde, tiim buzagilarda solunum, mukoz membran
rengi, emme refleksi, zihinsel durum, ayakta durabilme yetenegi ve diski ozellikleri gibi
parametreler normal sinirlar i¢inde bulundu ve toplam klinik skorlar maksimum degere (5)

yakin olarak kaydedildi.

LPS uygulamasindan sonra oOzellikle ilk 14 saat iginde klinik skorlarin azalma
egiliminde oldugu gozlemlendi. Bu siirecte bazi buzagilarda hizli ve abdominal solunum,
hiperemik veya kirli-hiperemik mukoz membranlar, istahsizlik ve zayif emme refleksi, hafif
biling kaybi, ayakta durmada gii¢liik ve yumusak diski gibi belirtiler gézlemlendi. Bu bulgular
dogrultusunda klinik skorlar 3 ile 4 arasinda degisiklik gosterdi ve sistemik inflamasyonun

klinik belirtileri gozlemlendi.

LPS uygulamasi sonrasindaki 8. saatten itibaren klinik tablonun siddetinde hafifleme, 48.

saatte ise baslangigtaki (0. saat) benzer klinik tablo gozlendi.

Buzagilardan 0. (saglikli) ve LPS uygulamasi sonrasindaki 0,5., 1., 2., 4., 8., 12., 24., 48.
zaman dilimlerinde alinan kan 6rnekleri ile gerceklestirilen analizler sonucunda elde edilmis
olan NO, ADMA, amonyak, arjinaz-I, eNOS, iNOS ortalama degerleri bagliklar halinde

sunuldu.

4.1. Nitrik Oksit (NO)

Ortalama NO degerine ait ¢izgi grafigi Sekil 6 ‘da sunulurken; ayni1 zamanda ortalama

NO degerinin saatlere gore degisimi Tablo 7°de sunuldu.

Buzagilarin ortalama NO degeri baslangica gore (0. saat), 12. ve 24. saatlerde anlamli

olarak arttig1 goriildii (Tablo 7).

LPS infiizyonu uygulama sonrasindaki ortalama NO diizeyinde baslangi¢ degerine (0.

saat) gore 30. dakikadan itibaren baglayan azalis 1. saatte en diisiik seviyeye ulast1 ve ardindan
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artisa gecerek 24. saatte en yliksek seviyeye ulagarak devam etti, sonrasinda kademeli bir azalig
egilimi gostererek 48. saatte dahi baslangic degerine kiyasla yiiksek kaldig: tespit edildi (Sekil
6).

[ = =
o = N

NO (uM)

0 0,5 1 2 4 8 12 24 48
Zaman (saat)

Sekil 6. LPS infiizyonu uygulama sonrasindaki ortalama NO degerinin zamana gore degisimi.

4.2. Asimetrik Dimetilarjinin (ADMA)

Ortalama ADMA degerine ait ¢izgi grafigi Sekil 7 ‘de sunulurken; aymi zamanda

ortalama ADMA degerinin saatlere gore degisimi Tablo 7’de sunuldu.

LPS inflizyonu uygulama sonrasindaki ortalama ADMA diizeyinde baslangi¢ degerine
(0. saat) gore belirgin artis goriilmekle beraber bu artis dalgal bir seyir izleyerek 8. saate kadar
devam etti, 8-24. saatlerde azalisa gecti ve 24. saatten sonra ardindan 48. saate kadar dogrusal

artis tespit edildi. Ortalama ADMA diizeyi 2. ve 48. saatte ayni iki seviyede pik yapti.
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Zaman (saat)

Sekil 7. LPS infiizyonu uygulama sonrasindaki ortalama ADMA degerinin zamana gore

degisimi.

4.3. Amonyak

Ortalama amonyak degerine ait ¢izgi grafigi Sekil 8 ‘de sunulurken; aynm1 zamanda

ortalama amonyak degerinin saatlere gore degisimi Tablo 7’de sunuldu.

Buzagilarin ortalama amonyak degeri baslangica gore (0. saat), 2., 4. ve 8. saatlerde

anlaml olarak arttig1 goriildii (Tablo 7).

LPS inflizyonu uygulama sonrasindaki ortalama amonyak diizeyinde baslangi¢ degerine
(0. saat) gore baslayan belirgin artig dalgali bir seyir izleyerek 1.-4. saatler arasinda artisla
beraber 4. saatte en yiiksek degere ulasti, 4. saatten itibaren baglayan azalis 12. saate kadar
devam etti ve 48. saatte ¢cok hafif bir artigla beraber, baslangi¢c degerine gore diisiik seviyelerde

oldugu tespit edildi.
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Sekil 8. LPS inflizyonu sonrasindaki ortalama amonyak diizeyinin zamana gore degisimi.

