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OZET

Giderek yayginlasan endotoksin nedenli enfeksiyonlar sepsis gelisiminden
dolay1 ciddi 6liim oranlarina yol acabilir. Fenolik bir monoterpen olan karvakrol
gibi bircok dogal biyoaktif bilesik sepsisin profilaksisinde medikal uygulamalarin
icinde yer alabilir. Bu calismada karvakroliin 6n uygulamasimin lipoksijenaz
(LOX) aktivitesi, arjinaz/nitrik oksit yolag1 ve inflamatuar parametreler

iizerindeki etkilerini arastirdik.

Deney hayvanlarina 20, 40 ve 80 mg/kg karvakrol, 6 giin boyunca verildi.
Bu siirenin sonunda subletal lipopolisakkarit (1 mg/kg) verilerek sepsis indiiklendi.
Inokiilasyondan 24 saat sonra anestezi altinda ratlardan intrakardiak kan
alinarak ratlar oldiiriildii. Kan 6rneklerinde tiimor nekroz faktorii-alfa (TNF-a),
interlokin-6 (IL-6), LOX, arjinaz, nitrik oksit (NO), seruloplazmin, malondialdehit
(MDA), ALT ve AST diizeyleri cahsildi. Karaciger dokusu hematoksilin-eozin

boyasi kullanilarak histolojik incelemesi icin formaldehitte fikse edildi.

Sonu¢ olarak sepsis oncesi karvakrol 6n uygulamasi TNF-a ve IL-6
diizeylerini onemli diizeyde azaltti. Seruloplazmin oksidaz diizeylerini doza
bagimh olarak artirirken MDA ve NO olusumu inhibe edildi. Tiim gruplarda LOX
ve AST aktivitelerinde 6nemli bir degisiklik gozlenmedi. Diger bir hepatik enzim

olan ALT ise karvakrol tarafindan azaltilda.

Bu calismadan elde edilen deneysel verilere gore karvakrol doza bagh pro-
inflamatuar sitokin iiretimini baskilayarak, oksidatif hasar, lipit oksidasyon
islemlerini gerileterek ve antioksidan aktiviteyi artirarak inflamasyonu durdurucu

etki gosterebilir.

Anahtar Kelimeler: Arjinaz, Karvakrol, Lipoksijenaz, Nitrik oksit



SUMMARY

Infections caused by endotoxins are increasingly common and can result in
significant mortality rates due to the development of sepsis. Compounds such as
carvacrol (CVL), a phenolic monoterpene, may have anti-inflammatory properties,
their medicinal application can involve the prophylaxis of sepsis. In this study we
have investigated the pretreatment effects of CVL doses on lipoxygenase (LOX)

activity, arginase/nitric oxide pathway and inflammatory parameters.

Test animals were treated with CVL at dose 20, 40 and 80 mg/kg for six
days. At the end of the administration, sepsis was induced by sublethal dose of
lipopolysaccharide (1 mg/kg bw). Rats were killed by cardiac exsanguinations after
24 hours after the inoculation under anesthetic condition. Tumor necrosis factor-
alpha (TNF-0) , interleukin-6 (IL-6), LOX, arginase, nitric oxide (NO),
ceruloplasmin, malondialdehyde (MDA), ALT and AST levels were analyzed in
blood samples. The liver tissue was fixed in formol for histological analysis using

Hematoxylin and Eosin stain.

According to the results, pretreatment with CVL before sepsis significantly
decreased TNF-o and IL-6 levels and inhibited the development MDA and NO
although increased ceruloplasmin levels in a dose dependent manner. No
significant changes were observed in LOX and AST activity in all groups where

the other hepatic enzyme ALT was reduced by carvacrol.

Results obtained in this study suggests that CVL may inhibit inflammation
probably by suppressing the production of pro-inflammatory cytokines and
retarding the process of oxidative damage, lipid oxidation and elevate antioxidant

activity in a dose dependent manner.

Key Words: Arginase, Carvacrol, Lipoxygenase, Nitric oxide
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GIRIS VE AMAC

Enfeksiyona verilen sistemik inflamatuar yanit olarak tanimlanan sepsis, ozellikle
son yillarda patofizyolojisi daha iyi anlasilmis olmasina, antimikrobiyal tedavideki
ilerlemelere, diyagnostik yontem ve teknolojideki gelismelere ragmen 6zellikle sok ve

multiorgan sistem yetersizligi tablosu ile birlikte yiiksek mortaliteye sahiptir (22).

Sepsiste, enfeksiyon etkeninin erken taninmasi, dogru ve zamaninda
antimikrobiyal tedavi hayati onem tasir. Fakat bir¢cok destek tedavi uygulanmasma
karsm, mortalite oranini1 azaltacak koruyucu girisimlerin azligma bagli olarak sepsiste
onemli bir basamak olan inflamasyonun etkisini minimum diizeyde tutmak klinik

tabloyu 6nemli derecede etkiler (192).

Mikroorganizmalarin  tedavide kullanilan antibiyotiklere zamanla direng
kazanmas1 tedaviyi giiclestirmekte ve uzamasma sebep olmaktadir. Tedavide basari
oraninin artirilmasit amaciyla yeni ilag ve kimyasallarin arastirilmasi: son yillarda

bitkisel kaynakli maddelere daha fazla ilgi uyandirmastir.

Hiicresel savunma mekanizmalar1 spesifik ve non-spesifik hiicresel immiin yanit1
icerir. Patojenlerin invazyonunu takiben hiicresel immiin yanit ikincil savunma hattini
olusturur, burada graniilositler, makrofajlar, lenfositler ve plazma hiicreleri gorev alir.
Bu efektor hiicreler arasindaki karmasik etkilesimler sitokinler ve diger mediyatdrlerin
salinimi ile diizenlenir. Canlinin diyetindeki bircok madde ya mediyator olusumunu
modifiye ederek ya da sinyal transdiiksiyonu ile etkilesimde bulunarak hiicresel ve

humoral immiinitede modiilasyon yapabilir.

Bitkisel kaynakli esansiyel ugucu yaglardan, karvakrol (CVL) fenolik bir
monoterpen olup basta kekik bitkisinde olmak iizere bir¢ok bitki de bulunur. Kekik
suyu anti-lilser, sindirime yardimci, anti-diyabetik olarak gastrointestinal sistemin

diizenlenmesi amaciyla yaygin bir sekilde tiiketilmektedir (19).

Son yillarda yapilan birgok calismada karvakroliin anti-mikrobiyal, anti-timor,

anti-mutajenik, anti-genototoksik ve anti-kolinesteraz gibi ¢ok sayida aktivitelere sahip



oldugu gosterilmistir (66). Fakat caligmalarin biiyiik bir bolimii in vifro hiicre kiiltiirii

ortaminda yapilmis, in vivo veriler azdir.

Sepsisteki patofizyolojik siirec ve bu silirecin 6nemli bir basamagi olan
inflamasyonun 6nemi, karvakroliin sahip oldugu bircok biyolojik 6zelligi ile birlikte gz
oniinde bulundurarak, inflamasyon siirecinde mediyatorler iizerinde karvakroliin doza
bagl etkilerini incelemeyi hedefledik. Bu calismada, in vivo doza bagl karvakrol
kullaniminin lipoksijenaz enzim aktivitesi, arjinaz/nitrik oksit dengesi ve anti-oksidan
durum tizerindeki etkileri arastirildi. Mevcut literatiir taramalar1 yapildiginda in vivo
kosullar altinda karvakrol — lipoksijenaz ve karvakrol — arjinaz ¢aligmalar1 bulunamamas
olup, bu calismanm in vivo calisma olarak Onemli basamak teskil edecegini

diisiinmekteyiz.



GENEL BiLGILER

2.1. Sepsis

Sepsis hemodinamik degisikliklerle seyreden, acil tedavi edilmesi gereken
mortalitesi yliksek klinik bir tablodur. Yogun bakim {initelerinde en 6nemli Sliim

nedenidir (29, 192).

Gilintimiizde sepsis sendromunun konak¢inin enfeksiyon etkenine karsi gelistirdigi
bir grup yanitlar dizisi oldugu anlasilmistir (Sekil 1). Ancak, bir¢ok terimin birbirinin
yerine kullanilmas1 karisikliga yol actigindan American College of Chest Physicians
(ACCP) ve Society of Critical Care Medicine (SSCM) adli derneklerin 1991°de
yaptiklar1 toplantida ortak goriis birligine varilarak bazi tanimlamalar yapilmistir (119).
Bu tanimlamalar daha sonra 2001 yilinda yapilan toplantida European Society of
Intensive Care Medicine (ESICM), American Thoracic Society (ATS) ve Surgical
Infection Society (SIS) derneklerinin de katkisiyla yenilenmistir (110). Bu sekilde sepsis

tablosu i¢indeki bu tanimlamalar Tablo 1°de tarif edilmistir:

Tablo 1. 1991 sepsis konferansinda ortaya atilan tanimlar (11)

Enfeksiyon Mikroorganizmalara bagli gelisen inflamatuar yanit
veya steril dokularin bu mikroorganizmalar tarafindan
invazyonu

Bakteremi Kanda bakteri bulunmasi

SIRS Bircok ciddi klinik soruna bagli gelisen sistemik

inflamatuar yanit: Asagidaki belirti ve bulgulardan en
az ikisinin bulunmasi:
1. Viicut 1sis1 > 38°C veya < 36°C
2. Kalp hizi > 90/dakika
3. Solunum sayis1 > 20/dakika veya PaCO, <
32 mmHg
4. Beyaz kiire sayisi > 12.000/mm’, <
4000/mm’ veya formiilde > %10 comak
formunun olmasi

Sepsis Sepsise baglt sistemik inflamatuar yanit (enfeksiyon
yaninda SIRS varlig1)
Agr sepsis Organ disfonksiyonu, hipoperflizyon veya

hipotansiyonun eslik ettigi sepsis. Laktik asidoz,
oligiiri veya akut biling degisiklikleri hipoperfiizyon
bulgularmin bir kismin1 olusturur



Tablo 1. 1991 sepsis konferansinda ortaya atilan tanimlar (11) (devamr)

Septik sok Sepsise bagli organ hipoperflizyon bulgular1 yaninda
yeterli sivi tedavisine ragmen gelisen hipotansiyon.
Vazopresdor veya inotropik ajan  destegi ile
normotansif olan hastalar da bu gruba dahildir

Sepsise bagh hipotansiyon Diger hipotansiyon nedenlerine bagli olmayan sepsise
bagl sistolik kan basmcinin < 90 mmHg veya dnceki
degerinde > 40 mmHg diisiis olmasi

Coklu organ disfonksiyonu Hemostazin miidahale edilmeden saglanamadigi akut
olarak gelisen organ sendromu fonksiyon bozuklugu

SIRS: Sistemik inflamatuar yanit sendromu, PaCO,: Parsiyel arteryel karbondioksit basinci

SIiDDETLI
SEPSiS

" Yaniklar
Sepsis

Sekil 1. Sistemik Inflamatuar Yanit Sendromu (SIRS), Enfeksiyon ve Sepsis arasindaki
kargilikli iligki (44)

Viicut 1sis1, kalp hizi, solunum sayist ve beyaz kiire sayisina dayali sistemik

inflamatuar yanit sendromu Kkriterlerinin 6zgiilliigiiniin diisiik olmasi nedeniyle 2001

yilinda Uluslararas1 Sepsis Tanis1 Konferansi’nda sepsise isaret edebilecek bulgu ve

semptomlarin listesi genisletilmistir (Tablo 2).



Tablo 2. Eriskin hastada sepsis tanisinda kullanilan kriterler (11).

Kanitlanmig veya kuvvetle sliphelenilen enfeksiyon varligi:

* Genel belirleyiciler
1. Ates (> 38,3°C)
2. Hipotermi (< 36°C)
3. Kalp hiz1 > 90/dakika
4. Takipne veya respiratuar alkaloz
(solunum sayis1 > 20/dakika veya PaCO, <32 mmHg)
5. Biling bulaniklig
6. Ciddi 6dem ya da pozitif s1vi dengesi (> 20 mL/kg/24 saat)
7. Hiperglisemi (diabetes mellitus yokken plazma glukozunun > 120 mg/dL
olmasi)

« Inflamasyon belirleyicileri

1. Lokositoz (> 12.000/mm”)

2. Lokopeni (< 4000/mm”)

3. Beyaz kiire sayimi normal iken formiilde > %10 ¢gomak formunun olmasi

4. Plazma CRP diizeyinin normal degerin 2 standart sapma iistiinde olmas1

5. Plazma prokalsitonin diizeyinin normal degerin 2 standart sapma iizerinde
olmasi

* Hemodinamik belirleyiciler

1. Hipotansiyon (SKB < 90 mmHg, OAB < 70 mmHg veya SKB’de > 40 mmHg
diisme)

2. SvO, > %70

3. Ki > 3.5 L/dakika/m’

* Organ disfonksiyonu belirleyicileri
1. Arteryel hipoksemi (PaO,/FiO, < 300)
. Akut oligiiri (idrar ¢ikigi < 0.5 mL/kg/saat)
. Kreatininde > 0.5 mg/dL artis
. Koagiilasyon bozukluklar1 (INR > 1.5 veya aPTT > 60 saniye)
. Ileus (bagirsak seslerinin olmamasi)
. Trombositopeni (< 100.000/mm’)
. Hiperbilirubinemi (plazma total bilirubin > 4 mg/dL)

NN AW

* Doku perfiizyon belirleyicileri
1. Hiperlaktatemi (> 1 mmol/L)
2. Azalmis kapiller dolum ya da beneklenme

PaCQO,: Parsiyel arteryel karbondioksit basinci, CRP: C-reaktif protein, SKB: Sistolik kan basinci, OAB:
Ortalama arter basmnci, SvO,: Mikst vendz oksijen satiirasyonu, Ki: Kardiyak indeks, PaO,: Parsiyel
arteryel oksijen basinci, FiO,: Inspiratuar oksijen fraksiyonu, INR: Internasyonel normalize edilmis oran,
aPTT: Aktive parsiyel tromboplastin zamanti



2.1.1. Endotoksin ile Indiiklenen Sepsis Patogenezi

Sepsis sistemik inflamasyon, koagiilasyon ve bozulmus fibrinoliz seklinde
ilerleyen bir tablodur. Sepsis fizyopatolojisinde, patojenler ve inflamatuar yanit yer
almaktadir. Yapilan arastirmalarda dokularda olusan enfeksiyon ve travmatik hasar
sonucu viicutta humoral sistemin aktive oldugu ve cesitli sitokinlerin salindigi

gosterilmistir (22, 37, 77).

Sepsisin gelismesi i¢in mikroorganizmanin kendisinin konakg¢iy1 enfekte etmesi
gerekli degildir. Patojene ait sinyal {iriinleri ve toksinlerin lokal veya sistemik yayilmasi
da sepsisi baslatabilir. Sepsis en sik Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere ikincil
olarak gelisir. Daha az siklikla viriisler, mantarlar ve protozoalara ikincil olarak da
gelisir. Gram pozitif bakterilerin tedavisindeki etkinlik Gram negatif bakterileri sepsiste
on siraya almaktadir. Gram negatif bakterilerin daha sik etken olmalar1 nedeniyle sepsis

patogenezi ile ilgili calismalar Gram negatif sepsise yogunlagmustir.

Endotoksinler, Gram negatif bakterilerde hiicre duvarinda yer alan, etkinligi iyi
bilinen lipopolisakkarit (LPS) yapidaki olusumlardir. Lipopolisakkarit bakteri dis
membrant icine yerlesmistir. LPS’nin lipit A kismi bakteri duvarina tutunmayi

saglamakta olup, biitiin Gram negatif bakterilerde ortaktir.

Polisakkarit Fosfolipit

O - spesifik zincir Merkez Bdlge

Tekrarlayan Birim Dis Merkez

i Merkez

Sekil 2. Gram negatif bakteri LPS endotoksinin kimyasal yapis1 (9, 114).

(Hep) L-gliserol-D-manno-heptoz; (Gal) galaktoz; (Glc) glukoz; (KDO) 2-keto-3-deoksioktonik asit;
(NGa) N-asetil-galaktozamin; (NGc) N-asetil-glukozamin.



Lipopolisakkaritler, agirlikli olarak lipofilik /ipit A bdlgesi ile kovalent baglh
hidrofilik poli- ve oligosakkarit kisimdan olusan oldukca 1siya dayanikli amfifilik
molekiillerdir (Sekil 2) (9). Lipopolisakkarit yapisindaki endotoksinin lipit A bolimii
toksisiteden sorumludur. Ayrica Gram pozitif bakterilerin hiicre duvar1 yapisal
komponentleri (peptidoglikan ve teikoik asitler), kapsiil antijenleri ve ekzotoksinler
(Staphylococcus aureus’un toksik sok sendromu toksinleri (TSST), Streptococcus
pyogenes’in pirojenik toksinleri, Pseudomonas aeruginosa’nin ekzotoksin A’si),
mantarlarin hiicre duvar1 antijenleri, viral veya paraziter antijenler inflamasyona neden
olabilir (22). Bu antijenik yapilar dolasimdaki mononiikleer fagositik hiicreleri CD14
reseptoriine baglanarak uyarirlar. Monositlerden tiimor nekroz faktorii (TNF), interlokin
1 (IL-1), IL-6, IL-8 ve trombositleri aktive eden faktér (PAF) salinir. IL-1 ve IL-6 T
hiicrelerini aktive ederek vy-interferon (IFN-y), IL-2, IL-4, graniilosit-monosit-koloni-
stimulan faktorlerin (GM-CSF) salgilanmasimi saglar. Bu sitokinler sistemik olaylarin
devammi kontrol altina almak icin lokal enfeksiyonun ortadan kaldirilmasinda cok
yararli olurken, siddetli sepsiste asir1 iiretilen mediyatorler ve pihtilasma faktorleri
kiigiik damarlarin endotelinin harabiyetine yol agabilir ve bu durum Gram negatif
sepsisini hizlandirir (149). Endotelin zedelenmesi hemodinamik degisiklikler ve organ
yetersizligi ile sonuglanir. TNF l6kosit yiizeyindeki adezyon molekiillerini aktive
ederek notrofillerin endotel hiicrelerine yapismasina neden olur. Aktive olmus
notrofillerin degraniilasyonu sonucu agiga ¢ikan proteazlar ve toksik oksijen radikalleri

endotel hiicresinin zedelenmesini kolaylastirir (97).

Hayvan hiicreleri ile lipit A’nin etkilesimini baslatan olaylarn bir¢ogu son on yil
icerisinde aydmlatilmistir. Plazmada bulunan 6zel bir lipit transfer proteini lipit A
molekiiliinii  bakteriden opsonik bir reseptor olan CDI14’e aktarir (149).
Lipopolisakkaritin amfifilik yapisindan dolayr Gram negatif bakteriden agregatlar
seklinde serbestlesir. Bu agregatlardan CD14’e LPS monomerlerinin spontan diflizyonu
cok yavas gerceklesir.  Lipopolisakkaritin ~ monomerler seklinde transferi
Lipopolisakkarit Baglayic1 Protein (LBP) olarak adlandirilan, baslica hepatositler
tarafindan ayn1 zamanda da epitel ve kas hiicrelerinden de sentezlenen 58 — 60 kDa’luk
bir akut faz plazma proteini tarafindan gerceklestirilir (76, 90). Lipopolisakkarit

baglayici protein agregat halindeki endotoksinleri monomerler halinde ya membrandz



CD14 (mCD14) ya da soluble CD14 (sCD14) veya lipoproteinlere -6zellikle HDL ye-
aktarir. Bu siiregc CD14 {izerinden hiicre aktivasyonuyla veya HDL {izerinden LPS’nin
notralize olmasiyla sonuglanir. Bundan dolay1 her iki siire¢ arasindaki denge konagin

LPS’ye verecegi cevabin belirlenmesinde 6nemli rol oynar (Sekil 3) (76).

LPS:LBP <«— [LPS],+ LBP <«—— Gram (-) Bakteri

B
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Sekil 3. LPS, LBP ve CD14 arasindaki etkilesim (76)

CD14, oncelikli olarak myeloid hiicrelerin ylizeyinde bulunan glikozile
fosfatidilinositol- bagli (GPI) bir proteindir. Transmembran ve intraseliiler domaini
yoktur bundan dolayr LPS sinyalini hiicreleri aktive etmek i¢cin membranel alandan
sitoplazmik alana iletemez. Membrana bagli CD14 ile kenetlendikten sonra LPS-LBP
kompleksi, MD-2 (myeloid diferansiasyon faktor-2) olarak adlandirilan ekstraselliiler
bir adaptor proteine aktariir (8, 21). MD-2"nin hidrofobik cebine baglanan LPS’nin
molekiiler plan1 Park ve arkadaslari tarafindan yapilan LPS — MD-2 ve TLR4 (Toll
benzeri reseptér 4 [Toll Like Receptor 4])’iin atomik yerlesimleri ve kristalizasyon

calismalariyla bugiin daha kesin bir sekilde bilinmektedir (Sekil 4) (139).



a Dimerizasyon arayiizi

Birincil
arayiiz

Sekil 4. (a) TLR4-MD-2-LPS kompleksinin simetrik dimer yapisinin iistten
goriiniisi (139)

Birincil arayiiz LPS baglanmadan &nce TLR-4 ve MD2 arasinda sekillenir. LPS’nin baglanmasi
dimerizasyon arayiiziinii olusturur. (b) Kompleksin yandan goriiniisii. LPS’nin Lipit A bileseni kirmizi
renkle, i¢ kisimdaki karbonhidratlar pembe renkle gosterilmistir. Lozin — zengin tekrarlarmn (LRR)
TLR4’teki modiil sayilar1 ve MD-2’nin § kirmali tabakadaki isimleri siyah renkle yazilmigtir. TLR4, N —
terminal, merkez ve C — terminal kisimlarna boliinmiistir. LRRNT ve LRRCT modiilleri LRR
modiillerinin amino ve karboksi u¢ bolgelerini igerir

Alt1 agil grubu tasiyan, 12 — 14 karbonlu yag asitleri baglh lipit A molekiili MD2
proteinine siki1 bir sekilde baglanirken LPS’nin yapisinda daha uzun zincirli yag asitleri
(C16-C18) veya daha kisa zincirli yag asitleri (C8-C10) varliginda MD2’ye uygun
sekilde baglanamaz ve MD2-TLR4 kompleksini aktive etmede ¢ok zayif kalir (132).

LPS:LBP-MD2 kompleksi TLR4’lin ekstraselliler kismma bir kere
baglandiginda, iki dimerik LPS:LBP-MD2-TLR4 kompleksi, iki TLR4 molekiiliiniin
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hiicre i¢i ve transmembran kisimlarmni birbirlerine daha yakim hale getirmek igin bir
araya gelerek birlesir (daha ¢ok hiicre ylizeyi boyunca lipit agregatlar1 seklinde). Bu
olaylar zinciri, hiicre i¢i sinyal trafigini baslatict TLR4’iin TIR adaptor domaininin

devreye girmesini saglar.