4.4. Arjinaz-1

Ortalama arjinaz-I degerine ait ¢izgi grafigi Sekil 9 ‘da sunulurken; ayni zamanda

ortalama arjinaz-I degerinin saatlere gore degisimi Tablo 7’de sunuldu.

LPS inflizyonu uygulama sonrasindaki ortalama arjinaz-I diizeyinde baslangi¢ degerine
(0. saat) gore 30. dakikaya kadar dogrusal bir azalma egilimi sonras1 30. dakika ve 8. saat
arasinda dalgali bir artis goriildii ve 8. saatte en yiiksek degere ulastiktan sonra 48. saate kadar

azalis gostermekle beraber 48. saatte baslangic degerine gore diislik seviyelerde tespit edildi.
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Sekil 9. LPS inflizyonu uygulama sonrasindaki ortalama arjinaz-I degerinin zamana gore

degisimi.

4.5. Endoteliyal Nitrik Oksit Sentaz (eNOS)

Ortalama eNOS degerine ait ¢izgi grafigi Sekil 9 ‘da sunulurken; ayn1 zamanda ortalama

eNOS degerinin saatlere gore degisimi Tablo 7°de sunuldu.

LPS inflizyonu uygulama sonrasindaki ortalama eNOS diizeyinde baslangic degerine
(0. saat) gore ozellikle 1. saate kadar belirgin azalma egilimi goriildii, 1. saatten sonra artisa
gecerek 8. saatte en yiiksek degere ulasti ve ardindan belirgin azalmayla devam edip, 8-24.
saatlerde dalgalanma gostermekle beraber 48. saatte baslangi¢c degerine gore oldukea diisiik

seviyede tespit edildi.
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Sekil 10. LPS inflizyonu uygulama sonrasindaki ortalama eNOS degerinin zamana gore

degisimi.

4.6. Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz (iNOS)

Ortalama iNOS degerine ait ¢izgi grafigi Sekil 10 ‘da sunulurken; ayni zamanda

ortalama iNOS degerinin saatlere gore degisimi Tablo 7°de sunuldu.

LPS inflizyonu uygulama sonrasindaki ortalama iNOS diizeyinde baslangi¢ degerine
(0.saat) gore baslayan artis dalgalanma gostererek devam etti ve 2. saatte en yiiksek degere
ulastiktan sonra azalisa gecti, 4. saat itibariyle tekrar bir artis gostererek, 8. saatten itibaren
azalma egilimi gosterdi ve 48. saatte baslangic degerine gore oldukca diisiik seviyede tespit

edildi.
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24
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Sekil 11. LPS inflizyonu uygulama sonrasindaki ortalama iNOS degerinin zamana gore

degisimi.
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Tablo 7. Endotoksemi olusturulan buzagilarin nitrik oksit metabolizmasinda zamana gore meydana gelen degisimler.

Zaman (saat)

Parametre

0 0,5 1 2 4 8 12 24 48
Nitrik oksit | 3,93+0,77 = 2,98+0,87 = 2,02+0,36 = 4,53+£1,65 = 5,79£3,13 = 6,95+2,69 | 10,23+2,82* 12,00+4,33* 5,72+2.21
(uM)
Amonyak  41,5046,0 60,50+15  52,50+11 80,17+15*  95,67+14* 76,33+£11* 43,6745 36,33+4 36,6745
(ng/dL)
ADMA  0,87+0,05  0,98+0,11 0,91+0,11 1,23+0,16 1,03+0,1 1,20+0,21 0,94+0,11  0,80+0,1 1,23+0,17
(nmol/mL)
Arjinaz-1  10,23+0,97 9,42+1,44  11,08+1,85 11,68+1,85 9,52+1,42 12,17+£2,28  10,17£1,81  9,56+2,05 9,23+2,42
(ng/mL)
eNOS 1,72+0,14 1,58+0,12 1,49+0,15 1,65+0,17 1,68+0,21 | 1,76+0,21 1,48+0,13 1,52+0,16 1,38+0,3
(ng/mL)
iNOS 3,07+0,3 3,19+0,48  2,97+0,38 3,47+0,47 = 2,9140,25  3,40+0,58  3,20+0,55 3,09+0,32 2,97+0,23
(ng/mL)

Her bir parametre 6zelinde ayni satirda 0. saate gore farkhilhiklar “*” ile gosterilmistir (p<0,05).
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5. TARTISMA

Sepsis, enfeksiyona karsi organizmanin olusturdugu diizensiz immiin yanit sonucunda
akut organ disfonksiyonu ve sirali organ yetmezliklerinin gelistigi, yiiksek mortalite ile
seyreden sistemik bir sendromdur (Cecconi ve digerleri, 2018). Insanlarda oldugu gibi evcil
hayvanlarda da yaygin goriilen bu klinik tablo, 6zellikle neonatal donemde immiin sistemin
olgunlasmamis olmasi nedeniyle daha siddetli seyretmektedir. Sepsisin patogenezinde Gram
negatif bakteriler (Escherichia coli, Klebsiella spp., Pseudomonas aeruginosa), Gram pozitif
bakteriler (Staphylococcus spp., Streptococcus spp.), mantarlar, parazitler ve viriisler rol
oynamaktadir (Chousterman ve digerleri, 2017). Gram negatif bakterilerin hiicre duvarinda
bulunan LPS molekiilii, dolagima gegtikten sonra gii¢lii bir inflamatuar yanit olusturarak SIRS’1
tetikler ve bu da siklikla sepsis, septik sok ve ¢coklu organ yetmezligi ile sonuglanabilir (Lohuis
ve digerleri, 1988). Sepsis fizyopatolojisinin anlasilmasi amaciyla, kontrollii kosullarda
olusturulan deneysel endotoksemi modelleri siklikla kullanilmaktadir. Bu amagla intravendz
yolla uygulanan standartlagtirilmis E. coli kokenli LPS preparatlari, Gram negatif sepsisi taklit
eden sistemik bir inflamatuar yanit olusturmakta ve bu sayede akut faz yaniti, immiin
modiilasyon ve dolagim bozukluklar1 gibi sepsise 0zgli fizyopatolojik siiregler
modellenebilmektedir (Hoffman ve Natanson, 1993; Remick and Ward, 2005; Andreasen ve
digerleri, 2008). Literatiirde, 6zellikle sigirlarda ve neonatal buzagilarda LPS’ye kars1 artmis
duyarhilik gosterildigi bildirilmistir (Michaels ve Banks, 1988). Bu tez calismasinda, 1-4
haftalik yastaki neonatal Holstein buzagilara intravenoz olarak uygulanan E. coli kaynakli LPS
ile deneysel endotoksemi modeli olusturulmus ve sepsis siirecinde nitrik oksit metabolizmasina
iliskin baz1 parametrelerin zamana bagli degisimleri degerlendirilmistir. Arastirma sonucunda,
LPS uygulamasini takiben plazma NO diizeylerinde 12. ve 24. saatlerde, amonyak diizeylerinde
ise 2., 4. ve 8. saatlerde anlamh artiglar saptanmisti. ADMA, iNOS, eNOS ve arjinaz-I
diizeylerinde ise istatistiksel olarak anlamli olmayan dalgalanmalar gbzlenmistir. Elde edilen
bu bulgular, 6zellikle NO ve amonyak diizeylerinin sepsis fizyopatolojisinin anlasilmasi ve

potansiyel biyobelirteclerin tanimlanmasi agisindan énemli ipuglar1 sunmaktadir.

NO, vaskiiler tonusun diizenlenmesi, endotel fonksiyonu, immiin yanitin modiilasyonu
ve oksijen tasinmasi gibi homeostatik siireclerde ¢ok yonlii ve kritik bir rol {istlenmektedir

(Moncada ve Higgs, 1993; Kleinbongard ve digerleri, 2006; Forstermann ve Sessa, 2012). NO,
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L-arjininin, NOS enzim ailesi tarafindan oksidasyonu ile sentezlenir. Ug ana NOS izoformu
tanimlanmistir: eNOS, nNOS ve iNOS (Forstermann ve Sessa, 2012). eNOS fizyolojik
kosullarda damar tonusunun diizenlenmesinde temel rol oynarken, iNOS daha ¢ok inflamatuar
stireclerde ve Ozellikle sepsis sirasinda immiin hiicrelerde (makrofajlar, notrofiller) aktive olur
ve biiyliik miktarda NO iiretimi saglar (Akaike ve Maeda, 2000; Chousterman ve digerleri,
2017). Sepsis ve endotoksemi siireglerinde, proinflamatuar uyaranlar (LPS, TNF-a, IL-1p gibi)
INOS ekspresyonunu belirgin sekilde artirir. Bu siiregte, NO baslangicta sitoprotektif ve
antimikrobiyal etkiler saglarken, dolasimda asir1 artis1 durumunda ise patolojik vazodilatasyon,
hipotansiyon, mikrosirkiilasyon bozuklugu ve nihayetinde organ disfonksiyonuna yol agabilir
(Moncada ve Higgs, 1993; Cecconi ve digerleri, 2018; Chousterman ve digerleri, 2017). Ayrica,
reaktif nitrojen tiirlerinin iiretimi yoluyla mitokondriyal disfonksiyon ve doku hasarina da katki

saglayabilmektedir (Vanhoutte ve digerleri, 2017).