TLR4 ligant1 ile baglandiginda, hiicresel aktivasyon icin iki olasi mekanizma
devreye girer. Bu mekanizmalar ya MyD88 (myeloid diferansiasyon faktorii 88) yolagi
ya da TRIF (Toll-like reseptdr domain adaptor indiiklii interferon - B) yolagi lizerinden

ilerler (Sekil 5) (21, 173).

TLR4

MyD88

&
0> oD@

Erken Faz NF-KB i GegFaz
l i NF-xB

IFN-B, IFN-uyanmli
gen tirdinleri

l inflamatuar sitokinler I

I11yD88-bagimli yol ' lyD88-bagimsiz yol

Sekil 5. MyD88-bagimli ve MyD88-bagimsiz TLR4 sinyal yolagi (7)

Myeloid diferansiasyon faktor 88 bagimli yolakta TLR4’iin hiicre yiizeyinde
LPS taninmasinda rol oynayan adaptor proteinler oldugu gibi sitoplazmik bolgede de
sinyal {iretimi i¢in birtakim adaptér molekiillere ihtiyac vardir. Bu sinyal kaskad1 i¢inde
yer alan adaptorler MyD88, IL-1R iliskili protein kinazlar (IRAKx), TGF-f aktive kinaz
1 (TAK1), TAKI1 baglayan protein 1 ve 2 (TABI ve TAB2) ve tiimor nekroz faktorii
iliskili faktor 6 (TRAF6)’dir (181). MyD88 TLR3 hari¢ diger tiim TLRler ile birliktelik

halindedir ve IL-6 ve IL-12p40 iceren inflamatuar sitokinlerin uyarilmasi igin
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gereklidir. MyD88’in C — terminal bolgesi TLR ile baglantida rol oynayan TIR
domainine sahip iken N — terminal bdlgesi IRAK-4 basta olmak tizere diger IRAK
kinazlar i¢in aktivasyon bolgesi tasir. Bununla birlikte TRAF6, IkB kinazlar (IKKa ve
IKKp) iizerinden TAK1 aktivasyonu saglanir. MyD88 geni olmayan farelerde TNFa,
IL-6, IL-12p40 gibi sitokinlerin tliretimi ve TLR ligantlarma verilecek hiicresel
cevaplarda defektler s6z konusudur (7). Bu nedenle MyD88 TLR ailesi iiyelerinin

aracilik ettigi sitokin saliiminda esansiyeldir.

TLR4 sinyal iletiminde MyD88 bagimli olmayan yolakta ise LPS kokenli
dendritik hiicrelerin olgunlasmas1 ve IFN uyarimli gen ekspresyonu gerceklesir. Bu
yolagin en belirgin adaptér molekiilii olan TRIF (TIR-domain-containing adaptor
protein inducing IFN- ) TLR3 ile dogrudan birliktelik gosterirken TLR4 i¢cin TICAM-2
olarak adlandirilan (TIR-domain-containing molecule 2) molekiil gereklidir. TRIF
bagimli bu yolak IKKe — TBK1 — IRF3 adaptor proteinleri iizerinden ya da TRAF6
aracilifiyla NF-xB aktivasyonuna yol agar (Sekil 6) (7).

Bu yolaklarda gerceklesen sinyalizasyon olaylar1 spesifik tirozin ve treonin/serin
kinazlarin sekansiyel aktivasyonlariyla meydana gelir. Bu sinyal kaskadi en sonunda
diger transkripsiyonel aktivatorler ile birlikte inhibitor «kB’nin (IxkB) yikilimi,
ubikitinlenmesi ve fosforillenmesine neden olur. IxB’nin yikilimi niikleer faktor kB’ nin
(NF-kB) c¢ekirdek membranina baglanma bélgesini serbestlestirir ve cekirdek igine
gecisini kolaylastirir. Pihtilasma faktorleri, kompleman ve diger akut faz proteinleri,
sitokinler, kemokinler ve nitrik oksit sentaz genleri promotor bdlgelerinde NF-xB
baglanma bolgesi tasirlar. LPS maruziyetinden sonra inflamatuar sitokinler ve diger
inflamatuar mediyatorlerin agiga ¢ikmasi genel anlamda inflamasyon, prokoagiilan

aktivite, doku hasar1 ve septik soka zemin hazirlar (42, 150).
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LPS Ekstraselliiler
PGN, Lipopep, Flagella Ui Alan

JNK

Niikleer membran

Sitokinler X
CD80, CD83 AFP, NOS IFN-cevap genleri

Sekil 6. Insan Toll-Like Reseptorlerinin (TLRX) sinyalizasyon yolagi. TLR4’iin
sinyalizasyon kaskad1 gosterilmistir (42)

AFP = akut faz proteinleri; IkB = inhibitor subiinit kB; IFN = interferon; IKK =1 «B kinaz; IRAK =
interlokin-1 reseptor-iligkili kinaz; IRF-3 = IFN regiilator faktor; JNK = Janus N-terminal-bagh kinaz;
lipopep = bakteriyel (tri-acill) lipopeptid LPS = lipopolisakkarit; LRR = 16zin-zengin tekrar; LTA =
lipoteikoik asit; MALP2 = (di-agil)-makrofaj aktive edici lipopeptit-2; MEKK = mitojen-aktive protein
kinaz kinaz; MyD88 = myeloid farklilasma faktorii; NF-kB = niikleer faktor- kB; NOS = nitrik oksit
sentaz; PGN = peptidoglikan TAB2 =TAK baglayan protein 1 ve 2; TAKI1 = transforming growth
faktor-iliskili kinaz 1; TIR = Toll/interlokin reseptor; TIRAP = TIR adaptor protein; TRAF6 = timor
nekroz faktorii reseptor-iliskili faktér 6; TRAM = TRIF-bagimli adaptor molekiil; TRIF = TIR-domain
adaptor uyarimli IFN .

Niikleer Faktor Kappa B (NF-kf) immiin cevabin diizenlenmesinde, inflamatuar
mediyatorlerin genlerinin ifadelenmesinde gerekli redoks — duyarli transkripsiyon
faktoriidiir (93). Bilinen NF-«f aktivite uyaricilar1 reaktif oksijen tiirleri (ROS), tiimor
nekroz faktérii alfa (TNF-o0) (55), Interlokin 1-beta (IL-1B), bakteriyel
lipopolisakkaritler (146), isoproterenol (174), kokain (71), hipoksi (31) ve iyonize

radyasyondur (183). NF-«B dogal ve kazanilmig immiiniteden sorumlu genlerin
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diizenlenmesinde merkezi bir noktada olup promotodrlerinde NF-kf3 baglanma bolgesi

tastyan genlerin bazilarmin ifadelenmesini saglar (3).

Tablo 3. Niikleer Faktor Kappa B i¢in hedef genlerin kismi listesi (3)

Smif Hedef Gen

Immiinoglobulin « - hafif zincir
Interlokin 2 reseptor o zinciri
Immiinoreseptorler Biiyiik Doku Uygunluk Kompleksi Smif I (MHC I)
Trombosit - Aktive Edici Faktor Reseptor
Doku Faktorii

Endotelyal Lokosit Adezyon Molekiilii 1 (ELAM1)
Hiicre Adezyon Molekiilleri Vaskiiler Hiicre Adezyon Molekiilii 1 (VCAMI)
Interseliiler Hiicre Adezyon Molekiilii 1 (ICAM1)

Tiimor Nekroz Faktorii-o (TNF-a)
Interlokin 18 (IL-1p)

Interlokin 2 (IL-2)

Interldkin 6 (IL-6)

Interlokin 8 (IL-8)

Interlokin 12 (IL-12)

Graniilosit Koloni Stimiilan Faktor (G-CSF)

Sitokinler ve
Biiyltime Faktorleri

Makrofaj Inflamatuar Protein 1o (MIP-10)
Makrofaj Inflamatuar Protein 1 (MIP-2)

C - Reaktif Protein (CRP)
Lipopolisakkarit Baglayic1 Protein (LBP)
IxB-a

NF-«B prekiirsor p105

NF-«B prekiirsor p100

Nitrik Oksit Sentaz (NOS)
Diger Siklooksijenaz 2 (COX-2)
Fosfolipaz A;

Kemokinler
Akut - Faz Proteinleri

Transkripsiyon Faktorleri ve
Sub-iinitleri
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2.2. inflamatuar Mediyatorler

Inflamatuar doku yanit1 olusmasinda rol oynayan mediyatdrlerden ilk kesfedilen

histamin olmakla birlikte sayilar1 giderek artmaktadir. Sepsisli hastalarda 1986 yilindan

bu zamana kadar cok g¢esitli inflamatuar sitokinler tespit edilmistir (Tablo 4).

Mediyatorler hasarli dokudan, hiicrelerden veya plazmadan koken alan ¢esitli kimyasal

maddelerdir. Genel 6zellikleri:

Plazma kaynakli mediyatorler (komplemanlar) biyolojik aktivasyon i¢in ¢esitli
proteolitik degisiklikler gecirirler. Hiicre kaynakli olan mediyatorler uyaran
olmadig1 durumlarda intraselliiler graniillerde (histamin mast hiicrelerinde)
depolanirlar; ihtiya¢ oldugunda salgilanir veya bir uyariya karsi yeniden sentez
edilirler (6rnegin: prostaglandinler).

Aktivasyon ve salmim bu mediyatorlerin ¢ogunun metabolik degisime
ugramasina (arasidonik asit metabolitleri) veya enzimatik inaktivasyonuna
neden olur (kininaz bradikinini inaktive eder).

Mediyatorlerin biiyiik bir cogunlugu ilgili hiicrelerdeki reseptorlerine baglanarak
hedef hiicrede ikincil mediyator ¢ikigini uyarabilir. Bu ikincil mediyatorler
hiicreyi uyaran mediyatdrlere benzeyebilir veya aynisi olabilir. Bununla birlikte

karsit aktivite de gosterebilirler (106).

Sepsiste ortaya ¢ikan asir1 inflamatuar cevap, karsit etki gosteren molekiil,

mediyator ve sitokinlerle dengelenmeye, diizenlenmeye calisilir. Bu olaylar zinciri

icerisinde yer alan mediyatorleri asagidaki basliklar altinda smiflandirmak miimkiindiir.

14



Tablo 4. Inflamasyon siirecinde rol oynayan spesifik kimyasal mediyatdrler (106 no.lu

referanstan modifiye edilmistir)

Kimyasal Mediyatorler
Vazoaktif aminler Histamin, Serotonin
Kininler Bradikinin, Kallikrein
Kompleman
Plazma Proteazlart Sistem C3a, C3a, C5b-9
Koagiilasyon - o . .
Fibrinolitik Fﬂzrlnopeptltler ve fibrin yikim
. iirtinleri
Sistem
Siklooksijenaz Prostaglandinler, Tromboksanlar,
Yolu Endoperositler
Lokotrienler,
Aragidonik Asit Metabolitleri . . Hidroperoksieikozatetraenoik asit
Lipoksijenaz
Yolu (HPETE),

Hidroksieikozatetraenoik asit
(HETE)

Lékosit Uriinleri

Lizozomal proteazlar, Serbest Oksijen Radikalleri

Trombosit Aktive Edici Faktor
(PAF)

Sitokinler

Biiyiime Faktorleri

Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF), Fibroblast
Biiyiime Faktorii (FGF), Trombosit Kokenli Biiyiime

Faktérii (PDGF),

Diger Mediyatorler

Arjinin/Arjinaz/Nitrik oksit, P maddesi, Kalpainler,

Hem oksijenaz-1

2.2.1. Sitokinler

Sitokinler primer olarak immiin sistem hiicreleri tarafindan sentezlenen kiiclik

(8-26 kDa), oldukg¢a aktif molekiillerdir. Pro-inflamatuar sitokinlerin dolagimdaki

diizeyleri saglikli bireylerde diisiik veya tespit edilemeyecek diizeydedir fakat patojenik

mikroorganizmalar tarafindan konagin enfekte olmasi salimimlarmi uyarir (129).

Bakteriyel ligantlarin TLRler lizerinden baslattig1 sinyal kaskad1 NF-xB aktivasyonuna
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ardindan TNF, IL-1, IL-6, IL-12, IL-8 gibi 6nemli bazi pro — inflamatuar sitokinlerin

transkripsiyonuna neden olur (170).

Tablo 5. insan sepsisinde diizeyleri artan sitokinler

Tiimor Nekroz faktorii (TNF) Monosit kemoattraktan protein-1 ve -2 (MCP-1& -2)
Interlokin-1 (IL-1) Transforming Biiylime Faktor-b (TGF- )
Interlokin-6 (IL-6) Lenfotoksin-o, (Lt- o )

Interlokin-8 (IL-8) Interlokin-12 (IL-12)

Losemi inhibitor Faktor (LIF) Makrofaj inflamatuar protein-1a &1 (MIP-10&1 B)
Interlokin-10 (IL-10) Interlokin-18 (IL-18)

Interldkin-1 reseptor agonist (IL-1ra)

Sitokinlerin sekresyonu, bakteriyel {irtinler, immiin kompleksler, toksinler,
fiziksel incinmeler ve ¢esitli inflamatuar olaylarla uyarilabilirler ve inflamasyonda en
onemlileri interlokinler (IL) ve tiimor nekroz faktdrii-alfa’dir (TNF-a). Ozellikle IL-1 ve
TNF-a bircok ortak biyolojik Ozellikleri paylasir. Her ikisi de aktive makrofajlar,
lenfosit ve diger hiicre tipleri tarafindan olusturulur ve pro-inflamatuar sitokinler olarak

adlandirilirlar (106).

Tiimor Nekroz Faktorii Alfa (TNF-a)

Bakteriyel lipopolisakkarit uyarimimni takiben monosit, makrofaj, dogal oldiiriicti
(NK - Natural Killers) hiicreleri, notrofiller ve T — hiicreleri tarafindan salgilanir. Cok
genis biyolojik fonksiyonlara sahip pleiotropik pro-inflamatuar bir sitokindir (62).
Konak hiicrelerin Gram negatif bakterilere kars1 esas mediyatoriidiir. TNF’nin hiicresel
kaynagi lipopolisakkarit ile aktive olan mononiikleer fagositlerdir. Insan TNEF’si
nonglikolize bir transmembran protein olup, molekiil agirhig: 17 kDa’dur. Iki ¢esit TNF
vardr. Bunlar, genellikle aktif makrofajlardan saliman TNF-a (kasektin) ile aktif T
hiicrelerinden salinan TNF-f (Lenfotoksin)’dir (2, 87, 166).

Timor nekroz faktorii alfa’nin pleiotropik etkilerine iki farkli, fakat yapisal
olarak benzer TNF reseptorleri aracilik eder. TNFR1; 60 kDa reseptor 1 ve TNFR2; 80

kDa reseptor 2 olarak adlandirilan bu reseptdrler tip 1 transmembran glikoproteinlerdir
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ve TNF reseptor siiperailesinin iiyeleridir. TNFR1 ve TNFR2 eritrositler disinda hemen
hemen tiim canli hiicre tiplerinde bulunur. TNFR1 cogunlukla her yerde bulunurken,
TNFR2 daha ¢ok endotel hiicreleri ve hematopoietik kokenli hiicrelerde baskindir. Her
iki reseptorde TNF’ye yiiksek bir afiniteyle baglanabilir (176).

TNFRI’in hiicre i¢i fonksiyonel alt birimleri, hiicre i¢i adaptor proteinlerle
etkileserek TNF’nin biyolojik aktivitesinin koordinasyonunda hiicre i¢i sinyallerle
uyum saglar. TNFR1, C — terminal 6lim domaini ve birbirine yakin konumlanmis N-
SMaz (notral sfingomyelinaz) ile A-SMaz (asidik sfingomyelinaz) aktive edici
domainleri (NSD ve ASD) olmak iizere li¢c fonksiyonel domainden olusmaktadir. Bu
domainler hiicre disindan gelen TNF sinyallerini hiicre i¢i adaptor proteinlere aktarirlar.
TNFR1 iliskili 6liim domaini (TRADD) reseptdriin 6liim domainine baglanarak hem
apoptotik hem de antiapoptotik yolakda rol oynar. TNF’ nin proapoptotik etkilerine ASD
domaini lizerinden fosfotidilkolin — 6zel fosfolipaz ¢ (PC-PLC) aktivasyonu aracilik
eder. N-SMaz iliskili faktor (FAN) TNFRI1’in NSD domainine baglanarak TNF’nin
cesitli inflamatuar cevap ve hiicre proliferasyonuyla sonuclanan olaylarma aracilik eder.
NSD domaini inflamatuar cevap ve hiicre proliferasyonunun TNF aracili
diizenlenmesinde merkezi bir noktadadwr. N-SMaz iligkili faktér (FAN) bir
sfingomyelin yikim {riini olan seramid {retimi {iizerinde oOzellikle N-SMaz’1
aktifleyerek ayarlayicit fonksiyon goriir. Plazma membraninda seramid iligkili protein
kinazlar1 (CAPK) aktifler ki bu aktivasyon sitoplazmik raf-1’1 fosforile eder. Aktive raf-
1 swrayla MAP kinaz kaskadini ve MAPK/ERK’1 (ekstraselliiler sinyal-diizenleyici
kinaz) ve fosfolipaz A2’yi aktive edebilir. Fosfolipaz A2 arasidonik asit metabolitleri
olan lokotrienler ve prostaglandinlerin iiretiminden sorumludur (Sekil 7). Bu

metabolitler TNF’nin proinflamatuar aktivitelerine katki saglarlar (176).

TNFR2 aracili sinyalizasyon daha az karakterize edilmekle birlikte TNF’nin T
ve B hiicre proliferasyonunu saglayan etkilerine aracilik eder. TNFR2 insan ve
kemirgen aktive T hiicrelerini apoptozisi indiikleyerek baskilar. TNFR2’nin hiicre ici
Olim domaini olmamas1 apoptozisi indiiklemekte farkli mekanizmalar iizerinden etki
gosterdigini  desteklemektedir. Anti — apoptotik bir protein olan Bcl-xL’nin
baskilanmas1 TNFR2 nin indiikledigi apoptozisle korelasyon halindedir (176).
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Sekil 7. TNF Reseptor -1 aracili sinyal iletim yolaklar1 (176)

TNF nanomolar konsantrasyonlarda 16kosit ve endotel hiicreleri i¢in lokal olarak
parakrin ve otokrin diizenleyicidir. Diisiik yogunluklarda (<10 M) biyolojik etkileri
sunlardir: ICAM-1, VCAM-1 ve E-selektin gibi hiicre yiizey adezyon molekiillerinin
yapimini artirarak l6kositlerin adezyonuna destek olur. Boylece lokositlerin hiicre
ylizeyine tutunmasi ve endotelyal bariyerden gecisini hizlandirir (185). Pro-inflamatuar
sitokin iiretiminde “mastir diizenleyici” olarak gorev yapar (138). Endotel hiicreleri ve
makrofajlar1 kemokin salmimi i¢in uyarir (1). TNF hepatosit kokenli akut faz

proteinlerinin salmimini uyarir (1).

Gram negatif bakteriyel sepsis durumlarinda ¢ok yiiksek miktarda (>107 M)
TNF iiretilir ve serum TNF yogunlugu artar. LPS enjeksiyonundan 30 dakika sonra
serumda goriilmeye baslar ve 60 — 90 dakika igerisinde pik diizeylerine ulasir.

Memelilerde 10 — 20 dakikalik yarilanma omrii vardir (122).
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Interlokin — 6 (IL-6)

Interlokin 6-tip sitokin ailesi IL-6, IL-11, LIF (16semi inhibitér faktdr), OSM
(onkostatin M), CNTF (siliar noétrofik faktér), CT-1 (kardiotrofin-1) ve CLC
(kardiotrofin-benzeri sitokin) liyelerinden olusur. Farklilasma, hayatta kalma, apoptoz,

cogalma gibi fonksiyonlarin siirdiiriilmesinde hedef genleri aktive ederler (72).

Interlokin-6 ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip, hem lenfoid (T ve B hiicreleri)
hem de lenfoid olmayan hiicreler (makrofajlar, kemik iligi stroma hiicreleri,
fibroblastlar, keratinositler, mezengial hiicreler, astrositler, endotel hiicreleri) tarafindan
iiretilen, immiin reaktivite, akut faz cevap, inflamasyon, onkogenez ve hematopoezi

diizenleyen pleiotropik bir sitokindir (56, 176).

Interldkin-6, 21 — 28 kDa molekiiler kiitleye sahip bir glikoprotein olup 4 —
heliks kivrimli yapiya sahiptir IL-6 ii¢ farkli reseptér baglanma bdlgesine sahiptir.
Bolge 1; IL-6 reseptorii ile baglant1 kurar, Bolge 2; domain 2 ve 3 arasinda gp130 ile
baglant1 kurar, Bolge 3; domain 1 veya gp130’un Ig- benzeri domaini ile baglant1 kurar

(Sekil 8) (161).

Insan ve fare IL-6 geni yaklasik 5 — 7 kilobaz uzunlugundadir ve her ikisi de 5
ekzon ve 4 intron bdlge icerir (191). Insan IL-6 geni 7. kromozomun kisa kolu iizerinde

(7p15-21) (164) lokalize iken, fare IL-6 geni 5.kromozom iizerindedir.

Interldkin-6 gesitli uyaranlar tarafindan diizenlenir. T — hiicreleri veya T — hiicre
klonlarinda T — hiicre mitojenleri ya da antijenik uyaranlarla tiretimleri uyarilir. Monosit
ve fibroblastlarda LPS IL-6 iiretimini artirirken, glukokortikoitler bu iiretimi baskilar.
IL-1, TNF, IFN-B, trombosit — kokenli biiylime faktéri (PDGF), protein kinaz C,
kalsiyum iyonofor A23187 gibi hiicre i¢i siklik AMP derisimini artirict ajanlar ayni
zamanda IL-6 {iretimini de uyarirlar. Oysa IL-4 ve IL-13 monositlerde IL-6 tiretimini

durdururlar (176).
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Sekil 8. IL-6 tersiyer yapisi (72)

Interlkin-6 birgok akut faz proteinin iiretiminde esas uyaran iken (59), diger

sitokinler akut faz proteinlerin alt gruplar1 lizerinde etki gdsterirler.