Calismamizda, endotoksin uygulamasini takiben plazma NO diizeylerinde 2. saatten
itibaren yiikkselme gozlenmis; 6zellikle 12. ve 24. saatlerde bu artis istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur. Sepsisin erken evresinde gozlenen bu artig, mevcut literatiirle de uyumludur.
Brovkovych ve digerleri (2001) siganlarda LPS uygulamasi sonrasi plazma NO diizeylerinde
2.-5. saatler arasinda anlamli bir ylikselme rapor etmislerdir. Shi ve digerleri (1993), sepsisli
yenidogan bebeklerde kan NO konsantrasyonlarinin saglikli kontrollere gore belirgin sekilde
yiiksek oldugunu bildirmistir. Benzer olarak Giiltekin ve digerleri (2019), akut ishalli neonatal
buzagilarda plazma NO seviyelerinin saglikli buzagilara gore anlamli olarak arttigim
gostermistir. Abdominal sepsisli hastalarda da kan NO diizeyleri, saglikli kontrollere kiyasla
daha yiiksek bulunmustur (Barthlen ve digerleri, 1994). Klinik bir ¢alismada, sepsis tanisi alan
eriskinlerde plazma NO diizeylerinin 1. ve 3. giinlerde sepsissiz hastalara gore anlamli sekilde
arttig1 ve bu degisikligin prognoz ile iliskili olabilecegi gosterilmistir (Yu ve digerleri, 2018).
Calismamizda, deneysel endotokseminin sonlarina dogru plazma NO diizeyinde goézlenen
diisiis, literatiirde de vurgulandigi gibi arjinin substrat bulunabilirliginin azalmasina ve NO
tiretiminin sinirlandirilmasina bagl olabilir (Forstermann ve Sessa, 2012). Genel olarak, elde
edilen veriler sepsis ve endotoksemi siireglerinde NO diizeylerinin yiikseldigini ve bu artigin
patofizyolojide hem tani hem de hastalik seyri agisindan Onemli olabilecegini ortaya

koymaktadir.

Gergeklestirilen ¢alismada, vaskiiler tonusun diizenlenmesinde énemli bir rolii bulunan
eNOS diizeylerinde endotoksin uygulamasini takiben erken donemde diisiis, ilerleyen saatlerde

ise toparlanma egilimi gozlenmistir. Ancak, bu degisimler istatistiksel olarak anlamli
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bulunmamastir. Sepsisin akut evresinde, proinflamatuar sitokinlerin (TNF-a, IL-1B) ve reaktif
oksijen tiirlerinin etkisiyle eNOS aktivitesinin baskilanabilecegi, ilerleyen donemlerde ise
endotel hiicrelerinin adaptasyonu sonucu eNOS diizeylerinde toparlanma olabilecegi cesitli
kaynaklarda ifade edilmektedir (Forstermann ve Sessa, 2012; Chousterman ve digerleri, 2017).
Hu ve digerleri (2021) tarafindan sepsisli fare modellerinde yapilan ¢alismada da, eNOS
fosforilasyonunda zaman icinde degisiklikler ve buna bagli olarak vaskiiler tonus ve
hipotansiyon iizerinde etkiler bildirilmistir. Calismamizda istatistiksel olarak anlamli olmasa
da, eNOS diizeylerinde izlenen bu zamana bagl dalgalanmalarin, sepsis slirecinin dinamik

dogas1 ve immiin-endotelyal etkilesimler ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Sepsis ve diger inflamatuar durumlarda, patojenlere veya LPS’ye kars1 dogal bagisiklik
hiicrelerinin (6zellikle makrofaj ve notrofillerin) uyarilmasi ile iNOS ekspresyonu artmaktadir
(Akaike ve Maeda, 2000; Forstermann ve Sessa, 2012). iNOS’un yukari regiilasyonu, fagositik
hiicrelerin antimikrobiyal etkinligini gliglendirirken; asir1 iNOS aktivitesi, yiiksek miktarda NO
tiretimiyle birlikte patolojik vazodilatasyon ve hipotansiyona yol acabilmektedir (Chousterman
ve digerleri, 2017; Cecconi ve digerleri, 2018). Jonkam ve digerleri (2009), sepsisli koyunlarda
akciger iNOS seviyelerinin, plazma NO ve eNOS diizeyleriyle birlikte arttigini bildirmistir.
Benzer sekilde, Tsukahara ve digerleri (2001) LPS ve TNF-a ile uyarilmis notrofillerde iNOS
mRNA diizeylerinin ve buna bagli NO iiretiminin yiikseldigini gostermistir. Klinik ¢alismalarda
da, sepsis sirasinda iNOS artisina bagli NO yiikselmeleriyle siddetli vazodilatasyon ve dliimciil
hipotansiyonun ortaya c¢ikabilecegi rapor edilmistir (Barthlen ve digerleri, 1994; Yu ve
digerleri, 2018). Diger yandan, iNOS’un tamamen baskilandig1r genetik modellerde sepsis
mortalitesinin arttig1 da gosterilmistir (Cobb ve digerleri, 1999); bu bulgu, iNOS’ un bagisiklik
yanitinda ¢ok yonlii bir rol oynayabilecegine isaret etmektedir. Bu ¢alismada, plazma iNOS
diizeylerinde erken donemde istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artis ve zamana bagl
dalgalanmalar gdzlenmistir. FElde edilen bu sonuglar, 6nceki bulgularla tam olarak
ortismemektedir. Bunun muhtemel nedenleri arasinda deneysel calisma modelimizin siirh
orneklem biiyiikliigii, uygulanan endotoksin dozunun nispeten diisiik tutulmasi, infiizyon
stiresinin kisa olmasi, iNOS ekspresyonunun sistemik dolasimdan ¢ok karaciger, akciger ve
bobrek gibi organlarda gerceklesmesi ve ayrica IL-10 gibi antiinflamatuar sitokinler veya
glukokortikoidlerin iNOS {izerindeki baskilayict etkileri yer alabilir (Akaike ve Maeda, 2000;

Forstermann ve Sessa, 2012; Chousterman ve digerleri, 2017).

Asimetrik dimetilarjinin, eNOS’u inhibe ederek endojen bir NOS inhibitdrii olarak

gorev yapar ve bu yolla NO iiretimini azaltir. Sepsis ve endotoksemi sirasinda ADMA
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diizeylerinde gozlenen artis veya azaliglar, NO metabolizmas:t ve vaskiiler fonksiyonlar
tizerinde 6nemli etkilere sahip olabilir (Lambden ve digerleri, 2015). Endotokseminin erken
doneminde sistemik inflamasyonun ve endotel disfonksiyonunun tetikledigi vaskiiler
homeostaz bozukluklari, ADMA diizeylerinde de degisikliklere yol agabilmektedir. Immiin
hiicrelerin aktivasyonu ve proinflamatuar sitokinlerin artisi, oksidatif stresin indiiklenmesiyle
birlikte, DDAH (dimetilaminohidrolaz) aktivitesinin baskilanmasina ve sonu¢ olarak ADMA
katabolizmasinin azalmasina neden olabilmektedir (Lambden ve digerleri, 2015). Ayrica,
endotoksemi sirasinda protein metilasyonundaki artis da ADMA birikimini destekleyen bir
diger mekanizma olarak gosterilmistir (Nandi ve digerleri, 2012). Caligmamizda,
endotokseminin erken evrelerinde NO ve eNOS diizeylerinde diisiis saptanan bazi zaman
noktalarinda, ADMA seviyelerinde de artis gozlenmisti. Bu durum, ADMA’nin eNOS
tizerinden NO iiretimini inhibe etmesi yoluyla hipoperfiizyon, vazokonstriksiyon ve organ
fonksiyon bozukluklarina katki saglayabilecegini diisiindiirmektedir. Ozellikle neonatal
buzagilarda immiin sistemin ve endotel fonksiyonlarinin tam olarak gelismemis olmasi,
ADMA’nin vaskiiler etkilerini daha belirgin hale getirebilir. Ayrica, ADMA’nin NOS
enzimlerini inhibe etmesi, oksidatif stres yoluyla siiperoksit iiretimini artirabilir ve bu durum

endotelyal disfonksiyonun derinlesmesine yol agabilir (Cepinskas ve digerleri, 2008).