Interlokin 6’nin biyolojik aktivitelerine aracilik eden reseptdr kompleksi 2 alt
birimden olusur. Bunlardan a alt birim IL-6R olarak isimlendirilen tip 1 transmembran
glikoprotein (CD126, gp80) ve B alt birim tip 1 transmembran sinyal degistirici protein
gpl130 (CD130)’dan olusur. Hedef hiicrelerde, IL-6 ilk dnce membrana bagl sinyal
aktivitesi olmayan a reseptor IL-6R (mbIL-6R)’ye baglanir. Daha sonra bu kompleks
gpl30’un iki molekiiline baglanr ve JAK/STAT, ERK ve PI3K sinyal uyum
yolaklarmi aktive eden IL-6 sinyal aktarimi gergeklesir (161). IL-6 ve IL-11 bu sitokin
ailesi igerisinde sinyal aktarimini sadece gp130 homodimerleri lizerinden gergeklestiren
sitokinler olup, diger IL-6 sitokin ailesi iiyeleri sinyal aktarimini ya gpl30
homodimerleri, LIFR (LIF, CNTF, CT-1 ve CLC) veya gpl30 ve OSMR (OSM)
araciligiyla gerceklestirirler (Sekil 9) (72).
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gp130/gp130 LIFR / gp130 io.OSMR / gp130

IL-6 IL-11 LIF CT41 CNTF OSM

Sekil 9. IL-6 tipi sitokinlerin reseptdr kompleksleri (72)

Molekiiler agirligi 130 — 150 kDa olan gpl130, 6 ekstraselliiler, tek bir
transmembran ve bir sitoplazmik domainden olusan glikolize tip 1 transmembran
proteindir. Gp130 N- terminal Ig — benzeri domain (D1), bunu takip eden iki sitokin
baglama bdlgesi (CBD; D2 ve D3) ve ti¢ fibronektin-benzeri (FNIII) domainden olusur
(D4-D6). N- terminal yerlesimli domain 2 birbirlerine disiilfit kdpriileri ile baglh iki ¢ift
sistein kalintis1 igerir. C-terminal yerlesimli D3 Trp-Ser-X-Trp-Ser (WSXWS) motifi
icerir (161).

aA aoaB aC aD
IL-6

CBM
Ig-like FNIII

CBM box1
FNIII FNIIl FNIIl  FNIII FN"' TM‘ bOX2

Ig-like

Sekil 10. IL-6, IL-6R ve gp130’un yapisal organizasyonu (72)

Gp130 tastyan sitokin reseptorlerinin birgogunun intrinsik katalitik domainleri
yoktur. Janus ailesi tirozin kinazlarin (JAK1, JAK2, JAK3, Tyk-2) bulunmasiyla

sitokinlerin ve hormonlarin sinyal iletimleri konusunda 6nemli bir nokta aydinlatilmig

21



oldu. Bununla birlikte, sinyal aktaric1 ve transkripsiyon aktivatorii (STAT) niin sitokin
sinyal aktarim yolaklarinda merkezi bir role sahip oldugunun belirlenmesiyle sitokin

sinyalinin ekstraselliiler — intraseliiler — niikleus siireci de biiyiik 6l¢iide belirlenmistir.

Otofosforilasyon 6zelligi bulunan bu tirozin kinaz ailesi iiyelerinden 6zellikle
JAK1, IL-6 sinyal iletiminde esansiyeldir ve yoklugunda sinyalizasyon 6nemli 6lciide

bozulur (67, 153). Gp130 ve JAK1 arasindaki baglant1 son derece sik1 ve dayaniklidir.

Janus ailesi tirozin kinazlar sitokin reseptorlerinin box-1 ve box-2 olarak
adlandirilan membran-proksimal bolgesine baglanirlar. JAK’larmm sinyal aktarim
gorevleri disinda bazi sitokin reseptorlerinin eksprese edilmelerinde de gorev
istlenirler. JAK1, JAK2 ve Tyk-2’nin birlikte ekspresyonlar1 insan OSMR yiizey
reseptorlerinin ekspresyonlarini artirir. Tyk-2 IFN-a reseptor 1 zincirinin ylizey

ekspresyonunda dnemlidir (72).

( Gen Ekspresyonu )
\ = =

Sekil 11. IL-6 aktivasyonlu JAK/STAT yolagi ve MAPK kaskad1 (72)

Interlokin-6"nin dogal bagisikhiktan kazanilmis bagisikliga gecis sirasinda ¢ok
onemli bir roli oldugunu isaret eden calismalar mevcuttur. Akut inflamasyon,
inflamasyon bolgesinde reaktif oksijen tiirleri ve notrofil kokenli proteazlarin
birikimiyle artacak olan doku hasarindan korunmak i¢in nétrofil infiltrasyonunun yerini

24-48 saat sonra monositler ve T-hiicrelerine birakmasi ile karakterize bir siirectir.
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Mikrobiyal {irtinler, IL-1B veya TNF-a tarafindan aktive edilen diger vaskiiler
elementlerle birlikte endotel hiicreleri, inflamasyonun baslangic fazinda ndtrofillerin
bolgeye cekimine yol acan IL-6 ile birlikte cesitli kemokinleri de iretir. Saldirgan
notrofillerdeki IL-6R’nin proteolitik islemleri sonucunda doku hiicrelerinde IL-6
sinyalizasyonunu harekete gecirir. Bu durum, notrofil gociinii hizlandiran kemokinlerin
baskilanmasi ve monosit gocilinii artiran kemokinlerin iiretiminin hizlandirilmasiyla
inflamasyon bolgesinde notrofillerden monositlere dogru yeniden bir diizenlenmeye yol

acar (81, 92, 96, 155).

IL-6” farelerde peritonel inflamasyon analizi IL-6’nin T-hiicre takviyesi i¢in
gerekli oldugunu ortaya koymustur. 1L-6 sinyalizasyonu T-hiicre ¢ogaltimini saglayan

kemokinlerin ekspresyonunu baslatir, T-hiicrelerini apoptoza girmekten korur (15).

B ve T hiicre farklilasmasida IL-6 ¢ok onemli bir rol iistlenir. IL-6 ilk baslarda
B-hiicre kiiltliriinde antikor iiretimini artirici faktor olarak tanimlanmaktaydi. Son
zamanlarda IL-21 {iretimini artrmak suretiyle CD4" T-hiicrelerinin B-hiicrelerine

yardimci yeteneklerini destekler (48).

Hepatositler tarafindan akut faz proteinlerinin sentezi IL-1, TNF ve HSF
(hepatosit uyarict faktor) gibi ¢esitli faktorler tarafindan diizenlenir. Rekombinant IL-
6’nin HSF gibi fonksiyon gosterebilecegi bulunmustur ve HSF aktivitesi IL-6 molekiili
ile diizenlenebilmektedir. IL-6 HepG2 insan hepatoma hiicre kiiltiiriinde fibrinojen, al
antikimotripsin, al asit glikoprotein ve haptoglobin gibi ¢esitli akut faz proteinlerini
indiikler. Bu proteinlere ek olarak insan primer hepatositlerinde serum amiloid A, C-
Reaktif Protein ve al antitripsini de uyarir. Siddetli yanik vakalarinda ates ve CRP ile
IL-6’nin 1yi korelasyon gosterdigi bildirilmektedir. Ayn1 zamanda cerrahi operasyon
geciren hastalarda serum CRP diizeylerinin yiikselmesinden 6nce IL-6 diizeylerinde bir
artis tespit edilmistir. IL-6 yoksun fareler doku hasar1 veya enfeksiyon sonrasinda

siddetli bozuk inflamatuar akut faz cevab1 gostermektedirler (176).
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2.2.2. Arasidonik Asit Metabolitleri (Eikozanoidler)

Eikozanoidler (IUPAC adlandirmasi ikozanoidler) (Yunanca eicosa = yirmi)
yirmi karbonlu esansiyel yag asitlerinin (EFA) oksidasyonu ile olusan, giiclii biyolojik
etkinlik gdsteren endojen sinyal molekiilleridir (Tablo 6). Eikozanoidler omega-3 (®-3)
ya da omega-6 (w-6) yag asitleri deriveleridir. Omega-3 (®-3) ve omega-6 (w-6) yag

asitleri insan dahil bir¢ok hayvan tiirliniin dogru beslenmesi i¢in vazgecilmez oldugu

bilinen esansiyel yag asitleridir ve dolayisi ile, besinle alinmalar1 zorunludur.

Tablo 6. Eikozanoid Ailesi (115 no.lu referanstan modifiye edilmistir)

Eikozanoid Ailesi

Isim Biyosentez Yolu
Prostaglandinler Siklooksijenaz/prostaglandin sentazlar
Tromboksanlar Siklooksijenaz/Tromboksan sentazlar
Prostasiklinler Siklooksijenaz/Prostasiklin sentazlar
HPETEs ve HETEs Lipoksijenazlar ve Sitokrom P-450-bagimh

monooksijenazlar
Lokotrienler Lipoksijenazlar/Lokotrien sentazlar
Lipoksinler Lipoksijenazlar
15-Epi-lipoksinler Asetile Siklooksijenaz-2
Hepoksilinler Lipoksijenazlar
Trioksilinler Lipoksijenazlar

Epoksieikozatrienoik asitler
Izoprostanlar

Anandamid

Sitokrom P-450-bagimli monooksijenazlar
Non-enzimatik lipit peroksidasyonu

Bilinmiyor

Genel olarak, plazma zarindaki fosfolipidlerin 2. konusundan fosfolipaz A,

(PLA,) etkisi ile olusturulan arasidonat, prostaglandin (PG), tromboksan (TX), 16kotrien

(LT) ve lipoksin (LX) bilesiklerin sentezi i¢cin kullanilan ortak substrattir.

Eikozanoidler arasidonik asiti substrat olarak kullanan yolaklardaki enzimlerin
tiirtine gore siklooksijenaz {iriinleri, lipoksijenaz iirtinleri ve p450 monooksijenaz

iirtinleri seklinde li¢ ana baslik altinda incelenirler (Sekil 12). Her bir baslik altinda yer
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alan olaylar fizyolojik ve patolojik siireglerdeki rolleri ve etkileri bakimindan aralarinda

belirgin farklar vardir.

n-6 PUFAs

| serbest Arasidonik Asit (A8) |

= L s

Siklooksijenazlar (COX) Lipoksijenazlar (LOX) CYP450 Epoksijenazlar

COX-1 COX-2 5-LOX 12-LOX 15-LOX CYP4A CYP2C CYP2J

Asetile COX-2 5-H.ETES 12-H.ETES  15-H ETES
¥ * n-HETES EETs
PGG,
15-0pLXA, SHETES 12-HETES . ..o p
Prostaglandinler Lokotrienler lmt:dﬂ DHET_
PGH, LTA, LXA,
/ J * \ \ LT*C. LTB, LABy
PGD, PGE, PGF, PpGl, TXA, LTD,
(Prostasikhnler) (Trom boksankr) *
PG, LTE,

Sekil 12. Arasidonik Asitten koken alan Siklooksijenaz (COX), Lipoksijenaz (LOX) ve
Sitokrom P450 Epoksijenaz (Monoksijenaz) Uriinleri (182 no.lu referanstan modifiye
edilmistir)

EET:Epoksieikozaenoik asit, DHET: dihidroksieikozatrienoik asit (DHETs), Siklooksijenaz (COX),
Lipoksijenaz (LOX), hidroperoksieikozatetraenoik asit (HPETE), hidroksieikozatetraenoik asit (HETE)

Prostanoidler olarak adlandirilan siklooksijenaz  yolagi eikozanoidleri
prostaglandinler, prostasiklinler ve tromboksanlardir. Arasidonik asitten prostanoidlerin
olusma reaksiyonu iki basamakta gerceklesir. Birinci basamakta prostaglandin
endoperoksit sentaz enzimleri (siklooksijenazlar) araciligiyla arasidonik asitten
prostaglandin (PG) endoperoksit PGG; olusur. Daha sonra PGG,, peroksidaz etkisiyle
PGH,’ye indirgenir (115). Ikinci basamakta ise kararsiz olan PGH, spesifik dokularda
spesifik enzimlerle prostanoitlere doniisiirken, trombositlerde tromboksan sentaz enzimi

tarafindan tromboksanlara (TXA,, TXB;) doniisiir ( 49).

Prostaglandinler ve l6kotrienler, fiziksel, 1s1, kimyasal, bakteriyel ve ¢esitli

nedenlere bagli olarak inflamasyon belirti ve semptomlarinin ortaya ¢ikmasinda onemli
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rol oynarlar. Prostaglandinlerin damar gecirgenligi iizerinde dogrudan etkileri olmasa da
PGE, ve PGI; inflamasyon bdlgesinde 6dem olusumu ve 16kositlerin damar yatagindan
cikisini belirgin bir sekilde artirir. PGE, ¢ok giiclii bir proinflamatuar ve hiperaljezik
prostanoidtir (64).

Lipoksijenaz Enzim Yolagi, Lokotrienler ve inflamasyonda Rolii

Prostaglandinlerin aksine lokotrienler (LT), baskin olarak mast hiicreleri,
makrojlar ve polimorfoniikleer 1dkositler tarafindan iiretilir. Immiin kompleksler,
bakteriyel peptitler ve diger uyaranlarin yol agtig1 hiicresel aktivasyon 5-lipoksijenaz ve
PLA;’nin niikleus zarina translokasyonlarma yol agan olaylar zinciri akisma neden olur

(58).

Lipoksijenaz reaksiyonlar1 “hem” yapisinda olmayan demir igeren dioksijenazlar
tarafindan ¢oklu doymamis yag asitlerinin bir veya daha fazla cis,cis-1,4-pentadien

kalintilarma molekiiler oksijenin katilmasini katalize ederler (68).

Lipoksijenaz reaksiyonlar1 esit molar hidroperoksitlerin  eklenmesiyle
durdurulabilen bir lag fazi' ile karakterizedir ve muhtemelen Fe™ (inaktif, ferroz
form)’nin Fe™ (aktif, ferrik forma)’e oksidasyonu bu duruma yol agmaktadir. Bu da su
demektir ki hiicrelerdeki  hidroperoksit  diizeyleri lipoksijenaz  aktivitesini
etkilemektedir. Tamimlanmis bir¢cok reaksiyon (serbest radikal reaksiyonlari gibi)
cis,cis-1,4-pentadien yapmin C3’deki hidrojenin stereodzgiil uzaklastirilmasi ile
baglatilir. Bu durum karbon merkezli radikal olusumuna yol acar. Hidrojen proton ve
elektronlarina ayrisir ve Fe™’yi indirger. Paylasilmamus radikal elektronlar1 komsu ¢ift
bagin elektronlarindan biri ile birlesir. Boylece radikalin molekiiler oksijenin peroksi
radikaline doniistigli C5’e gocli I-cis,3-trans konjugedien olusumuna yol agar. Daha
sonra demir peroksi radikaline elektron transfer ederek oksitlenir ve peroksi anyonu
olusur. Demir protonlanarak (Feﬁ) enzim aktiflenir. Hidrojenin uzaklastirilmas: ve
oksijenin yerlestirilmesi substratin farkli kisimlarinda meydana gelir fakat aym
mekanizma ile stereodzgiillik olmaksizin non-enzimatik oto-oksidasyon ile de

kendiliginden geligebilir (68).

! Enerjinin verilmesi ile bunun sonucu olan hareketin meydana gelmesi arasinda gegen zaman
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Sekil 13. cis, cis-1,4-pentadien yapm lipoksijenasyon mekanizmasi (68).

Lipoksijenazlarin doniisiimiinii gerg¢eklestirdigi tiim sinyal molekiilleri arasinda
lI6kotrienlerin ayr1 bir yeri vardir ve Ozellikle inflamasyon mediyatorleri olarak
patofizyolojik rolleri ¢ok dnemlidir. Isimlerinden de anlasildig1 gibi 16kotrienler temel
olarak cesitli 16kosit tiplerinde iiretilirler. Lokotrienler iki major smifa ayrilirlar; 1.
Dihidroksi asit lokotrien B4 (LTB4), simdiye kadar bilinen en giiglii kemotaktik
ajanlardan biri, 2. Sisteinil-l6kotrienler (cys-LT), LTC4, LTD4 ve LTE4, cok giicli

spazmojenik ajanlardir (68).

Ug anahtar protein LT sentezinin baslamasinda gorev alir: sitozolik fosfolipaz
A2 (cPLA)), 5-lipoksijenaz (5-LOX) ve 5-lipoksijenaz aktive edici protein (FLAP)
(143). Bu ti¢ proteinin hiicre i¢i yerlesimleri ile ilgili yapilan ¢alismalar sanilanin aksine
ayr1 ayr1 degil birlikte lokalize olduklar1 ve bu lokalizasyon yerinin plazma membrani
degil c¢ekirdek zar1 oldugu yoniindedir. Bunlardan ilk elde edilen veri FLAP
molekiiliiniin c¢ekirdek zarinda bulundugudur (144, 186). Ikincisi ise, aktivasyon
esnasinda, cPLA, plazma membranmna dogru degil cekirdek zarina dogru hareket
ettiginin belirlenmesidir (61, 144, 145, 162). Ugiincii 5nemli bilgi ise cPLA, nin selektif
olarak cekirdek zarmin fosfolipitlerini hidroliz ettigidir (144). Sitoplazmik cPLA,
cekirdek zarmin fosfolipitlerinden arasidonik asiti (AA) serbestlestirir. Serbest AA
FLAP molekiiline baglanir, 5-LOX ile oksijenasyon reaksiyonu ger¢eklesir. Bu
reaksiyon sirasinda FLAP 5-LOX enzimine baglanmaz (186). Yine bu reaksiyonun

gerceklestigi bolgede LTC,4 sentaz enzimi de yer alir (Tablo 7) (Sekil 14) (140).
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| cekirdek

LTC, <€

-

sitoplazma

translokasyonu (144)

Sekil 14. Lokotrien sentezinde hiicre-ici yerlesim ve cPLA; ve 5-LOX’un

Tablo 7. LTA4 sentezinde rol oynayan enzimlerin hiicre i¢i yerlesimleri (128)

Dinlenme durumunda hiicresel

Aktivasyon durumunda

Protein konumu hiicresel konumu

cPLA; Sitozol Fparas, endoplasik sk
5-LOX Sitozol, niikleoplazma periniikleer membran

FLAP periniikleer membran periniikleer membran

LTA4-H Sitozol Sitozol, niikleoplazma

LTCs-S periniikleer membran periniikleer membran
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Lipoksijenaz Enzimleri
5 — Lipoksijenaz (5-LOX, Arasidonat S-Lipoksijenaz)

5-Lipoksijenaz (EC 1.13.11.34) ¢oziinebilir monomerik non-hem demir igeren
bir dioksijenazdir. Lokotrien sentezinin ilk iki basamagini kataliz ederek arasidonik
asitten  kararsiz epoksit ara irlin LTA4 meydana gelir. Graniilositler,
monosit/makrofajlar, mast hiicreleri, dendritik hiicreler ve B-lenfositler 5-LOX
iiretirken, trombositler, endotel hiicreleri, T-hiicreler ve eritrositler iiretemezler. Deride
Langerhans hiicrelerinde de giiglii bir sekilde sentezlendigi tespit edilmistir (69, 148).
Transforming Biiylime Faktorii-f (171), retinoik asit ve vitamin D3’ilin hiicre kiiltiirii
ortaminda enzim mRNA ve protein miktari artirdig: tespit edilmistir (148). Fare mast

hiicrelerinde IL-3 ve olgun noétrofillerde GM-CSF enzimi uyarmaktadir (68).

Enzimin polipeptit zinciri iki alt biriminden olusur; N-terminal regiilator bolge
ve C-terminal katalitik bolge. Non-hem demir C-terminal bdlgede yer alir. Demir atomu
His550, His372, His367 ve Ile673 aminoasit kalmtilar1 arasindaki bolgede tutulmaktadir
(Sekil 15) (152).

lle673
(lle1066)

His372
(His762)

His367

His757)
His550 (

(His943)

Sekil 15. 5-lipoksijenaz (152)
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Oksijenasyon reaksiyonunda, 5-LOX arasidonik asiti 5 (S)-hidroperoksi-6-trans-
8,11,14-cis eikozatetraenoik asit (5S-HPETE)’e doniistiiriir. 5-LOX’nun patates yumrusu
ve RBL-1 hiicrelerinde 7-(R)-déterio-aragidonat ile inkiibasyonu C7 pozisyonundan
hidrojenin koparildigini oksijenin antarafasiyal olarak yerlestirildigini gostermektedir
(147). 5-LOX lokotrien biyosentezinin bir sonraki basamagi olan LTAs’lin 5-
HPETE’den olusumunu da katalizler. Enzimin her iki aktivitesi de aktivatorler ve
inhibitorler tarafindan esit sekilde etkilenir. 5-HPETE’ nin LTA4’ e doniisimi ise
C10°daki pro-R hidrojenin uzaklastirilmasi ile baslatilir. Boylece arasidonik asit LTA4’e
dontistiigiinde yag asidinin omurgasinin ayni1 bdlgesinden ardisik 1ki H’nin

uzaklastirilmasi islemi gerceklestirilmis olur (Sekil 16) (128).

510
Fe?*
O«
HOOC N H H  Inaktif
5
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N LOOH/ Arasidonat
HO~O 5.L.0 /—\
5-HpETE I \
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5-To
. o
Fe & =
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R
H H
5L0
5.0 I
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: 10-0 PeN ;
1Oy H™ H
\ e0-0e

Sekil 16. 5-lipoksijenazin katalitik dongiisii (128, 147)
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5-LOX’nun oksijenaz aktivitesi i¢in gerekli diger substratlar, 5,8,11,14,17-
eikozapentaenoik asit, 5,8,/ /-eikozatrienoik asit, 5,8-eikozadienoik asit, 12-HPETE ve
15-HPETE’dir (45, 131, 179).

5-LOX kararsiz bir enzimdir, 0°C’de 30 dakika (156), 2°C’de 24 saat (179)
icinde yar1 aktivitesini kaybetmektedir. Kalsiyum (151) ve ATP (179) enzim aktivitesini
stimiile eder. Fosfatidil kolin (137) ve FLAP (57, 187) enzimin aktivitesinin
diizenlenmesinde rol oynayan diger faktorlerdir. 5-LOX gen aktivitesi baskilanmis

farelerde siddetli inflamasyonda azalmis immiin cevaplar ortaya ¢ikmaktadir (32,194).
12-Lipoksijenaz (12-LOX, Arasidonat 12-lipoksijenaz)

Insan trombositlerinde 1974 yilinda kesfedilen lipoksijenaz tiirii olup trombosit —
tipi 12-lipoksijenaz olarak tanimlanmistir. Molekiiler oksijen arasidonik asitin C12’ye
yerlestirilerek 12(S)-hidroperoksi-5,8,10,14-eikozatetraenoik asit (12-HPETE) olusur ve
reaksiyon  5,8,11,14-eikozatetraenoik  asit (ETYA) tarafindan  durdurulur.
Trombositlerde ve Onciilleri olan megakaryositlerde 12-LOX bulunmasi disinda,

keratinositler de izole edilmis ve psoriasiste asir1 eksprese edildigi bulunmustur (68).
15-Lipoksijenaz (15-LOX) ve Fare “Lokosit Tip” 12-LOX

15-lipoksijenaz esasen insan ve tavsan retikiilositlerinde bulunurken, 12-LOX
domuz ve sonrasinda fare ve sican dokularinda bulunmus olup su an bu enzimler 12/15-
LOX olarak bilinmektedir. 12/15-LOX bdlgesel ve stereospesifik olarak ¢esitli serbest
ve esterlesmis coklu doymamis yag asitlerine molekiiler oksijenin yerlestirilmesini

katalize ederler.

Insanlarda 12/15-LOX solunum yolu respiratuar endotelinde ve eozinofillerde

bulunurken farelerde peritonel makrofajlarda en yiiksek diizeyde bulunur (68).
Lokotrienlerin Sentezlenmesi

Hiicre ic1 Ca™ derisiminin artmasi, PLA, periniikleer membrandaki arasidonik
asiti serbestlestirmesi ve FLAP molekiiline baglanmasiyla aktive olan 5-LOX
arasidonik asiti LTA4 e doniistiiriir. LTA4 bu asamadan sonra ya LTA4-H (Hidrolaz) ya
da LTA4-S (sentaz)’in katalizledigi reaksiyonlara girer. LT A4-hidrolaz 16kotrien A4’lin
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C12 konusuna su ekleyerek kemotaktik bir ajan olan LTB4 olusumunu katalizler. Eger
LTC4-Sentaz yoluna girerse reaktif epoksitin C6 allilik karbonuna glutatyonunu tiol
grubu atak yaparak epoksit agilir ve sisteinil-lokotrienler (cyc-LT) (LTCs4, LTD4, LTEy)
olusur. LTCs ecozinofiller, mast hiicreleri ve monositlerde bulunur. Notrofiller,
monositler, lenfositler ve eritrositler LTA4-hidrolaz enzim kaynagi agisindan zengin

iken, bazofiller ve trombositler bu enzimi sentezleyemezler.

Lokotrienler lokal ya da sistemik etkileri ile genel olarak inflamatuar yanitta rol
oynayan ve bazi kronik inflamatuar hastaliklarin gelisiminden sorumlu mediyatérlerdir.
Sisteinil 16kotrienlerin astim patogenezinde dnemli yeri bulunurken LTB4’iin ise diger
inflamatuar siireclerde etkili oldugu ileri siiriilmiistiir. LTB4’lin en 6nemli biyolojik
aktivitesi lokositler ve notrofiller lizerine kemotaktik aktivitesidir. Ayrica lokositlerin
endotelyal adezyonu ve ektsravaskiiler aralifa migrasyonunu artirdigi saptanmustir.
Lokositlerden siiperoksit anyonlar1 ve c¢esitli graniil iceriklerinin salinimmi uyardigi
bildirilmistir (134).

Lokotrienler biyolojik etkilerini spesifik reseptorleri aracilii ile gosterirler.
Farkli biyolojik aktiviteleri nedeniyle LTB4 ve sisteinil l6kotrienler i¢in iki ayr1 grup
reseptor varligi gosterilmistir. LTB4 i¢in farkl afiniteye sahip iki adet G-protein bagimli
reseptor (BLT; ve BLT,) vardir. Ozellikle lenfosit ve mast hiicreleri gibi ¢esitli
inflamatuar hiicrelerde eksprese edilirler. Dinlenim durumundaki endotel hiicrelerinde
BLT, ekpresyonu oldukca diisiiktiir fakat LPS ile uyarilarak arttirilir. Bu durum
inflamasyona erken vaskiiler cevapta LTB4 ve reseptorlerinin 6nemine vurgu yapabilir.
BLT,’in aksine BLT, baskin olarak l6kositlerde bulunur. Fizyolojik rolii tam olarak
bilinmemekle birlikte son yapilan fare kolit ¢aligmalarinda (82) anti-inflamatuar
fonksiyona sahip olabilecegi gosterilmektedir. Sisteinil-lokotrienlerin G-protein eslenik
iki adet reseptorii tanimlanmistir (cysLT; ve cysLT,). CysLT,; dalak, periferal kan
l6kositleri, akciger dokusu, diiz kas hiicreleri, makrofajlar ve mast hiicrelerinde bulunur.
CysLT,; swasiyla LTD4, LTCs ve LTE4U substrat olarak tercih eder. Bu reseptor
ozellikle anti-astim tedavisinde kullanilan bazi ilaglarin hedefindedir. CysLT; ise LTC4
ve LTDy’li esit sekilde baglarken, LTE4’e afinitesi disiiktiir. Kalp, beyin, periferal kan
lokositleri, dalak, plasenta ve lenf nodlarinda mRNA diizeyleri olduk¢a yiiksek iken,

akcigerde cok kiiclik miktarlarda bulunur. Transgenik hayvan modelleri ¢alismalari
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CysLT>’nin oOzellikle kiigiik damarlarda fazlasiyla bulundugu ve endotelyal

permeabiliteyi artirdigmi bildirmektedir. Yine bir fare caligmasinda (91), iskemi-

reperflizyon yapilan kalpte CysLT,’nin permeabiliteyi artirarak miyokardiyal hasari

kotiilestirdigini belirtmektedir (68).
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Sekil 17. Lokotrien sentezi ve etkileri. (58 no.lu referanstan modifiye edilmistir)

MRP-1: Coklu-ilag direnci iliskili protein-1, GGT: Y-glutamil transpeptidaz, GGLT: Y-glutamil

16kotrienaz
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2.2.3. Arjinaz/Nitrik Oksit Yolagi

Arjinin; poliamin, lre, kreatin fosfat, prolin, glutamin, agmatin, NO ve
proteinlerin biyosentezinde dnemli bir aminoasittir ve protein yapim-yikim dongiisiinde,

immiin fonksiyonda, yara iyilesmesinde, hiicresel yenilenmede 6nemli rolii vardir (113).

Arjinin protein sentezinin arttig1 gebelik donemlerinde ve ¢ocukluk doneminde

yar1 esansiyel bir amino asittir.

Eriskinlerde endojen arjinin sentezi intestinal — renal aks arasinda gergeklesir
(190). Enterosit mitokondrilerinde glutamin, glutamat ve prolinden sentezlenen sitrulin
ince bagirsaga salinir ve primer olarak arjinin yapimi i¢in bobrekler tarafindan tutulur.
Oral olarak alinan arjinin tamami sistemik dolagima girmez ve % 40’1 ince

bagirsaklarda ilk gecis metabolizmasi sirasinda yikima ugrar (188).

Bir¢ok hiicrede arjinin transportu lizin ve ornitin gibi katyonik aminoasitlerin
(KAA) taginimiyla ortak benzerlikler gosterir. Bununla birlikte bir¢ok hiicrede plazma
membranmdan arjinin tasinimi enerji gerektirmeyen Na™ gradiyentine eslenik olarak
tasinir. Na' - bagimsiz tek bir transport sistemi sistem y"* olarak adlandirilir ve birgok
hiicreye KAA’larm major giris yoludur (y; lizin, +; pozitif yiik). Bununla birlikte Na"
bagimli baska bir yol {izerinden de taginim gerceklesmekle birlikte bu sistem hem KAA

hem de NAA (nétral aminoaistler)’larmn tasmiminda gérev alir (Sistem B™") (35).

Arjinin tastyicilari, arjinin — sitrulin dongiisii enzimleri ve arjinin arjinazla iire ve

ornitine hidrolizi arjinin yararlanimini etkileyen temel faktorlerdir (Sekil 18) (70,125).

Dogrusu metabolizmada nitrik oksit sentaz enzimi ve arjinazin ortak substrat
olarak arjinini kullaniyor olmasi bu iki enzim arasindaki iliskinin nitrik oksit tiretimi

iizerinde 6nemli bir potansiyele sahip oldugunu gostermektedir (85).
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Sekil 18. Memeli hiicrelerinde Arjinin metabolizmasi (189)

ADC arjinin  dekarboksilaz, AGA agmatinaz, AGAT arjinin:glisin amidinotransferaz, ASL
arjininosuksinat liyaz, 4SS arjininosuksinate sentaz, AS arjininosuksinat, Asp aspartat, BH4 (6R)-5,6,7,8-
tetrahidro-L-biopterin, CP karbamoilfosfat, CPS-I karbamoilfosfat sentetaz-I (amonyak), DCAM
dekarboksile S-adenozilmetyonin, Glu glutamat, Gln glutamin, GDH glutamat dechidrogenaz, GA
guanidinoasetat, GMAT guanidinoasetat N-metiltransferaz, CK kreatin kinaz, Cr—P kreatin-fosfat, a-KG
a-ketoglutarat, MTA metilthioadenozin, NAG N-asetilglutamat, NAGS N-asetilglutamat sentetaz, NO
nitrik oksit, NOS nitrik oksid sentaz, OAT ornitin aminotransferaz, OCT ornitin karbamoiltransferaz,
ODC ornitin dekarboksilaz, PO prolin oksidaz, P5CD pirolin-5-karboksilat dehidrogenaz, PSCR pirolin-
S-karboksilat rediiktaz, P5CS pirolin-5-karboksilat sentaz, PUT putresin, SAM S-adenosilmetionin,
SAMD S-adenozilmetionin dekarboksilaz, SAHC S-adenozilhomosistein, SPDS spermidin sentaz

NOS ve arjinazin ortak bir substrati paylastiklar1 dikkate alindiginda, bir enzimin

inhibisyonu diger enzimin aktivitesini giiclendirebilir (33).

NOS ve arjinaz enzimleri i¢in biyokimyasal parametreler 6nemli 6l¢giide farklilik
gosterir; NOS i¢in, L-arjinin K, 2-20 uM araliginda iken V., yaklasik 1
pmol/dk/mg’dir. Arjinaz i¢in daha yiiksek K, (2-20 mM) olmasina ragmen V., degeri
NOS’dan yaklagik 1000 kat daha fazladir (1400 umol/dk/mg). Bu nedenle her 2 enzimin
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esit miktarlar1 tarafindan L-arjinin  tiiketim hizlari, fizyolojik  L-arjinin

konsantrasyonlarinin iizerinde, goreceli olarak baskin arjinaz lehinedir (18).

Arjinaz i
A V.4 H3 +
X—> NH;" + H,N" NH,
A COy,
L - Ornitin Ure
Yarigmali
Inhibitor
JTH; K;=42 uM
4
H —
3}WN NH2
R H Substrat
C02 Azalmaslyla
Inhibisyon
L - Arjinin

Y OH 4 ﬂ
x> +H — 3 + NO
3 N 'NH,
N NH, N

NOS CO,’ H C02
N©. hidroksi - L - Arjinin L - sitrulin Nitrik Oksit

Sekil 19. Arjinaz ve nitrik oksit sentaz arasindaki etkilesim (14)
Arjinaz

Arjinaz ( L-Arjinin iire amidino hidrolaz; EC 3.5.3.1) arjinini lire ve ornitine
hidrolize ederek amonyagin detoksifikasyonunda rol oynayan iire ddngiisiiniin son

enzimidir.

Arjinazin Al ve AIl olmak {izere iki izoformu vardir. Bunlardan Al (hepatik
arjinaz) sitoplazmik kokenli ve agirlikli olarak karacigerde bulunurken, All
(ekstrahepatik arjinaz) ise mitokondriyal matriks icinde yerlesim gostermektedir. Al
iire sentezi ve amonyagin zehirsizlestirilmesi ile sorumlu iken AII ise ornitin, prolin,

glutamat gibi biyosentetik fonksiyonlarla ilgilidir (168).
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Tablo 8. Arjinaz izoenzimlerinin karsilastirilmali 6zellikleri (30)

Arjinaz 1 Arjinaz I

Doku spesifitesi Karaciger, RBC Bobrek, beyin, G,
prostat

Anti — Al ile immiinreaktivite + -
Molekiiler Kiitle (Da) 35,000 40,000
Izoelektrik nokta 9,8 6,8
[Mn®"] iyonu gereksinimi (mmol/L) 20 2
Prolin ile inhibisyon + ++
[zol6sin ile inhibisyon ++ +
Hiicre i¢i Yerlesim Sitozol Mitokondri

Karaciger, arjinaz aktivitesinin en yiiksek oldugu dokudur. Ekstrahepatik
dokulardaki aktivitesi, karacigere oranla belirgin olarak diisiiktiir. Bu dokularin basinda
eritrositler, 16kositler, trombositler, plazma, bobrek, iskelet ve kalp kasi, beyin,

bagirsak, pankreas, akciger, tiikiiriilk bezleri, meme bezi ve testisler gelmektedir (120).

Arjinazin tetikledigi tepkimenin lire ve ornitin olmak iizere iki iirlinii vardir.
Arjininden olusan ornitin, akut inflamasyona cevap olarak ve hiicre proliferasyonunu
saglamak tlizere poliaminler doniisiir. Poliaminler (putresin, spermin ve spermidin) tiim
memeli hiicrelerinde bulunur. Hiicre proliferasyonunun arttig1 fizyolojik ve patolojik
durumlarda, poliamin diizeylerinin de artti§1 gosterilmistir. Poliaminlerin, DNA ve
RNA sentezi ile DNA’nin stabilizasyonunda uyaric1 etki gostermelerine paralel olarak,
habis olaylarda artan hiicre yapimi nedeniyle hiicre i¢i poliamin metabolizmasinin

arttig1 bildirilmistir (52).

Inflamatuar kosullar altinda, cesitli hiicre ve dokularda makrofaj kaynakli arjinaz
aktivitesinin, inflamasyon ve enfeksiyonda, konak dokularin iyilesmesinde yalnizca NO
sentezi i¢in substrat olarak arjinini uzaklastirarak degil, ayrica, kollajen sentezi i¢in
gerekli olan prolinin sentezi i¢in ornitin meydana getirerek bir rol oynadig1 yoniinde

goriis bildiren ¢alismalar mevcuttur (190).

Arjinin metabolizmasinin immiin sistemdeki yerini arastiran ¢aligmalarin biiylik

cogunlugu makrofajlardaki olaylar1 incelese de arjinin metabolize edici enzimlerin
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notrofiller ve T hiicreleri gibi diger hiicre tiplerinde de oldugu bilinmektedir. Dinlenme
durumunda makrofaj kaynakli arjinin tiikketimi minimal diizeyde iken, yalnizca aktive
olduktan sonra KAT’lar tarafindan makrofajlara arjinin girisi olmaktadwr. Fare
RAW264.7 ve J 277.4 hiicre kiiltiirlerinde yapilan ¢aligmalarda sitokin uyarimi sonucu
KAT2B tastyic1 gen ekspresyonunun arttig1 goriilmiistiir. Bu tastyicinin ekspresyonunun
INOS tarafindan NO {iretimi ve arjinaz | tarafindan arjinin tiiketimi i¢in esansiyel
oldugu bilinmektedir (130). Sitokin ve diger uyaranlar tarafindan makrofajlarda iNOS
ve arjinaz I/Il ekspresyonunun tespit edildigi fakat uyaranlarn iINOS veya arjinaz I’i

farkli sekilde indiikledigi bulunmustur (18).

T — helper I sitokinleri; IL-1, TNF-a, IFNy iNOS’u indiiklerken, T — helper II
sitokinleri; 1L-4, IL-10, IL-13 arjinaz aktivitesini indiikler. Th-1 sitokinleri siddetli
enfeksiyon ve sepsis gibi durumlarda hiicresel immiin cevapta rol oynarlar iken, Th-2

sitokinleri inflamatuar cevabi baskilarken antikor iiretimini destekler (humoral cevap)
(Sekil 20) (18).

Anti-inflamatuar sinyaller

Pro-inflamatuar IL-1
sinyaller TNF dexametason
Y IFN-oc IL-10, TGF-B CAMP

IFN-B

NOIHA L - Ornitin
L - Sitrulin @
VL= Arjinin * /
Le"" NO Putrlesin
" uDermidin
ONOO ve Spermin

IL-4, IL-10,
IL-13

Sekil 20. Indiiklenebilir Arjinaz I (Argl) ve iNOS (NOS2) enzimlerinin sitokin —
bagimli ve metabolik diizenleyici ¢gevrimi (26 no.lu referanstan modifiye edilmistir)

38



INOS ve arjinaz [I'nin LPS ile uyarilmis RAW 264.7 makrofajlarinda birlikte
indiiklendikleri fakat LPS ile uyarildiktan sonra sican peritonel makrofajlarinda ve in
vivo sigan akcigerlerinde arjinaz I’in iNOS ile birlikte indiiklendigi tespit edilmistir.
LPS — ile aktive edilmis fare peritonel makrofajlarinda ise en az iNOS kadar hem
arjinaz I’in hem de arjinaz [I’nin indiiklendigi fakat arjinaz II’nin erken, arjinaz I’in ise

daha ge¢ asamada uyarildig1 yapilan ¢aligsmalarda ortaya konmustur (124, 126, 158).

Son yillarda yapilan caligmalar arjinaz saliniminmn ve L — arjinin tiiketiminin
memeli immiin sisteminde gliglii bir immiin supresif etki meydana getirdigini
vurgulamaktadir (26). Ochoa ve ark arjinin eksikliginin T lenfosit fonksiyonu tlizerine
etkilerini arastirdiklar1 bir ¢alismada, T hiicre reseptoriiniin onemli bir bileseni olan zeta
() zincirinin arjinin eksiligine bagh olarak fonksiyon kaybima ugradigi ve bunun da T

hiicre fonksiyonlarinda bozulmaya sebep oldugunu tespit etmislerdir (154).
Nitrik Oksit (NOe)

Nitrik oksit (NOe) c¢ift atomlu, nitrik oksit sentaz ailesi enzimleri tarafindan
arjininin oksidasyonu ile saliverilen bir mediyatordiir. NOe in vivo son derece genis ve
kompleks fonksiyonlara sahiptir. Yiiksiiz ve kii¢iik bir molekiil oldugu i¢in hiicre
membranlarini gegerek otokrin ve parakrin etkiler gosterir. Serbest radikal tiirlerine gore
nispeten daha uzun bir yarilanma 6mriine sahiptir (5-15 sn) ve sentez edildigi bolgeden
300 pm’lik alana kadar aktif kalabildigi diisiiniilmektedir (108). Ilk kez vaskiiler
relaksasyonunu saglayict endotelyal faktor olarak kesfedilmis (136), giiniimiizde ise
sistemik vazomotor tonusun dolayisiyla kan basincinin diizenlenmesinde ¢ok 6nemli bir
regiilator olarak bilinmektedir (142). NO+ ayni zamanda trombosit adezyonunu ve
agregasyonunu inhibe eder ve renin salinimi ve sodyum atilimini artirarak damar igi
hacmin kontroliinii saglar. Damar disinda norotransmitter olarak bircok organ
sisteminin fonksiyonunu etkiler. Periferde bronsial ve gastrointestinal diiz kas
gevsemesi ve penil ereksiyondan sorumlu non-adrenerjik, non-kolinerjik (NANC)
norotransmitter olarak iglev yapar. Santral sinir sisteminde davranis, 6grenme ve agri
algisi etkileyici bir ndromodiilator olarak davranir. NO+ inflamasyonda ¢ok yonlii bir
rol tustlenir ve lokosit — aracili mikrobiyal oldiirme i¢in gereklidir. Bu aktivite

spektrumu baglamimda NO<’in asir1 veya az iiretilmesinin hastalik patogenezinin sebebi
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veya sonucu olabilecegi beklenen bir durumdur. L — Arjinin - NO- sistemi dikkate deger
bir sekilde sepsis iligkili hipotansiyon, esansiyel hipertansiyon, ateroskleroz, iskemik
stroke ve baz1 ndrodejeneratif hastaliklarda terapdtik hedef olarak {izerinde yogunlasilan

bir caligma alan1 olusturmaktadir (123).

NO-’e cevaben ¢oOzilinebilir guanilat siklaz (sGC) aktivitesiyle siklik guanozin
monofosfat (¢cGMP) iiretiminde artis meydana gelir. cGMP hiicre i¢inde bir¢ok efektor
molekiil {izerinde etki gdsterir ve bu molekiillerin bityiik cogunlugu, hiicre ici Ca™ iyon
konsantrasyonunda degisiklige yol acabilen ve/veya hiicrenin kalsiyuma cevabini
etkileyen iyon kanallari, fosfodiesterazlar ve protein kinazlardir (123). Bununla birlikte
hiicresel solunum ve protein ekspresyonunu etkileyen mitokondriyal enzimler ve

niikleer transkripsiyon faktdrlerini de dogruda inhibe edebilir.

NO<’in in vivo biyoyararlammi nitrit (NO* )/nitrat (NO®") oksidasyonu,
oksihemoglobin ile reaksiyonu, serbest veya proteinlerin tiol gruplariyla etkilesimi ve
stiperoksit radikali (O;¢") ile sinirlandirilir. Sonuncu etkilesim O,¢™ aracili sitotoksisiteyi
inhibe eder fakat bu durum asir1 miktarda peroksinitrit (ONOO ) molekiilii iiretimine

yol agar (80).
inflamasyon ve Sepsiste Nitrik Oksit

Nitrik oksidin akut ve kronik inflamasyon, sistemik inflamatuar yanit ve sepsiste
rol oynadigin1 gosteren cok sayida ¢alisma vardir. Nitrik oksit vazodilatasyonu artirir,
0dem olusturur ve hassas sinir uglarini etkiler. Tiim bu etkiler inflamatuar yanitin
onemli gostergelerindendir. Glukokortikoid ve NOS inhibitorleri ile yapilan tedaviler
inflamasyonun siddetinin azaltilmasinda etkili olmaktadir. Bakteriyel endotoksinler
INOS’u uyarir ve kardiyomiyositlerde, endokardiyumda ve diiz kas hiicrelerinde NO-
sentezini artrrarak venlerde kan birikmesine ve kardiyak fonksiyonlarm bozulmasma

(sepsise bagli dilate kardiyomyopati) yol agar.

Hayvan modelinde yapilan bir calismada, NOS aktivitesinin engellenmesi,
uygulamanin dozuna bagl olarak farkli sonuglar vermistir. Bir NOS inhibitorii olan L-
nitro monometil arjinin 30 mg/kg dozunda uygulandiginda endotoksik sok

engellenirken, 300 mg/kg diizeyindeki uygulama bulgular1 siddetlendirmistir. Nitrik
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oksidin inflamasyon ve endotoksemideki etkinligi ile ilgili bircok ¢alismada genellikle
non-selektif NOS inhibitorleri kullanilmistir. Bu durum, NO+ hem dokuda lokal hem de
sistemik olarak bazi etkiler gosterdiginden, kesin bir yorum yapilmasini engellemistir.
Bu nedenle ¢alismalarda selektif NOe+ inhibitorlerinin kullanilmasi ve hatta bunlarin da
sistemik degil lokal olarak ilgili yere uygulanmasi dnerilmistir. NO«’nun etkileri iizerine
cok sayida c¢alisma yapilmistir. Bu arastirmalarin bazilarinda NOe  inhibisyonu
dokularda fonksiyon bozuklugu ve hasara neden olurken, bir kisminda da yararl etkiler

gostermistir (103, 107).
2.2. Karvakrol

Karvakrol kimyasal formiilii (CH3),CHCsH3(CH3)OH, molekiiler agirligi 150,22
g/mol, yogunlugu 0,9772 g/cm’ (20°C’de), erime noktasi 1°C, kaynama noktasi
237,7°C, TUPAC adlandirmasi “2-methyl-5-propan-2-yl-phenol” olan, ucucu yag
bilesigi fenolik bir monoterpendir (Sekil 21) (79).

CH,
OH

CH
AN
HaC CHj

Sekil 21. Karvakroliin kimyasal yapis1 (13)

Origanum tiirleri basta olmak iizere (Origanum onites [40, 157], Origanum
vulgare [53,95], Origanum compactum (23], Origanum dictamnus [112], Origanum
microphyllum [10], Origanum scabrum [10],), Satureja (51), Thymus (159), Thymbra
(24), Plectranthus (117), Lippia (167), Arnica (172) ve Lavandula (135) vb. bitkilerin

ucucu yaglari, % 85°e varan farkli miktarlarda karvakol igerir.
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Karvakrol anti-mikrobiyal, anti-fungal, anti-tiimor, anti-mutajenik, hiicre
koruyucu, asetilkolin esteraz inhibisyonu, anti-trombosit aktivitesi, analjezik, anti-

inflamatuar, anti-anjiojenik, anti-oksidan ve anti — elastaz aktivilerine sahiptir (19).