Aydemir ve digerleri (2015), sepsis tanis1 konulan 31 yenidogan ve 20 saglikli kontrolii
iceren prospektif bir ¢alismada, sepsis tanisindan sonraki ilk 24 saat ig¢inde Olciilen serum
ADMA diizeylerinin, sepsisli olgularda ve ozellikle septik sok gelisenlerde, kontrollere gore
anlaml derecede daha yiiksek oldugunu gostermistir. Ancak, sag kalanlar ile mortal seyreden
olgular arasinda serum ADMA diizeylerinde anlamli bir fark saptanmamistir. Benzer sekilde,
Winkler ve digerleri (2018), yogun bakimda yatan 120 sepsisli hastada ADMA diizeylerinin sag
kalim ve hastalik siddetiyle iliskisini incelemis ve Olen hastalarda medyan plazma ADMA
seviyesinin (0,93 pumol/L) sag kalanlara (0,73 umol/L) gore daha yiiksek oldugunu, ayrica
ADMA’daki artisin SOFA skoru ve mortaliteyle anlamli bir iligski gdsterdigini rapor etmistir.
Bununla birlikte, van Wijk ve digerleri (2021) tarafindan yapilan baska bir ¢aligmada, sepsissiz
enfeksiyon, sepsis, siddetli sepsis ve septik sok olmak iizere dort grupta serum ADMA diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamis; bu nedenle ADMA'in sepsis
tanisinda spesifik bir biyobelirte¢ olarak kullanilamayabilecegi, ancak kisa donem mortalite
riskinin degerlendirilmesinde faydali olabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Zoccali ve digerleri (2007)
ise, akut inflamasyonlu ve saglikli bireylerde plazma ADMA diizeyleri arasinda anlamli fark

elde edememis ve ADMA’nin plazma diizeyinin, hiicresel diizeydeki inhibitdr potansiyelini her
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zaman yansitmayabilecegini belirtmistir. Cesitli calismalarda elde edilen bu farkliliklarin,
orneklem biylkliigii ve kontrol grubu secimi gibi metodolojik farkliliklardan

kaynaklanabilecegi degerlendirilmektedir.

Arjinaz-I, L-arjininin metabolizasyonunda gorev alarak {ire ve ornitin sentezini katalizler.
Bu enzim, L-arjininin nitrik oksit sentaz (NOS) enzimleri tarafindan kullanilmasinda rekabetci
bir rol oynar; yani NOS ve arjinaz-I, ayni substrati paylasarak birbirlerinin biyolojik etkilerini
dolayli olarak sinirlar. Bu nedenle, endotoksemi ve sepsis gibi durumlarda, proinflamatuar
sitokinlerin (6r. TNF-a, IL-6) uyarisiyla arjinaz-1 ekspresyonunda artig goriilebilir. Boyle bir
durumda, L-arjininin dncelikli olarak arjinaz-I yolu ile iire ve ornitine metabolize edilmesi, NO
sentezinin azalmasina ve dolayisiyla endotel disfonksiyonuna katki saglayabilir. Ote yandan,
artan lire ve ornitin sentezi, fibroproliferasyon ve doku iyilesmesi siireclerinde rol oynayabilir
(Heuser ve digerleri, 2024). Arjinaz-1 ekspresyonu, endotokseminin farkli evrelerinde farklilik
gosterebilmektedir. Salimuddin ve digerleri (1999) tarafindan yapilan bir calismada, farelerde
endotoksemi sonrasi peritoneal makrofajlarda arjinaz-I diizeylerinin 12. saatten itibaren anlamli
sekilde arttig1 ve 36. saatte en yliksek seviyeye ulastigi gosterilmistir. Benzer sekilde, Dai ve
digerleri (2022), sepsisli hastalarda notrofil gen ekspresyonu diizeyinde arjinaz-1 artigini
bildirmistir. Bununla birlikte, bizim ¢alismamizda endotoksemi uygulamasini takiben plazma
arjinaz-I diizeylerinde belirgin bir artis ya da azalma egiliminden ziyade, zaman icinde
dalgalanan bir seyir gozlenmistir. Arjinaz-I diizeylerinde saptanan bu dalgalanmanin,
endotoksin kaynakli inflamatuar yanitin dinamik dogasiyla ve neonatal buzagilarda immiin
sistemin ve endotel fonksiyonlarmmin tam olarak gelismemis olmasiyla iliskili olabilecegi
degerlendirilmektedir. Ayrica, L-arjininin hem arjinaz-I hem de NOS enzimlerinin ortak
substrat1 olmasi, arjinaz-I ve NOS arasindaki metabolik rekabetin seyrini zamana ve hiicresel
duruma bagl olarak degistirebilir. Bu baglamda, sepsis ve endotoksemi siireclerinde NO
biyoyararlanimin1 hedefleyen olasi tedavi yaklagimlarinda zamanlama ve substrat

bulunabilirligi gibi faktorlerin g6z 6niinde bulundurulmasinin 6nemli oldugu diistiniilmektedir.