Karvakrol mutajenik caligmalarda zayif bir aktivite gosterir. Sadece; karvakroliin
akut toksisitesi ile ilgili olarak gavajla verilen 1,5 mM/kg’lik tek doz, karaciger bifenil-
4 hidrolaz iiretiminde hafif bir artisa yol agmistir. Karvakrol DNA iizerinde niikleer
fragmentasyona sebep olmasina ragmen, karvakroliin genototoksik potansiyeli ¢ok
zayiftir. Erkek albino siganlarda gavajla 1 mM/kg doz uygulanan karvakrol, degismeden
ya da glukoronid ve siilfat konjugatlar1 seklinde atilir. Tam anlamiyla oksidasyon,
baslica metil (-CH3) gruplarinda ortaya cikar. Metil gruplarmin karboksilik asitlere
dontismesiyle benzil alkol ve 2-fenil propano tiirevleri artar. Halka hidroksilasyonu

Onemsiz bir metabolit iiretir (46).

Akut ve kronik karvakrol toksikolojisi 1ile 1ilgili herhangi bir veri
bulunmamaktadir. FDA tarafindan yiyeceklerde kimyasal tatlandirici olarak B
kategorisinde, mesrubatlara 2 ppm, sekerlemelere 25 ppm oraninda kullanimima izin

verilmistir (46).
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GEREC VE YONTEMLER

Bu ¢alisma Eskisehir Osmangazi Universitesi (ESOGU) Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyokimya Anabilim Dali, Tibbi Biyokimya ABD Deney Hayvanlar1 Laboratuar1 ve
ESOGU Tip Fakiiltesi Biyokimya Laboratuarinda yapilmistir.

3.1. Gerecler
3.1.1. Deney Hayvanlan

Deneysel asamalarda kullanilmak tlizere disi, Sprague-Dawley cinsi, 200-300 gr
agirhgmda albino siganlar Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi ve Cerrahi Arastirma
Merkezi (TICAM)’den saglanmistir. Bu ¢alisma icin ESOGU Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Komite Raporu alimmaistir (266-2/2012).

Deney hayvanlar1 agirliklarina gore 6-8 adet sican bir grupta olacak sekilde 7
gruba ayrildi. Gruplara ayrilan sicanlar yeni ortamlarma uyum saglamalar1 agisindan 1
hafta deney Oncesi bekletildi. Deney oncesi ve deneysel asamalarda siganlar 12 saat
aydinlik-karanlik periyodu altinda, optimum oda sicakliginda (25 + 1 °C) bakild1 ve ad

libitum standart sican yemi ve su verildi.

3.1.2. Deneylerde Kullanilan Sarf Malzemeler

1 ml, 10 ml steril enjektor

1,1,3,3-Tetractoksipropan (T9889 Aldrich)

10 — 1000 pL hacim aralikli pipet uglari

e 2,5—50 mL hacim aralikli pipetor uclari

e Absolii etanol (Riedel de Haen, Germany)
e Bistiiri ucu

¢ Blok kaseti ¢elik kapagi (Isolab, Germany)
¢ Butil hidroksitoluen (W218405 Aldrich)

e Cam kalemi

¢ Dimetilsiilfoksit; DMSO, D8418 Sigma)

e Doku blok kaseti (Isolab, Germany)
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e Diiz tabanli, 96 kuyucuklu kiiltiir plate’t (Guangzhou Jet Bio-Filtration
Products Co., Ltd)

e Eldiven: (Non-Steril Ameliyat Eldiveni, 7.5 Numara)

e Endotoksin (Lipopolisakkarit Escherichia coli 0128:B12, Sigma)

e Eppendorftip (1.5 ml)

e IL-6 ELISA Kit (KRC0061 Invitrogen)

e Kafeik Asit (Sigma)

e Karvakrol (Anadolu Univ. Ecz. Fak. Eskisehir)

e Kurutma kagidi, 40x40 cm (Isolab, Germany)

e L — Arjinin (A5006, Sigma-Aldrich)

e Lipoksijenaz Inhibitdr Assay Kit (760700 Cayman Chemical)

e N-1-Naftiletilendiamin dihidrokloriir (NED, 33461 Fluka)

e No 6 Celik Gavaj Tiipt (Harvard Apparatus, Massachusetts)

e o-Dianisidine dihydrochloride (D3252 Sigma-Aldrich)

e Serum fizyolojik (Eczacibasi-Baxter, Tiirkiye)

e Sodyum nitrit (S2252, Sigma)

e Siilfanilamit (SA, S9251 Sigma-Aldrich)

e TNF-a ELISA Kit (KRC3011 Invitrogen)

e Trizma — HCI (T3253 Sigma)

e o-Izonitrosopropiofenon (13502 Aldrich)

3.1.3. Deneyde Kullanilan Cihazlar

¢ BioTek ELx50 mikro plate yikayici

e Buzdolabi (Argelik)

e Derin Dondurucu, -80°C (Thermo, ULT 1386-5-V40)

e Disposable mikrotom bicagi Low profil (Thermo Shandon, USA)
¢ Distile su cihazi

e Eppendorf EDOS elektronik pipetleyici (Eppendorf EDOS 5222)
e Etiiv (Binder)

e Hassas terazi (Sartorius)

e Mikroplayt okuyucu (Perkin Elmer 2030 Multilabel reader, Victor X3)
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¢ Santriflij (Niive NF800)

e Santrifiij, sogutmali (Jouan MR22)

e Shaker (WiseMax)

e Spektrofotometre (Shimadzu, UV-1601)
¢ Su banyosu (Niive BM402)

3.2. Yontemler
3.2.1. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Her bir grupta viicut agirliklarina gore 6-8 adet sigan olacak sekilde 7 grupta
deneysel ¢alisma yapildi. Calismada kullanilmak iizere karvakrol Eskisehir Anadolu
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali’ndan temin edildi.
Karvakrol ve kafeik asit %5’lik Dimetilsiilfoksit (DMSO) i¢inde siispanse edilerek
intragastrik gavajla hayvanlara verildi. En yiiksek karvakrol dozu viicut agirhigina gore
belirlenen LDsy dozunun (810 mg/kg) onda biri olacak sekilde 80 mg/kg olarak
belirlendi (13).

Saghkh Kontrol Grubu: Bu grupta yer alan sicanlara herhangi bir yem ve su

kisitlamasi olmaksizin toplam 7 giin boyunca herhangi bir islem uygulanmayip sagliklh

kontrol grubu olarak caligmaya dahil edildi (n=7).

SHAM grubu: Enjeksiyonun uygulanmasi esnasinda olusan stres ve ¢oziicii

maddelerin bazi1 biyokimyasal parametrelerin degisimine yol agabilecegi diisiincesiyle,
sham kontrol grubundaki hayvanlara da ayni stresi olusturmak amaciyla, 7.giin steril
serum fizyolojik periton-i¢i (i.p.) (1 ml’kg) ve karvakrol ¢oziicii madde (% 5 DMSO)
oral yolla 6 gilin boyunca verildi (n=7).

Karvakrol Grubu I (20 CVLALPS): Bu grupta yer alan siganlara 6 giin

boyunca, giinde bir kez, sabah saatlerinde ve her giin ayni saatte olacak sekilde 20

mg/kg dozda karvakrol gavaj yoluyla verildi (12) (n=6).

Karvakrol Grubu II (40 CVL+LPS): Bu grupta yer alan siganlara 6 giin

boyunca, giinde bir kez, sabah saatlerinde ve her giin ayni saatte olacak sekilde 40

mg/kg dozda karvakrol gavaj yoluyla verildi (12) (n=8).

45



Karvakrol Grubu III (80 CVL+LPS): Bu grupta yer alan sicanlara 6 giin
boyunca, giinde bir kez, sabah saatlerinde ve her giin ayni saatte olacak sekilde 80

mg/kg dozda karvakrol gavaj yoluyla verildi (12) (n=7).

Kafeik Asit Grubu (50 CA+LPS): Lipoksijenaz potent inhibitérii olarak

deneyde karvakrolle karsilastirma amaciyla kullanildi. Bu grupta yer alan sicanlara 6

giin boyunca 50 mg/kg gavaj yoluyla verildi (88, 111) (n=7).

Sepsis Grubu (L.PS): Bu grupta yer alan sicanlara herhangi bir yem ve su

kisitlamas1 olmaksizin toplam 6 giin boyunca herhangi bir islem uygulanmayacak olup
uygulamanin 7. giinii sabahinda tek doz I mg/kg LPS (Escherichia coli 0128:B12) (168)

ile sepsis olusumu saglandi (n=8).

Kafeik asit ve karvakrol gruplarinda yer alan sicanlara 6. giin sabahinda
karvakrol ve kafeik asit alimi1 yapildiktan sonra 7. giin gavaj islemi uygulanmadi ve LPS
ile sepsis olusumu i¢in i.p. enjeksiyon yapildi (Saglikli, SHAM kontrol gruplar1 harig).
LPS enjeksiyonundan 24 saat sonra (8. giin) tiim gruplardaki hayvanlar (71), ketamin
(80 mg/kg ) ve xylazine (10 mg/kg) periton i¢i ( i.p. ) anestezisi altinda sakrifiye
edilerek, karaciger dokular1 alind1. Histolojik incelemeler icin karaciger o6rneklerinin bir

kism1 %10’luk formaldehitte tespit edildi.

Anestezi altinda tiim deneklerden uygun separator jelli tiiplere, intrakardiyak kan
alimi gerceklestirildi. Serum 6rnekleri 3000xg’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra
ikiye ayrilarak parametrelerin analizi yapilana kadar derin dondurucuda (-80°C)

muhafaza edildi.
3.2.2. Malondialdehit (MDA) Ol¢iimii

Tiobarbitiirik asit (TBA) 6lgiimii biyolojik orneklerdeki aldehit bilesiklerinin
lipit peroksidasyonlarimi kantitatif olarak belirlemek i¢in gelistirilmistir. Malondialdehit
(MDA) viicut sivilarinda veya hiicrelerde lipit peroksidasyonu agisindan oksidatif stres
gostergesi olarak degerlendirilmektedir. Malondialdehit lipit peroksidasyonunun oldugu
kadar arasidonat dongiisiiniin de bir yan iirliniidir. TBA yontemi ile kantitatif
miktarlarda belirlenebilir. TBA ve MDA yiiksek sicaklik ve asidik ortamlarda

kromojenik/ floresans iiriin meydana getiren schiff baz formunda tepkimeye girer ve bu
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son irlin (lipit peroksidasyon {iriinii) cesitli analitik tekniklerle kolay bir sekilde

slciilebilir (Sekil 22) (75).
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Sekil 22. TBA — MDA bilesigi olusturan TBA ile MDA arasindaki kimyasal

tepkime (75)

Malondialdehit Ol¢iim Materyalleri

MDA 6l¢iimii Williamson ve ark tarafindan bildirilen yonteme gore calisilmistir

(75).

1. TBA reaktifleri:

0,25 N HCI,

% 15 trikloroasetik asit (TCA),

2,5 mM butil hidroksitoluen (BHT),

100 mM butil hidroksitoluen (BHT)

% 0,375 2- tiobarbitiirik asit (TBA),

% 8,1 Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) seklinde hazirlanda.

MDA  standardr veya 1,1,3,3-tetraetoksipropan 10 mM

konsantrasyonda stok standart olarak hazirlandi. Seri diliisyonlar
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deney sirasinda hazirlanarak Ornekteki MDA miktar1 standart

grafigi iizerinden degerlendirildi.

Malondialdehit Ol¢ciim Yéntemi

I.

Tiim 6rneklerden 0,500 ml alinarak bos tiiplere aktarild1.

Her bir 6rnegin/standardin iizerine sirastyla 250 uL % 15 TCA, 250 pL 0,25
N HCL, 250 pL 2,5 mM BHT, 250 pL % 0,375 TBA ve 100 uL % 8,1 SDS
eklendi.

. Her bir o6rnek yaklasik 1 dakika boyunca ve miimkiin oldugu kadar 1sik

maruziyetinden koruyarak iyice vortekslendi.

Tum 6rnekler 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi ve 0,005 mL 100 mM BHT
eklendi.

Tiipler 95°C’de 60 dakika inkiibe edildi. Isitma isleminden sonra tiipler buz
iizerine konularak ornekler sogutuldu ve bdylece reaksiyonunun durmasi

saglandu.
Kirmizimsi-pembe renk gelisimi TBA-MDA kompleksinin olustugu gosterir.

Daha sonra Ornekler ortam sicakliginda 10 dakika 4000 rpm’de santrifiij
edildi.

Santrifiij isleminden sonra tiim Ornek tiiplerinden 200 pL alnip 96 —
kuyucuklu plate’e aktarilarak 540 nm dalga boyunda absorbans degerleri

okundu.

Standart seri diliisyon konsantrasyonlarma (20 - 15-10-5-2,5-1,0-0,5
— 0 uM) karsi ¢izilen absorbans grafigi iizerinden numunelerin degerleri uM

[MDA] olarak hesaplandi (Sekil 23).
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Sekil 23. Standart [MDA] grafigi (Grafik VICTOR™ X3, PerkinElmer Inc., USA, Plate
Okuyucuda, WorkOut 2.5, DAZDAQ LTD, England, programinda ¢izilmistir).

3.2.3. Tiimor Nekroz faktorii — o (TNF- o) Diizeylerinin Olciimii

Serum TNF-o diizeyleri Invitrogen Rat TNF-a (KRC3011, Invitrogen
Corporation, USA) kantitatif ELISA test kiti kullanilarak olgiildii. Kitin 6l¢tim — i¢i
kesinlik degeri (intra-assay % CV) % 5,8 ve dlglimler arasi kesinlik degeri (inter-assay

% CV) % 8,2°dir.
TNF - a Diizeyleri Ol¢iim Metodu Prensibi

Invitrogen TNF-a kiti solid faz sandvi¢ Enzim Bagh Immiin Olgiim (ELISA)
prensibine dayanir. Rat TNF-a molekiiliine spesifik monoklonal antikorlar strip

halindeki 8’11 kuyucuklara kaplanmistir.

Ik inkiibasyonda, bilinen konsantrasyondaki TNF-o standartlari, kontroller ve
bilinmeyen ornekler kuyucuklara pipetlenir. Yikamadan sonra biyotin ile konjuge

edilmis ikincil antikorlar eklenir. Tekrar yikama isleminden sonra streptavidin ile
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konjuge peroksidaz enzimi eklenir. Ugiincii inkiibasyondan sonra baglanmayan
enzimler yikama islemiyle ekarte edilir. Substrat soliisyonu ilave edilerek bagh
enzimlerin  reaksiyonuyla renk degisimi goOzlenir. Renk siddeti TNF-a

konsantrasyonuyla orantili olarak degisim gosterir.
TNF - o Diizeyleri Ol¢iim Materyalleri

1. Rat TNF-o. Standartlar

o,

« Kit igeriginde 2 adet liyofilize sise halinde bulunmaktadir.

2. Standart Diltisyon Tamponu

o,

< % 0,1 Sodyum azid icerisinde 25 ml’lik 1 adet sise halinde kit

iceriginde mevcuttur

3. Inkiibasyon Tamponu

o,

« 12 ml’lik 1 adet sise icerisinde kit i¢eriginde mevcuttur.
4. Yiiksek ve Diisiik Konsantrasyon Rat TNF-a Kontrolleri

% % 0,1 sodyum azid igerisinde liyofilize halde 2 sise halinde kit

iceriginde mevcuttur.

5. Rat TNF-a Biotin Konjugatt

o,

< % 0,1 Sodyum azid icerisinde 11 ml’lik 1 adet sise halinde kit

iceriginde mevcuttur.
6. Streptavidin — HRP (100X)

o,

« 3,3 mM Timol igerisinde 0,125 ml’lik 1 adet sisede kit igeriginde

mevcuttur.
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7. Streptavidin — HRP Diliient

o,

< 3,3 mM timol igerisinde 25 ml’lik sisede 1 adet kit igeriginde
mevcuttur.

8. Konsantre Yikama Tamponu (25X)

o,

« 100 mI’lik 1 adet sisede kit iceriginde mevcuttur.

9. Stabilize Kromojen, Tetrametil benzidin (TMB)

o,

< 25 ml’lik 1 adet sisede kit igeriginde mevcuttur.

10. Stop Soliisyonu

o,

« 25 ml’lik 1 adet sisede kit igeriginde mevcuttur.

TNF - a Diizeyleri Ol¢iim Metodu
1. Orneklerin Hazirlanmasi

e Rat serum 6rnekleri inkiibasyon tamponu ile 1:2 oraninda diliie edildi.
2. Standartlarm Diliisyonu

e Liyofilize haldeki standart sisesi etiketi tizerinde belirtilen miktar standart
diliient tamponu eklenerek ¢oziinmesi saglandi. Bu sekilde hazirlanan
¢Ozlinmiis standart konsantrasyonu 2000 pg/ml’dir. En az 10 dakika oda
1s1sinda bekletilerek tiim liyofilize partikiillerin ¢6ziinmesi saglandi.

e Sulandirilmis standarttan 225 plL almarak igerisinde 375 upL standart
diliient tamponu bulunan tiipe aktarildi. Bu sise icerisindeki standart

konsantrasyonu 750 pg/ml olarak belirtildi.

e Alt1 adet bos tiip lizerine sirasiyla 375 — 187,5 — 93,8 — 46,9 — 23,5 - 11,7 -
0 pg/ml konsantrasyon degerleri yazildi ve her birine 300 pL standart

diliient tamponu pipetlendi.
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e 750 pg/ml’lik standart tiiplinden 300 pL alinarak 375 pg/ml etiketli tiipe
aktarild1 ve boylece 1:2 oraninda seyreltme islemi gergeklestirildi. Diger

tiipler icinde ayn1 oranda seyreltme yapildi.

225 pl 300 pl 300 pl 300 pl 300 pul 300 ul 300 pl

/‘\ 7N N NN N

\
J

Sulandiriimig
Standart

= AR NNEE

2,000 750 375 1875 93.8 46.9 234 11.7 0
pg/mi pg/ml pg/mi pg/mi pg/ml  pg/ml  pg/mil pg/ml pg/mi

3. Streptavidin — HRP Hazirlanmasi

e 80 pL stok siseden alinip icerisinde 8 mL Streptavidin — HRP diliienti
bulunan siseye aktarildi. Boylece 1:100 oraninda konsantre ¢dzeltiden
seyreltme yapilmis oldu. Bu ¢o6zelti kullanilacagi an taze olarak

hazirlanmalidir.
4. Yikama Tamponunun Seyreltilmesi

¢ Kit icerigindeki mevcut yikama tamponu 25 kat konsantre olup calisma
aninda 1 hacim yikama tamponu 24 hacim distile suyla 25 kat seyrelti.
Kuyucuk basina harcanan miktar hesaplanarak gerekli miktarda tampon

hazirland1
Olciim Prosediirii

1. Calismada Ornek sayist kadar kuyucuklu strip plate cercevesinde
hazirlanarak kullanilmayacak fazla stripler tekrar orijinal kabina
yerlestirildi.

2. Bir kuyucuk sifir standart kuyucugu olarak isaretlenip bu kuyucuga 100 pL

standart diliient tamponu pipetlendi.
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10.

11.

12.

. Yerleri belirli tim kuyucuklara 100 pL standart serileri, O6rnekler ve

kontroller pipetlendi.

Plate’in tlizeri 6zel yapigskan bandi ile kapatildiktan sonra 2 saat oda 1sisinda
inkiibe edildi. Bu asamada 6rnek, standart ve kontroller i¢indeki mevcut
TNF-o molekiilleri kuyucuklarin i¢ duvarina kaplanmis TNF-a antikorlar1
tarafindan tutulur.

Birinci inkiibasyon siiresi sonunda tiim kuyucuklar 400 uL. yikama tamponu
ile 4 kez otomatik plate yikama cihazinda yikandi.

Kuyucuklara 100 pL biyotin konjugati eklendi ve Ornekler iizeri tekrar
kapatilarak 1 saat oda 1sisinda inkiibe edildi.

Ikinci inkiibasyon islemi sonrasi yikama islemi 5. basamaktaki islem
tekrarlandi.

Tim kuyucuklara 100 pL Streptavidin — HRP konjugati eklendikten sonra 30
dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.

Besinci basamaktaki yikama islemi tekrarlandi.

Tim kuyucuklara 100 pL Substrat (tetrametilbenzidin - TMB) eklendi ve
karanlik bir ortamda 30 dakika inkiibasyona birakild1.

Inkiibasyon islemi bitiminde tiim kuyucuklara 100 pL stop soliisyonu
eklendi ve stop Oncesi mavi rengin sar1 renge degistigi gézlemlendi. Renk
degisimi Ornekteki TNF-a konsantrasyonuyla orantili olarak 450 nm’de
absorbans diizeyleriyle belirlendi.

Tiim sonuclar standart seri diliisyonlaria karsilik ¢izilen absorbans egrisi
iizerinden hesapland: (Sekil 24). Ornek sonuglar1 diliisyon faktoriiyle
carpilarak verildi.
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Sekil 24. Standart TNF-a Grafigi (Grafik VICTOR™ X3, PerkinElmer Inc., USA,
Plate Okuyucuda, WorkOut 2.5, DAZDAQ LTD, England, programinda ¢izilmistir).

3.2.4. interlokin — 6 (IL-6) Diizeylerinin Ol¢iimii

Serum IL-6 diizeyleri Invitrogen Rat IL-6 (KRC0061, Invitrogen Corporation,
USA) kantitatif ELISA test kiti kullanilarak 6l¢tildii. Kitin 6l¢iim — i¢i kesinlik degeri

(intra-assay % CV) % 4,0 ve Olglimler arasi kesinlik degeri (inter-assay % CV) %
6,9°dur.

Interlékin — 6 Diizeyleri Olciim Metodu Prensibi

Invitrogen IL-6 kiti solid faz sandvi¢ Enzim Baglh Immiin Olgiim (ELISA)
prensibine dayanir. Rat IL-6 molekiiliine spesifik monoklonal antikorlar strip halindeki

8’11 kuyucuklara kaplanmaistir.

Ik inkiibasyonda, bilinen konsantrasyondaki IL-6 standartlari, kontroller ve
bilinmeyen ornekler kuyucuklara pipetlenir. Yikamadan sonra biyotin ile konjuge

edilmis ikincil antikorlar eklenir. Tekrar yikama isleminden sonra streptavidin ile
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konjuge peroksidaz enzimi eklenir. Ugiincii inkiibasyondan sonra baglanmayan
enzimler yikama islemiyle ekarte edilir. Substrat soliisyonu ilave edilerek bagh
enzimlerin reaksiyonuyla renk degisimi gdzlenir. Renk siddeti IL-6 konsantrasyonuyla

orantili olarak degisim gostertir.
Interlékin — 6 Diizeyleri Ol¢ciim Materyalleri

1. Rat Interlokin — 6 Standartlar:

o,

« Kit igeriginde 2 adet liyofilize sise halinde bulunmaktadir.

2. Standart Diltisyon Tamponu
% % 0,1 Sodyum azid igerisinde 25 ml’lik 1 adet sise halinde kit
iceriginde mevcuttur
3. Inkiibasyon Tamponu
¢ % 0,05 Sodyum azid igerisinde 12 ml’lik 1 adet sise igerisinde kit
iceriginde mevcuttur.

4. Yiiksek ve Diisiik Konsantrasyon Rat IL-6 Kontrolleri

o,

* % 0,1 sodyum azid icerisinde liyofilize halde 2 sise halinde kit

iceriginde mevcuttur.

5. Rat IL-6 Biotin Konjugati

o,

< % 0,1 Sodyum azid icerisinde 11 ml’lik 1 adet sise halinde kit

iceriginde mevcuttur.
6. Streptavidin — HRP (100X)

o,

« 3,3 mM Timol igerisinde 0,125 ml’lik 1 adet sisede kit igeriginde

mevcuttur.
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7. Streptavidin — HRP Diliient

o,

< 3,3 mM timol igerisinde 25 ml’lik sisede 1 adet kit igeriginde
mevcuttur.

8. Konsantre Yikama Tamponu (25X)

o,

« 100 mI’lik 1 adet sisede kit iceriginde mevcuttur.

9. Stabilize Kromojen, Tetrametil benzidin (TMB)

o,

< 25 ml’lik 1 adet sisede kit igeriginde mevcuttur.

10. Stop Soliisyonu

o,

« 25 ml’lik 1 adet sisede kit igeriginde mevcuttur.
Interlékin — 6 Diizeyleri Ol¢iim Metodu
1. Orneklerin Hazirlanmasi

e Rat serum Ornekleri Standart diliisyon tamponu ile 1:2 oraninda diliie

edildi
2. Standartlarm Diliisyonu

e Liyofilize haldeki standart sisesi etiketi lizerinde belirtilen miktar standart
diliient tamponu eklenerek c¢oziinmesi saglandi. Bu sekilde hazirlanan
¢Ozlinmiis standart konsantrasyonu 7500 pg/ml’dir.

e Sulandirilmis standarttan 150 pL almarak igerisinde 600 upL standart
diliient tamponu bulunan tiipe aktarildi. Bu sise icerisindeki standart

konsantrasyonu 1500 pg/ml olarak belirtildi.

e Alt1 adet bos tiip lizerine sirastyla 750 — 375 — 187,5 — 93,8 — 46,9 — 23,5 —
0 pg/ml konsantrasyon degerleri yazildi ve her birine 300 pL standart

diliient tamponu pipetlendi.
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e 1500 pg/ml’lik standart tiiptinden 300 pL alinarak 750 pg/ml etiketli tiipe
aktarild1 ve boylece 1:2 oraninda seyreltme islemi gergeklestirildi. Diger

tiipler icinde ayn1 oranda seyreltme yapildi.

150 pl 300 pl 300 pl 300 pl 300 300l 300 pl
Sulandiriimig [
7500 1500 750 375 187.5 938 46.9 23.5 0
pg/mL pg/mL pg/mL  pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

3. Streptavidin — HRP Hazirlanmasi

e 80 uL stok siseden alinip igerisinde 8 mL Streptavidin — HRP diliienti
bulunan siseye aktarildi. Boylece 1:100 oraninda konsantre ¢dzeltiden
seyreltme yapilmis oldu. Bu ¢o6zelti kullanilacagi an taze olarak

hazirlanmalidir.
4. Yikama Tamponunun Seyreltilmesi

¢ Kit icerigindeki mevcut yikama tamponu 25 kat konsantre olup calisma
aninda 1 hacim yikama tamponu 24 hacim distile suyla 25 kat seyrelti.
Kuyucuk basina harcanan miktar hesaplanarak gerekli miktarda tampon

hazirlanda.
Olciim Prosediirii

1. Calismada Ornek sayist kadar kuyucuklu strip plate c¢ercevesinde
hazirlanarak kullanilmayacak fazla stripler tekrar orijinal kabina yerlestirildi.

2. Tium kuyucuklara 50 pL inkiibasyon tamponu pipetlendi.

3. Bir kuyucuk sifir standart kuyucugu olarak isaretlenip bu kuyucuga 100 puL

standart diliient tamponu pipetlendi.
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10.
11.

12.

13.

. Yerleri belirli tim kuyucuklara 100 pL standart serileri, Ornekler ve

kontroller pipetlendi.

Plate’in tizeri 6zel yapiskan bandi ile kapatildiktan sonra 37°C’de 2 saat
inkiibe edildi. Bu asamada 6rnek, standart ve kontroller icindeki mevcut IL-6
molekiilleri kuyucuklarin i¢ duvarina kaplanmis IL-6 antikorlar:1 tarafindan
tutulur.

Birinci inkiibasyon siiresi sonunda tiim kuyucuklar 400 uL. yikama tamponu
ile 4 kez otomatik plate yikama cihazinda yikandi.

Kuyucuklara 100 pL biyotin konjugat1 eklendi ve orneklerin iizeri tekrar
kapatilarak 1 saat 30 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.

Ikinci inkiibasyon islemi sonrasi yikama islemi 6. basamaktaki islem
tekrarlandi.

Tim kuyucuklara 100 pL Streptavidin — HRP konjugati eklendikten sonra 30
dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.

Altinc1 basamaktaki yikama islemi tekrarlandi.

Tim kuyucuklara 100 pL Substrat (tetrametilbenzidin - TMB) eklendi ve
karanlik bir ortamda 30 dakika inkiibasyona birakild1.

Inkiibasyon islemi bitiminde tiim kuyucuklara 100 pL stop soliisyonu
eklendi ve stop Oncesi mavi rengin sar1 renge degistigi gézlemlendi. Renk
degisimi Ornekteki IL-6 konsantrasyonuyla orantili olarak 450 nm’de
absorbans diizeyleriyle belirlendi.

Tiim sonuclar standart seri diliisyonlaria karsilik ¢izilen absorbans egrisi
iizerinden hesapland: (Sekil 25). Ornek sonuglar1 diliisyon faktoriiyle

carpilarak verildi.
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Sekil 25. Standart 1L-6 Grafigi (Grafik VICTOR™ X3, PerkinElmer Inc., USA,
Plate Okuyucuda, WorkOut 2.5, DAZDAQ LTD, England, programinda ¢izilmistir).

3.2.5. Lipoksijenaz (LOX) Aktivitesinin Ol¢iimii

“Cayman Chemical Company” e ait “Lipoxygenase Inhibitor Screening Assay

Kit” kullanilmistir (Item No: 760700, Cayman Chemical Company, USA)
Lipoksijenaz (LOX) Aktivitesinin Ol¢iimii Prensibi

Lipoksijenasyon reaksiyonu ile olusan hidroperoksitlerin 6lgiimiine dayanan
kolorimetrik yontemdir. Yag asitlerinin c¢esitli pozisyonlarindaki hidroperoksitlerin
tamamina pozisyon ayirt edilmeksizin esit duyarhiliktadir ve tiim yag asitleriyle calisir.
Kuyucaklara once enzim sonra substrat eklenir ve kisa bir siire inkiibe edilir.
Inkiibasyondan sonra eklenen kromojenlerle reaksiyon tamamlanip absorbanslar

okunur.
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Lipoksijenaz (LOX) Aktivitesinin Ol¢ciim Materyalleri

1. Lipoksijenaz Inhibitor Screening Assay Buffer (10X)

o,

+ Konsantre haldeki 3 ml assay buffer 27 ml HPLC derecesinde su ile
sulandirildi. Son hacimde 0,1 M Tris-HCI, pH:7,4 elde edilmis oldu.

2. Developing Reagent 1

+«+ Kullanima hazir olarak kit i¢erisinde mevcuttur.

3. Developing Reagent 2
+« Kullanima hazir olarak kit i¢erisinde mevcuttur.
4. Kromojen

+ Deneyde kullanilacak tiim kuyucuklara 100 pL kromojen olacak
sekilde hesaplanarak Developing Reagent 1 ve Reagent 2’den esit

hacimde karistirilarak olusturuldu.

5. 15-Lipoksijenaz standardi

o,

% Igerisinde 990 uL Assay buffer bulunan sise igerisine 10 pL enzim

transfer edildi. Bu ¢6zelti 1 saat igerisinde kullanildi

6. Arasidonik Asit (Substrat)

o,

% Igerisinde 25 pL potasyum hidroksit bulunan tiipe 25 pL Substrat
ilave edildi ve karistirildi. Bu karisim iizerine 950 pL HPLC
derecesinde su ilave edilerek son konsantrasyon 1 mM olacak sekilde

ayarlandi.

7. Potasyum hidroksit

o,

« Kullanima hazir olarak 0,1 M konsantrasyonda kit iceriginde

mevcuttur.
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Lipoksijenaz (LOX) Aktivitesinin Ol¢iim Yontemi

I.

Serum Ornekleri ¢alisma Oncesi denemelerle uygun seyreltme orani tespit

edilerek teste tabi tutuldu.

Calisma i¢in ayrilan kuyucuklardan birine 100 pL Assay buffer eklendi ve
bu kuyucuk kor olarak tespit edildi.

. Pozitif kontrol kuyucuguna 90 puL 15-LOX ve 10 pL assay buffer pipetlendi.

Numune kuyucuklarmma 90 pL diliie 6rnek ve 10 pL assay buffer pipetlendi.

Reaksiyonu basglatmak i¢in tiim kuyucuklara 10 pL. Substrat (arasidonik asit)

pipetlendi. Plate karistirict lizerinde en az 5 dakika siireyle inkiibe edildi.

Tim kuyucuklara 100 pL kromojen reaktifi eklenerek reaksiyon durduruldu

ve lizeri yapiskan bandiyla kapatilan plate 5 dakika karistiricida bekletildi.

Siire sonunda kuyucuklarin absorbans1 490 nm’de otomatik plate okuyucuda

okutuldu.

Orneklerdeki lipoksijenaz aktivitesi Unite olarak verildi ve Unite tanim 1

umol arasidonik asiti dakikada tiiketen enzim miktar1 olarak tanimlanda.

Lipoksijenaz aktivitesi asagidaki formiile gore hesaplandi:

Lipoksijenaz Aktivitesi (umol/dakika/ml) =

A0 (5rnek) — Aa90 (ko) 0,21ml
9,47 mM~1 x 5dakika 0,09 ml

X ornek diliisyonu
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3.2.6. Alanin aminotransferaz (ALT) ve Aspartat aminotransferaz (AST)
Aktiviteleri Ol¢iimii

Karaciger hasarmi saptamak i¢in tipik olarak alanin aminotransferaz (ALT) kan
testi kullanmilmaktadir. Siklikla aspartat aminotransferaz (AST) ile veya karaciger
panelinin bir bolimii olarak veya karaciger hastaligini taramak veya taninmasina
yardimc1 olmak i¢in istenir. ALT, AST’ye gore daha spesifik olmakla birlikte (102)

AST ve ALT’nin en 6nemli testler oldugu diisiiniilmektedir.

Alanin ve Aspartat aminotransferaz enzim aktiviteleri standardize edilmis UV —
fotometrik 6l¢iim prensibine dayanan Roche/Hitachi Modular DP (Roche Diagnostic
GmbH, Mannheim) cihazinda ALT ve AST test kitiyle otomatize calisilmistir. Her iki
testte de NADH nin NAD ye yiikseltgenmesi sirasnda NADH’nimn azalan miktarmin

fotometrik 6l¢limii enzim aktiviteleriyle dogru orantilidir.
3.2.7. Seruloplazmin Oksidaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Seruloplazminin enzimatik oksidaz aktivitesi o-dinasidin dihidrokloridin substrat

olarak kullanildig1 metotla 6l¢iildi (163).
Seruloplazmin Oksidaz Aktivitesi Olciim Materyalleri

1. Asetat Tampon Soliisyonu, pH: 5

o,

« 13,6080 gr sodyum asetat trihidrat (CH;COONa.3H,0) ve 5,742 ml
glasiyal asetik asit yaklasik 900 ml distile suda karistirildi. Son pH
kontrolii yapilarak istenilen pH’ya 0,1 M NaOH veya glasiyal asetik

asitle getirildi ve 1 1t’ye tamamlandi. Bu ¢6zelti +4°C’de saklanabilir.

2. Siilfiirik Asit, 9M

o,

< 504,989 ml H,SO4 250 ml distile su ile yavas¢a karistirildi ve son

hacim 1 It’ye tamamlandi.
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3. O-dianisidin dihidroklorid, 7,88 mM

o,

% 0,2499 gr o-dianisidin dihidroklorid 100 ml distile suda hazirland.
Bu ¢o6zelti koyu renkli sisede 2 — 8 °C’de saklandi.

Seruloplazmin Oksidaz Aktivitesi Ol¢iim Yéntemi

1. Ayn1 6rnege ait iki adet deney diizenegi hazirlandi ve diizenekteki tiiplerin
her birine 50 puL numune ve 750 pL asetat tamponu pipetlendi. Ornek
diizeneklerinden biri 5. dakika ve digeri 15. dakika diizenegi olarak
isaretlendi.

2. Her iki diizenek te 30°C’de su banyosunda 5 dakika esit sicakliga gelmesi
icin on-inkiibasyona birakildi.

3. Ardindan tiim tiiplere 200 pL o-dianisidine substrat1 eklendi ve 5. ve 15.
dakika tiipleri i¢in zaman ayarlamasi yapildi.

4. 5 dakika sonra 5. dakika tiipleri su banyosunda ¢ikartilarak {izerine 2 mL 9
M siilfiirik asit eklendi. Ayni1 sekilde tam 15 dakika sonra 15. dakika tiipleri
de ayni1 isleme tabi tutuldu.

5. Asit reaktifi konulduktan sonra reaksiyon ortami rengi eflatun-kirmiziya
dondii ve absorbans siddeti 540 nm’de distile su koriine kars1 okutuldu.

6. Seruloplazmin oksidaz aktivitesi Unite/litre olarak tanimlandi.

7. Sonuglar asagidaki formiile gore hesaplandi:

Aktivite (U/litre) = Absorbans X 6.25 X 102

3.2.8. Total Nitrit (NO,) Miktar1 Ol¢iimii

Farkli teknikler temelinde bir¢ok metot nitrik oksidi dogrudan veya dolayli
olarak Olcmektedir. Kemiliiminesans, elektrokimyasal ve kiitle spektrum analizleri
nitrik oksidi dogrudan 6lgmekle birlikte olduk¢a 6zel ve pahali yontemlerdir. Nitrik
oksit oksidasyonunun stabil son iiriinleri olan nitrit ve nitratin 6l¢iimii dolayl olarak
cesitli viicut sivilarinda nitrik oksitin belirlenmesini saglar. Endojen NO {iretimi serum,

plazma ve idrarda nitrit/nitrat diizeyleriyle yiiksek oranda paralellik gosterir (160).
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Gilinlimiizde, 6rneklerdeki nitrit ve nitrat miktarlar1 iki asamali bir yontem ile
olciilmektedir. Oncelikle nitrat enzimatik doniisiim veya metalik kadmiyum ile nitrite
indirgenir. Griess reaksiyonu nitritin asidik ortamda primer bir aromatik amin ile
(stilfanilamit) diazotizasyonu ve N-(1-naftil) etilendiamin hidroklorit (NED) ile mor
renkli bir azo {liriinii olusturmas1 esasina dayanmaktadir (176). Griess reaksiyonu, nitrit
iyonlarina duyarli oldugundan, ortamdaki nitratin nitrite indirgenmesi in vivo olarak
olusan NO’nun gercege yakin miktarlarda Slglimiine olanak tanimaktadir (47) (Sekil

26).

H:NO:S—O—.\‘II, + O
: N=0
+H*
-H,0
+ H*

u‘r\'o‘s~©—x-—.\: H,NO,S NEN
- - H \\ - -
Y -H,0

N NH,

TN
H,NO,S N=N NH,

Sekil 26. Griess Reaksiyonu (177)

Iz

Total Nitrit Olciim Materyalleri

Total nitrit miktar1 tizerinden nitrik oksit konsantrasyonu 6l¢iimii i¢in Cortas ve
ark, Miranda ve ark, tarafindan bildirilen yontem modifiye edilerek caligilmistir (39,

121).
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. Cinko stilfat (.7H>0), 75 mM

% 2,1567 gr ZnSO4.7H,0 tartilip dH,O (distile su) ile 100 ml’ye

tamamlanda.
. Sodyum Hidroksit, 55 mM
% 0,22 gr NaOH tartilip dH,O ile 100 ml’ye tamamlandi

. Glisin — NaOH Tamponu, pH:9,7
« 15 gr Glisin 2 M NaOH (80 gr) ile pH’s1 9,7’ye ayarlanip 1 It’ye
tamamlandi

. Stilfanilamit, 5 gr

o,

« 5 gr Siilfanilamit 1sitilmis 3 M HCl igerisinde ¢6ziildii. Oda 1si1sinda 1
yil stabildir.

. N-(I-naftil) etilendiamin (NED), 50 mg

* 50 mg NED suda ¢oziilerek 250 ml’ye tamamlandi. 2 — 8 °C’de
yaklasik 2 ay stabildir.

. Balkar (11) Siilfat (5H,0), 5 mM

o,

< 1,24845 gr CuSO4.5H,0 bir miktar dH,O’da ¢oziildiikten sonra 1
It’ye tamamlandi. Kadmiyum graniillerinin aktivasyonu igin

kullanilda.
. Stok Sodyum Nitrit Standardi, ImM

s 0,0069 gr NaNO; tartilip igerisinde 10 mM Sodyum tetraborat
bulunan ¢ozeltide 100 ml hazirlandi. Stok halde 9 ay stabildir. Ancak

diliie edildikten sonra 3 giin saklanabilir.
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8. Sodyum Tetraborat (.10H>0), 10 mM

< 3,8137 gr Na,B;07.10H,O dH,O’da ¢o6zildiikkten sonra 1lt’ye

tamamlandi. Stok standardin hazirlanmasi i¢in kullanildi.
9. Siilfiirik Asit, 0,1 M

« 5,611 mL H;SO4 250 mL dH,O’ya yavasga eklendi ve son hacim 1
It’ye tamamlandi. Kadmiyum graniillerinin saklanmast i¢in

kullanilda.
10. Kadmiyum Graniilleri, 2,5 — 3 gr

+ Nitratin nitrite indirgenmesi amaciyla kullanildi. Kullanmadan 6nce
aktivasyon islemi yapildi. Aktivasyon islemini takiben 10 dakika
icerisinde kullanildi. Kullanilmayan siire uzadikca graniillerin hava
ile temas1 artacagindan rediiksiyon kapasitesi azalir.

% Graniillerin Aktivasyon Islemi: Graniiller igerisinde depolandig:
siilfiirik asitten arindirmak i¢in 3 kez dH,O ile durulandi. Ardindan
Glisin-NaOH tamponu icerisinde bakir siilfat ile 1-2 dakika graniiller
karistirildi. Bu islemden sonra graniillerin suyu tekrar siizildii ve
bakir siilfattan arindirmak i¢in 3 kez glisin-NaOH tamponuyla

durulandi.
11. Hidroklorik Asit, 3 M

« 123,176 mL HCI 125 mL dH,0’ya yavasga eklenerek karistirildi ve 1
It’ye tamamlandi. Isitilarak icerisinde stilfanilamidin ¢oziilmesi

amaciyla kullanildi.
Total Nitrit Olciim Yontemi

1. Orneklerin deproteinizasyonu: Proteinlerin neden oldugu turbiditeyi elemine
etmek icin Orneklerin deproteinizasyonu Olglimiin tespit yetenegini

artirmaktadir. 100 pLL 6rnek 100 pL ¢inko siilfat ve 100 pL sodyum hidroksit
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ile muamele edildi. Daha sonra bu karisim 10000 g’de 5 dakika santrifiij

edilerek proteinlerin ¢cokmesi saglandi.

2. Santrifiij isleminden sonra iiste kalan siipernatant kisimdan 100 pL almarak
iizerine 200 pL glisin — NaOH tamponu ilave edildi. Daha sonra tiim tiiplere
yaklagik agirhigr 2,5 — 3 gr olan kadmiyum graniillerinden atilarak oda
1s1sinda 90 dk inkiibasyona birakildi.

3. Inkiibasyon isleminden sonra numune tiiplerinden 100 pL almarak 96

kuyucuklu plate’e aktarild1.
4. Her bir kuyucuga sirastyla 50 pL. NED ve 50 pL siilfanilamit ilave edildi.

5. Absorbanslar 540 nm’de okutuldu (Sekil 27).

Four Parameter

+ Concentrations
1'2. ...... .:... ...... ...... ...... . ...... . ...... ......
1_0. ...... ........ ...... . ............ ...
0.8. ...... ....... ...... ..... . ...... . ...... ......
wn 3 . .
% 0.6. ...... :......'............:.... . ...... : ...... :"'MSE 9,01E-05':
0 R 0,9994 -
ﬁ A . . . : : : SSs 0,00072| *
= 0.4. ...... :..................: ...... :......: ...... :“'S’Y)( 0,013421.:
. . . . i . . a 0,006173| .
: . . : : : . b -0,94155| -
0.2.......... ...... .........:. . .. . .. .-. = 10568,3.-
d 95,7667 -

0.0+

0 10 20 30 40 S0 60 70 80 90 100

microMolar

Sekil 27. Standart [NO,] Grafigi (Grafik VICTOR™ X3, PerkinElmer Inc., USA,
Plate Okuyucuda, WorkOut 2.5, DAZDAQ LTD, England, programinda ¢izilmistir).
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3.2.9. Arjinaz Enzim Aktivitesinin Olciimii

Arjinaz aktivitesi Corraliza ve ark (38), Munder ve ark (127) tarafindan
bildirilen yontemler dogrultusunda serum i¢in modifiye edilerek ¢alisiimustir. Bir Unite
enzim aktivitesi dakikada 1 pmol iire olusumunu katalize eden enzim miktar1 olarak

tarif edilmistir.
Arjinaz Enzim Aktivitesi Ol¢iim Materyalleri

1. TRIS-HCI Tamponu, 50 mM

% 6,057 gr TRIZMA® base tartildi. pH’st 50 mM HCI ile 7,5%

ayarlanarak 1 It’ye tamamlanda.
2. Mangan Kloriir ((4H,0), 10 mM

s 0,19791 gr MnCl,.4H,0 tartild1 ve 50 mM TRIS-HCI tamponu i¢inde

100 ml’ye tamamlandi. Bu ¢ozelti yontem dncesi taze hazirlandi.
3. L-Arjinin, 0,5 M

s 8,7099 gr L-Arjinin tartilarak 50 mL dH,O’da ¢oziildii. Ardindan
pH’st 0,1 M HCI ile 9,7’ye ayarlandi. Bu c¢ozelti 2 - 8°C’de

saklanabilir.
4. o-Izonitrosopropiofenon (ISPF), % 9

s 0,900 gr ISPF tartildi ve bir miktar %100 etanolde ¢oziindiikten

sonra 10 ml’ye yine etanolle tamamlandi.