Amonyak, proteinlerin yikimi sonucu olusan son iiriindiir ve esas olarak karacigerde tire
dongiisii kapsaminda detoksifiye edilir. Normal kosullarda karaciger, amonyagi iireye ¢evirerek
zararsiz hale getirir. Ancak sepsis ve inflamatuar siireclerde, karaciger fonksiyonunda meydana
gelen bozulmalar ve periferik dokularda proteolizin artmasi sonucu kan amonyak diizeylerinde
belirgin artislar gézlenebilir (Giiltekin ve digerleri, 2019; Wang ve digerleri, 2023; Gao ve
digerleri, 2020). Caligmamizda, endotoksemi uygulamasinin ardindan 6zellikle 2., 4. ve 8.

saatlerde kan amonyak diizeylerinde istatistiksel olarak anlaml1 artiglar saptanmustir. Takip eden
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saatlerde (12., 24. ve 48. saatler) ise, amonyak seviyelerinde dalgalanma ile birlikte baslangic
degerlerine kiyasla azalma egilimi goriilmiistiir. Bu dinamik degisim, endotoksemi siiresince
amonyak sentez ve eliminasyonu arasindaki dengenin silirekli olarak degismesinden
kaynaklanabilir. Sepsisin erken fazinda karaciger disfonksiyonu nedeniyle iire dongiisiiniin
baskilanmasi, amonyak klirensini azaltarak sirkiilasyonda birikimine neden olur. Ayrica,
proinflamatuar sitokinlerin etkisiyle NOS enzimlerinin indiiksiyonu sonucu artan NO
diizeyleri, nitro-oksidatif stres ve hepatik mitokondriyal disfonksiyon olusturabilir; bu da iire
dongiisiinii daha da bozarak amonyak seviyelerinin ylikselmesine katki saglar. Karbamoil fosfat
sentetaz-1 enzim aktivitesinin NO tarafindan inhibe edilmesi de amonyak birikimine yol acan
bir diger mekanizma olarak bildirilmektedir (Cepinskas ve digerleri, 2008). Arjinaz-1 enzimi
de, hem L-arjinin substratin1 NOS ile paylasarak NO sentezini dolayli olarak etkiler, hem de
iire dongiisiiniin ilk basamaginda yer alarak {ire ve ornitin iiretimini artirabilir. Calismamizda
arjinaz-I konsantrasyonundaki dalgalanmalar, endotokseminin farkli evrelerinde immiin yanitta
ve substrat rekabetinde meydana gelen degisikliklerle iliskili olabilir. Ozellikle arjinaz-I
aktivitesinin diisiik oldugu zaman dilimlerinde, {ire iiretiminde azalma ve buna bagl olarak

amonyak birikimi artmis olabilir.

Giiltekin ve digerleri (2019), akut diyareli 60 ve saglikli 10 yenidogan buzagida kan
amonyak diizeylerini karsilastirmis ve diyareli buzagilarda kan amonyak seviyelerinin saglikli
yenidoganlara kiyasla anlamli derecede daha yiiksek oldugunu bildirmistir (28,7 [26,1-36,9]
umol/L’ye karst 59,8 [34,6-99,5] umol/L; p<0,001). Insanlarda sepsiste karaciger disi
hiperamonyemiye odaklanan biiytiik 6lgekli bir retrospektif ¢aligmada ise, 720 kritik derecede
hasta sepsisli erigkin bireyde serum amonyak diizeylerinin ve SOFA skorlarinin incelendigi ve
>45 umol/L’lik amonyak diizeyinin septik ensefalopatili hastalarda bagimsiz bir risk faktorii
oldugu gosterilmistir (OR: 3,508; %95 GA: 2,336-5,269; p<0,001). Aynm1 ¢alismada, serum
amonyak diizeylerinin SOFA skorlar1 ve mortaliteyle de iligkili oldugu bildirilmistir (Wang ve
digerleri, 2023). Benzer sekilde, Zhao ve digerleri (2023) septik ensefalopatili hastalarda
yapilan bir analizde, serum amonyak diizeylerinin prognoz agisindan degerli oldugunu ve daha
yiiksek amonyak diizeylerinin daha yiiksek SOFA skorlar1 ve mortalite ile iliskili oldugunu
rapor etmistir. Gao ve digerleri (2020) tarafindan yiiriitiilen bir prospektif ¢calismada ise, yogun
bakimda izlenen sepsisli ve septik soklu hastalarda, serum amonyak diizeylerinin hem kontrol
grubuna gore hem de sepsisin siddetine ve sag kalima gore anlamh sekilde yiiksek oldugu,
ayrica amonyagin APACHE II skoru ile pozitif korelasyon gosterdigi saptanmistir. Bu bulgular,