5. Ure standardi, 60 mg/100 ml (10umol iire)

o,

< 0,016 M benzoik asit igerisinde 0,06 gr iire tartilip 100 ml’ye
tamamlandi. Bu ¢ozelti stok iire standardi olarak kullanildi. Deneyde

bu stoktan diliisyonla ¢esitli konsantrasyonlarda standart elde edildi
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Arjinaz Enzim Aktivite Ol¢iimii Yontemi

1. Tum ornekler 1:10 oraninda distile su ile diliie edildi.

2. Serum igerisindeki endojen iirenin deney sonuglarini interfere etmemesi i¢in
ornek mL’sine 3 Unite Ureaz hazirlanip pipetlenerek tiim érnekler 37°C’de

30 dakika inkiibasyona birakildi.

3. % 0,1’lik Triton X-100 ¢ozeltisinin 100 pL ile 100 pL numune karistirilarak
30 dakika oda 1sisinda calkaland:.

4. Calkalama sonrasi elde edilen homojen karisimdan 100 pL almip tizerine 150
pL 50 mM Tris-HClV 10 mM MnCl, karisimmdan eklendi. Hazirlanan bu
karistm 56°C’de 10 dakika inkiibasyona birakildi. Bu sekilde numune

icindeki arjinazin aktif hale gelmesi saglandi.

5. Aktif hale gelen numunelerden 100 pL alinip tizerine pH’s1 9,7’ ye ayarlanmis
0,5 M L-Arjinin eklendi. Bu karisim 37°C’de 1 saat inkiibasyona birakildi.

6. Inkiibasyon sonrasi reaksiyonu durdurmak igin 1:3:7 karisim oraninda
hazirlanan “Silftirik Asit: Fosforik Asit: Su” asit ¢oOzeltisi eklenerek

reaksiyonun durmasi saglandi.

7. Ardindan asit ¢ozeltisi eklenen tiiplere % 9’luk ISPF ¢ozeltisinden 40 puL
eklenerek tlipler kaynar su banyosunda (100°C) 45 dakika inkiibe edildi.

8. Kaynar su banyosunda bekletilen tiim tiipler siire sonunda oda i1sisinda

karanlik bir ortamda 15 — 30 dakika bekletildi ve sogumas1 saglandi.

9. Tiim tiiplerden 200 pL alinarak 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir mikro plate’ine

pipetlendi ve absorbans degisimleri 540 nm’de okutuldu.

10. Stok iire standardindan olusturulan seri diliisyonlu {ire konsantrasyonlarina
(10 -5 -2,5-1,25 - 0,62 — 0 umol iire) karsilik gelen absorbans grafigi

iizerinden sonuclar degerlendirildi (Sekil 28).

69



11. Ornek degerleri; distile su ile diliisyon, iireaz ile karisim diliisyonu, Triton
X-100 ile karisim diliisyonu ve total reaksiyon hacmi igerisindeki karigim

diliisyonu dikkate alinarak elde edilen diliisyon faktorii ile ¢arpilarak verildi.

Five Parameter
+ Concentrations

....................................................................

o,boo714
0,9993|
0,005713| .
0,043638| .
0,061649). -
-4,30682| -
4,66081| -
2,87617| *
0,295036| *

Absorbans 540

9 10

Sekil 28. Standart Ure Grafigi (Grafik VICTOR™ X3, PerkinElmer Inc., USA,
Plate Okuyucuda, WorkOut 2.5, DAZDAQ LTD, England, programinda ¢izilmistir).
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Histolojik inceleme

Saglikli kontrol, sham, karvakrol grubu I, karvakrol grubu II, karvakrol grubu III
kafeik asit ve LPS gruplari olusturan tiim sicanlar Xylasin/Ketamin 10/80 mg/kg
anestezik madde verilerek oOldiirtildii. Sicanlarin karaciger 6rnekleri, 151k mikroskobik
diizeyde histolojik incelemelerinin yapilabilmesi i¢in %10’luk formalin fiksatifi i¢cine
almarak 48 saat siire ile fiksasyonlar1 saglandi. Fiksasyonlar1 saglanan Ornekler
fiksatifin ¢okmesini engellemek amaciyla 3-4 saat ¢esme suyunda yikandi. Cesme
suyuyla yikanan doku parcalar1 daha sonra sirasiyla kademeli olarak %70’lik, %80’lik,
%90’lik ve %96’lik alkol serilerinde 45’er dakika bekletilerek dehidratasyonlar:
saglandi. Dehidratasyonlariin ardindan ornekler seffaflandirilmak tizere 2 kez 20’ser
dakika ksilolde bekletildi. Karaciger ornekleri seffaflanmalarmin ardindan etiiv i¢inde
65°C’de eritilmis parafinlere alinarak 60 dakika siireyle ii¢ ayri parafinde bekletildi.
Parafinize edilen dokular ayr1 ayr1 parafin iceren kasetlere gdmiilerek blokland: ve kesit
almmaya hazir duruma getirildi. Parafin bloklardan kesitlerin alinmasinda kullanilacak
mikrotom bicag1 buzdolabinda sogutularak, mikrotom araciligi ile her bir 6rnekten 5’er
mikrometre kalinliginda doku kesitleri alindi. Kesitlerin 45°C’de su banyosunda
acilmalar1 saglanarak temiz lamlar lizerine alinmasindan sonra etiiv i¢inde 1 saat siire ile
bekletilmeleri saglandi. Preparatlar 1’er saat siire ile iki ayr1 ksilolde tutulup
deparafinizasyonlar1 saglandiktan sonra boyama asamasma ge¢ildi. Kesitlerin
boyanmasinda Hematoksilen-Eosin ikili boyas: kullanildi. Deparafinizasyonu yapilmis
olan doku kesitleri 5’er dakika siireyle %96, %90, %80, %70’lik alkollerde ve distile
suda bekletildi. Kesitler Hematoksilen ile 2 dakika ve Eosin ile 10 dakika boyandi.
Cesme suyu ile fazla boyasi alinan kesitler hizla alkol serilerinden gecirilip
dehidratasyonlar1 saglandi. ~ Dokular 1iki ayr1 ksilolde 30’ar dakika tutularak
seffaflastirildi. Seffaflanan dokular daha sonra entellan ile kapatilarak 151k mikroskobik
diizeyde Olympus BH-2 mikroskop ile degerlendirmeleri yapildi ve karaciger
orneklerini igeren tiim preperatlarin Olympus DP-70 digital kamera ile fotograflari

cekildi.
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istatistiksel Analiz

Calismada veriler ortalama + standart sapma (SD) ve medyan (25. ve 75.
persantil) olarak verildi. Degiskenlerin normal dagilima uygunlugunu test etmek
amactyla Kolmogorov-Smirnov Testi uygulandi. Gruplar arasindaki farkliliklar:
degerlendirilmek amaciyla Tek Yonli Varyans Analizi ve gruplarin farkliliklarmi
belirlemek i¢in Tukey Coklu Karsilastirma Testi, Kruskal-Wallis Tek Yonlii Varyans
Analizi ve Dunn Coklu Karsilastirma Testi uygulandi. Verilerin degerlendirmelerinde
SPSS 13.0 for Windows (SPSS Inc, Chicago, IL, USA) ve Sigmastat 3.5 (Statcon INC.,
B. Schdfer, Witzenhausen GERMANY) istatistiksel paket programlar1 kullanilmustir.
Sifir Hipotezinin reddi i¢in p<0.05 degeri yeterli kabul edilmistir.
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BULGULAR

Yaptigimiz deneysel sepsis ¢alismasinda enjeksiyondan yaklasik 2 — 3 saat sonra
1 mg/kg LPS 1ip. verilen gruplardaki sicanlarin hareketlerinde azalma, viicut
sicakliklarmi1 korumak ic¢in bir arada toplanma, tiiylerde diklesme, disaridan gelen
uyaranlara cevap vermekte gii¢siizlik ve halsizlik belirtileri gézlemlendi. Deneklerde,
ad1 gecen hastalik belirtilerinin goériilmesi, Akin ve ark ¢alismasi dikkate alinarak (6),

orneklerde sepsis lehine degisikliklerin olabilecegi izlenimi vermistir.

Deneysel prosediir uygulanan gruplar; Saglikli Kontrol Grubu (Saglikl, n=7),
¢Oziicii madde verilen grup (SHAM, n=7), 20 mg/kg karvakrol verilip LPS enjeksiyonu
yapilan grup (20 CVL+LPS, n=6), 40 mg/kg karvakrol verilip LPS enjeksiyonu yapilan
grup (40 CVLALPS, n=8), 80 mg/kg karvakrol verilip LPS enjeksiyonu yapilan grup
(80 CVLALPS, n=7), 50 mg/kg kafeik asit verilip LPS enjeksiyonu yapilan grup (50
CA+LPS, n=7) ve sadece LPS enjeksiyonu yapilan grup (LPS, n=8) olarak

siniflandrildi.

Deneyde 6lciimii yapilan parametrelerin istatistiksel olarak ortalama ve medyan

degerleri Tablo 9 ve Tablo 10°da verilmistir.

MDA diizevlerinin gruplar arasinda vapilan karsilastirilmasi Sekil 29°da

verilmistir.

MDA diizeylerinin oksidatif stres gostergesi olarak gruplar arasi c¢oklu
karsilagtirilmasi incelendiginde saghkh (p<0,001), 20 CVL+LPS (p < 0,01), 40
CVL+LPS (p < 0,001), 80 CVL+LPS (p < 0,05) ve 50 CA+LPS (p < 0,001)
gruplarmin LPS grubuyla arasinda farklilik vardi ve tiim bu gruplarin MDA diizeyleri
LPS grubuna gore diisiiktii.

Sham grubunun (p<0,05) ise 50 CA+LPS grubuyla arasinda fark bulundu ve
sham grubunun MDA diizeyleri S0 CA+LPS grubundan yiiksekti.

Saghkh, sham, kafeik asit ve karvakrol doz gruplarmnin birbirleriyle aralarinda

MDA diizeyleri agisindan farklilik tespit edilmedi (p > 0,05).
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Tablo 9. Calismada Sl¢iimii yapilan parametrelerin ortalama + standart sapma degerleri*

MDA
(LM)

ALT
(U/L)

TNFa
(pg/mL)

Seruloplazmin
(U/mL)

Arjinaz
(U/mL)

NO
(LM)

50 mg

Saglikli Sham 20 CVLH+LPS 40 CVL+LPS 80 CVL+LPS CA+LPS LPS
(n=7) (n=7) (n=6) (n=8) (n=7) _ (n=8)
(n=7)
4,86 £ 0,75 5,84 £0,79 4,99 + 0,54 4,98 + 0,69 5,38 £0,94 4,94 + 0,37 6,65 + 0,80
33,71 £4,46 44,43 + 5,44 33,67+ 3,27 25,63 +4,00 34,86 + 8,25 52,43 +£15,36 61,75+ 13,96
3,48 + 1,46 4,65 +£2,23 4,46 + 2,66 4,87 +2,14 4,02 +£2,54 13,09 £2,62 15,75 £2,42
89,38+ 9,12 113,54+7,93 162,54 +10,83 100,57 +8,05 109,08 +12,95 155,40 £33,69 70,23 +5,40

233,60 + 35,22

13,27 £ 1,63

285,12 £ 63,23

13,31 £ 1,35

312,45 + 60,36

27,50 £ 6,79

300,75 £ 61,71

24,12 £ 4,37

277,31 £53,16

16,85 £ 3,58

300,74 + 89,13

19,21 £9,54

356,19 + 43,59

25,95+742
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Tablo 10. Calismada 6l¢iimii yapilan parametrelerin ortanca (%25 - %75) degerleri**

- 20 mg 40 mg 80 mg 50 mg
S(E‘f:l%ll (Srgl; CVL+LPS ~ CVL+LPS  CVL+LPS CA+LPS (I;lzg)
(n=6) (n=8) (n=7) (n=7)
IL-6 14,9 12,6 121, 5 41,3 53,1 64,6 219,8
(pgmL)  (143-273) (11,1-20,1) (106,8-126,9) (37.8-61,7) (49,6-584) (59,2-87,9) (1889 -236,3)
LOX 4,74 5,5 4,84 4,91 5,03 4,53 5,01
(U/mL) (4,2-4.9) (5,1-5,5) (4,6 - 4,9) (4,8-5,1) (4,7-52) (44-4.7) (4,9 -5.3)
AST 203 157 174,5 151,5 169 110 160

(U/L) (148,5-2632)  (152,8-2458) (163-189)  (142-176,5) (146,3-190,3) (100,7-123,2) (136,5-175,5)

* Kolmogorov- Smirnov Testi uygulanarak normal dagilim gdsteren parametreler Tek Yonlii Varyans Analiziyle degerlendirildi. Sonuglar ortalama + standart
sapma olarak verildi

*k Kolmogorov- Smirnov Testi uygulanarak normal dagilim gostermeyen parametreler i¢in Kruskal — Wallis Tek Yonlii Varyans Analizi yapilarak sonuglar
ortanca (%25 - %75) olarak verildi.
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Her bir grubun degeri ortalama + standart sapma (SD) olarak verildi

a: LPS grubuna gore farklilik, %: LPS grubuna gore anlamlilik diizeyi

b: 50 CA+LPS grubuna gore farklilik #: 50 CA+LPS grubuna gore anlamlilik diizeyi

*: Anlamli (p < 0,05), % {leri diizeyde anlamh (p < 0,01), % : Cok ileri diizeyde anlaml1 (p<0,001)
#: Anlamli (p < 0,05)

Sekil 29. MDA diizeylerinin gruplar arasinda karsilastirilmasi

TNF-0 diizeylerinin gruplar arasinda vapilan karsilastirilmasi Sekil 30’ da

verilmistir.

TNF-a diizeylerinin pro-inflamatuar sitokin olarak degerlendirildigi bu
calismada gruplar arasi ¢oklu karsilastirilmasi incelendiginde LPS grubunun TNF-a
diizeylerinin 50 CA+LPS grubu hari¢ saghkh (p<0,001), sham (p<0,001), 20
CVL+LPS (p<0,001), 40 CVL+LPS (p<0,001), 80 CVL+LPS (p<0,001) gruplarina
gore daha yiiksek oldugu, 50 CA+LPS grubunun ise TNF-a diizeylerinin LPS grubu
hari¢ saghkh (p<0,001), sham (p<0,001), 20 CVL+LPS (p<0,001), 40 CVL+LPS
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(»<0,001), 80 CVL+LPS (p<0,001) gruplarina gore yliksek oldugu bulundu. Karvakrol
doz gruplar1 arasinda istatistiki bir anlamlilik bulunamadi (p>0,05).

TNFa (pg/mL)

0 =T T T T T T T
SAGLIKLI SHAM 20CVL+LPS 40CVL+LPS 80CVL+LPS 50CA+LPS LPS

Her bir grubun degeri ortalama + standart sapma (SD) olarak verildi

a: LPS grubuna gore farklilik, %: LPS grubuna gore farkliligin anlamlilik diizeyi

b: 50 CA+LPS grubuna gore farklilik #: 50 CA+LPS grubuna gore farkliligin anlamlilik diizeyi
X% Cok ileri diizeyde anlamli (p<0,001)

###: Cok ileri diizeyde anlamli (p<0,001)

Sekil 30. TNF-a diizeylerinin gruplar arasi karsilastiriimasi

Serum IL-6 diizeylerinin gruplar arasindaki Kkarsilastirilmasi Sekil 31°te

verilmistir.

Gruplar arasinda anlamlilik diizeyleri agisindan saghkh (p<0,05), sham

(p<0,05) ve 40 CVL+LPS (p<0,05) gruplarmin IL-6 diizeyleri LPS grubuna goére
diistikti.

20 CVLALPS grubunun IL-6 diizeyleri ise saghkh (p<0,05) ve sham (p<0,05)

grubuna gore yiiksekti.
50 CA+LPS grubunun IL-6 diizeyleri sham (p<0,05) grubuna gore yiiksekti.
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Her bir grubun degeri ortanca (%25-%75 persantil) olarak verildi

Gruplar aras1 anlamlilik diizeyleri Sigmastat paket programiyla yapildigindan anlamlilik diizeyleri p<0,05
olarak verilmistir.

a: LPS grubuna gore farklilik, %: LPS grubuna gore farkliligin anlamlilik diizeyi

x: Saglikli gruba gore farklilik, +: Saglikli gruba gore farkliligin anlamlilik diizeyi

y: Sham grubuna gore farklilik, ©>: Sham grubuna gére farkliligin anlamlilik diizeyi

*: Anlamli (p < 0,05),
+: Anlamli (p < 0,05),
&: Anlamli (p < 0,05)

Sekil 31. IL-6 diizeylerinin gruplar arasinda karsilastirilmasi

Serum lipoksijenaz (LOX) aktivitelerinin degerlendirildigi bu calismada gruplar

arasi LOX degerlerinin karsilastirilmasi Sekil 32’de verilmistir.

Verilere gore sadece sham grubunun LOX diizeyleri 50 CA+LPS grubuna gore
anlamlilik gosteriyordu (p<0,05) ve kafeik asit (50 CA+LPS) grubuna gore yiiksekti.
Diger gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli bir artis veya azalma tespit

edilememistir.
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Her bir grubun degeri ortanca (%25-%75 persantil) olarak verildi

Gruplar aras1 anlamlilik diizeyleri Sigmastat paket programiyla yapildigindan anlamlilik diizeyleri p<0,05
olarak verilmistir.
b: 50 CA+LPS grubuna gore farklilik #: 50 CA+LPS grubuna gore farkliligin anlamlilik diizeyi

#: Anlamli (p < 0,05)

Sekil 32. LOX diizeylerinin gruplar arasinda karsilastirilmasi

Karaciger fonksivon testi olarak degerlendirilen serum ALT diizevlerinin gruplar

arasi karsilastirilmasi Sekil 33’de verilmistir.

Saghkh (p< 0,001), sham (p< 0,05), 20 CVL+LPS (p< 0,001), 40 CVL+LPS
(p< 0,001) 80 CVL+LPS (p< 0,001) gruplarmin ALT diizeyleri LPS grubuna gore

diistiktii.
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Her bir grubun degeri ortalama + standart sapma (SD) olarak verildi

a: LPS grubuna gore farklilik, %: LPS grubuna gore farkliligin anlamlilik diizeyi

b: 50 CA+LPS grubuna gore farklilik #: 50 CA+LPS grubuna gore farklilig anlamlilik diizeyi
x: Saglikli gruba gore farklilik, +: Saglikli gruba gore farkliligin anlamlilik diizeyi

y: Sham grubuna gore farklilik, <©: Sham grubuna gére farkliligin anlamlilik diizeyi

*: Anlamli (p < 0,05), *%: Ileri diizeyde anlaml1 (p < 0,01), %% Cok ileri diizeyde anlaml1 (p<0,001)
#: Anlamli (p < 0,05), ##:1leri diizeyde anlamli (p<0,01) ###: Cok ileri diizeyde anlamh (p<0,001)

-+: Anlamli (p < 0,05), ++: Tleri diizeyde anlaml1 (p<0,01), +-+-+: Cok ileri diizeyde anlamli (p<0,001)
&: Anlamli (p < 0,05), &< Ileri diizeyde anlamli (p<0,01), &< : Cok ileri diizeyde anlamli (p<0,001)

Sekil 33. ALT diizeylerinin gruplar arasinda karsilastirilmasi

Saghkh (p< 0,01), 20 CVL+LPS (p< 0,05), 40 CVL+LPS (p< 0,001), 80
CVLA+LPS (p< 0,05) gruplarinin ALT diizeyleri 50 CA+LPS grubuna gore diisiiktii.

40 CVLALPS grubunda ise serum ALT diizeyleri yalnizca sham (p< 0,01)
grubunun ALT diizeyleriyle farklilik gosterdi ve sham grubunun ALT diizeyleri daha

yiiksekti.
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Serum AST diizevlerinin gruplar arasindaki karsilastirilmasi Sekil 34°de

verilmistir.

Tim gruplar arasinda AST diizeyleri acisindan farkhilik tespit edilemedi

(p>0,05).
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SAGLIKLI SHAM 20CVL+LPS 40CVL+LPS 80CVL+LPS 50CA+LPS LPS

Her bir grubun degeri ortanca (%25-%75 persantil) olarak verildi
Gruplar arasinda anlaml farklilik bulunamadi.

Sekil 34. AST diizeylerinin gruplar arasinda karsilastiriimasi

Serum seruloplazmin oksidaz aktivitesinin degerlendirildigi bu calismada

karvakrol doz gruplarinin (Sekil 35) hepsinin LPS grubuvla Kivaslandiginda

seruloplazmin oksidaz aktivite diizevleri viiksekti.
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SAGLIKLI SHAM 20CVL+LPS 40CVL+LPS 80CVL+LPS 50CA+LPS LPS

Her bir grubun degeri ortalama + standart sapma (SD) olarak verildi

a: LPS grubuna gore farklilik, %: LPS grubuna gore farkliligin anlamlilik diizeyi

b: 50 CA+LPS grubuna gore farklilik #: 50 CA+LPS grubuna gore farkliligin anlamlilik diizeyi

¢: 20 CVLALPS grubuna gore farklilik 0: 20 CVL+LPS grubuna gore farkliligin anlamlilik diizeyi
d: 40 CVLALPS grubuna gore farklilik , o: 40 CVL+LPS grubuna gore farkliligin anlamlilik diizeyi
e: 80 CVLALPS grubuna gore farklilik, A: 80 CVL+LPS grubuna gore farkliligm anlamlilik diizeyi
x: Saglikli gruba gore farklilik, +: Saglikli gruba gore farkliligin anlamlilik diizeyi

y: Sham grubuna gore farklilik, ©: Sham grubuna gére farkliligin anlamlilik diizeyi

*: Anlamli (p < 0,05), *: {leri diizeyde anlamli (p < 0,01), *: Cok ileri diizeyde anlaml (p<0,001)
#: Anlamh (p < 0,05), ##:1leri diizeyde anlamh (p<0,01) ###: Cok ileri diizeyde anlamli (p<0,001)

+: Anlamli (p < 0,05), ++: Ileri diizeyde anlaml1 (p<0,01), ++-+: Cok ileri diizeyde anlamli (p<0,001)
&: Anlamli (p < 0,05), &< {leri diizeyde anlamli (p<0,01), << Cok ileri diizeyde anlamh (p<0,001)
A: Anlamli (p < 0,05), AA: {leri diizeyde anlamli (p<0,01), AAA: Cok ileri diizeyde anlamh (p<0,001)

0: Anlamli (p < 0,05), O0: ileri diizeyde anlaml1 (p<0,01), O00: Cok ileri diizeyde anlaml1 (p<0,001)

o: Anlamli (p < 0,05), ee: {leri diizeyde anlamli (p<0,01),eeeCok ileri diizeyde anlaml (p<0,001)

Sekil 35. Seruloplazmin oksidaz aktivitesinin gruplar arasinda karsilastiriimasi

20 CVLALPS grubunun seruloplazmin oksidaz aktivitesi saghkh (p<0,001),
sham (p<0,001), 40 CVL+LPS (p<0,001), 80 CVL+LPS (p<0,001) ve LPS grubuna
(p<0,001) gore yiiksek ve bu ylikseklik istatistiki olarak ¢ok ileri diizeyde anlaml idi.
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40 CVLALPS grubunun seruloplazmin oksidaz aktivitesi 50 CA+LPS
(p<0,001) grubuna gore diisiik ve LPS grubuna gore (p<0,01) yiiksekti. 20 CVL+LPS
grubuna gore seruloplazmin oksidaz aktivitesi ileri diizeyde anlamli diisiiktii (p<0,001).