calismamizda endotoksemili neonatal buzagilarda elde edilen amonyak diizeylerindeki
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artislarla uyum gostermektedir. Literatiirde bildirilen artmis amonyak diizeyleriyle birlikte, bu
biyobelirtecin sepsis ve endotoksemi siireclerinde organ disfonksiyonu ve prognoz

degerlendirmesi acisindan 6nemli bir parametre olabilecegi diistiniilmektedir.

Bu calismada, deneysel endotoksemi modeliyle sepsis olusturulan neonatal buzagilarda
nitrik oksit metabolizmasina ait ¢esitli parametrelerde zamana bagli degisiklikler
degerlendirilmistir. Bulgularimiz, plazma NO ve kan amonyak diizeylerinde erken ve orta
evrede anlamli artislar saptanirken, ADMA, iNOS, eNOS ve arjinaz-I diizeylerinde ise zamana
bagli dalgalanmalarin goriildiigiinii ortaya koymustur. Bu sonuglar, 6zellikle NO ve amonyak
parametrelerinin sepsis fizyopatolojisinde One c¢ikan biyobelirtegler olabilecegine isaret
etmektedir. Ancak, elde edilen bulgularin yorumlanmasinda bazi sinirhiliklar dikkate
alinmaldir. Oncelikle, ¢alisma 6rneklem sayismin sinirli olmasi, uygulanan endotoksin
dozunun ve siiresinin diisiik tutulmasi ile tek merkezli bir modelin kullanilmasi, sonuglarin
genellenebilirligini kisitlamaktadir. Ayrica, parametrelerin yalnizca kan/plazma diizeylerinde
Ol¢iilmesi, dokulardaki lokal degisimleri degerlendirmeyi engellemistir. Bu nedenle, elde edilen
verilerin daha genis 6rneklem gruplari, farkli doz ve siirelerde uygulama ve doku diizeyinde ek
analizlerle desteklenmesi, sepsis fizyopatolojisinin ve biyobelirte¢ potansiyelinin daha

kapsamli sekilde anlasilmasina katki saglayacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, 1-4 haftalik yastaki neonatal Holstein buzagilara intraven6z olarak
uygulanan E. coli kaynakli LPS ile deneysel endotoksemi modeli olusturulmus ve sepsis
stirecinde nitrik oksit metabolizmasina iliskin bazi parametrelerin zamana bagli degisimleri
degerlendirilmistir. Arastirma sonucunda, LPS uygulamasini takiben plazma NO diizeylerinde
12. ve 24. saatlerde, kan amonyak diizeylerinde ise 2., 4. ve 8. saatlerde anlamli artiglar
saptanmistir. Arjinaz-1 seviyelerinde zaman iginde istatistiksel anlamli olmayan dalgalanmalar
gozlemlenmis, ozellikle 2. ve 8. saatlerde yiikselis dikkat ¢ekmistir. ADMA ve eNOS
diizeylerinde belirgin bir degisim gézlenmemistir. iNOS seviyelerinde ise erken saatlerde artig

egilimi izlenmis ancak genel olarak sabit bir seyir gdstermistir.

Genel olarak degerlendirildiginde, basta nitrik oksit ve amonyak olmak {izere bazi
parametrelerdeki degisimlerin endotoksemi siirecinde 6nemli biyokimyasal yanitlar1 yansittigi
goriilmektedir. Elde edilen bulgular, 6zellikle plazma NO ve kan amonyak diizeylerindeki
degisimlerin sepsis/endotoksemi fizyopatolojisinin anlasilmasina katki saglayabilecegini ve bu
parametrelerin  erken tan1  ve prognozun belirlenmesinde  biyobelirteg  olarak
degerlendirilebilecegi potansiyelini gostermektedir. Bu potansiyelin daha gii¢lii kanitlarla
desteklenebilmesi i¢in daha genis 6rneklem gruplar, farkli doz ve siirelerde endotoksin
uygulamasi ve doku diizeyinde ek analizler ile gerceklestirilecek yeni ¢aligmalara ihtiyag

duyulmaktadir.
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