80 CVL+LPS grubunun seruloplazmin oksidaz aktivitesi 20 CVL+LPS
(»<0,001) ve 50 CA+LPS (p<0,001) grubuna gore diisiik, LPS grubuna gore yiiksekti
(»<0,001).

50 CA+LPS grubunun seruloplazmin oksidaz aktivitesi ise saghkh (p<0,001),
sham (p<0,001), 40 CVL+LPS (p<0,001), 80 CVL+LPS (p<0,001) ve LPS
(p<0,001) gruplarina gore yiiksekti.

Serum NO degerleri bakimindan gruplar arasi karsilastirma istatistigi Sekil 36°de

verilmistir.

20 CVLALPS grubunun NO diizeylerinin saghkh ve sham grubuna gore
yiiksekligi ¢ok ileri diizeyde anlamh idi (p<0,001). 80 CVL+LPS grubuna gore ise
yiiksekligin anlamlilik diizeyi p<0,05’1d1.

40 CVL+LPS grubunun NO diizeyleri saghkh ve sham grubuna gore yiiksek
idi (p<0,01).

80 CVLALPS grubunun NO diizeyleri ise LPS ve 20 CVL+LPS grubuna gore
anlaml diizeyde diisiiktii (p<0,05). LPS grubunda ise NO diizeyleri saghkh (p<0,01),
sham (p<0,01) ve 80 CVL+LPS (p<0,05) gruplarina gore yiiksekti.
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Her bir grubun degeri ortanca (%25-%75 persantil) olarak verildi

a: LPS grubuna gore farklilik, %: LPS grubuna gore farkliligin anlamlilik diizeyi

¢: 20 CVLA+LPS grubuna gore farklilik 0: 20 CVL+LPS grubuna gore farkliligin anlamlilik diizeyi
d: 40 CVLALPS grubuna gore farklilik , o: 40 CVL+LPS grubuna gore farkliligin anlamlilik diizeyi
e: 80 CVLALPS grubuna gore farklilik, A: 80 CVL+LPS grubuna gore farkliligm anlamlilik diizeyi
x: Saglikli gruba gore farklilik, +: Saglikli gruba gore farkliligin anlamlilik diizeyi

y: Sham grubuna gore farklilik, ©: Sham grubuna gére farkliligin anlamlilik diizeyi

+: Anlamli (p < 0,05), ++: Ileri diizeyde anlaml1 (p<0,01), ++-+: Cok ileri diizeyde anlamli (p<0,001)
*: Anlamli (p < 0,05), *: {leri diizeyde anlamli (p < 0,01), % Cok ileri diizeyde anlaml (p<0,001)
+: Anlamli (p < 0,05), +-+: Ileri diizeyde anlaml1 (p<0,01), ++-+: Cok ileri diizeyde anlamli (p<0,001)
&: Anlamli (p < 0,05), &< {leri diizeyde anlamli (p<0,01), << Cok ileri diizeyde anlamh (p<0,001)
0: Anlamli (p < 0,05), O0: ileri diizeyde anlaml1 (p<0,01), O00: Cok ileri diizeyde anlaml1 (p<0,001)

o: Anlamli (p < 0,05), ee: {leri diizeyde anlamli (p<0,01),eeeCok ileri diizeyde anlaml (p<0,001)

Sekil 36. NO diizeylerinin gruplar arasinda karsilastirilmasi
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Serum Arjinaz diizevlerinin gruplar arasindaki Kkarsilastirmasi Sekil 37’te

verilmistir.

Arjinaz diizeyleri sadece saghkh (p<0,001), sham (p<0,05) ve 80 CVL+LPS
(p<0,05) gruplarinda LPS grubuna gore diisiiktii. Diger gruplar arasinda c¢oklu

karsilagtirma analizi sonucu fark bulunamadi (p>0,05).
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Her bir grubun degeri ortalama + standart sapma (SD) olarak verildi
a: LPS grubuna gore farklilik, *: LPS grubuna gore farklilign anlamlilik diizey

*: Anlamli (p < 0,05), *: {leri diizeyde anlamli (p < 0,01), 3 Cok ileri diizeyde anlaml (p<0,001)

Sekil 37. Arjinaz diizeylerinin gruplar arasinda karsilastiriimasi

85



Karacigerde Histolojik Bulgular

Calismamizdaki karaciger doku oOrnekleri Hematoksilen-Eozin boyama
yontemiyle incelendi. Tiim gruplar, nekrotik hiicre odaklari, hiicresel dejenerasyon,

mononiikleer hiicre infiltrasyonu agisindan degerlendirildi.

Saghkh-kontrol grubu: Bu grubu olusturan si¢anlardan alinan karaciger

orneklerinin yapilan 151k mikroskobik incelemelerinde; hepatosit hiicreleri, sintizoidal

yapilari, portal alan ve i¢erdigi yapilari ile karaciger normal histolojik yapida gozlendi
(Sekil 38).

Sekil 38. Saglikli-kontrol grubu histolojik incelemesi

Hepatosit hiicreleri, siniizoidal yapilari, portal alan ve icerdigi yapilart ile normal histolojik yapidaki
karaciger izlenmekte. V:vena sentralis. (bar:200pm, bar:50.0um, HE).

Sham grubu: Bu grubu olusturan sicanlardan alman karaciger orneklerinin
yapilan 151k mikroskobik incelemelerinde; hepatosit hiicreleri, siniizoidal yapilari, portal

alan ve igerdigi yapilar ile karaciger normal histolojik yapida gozlendi (Sekil 39).
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Sekil 39. Sham grubu histolojik incelemesi

Hepatosit hiicreleri, siniizoidal yapilari, portal alan ve igerdigi yapilari ile normal histolojik yapidaki
karaciger izlenmekte. V:vena sentralis. (bar:200um, bar:50.0um, HE).

Sepsis grubu (1 mg/kg LPS): Bu grubu olusturan siganlardan alinan karaciger
orneklerinin yapilan 151k mikroskobik incelemelerinde; 6zellikle parankim dokuda
yogun nekrotik hiicre odaklar1 ve hepatosit hiicrelerinde karyolizis gozlendi. Vena
sentralisin etrafinda ve karacigerin genelinde hiicresel dejenerasyon dikkat gekti.
Karacigerde bircok alanda mononiikleer hiicre infiltrasyonu goriildii. Ayrica gerek

portal alanda gerekse vena sentralislerde damar i¢i konjesyonlar gézlendi (Sekil 40).

Karvakrol grubu I (20 mg/kg CVL+LPS): Bu grubu olusturan si¢anlardan
alinan karaciger drneklerinin yapilan 1s1k mikroskobik incelemelerinde; sepsis grubuna
gore azalmig hiicresel hasar goriilmekle birlikte portal alanda ise hiicresel infiltrasyonun

devam ettigi dikkat ¢ekti (Sekil 41).

Karvakrol grubu II (40 mg/kg CVL+LPS): Bu grubu olusturan si¢anlardan
alinan karaciger drneklerinin yapilan 1s1k mikroskobik incelemelerinde; sepsis grubuna
gore azalmis hiicresel hasar diizgiin hepatosit hiicreleri ve siniizoidal yapilar ile normale

yakin karaciger yapist goriildii. Ancak yer yer kismi hiicresel infiltrasyona rastlandi
(Sekil 42).
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Sekil 40. Sepsis grubu (1 mg/kg LPS) histolojik incelemesi

Karacigerin 151k mikroskobik incelenmesinde farkli biiyiiltmelerde parankim dokuda yogun hiicresel
dejenerasyon, karyolizis (—) ve mononiikleer hiicre infiltrasyonu () dikkat cekmekte (a,b) (bar:100pm,
bar:50.0um, HE).

Sekil 41. Karvakrol grubu I (20 mg CVL+LPS) histolojik incelemesi:

Karacigerin 151k mikroskobik incelenmesinde portal alanda azalmis hiicresel infiltrasyon (P ) ile kismi
siniizoidal dilatasyon (—) goriilmekte.
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Sekil 42. Karvakrol grubu II (40 mg/kg CVL+LPS) histolojik incelemesi

Karacigerin 151k mikroskobik incelenmesinde azalmis hiicresel hasar, diizgiin hepatosit hiicreleri ve
siniizoidal yapilar ile normale yakin karaciger yapisinin yani sira, kismi hiicresel infiltrasyon (P)
goriilmekte. V:vena sentralis (a,b) (bar:200pm, bar:50.0um, HE).

Karvakrol grubu III (80 mg/kg CVL+LPS): Bu grubu olusturan si¢anlardan
alinan karaciger drneklerinin yapilan 151k mikroskobik incelemelerinde; sepsis grubuna
gore azalmig hiicresel hasar oldukga diizgiin korunmus hepatosit hiicreleri ve siniizoidal
yapilar ile normale yakin karaciger yapisi gozlendi. Bazi alanlarda sadece vena sentralis

etrafinda az da olsa hiicresel infiltrasyon goriildii (Sekil 43).

Kafeik asit grubu (50 CA+LPS): Bu grubu olusturan si¢anlardan alinan
karaciger Orneklerinin yapilan 11k mikroskobik incelemelerinde; Ozellikle vena
sentralisin etrafindaki hepatositlerde hiicresel dejenerasyon ve portal alanda hiicresel

infiltrasyon dikkat ¢ekti (Sekil 44).
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Sekil 43. Karvakrol grubu III (80 mg/kg CVL+LPS) histolojik incelemesi

Karacigerin 151k mikroskobik incelenmesinde oldukga diizgiin korunmus hepatosit hiicreleri ve
siniizoidal yapilar ile normale yakin karaciger yapisi gézlenmekte. Bazi alanlarda sadece vena sentralis
etrafinda az da olsa hiicresel infiltrasyon (P ) goriilmekte.

Sekil 44. Kafeik asit grubu (50 CA+LPS) histolojik incelemesi

Karacigerin 151k mikroskobik incelenmesinde 6zellikle vena sentralisin etrafindaki hepatositlerde hiicresel
dejenerasyon (—) ve portal alanda hiicresel infiltrasyon (») dikkat cekmekte
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TARTISMA

Teshisi ve tedavisi karmasik bir sendrom olan sepsis, viicudun enfeksiyonlara
kars1 verdigi cesitli klinik yanitlar toplulugu olup yogun bakimda ilk siralardaki 6liim

sebeplerinden biri oldugu bilinmektedir (192).

Hayvan modellerinin hi¢birinde yogun bakim {initelerinde uygulanan
destekleyici tedaviye benzer bir durum olusturmak kolay goziikmemekle beraber sepsis
patofizyolojisinin anlasilmasinda, klinik deneme Oncesi yeni tedavi protokollerinin
(yaklasimlarinin) bulunmasinda deneysel modellerin 6nemi hi¢c kuskusuz son derece
fazladir. Fakat biitiin olumsuzluklara ragmen unutulmamasi gereken en 6nemli nokta
insanlar iizerindeki klinik ¢alismalar 6ncesinde, ilaclarin hayvan deneylerinde mutlaka

denenmesi ve incelenmesi gerekliligidir (86).

Bu calismada sepsis olusumu i¢in subletal doz endotoksin olarak Gram negatif
bakteri hiicre duvari1 bileseni olan lipopolisakkarit (1 mg/kg) kullanilmistir. LPS
dozunun diisiik olmas1 hiperdinamik fazin® gdzlenmesine sebep olur ve insan kompanse

sepsis tablosuna benzer bir model olusur (54).

Sepsiste biliylik oranda iyilesme saglayacak bir tedavi secenegi heniiz
bulunmamakla birlikte ¢esitli deneysel ve klinik ¢aligmalarda antioksidan ajanlarin
sepsiste mortaliteyi azaltici ve organ yetmezligini Onleyici etkileri gosterilmektedir.
(165). Sepsis siirecindeki immiin yanit son derece karmasik oldugu i¢in, sag kalimi
arttirmada sadece anti-mikrobiyal tedavinin yeterli olmadig1 goriilmektedir. Ozellikle
sepsis fizyopatolojisinde mekanizmalarm aydinlatilmasiyla olayda rol alan mediyatorler
ve sitokinlerin etki mekanizmalar1 ve viicutta olusturduklar1 degisimler ile ilgili
calismalar stirerken, giinlimiizde oksidan ajanlarin roliinlin her gegen giin biraz daha
anlasilmasiyla, antioksidan ajanlarin sepsis ve inflamasyonda koruyucu rol alabilecegi

disiiniilmektedir (165).

Aktive edilmis immiin sistem hiicreleri tarafindan asir1 miktarda iiretilen serbest

oksijen radikallerinin (ROS) neden oldugu oksidatif hasarin sepsis patogenezinde

? Insan kompanse sepsis tablosunda kardiyak debi artmus, sistemik damar direnci olduk¢a diismiistiir
(hiperdinamik durum).
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onemli rol oynadig: diisliniilmektedir. Organizmada oksidatif stresin gostergesi olarak
bircok yontem kullanilmaktadir. Bunlar igerisinde lipit peroksidasyonunun son
driinlerinden bir1 olan MDA miktarmm 6l¢iilmesi mevcut klinik ve deneysel
calismalarda en ¢ok kullanilan yontemdir. Lipit peroksidasyonu endotoksin bagiml
hepatik hasarin sorumlusudur ve yikim {iriinleri en fazla karaciger, akciger ve plazmada

birikmektedir (6).

Bu ¢alismada da oksidatif hasar, tiobarbitiirik asit mikro plate yontemi ile serum
MDA miktar1 Olgiilerek gosterilmeye calisildi. Calismamizda karvakrol, sepsis oncesi
koruyucu etkinliginin degerlendirilmesi amaciyla 20, 40 ve 80 mg dozlarda sicanlara
gavaj ile 6 giin boyunca diizenli olarak verildi ve LPS i.p. enjeksiyonundan 24 saat
sonraki serum 6rneklerinde MDA diizeyleri calisildi. 20 mg/kg karvakroliin sepsisin yol
actig1 asirt MDA iretimini baskiladigr gozlemlendi ve saglikli kontrol grubu MDA
diizeylerine yaklastirdig tespit edildi. Ozellikle 40 mg/kg karvakrol uygulamasi yapilan
grupta ise MDA’nin baskilanmas1 LPS grubuna gore ¢ok ileri diizeyde anlamli idi. 80
mg/kg dozda ise MDA’ ’nin 20 ve 40 mg/kg doza gore daha az baskilandig1 goriildii. Bu
durum karvakroliin doza bagli olarak antioksidan ozellige sahip oldugunu, diisiik

dozlarda bu 6zelliginin daha kuvvetli oldugunu gostermektedir.

Bazi1 bitkilerin antioksidan aktivitesi esas olarak aromatik halkaya bagl bir veya
birden fazla hidroksil gruplar1 ya da doymamislik durumuna dayandirilmaktadir. Bazi
calismalar oksijene monoterpenlerin fonksiyonel gruplarmna (alkoller) uygun olarak
genellikle antioksidan bilesiklerin bir smnifi oldugunu bildirmektedir. Karvakrol serbest
bir radikal ile tepkimeye girdiginde zayif asidik karakter gosterdigi icin eslesmemis
elektron (H®) seklinde hidrojen atomlar1 verir, bu durumda baska bir radikal tretilir ki
molekiiliin rezonans yapisi tarafindan olusturulan elektron sagilimi ile yapi stabilize

edilir (65).

Crimi ve ark sepsisli hastalarda MDA diizeylerinin arttigini, bununla ters iliskili

olarak antioksidan sistemin zayifladigini bildirmislerdir (41).

El-Nekeety ve ark tarafindan sicanlarda aflatoksin ile indiiklenen oksidatif

strese karsit kekik yagmin antioksidan 6zelliklerini inceledikleri ¢alismada aflatoksinin
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neden oldugu yiiksek MDA diizeylerini % 45 oraninda karvakrol igerigine sahip kekik
yagmin 6dnemli oranda azalttigini, total antioksidan kapasiteyi artirdigii ve bu etkinin

doza bagimli oldugunu bildirmislerdir (50).

Aristatile ve ark D-galaktozamin ile karaciger hasar1 olusturduklar1 siganlarda
karvakroliin lipit peroksidasyonunu Onemli derecede azalttigi ve anti-oksidan
enzimlerin aktivitelerinde de artisa yol agtigmni bildirmislerdir. Arastirmacilar
karvakroliin siiperoksit radikali ve hidrojen peroksit temizleyici etkisinin enzimatik anti-
oksidanlarin is yukiinii hafifletebilecegi ve serbest radikallerin neden oldugu enzim
proteini inaktivasyonunu da bu sayede azaltabilecegini 6ne siirmiislerdir. Diger taraftan
anti-oksidan savunmada merkezi bir role sahip olan glutatyonun karvakrolle

artirilmasinda, karvakroliin radikal temizleyici etkisinin oldugu savunulmaktadir (13).

Guimaries ve ark tarafindan in vitro ortamda karvakroliin peroksil radikallerini
temizleme yetenegini test ettikleri calismada 1 ng/mL kadar diisiik konsantrasyonlarda
karvakroliin peroksil radikali temizleme yetenegine sahip oldugu belirtilirken yine in
vitro ortamda 1 pg/ml ve daha yiiksek konsantrasyonlarda lipoperoksidasyon koruyucu
yeteneginin oldugu bildirilmistir. Karvakrol hidrofobik yapida oldugu icin spesifik
tiobarbitiirik asit reaktif maddeler (TBARS) 6l¢lim yonteminde oldugu gibi lipitce

zengin bir sistemde lipit tiirevleriyle giiclii bir sekilde etkilesime girer (65).

Karimian ve ark tarafindan kekik benzeri bir bitki olan Zataria multiflora’da
esansiyel yag iceriginde karvakroliin en yiiksek oldugu tiirliniin antioksidan aktivitesinin

diger tiirlerindeki aktiviteden daha yiiksek oldugu bildirilmistir (99).

Canbek ve ark karacigerde iskemi-reperfiizyon (I/R) hasar1 iizerinde
karvakroliin etkinligini degerlendirdikleri ¢alismada karvakroliin I/R’nin yol agtigi

MDA artigini diisiirdiigiinii bildirmislerdir (28).

Dietilnitrozamin ile hepatoseliiler karsinoma olusturulan siganlarin serum ve
karaciger doku oOrneklerinde karsinoma oOncesi ve sonrasinda tek toz (15 mg/kg)
karvakroliin oksidatif stres etkeni lipit peroksitlerini 6nemli diizeyde azalttig1 tespit
edilmistir. Bu durum serbest radikal iiretimini temizleme yeteneginin muhtemelen

karvakroliin lipit peroksidasyonunu onleyici etkisine aracilik ettigini gosterebilir (89).

93



Karvakrol igerigi zengin esansiyel yaglarim en az askorbik asit, butil
hidroksitoluen (BHT) ve vitamin E kadar gii¢lii antioksidan 6zelliklere sahip oldugunu
gosteren calismalar mevcuttur (4, 117). Bununla birlikte karvakroliin antimikrobiyal
(20), antitiimor (100), antimutajenik (83), antigenotoksik (84) etkilerini bildiren ¢aligma

sonuglar1 da bildirilmektedir.

Elde ettigimiz sonuglar sepsiste endotel ve organ hasarma yol acan lipit
peroksitlerinin karvakrol tarafindan doza bagli olarak énemli diizeyde azaldig1 yoniinde
olup mevcut yapilan ¢caligmalar ile uyumluluk géstermekte ve karvakroliin antioksidan

sonuglarini in vivo olarak doza bagimli desteklemektedir.

Kontrolsiiz akut inflamatuar cevap organ hasar1 ve 6liime kadar ilerleyebilen
sepsis tablosu olarak tanimlanmaktadir (105). Bakteriyel patojenin viicut tarafindan
taninmast ardindan akut inflamatuar cevabi getirir. Patojenle ilk karsilasan nétrofil,
makrofaj gibi fagositik bagisiklik sistemi hiicreleri bakteriyel bileseni taniyarak aktif
hale gecer ve pro-inflamatuar sitokinler olarak adlandirilan TNF-a, IL-6, IL-1 gibi
sitokinleri tretirler ve boylece enfeksiyon bolgesine hem daha ¢ok fagositik hiicrenin

toplanmasini1 hem de aktive olmalarini saglarlar (43).

Septik siirecte TNF-o ve IL-6’nin rol oynayabilecegini One siiren cesitli
calismalar mevcuttur. IL-6 ve TNF-a bazi tiirlerde akut faz cevabin verilmesi ve
ardindan sepsis benzeri semptomlarin ortaya c¢ikmasimi saglamaktadir. Yine bazi
tiirlerde endotoksik sok durumlarinda IL-6 ve TNF-a diizeylerinin ¢ok yiikseldigi ve bu
siirecte hayatta kalma stiresi ile negatif korale oldugunu bildiren ¢aligmalar mevcuttur

(109).

Bu ¢alismada sepsis bulgularinin kan diizeyinde incelenmesi i¢in IL-6 ve TNF-a
konsantrasyonlarmi ve karvakroliin doz durumuna gore bu sitokinler tizerindeki etkisini
inceledik. TNF-a diizeylerinin 20, 40 ve 80 mg karvakrol verilen gruplarda sepsis
grubuna gore ¢ok ileri diizeyde azaldigimi tespit ettik. Ancak karvakrol doz gruplari
arasinda bu diisiis acisindan istatistiki bir fark bulamadik. U¢ doz grubunda da TNF-
o’nin sepsis grubundaki diizeyinden saglikli ve sham grubu diizeylerine kadar azaldigini

tespit ettik. Pro-inflamatuar bir sitokin olan TNF-o’nin sepsis siirecinde dnemli bir rol
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oynadig1 verilerle dogrulanmakla beraber karvakroliin TNF-a tizerindeki inhibe edici
etkisi caligmamizda en diisiik ve en yiiksek dozda aynm oldugundan inhibisyonun

karvakrol gruplar1 iginde dozdan bagimsiz oldugu goriilmektedir.

Carrageenan (kirmizi su yosunu ekstraktr) ile indiiklenen inflamasyon
calismasida karvakroliin notrofil aktivasyonu ve enfeksiyon bolgesinde toplanmasini
doza bagimli olarak baskiladigi ayni sekilde inflamasyonda 6nemli bir mediyator olan
notrofil kaynakli TNF-a salinimimin karvakroliin notrofiller iizerindeki etkisine bagl
olarak inhibe edildigi gosterilmistir (66). Notrofiller TNF-a gibi ¢esitli pro-inflamatuar
sitokin salinim1 ve prostaglandinler gibi mediyatorler lizerinden inflamasyona bagli agr1

olusumunda rol oynamaktadir (101).

Bu durum dikkate alindiginda noétrofil gociiniin  inhibe edilmesiyle
inflamasyonda ve inflamasyona bagli agrida karvakrol pro-inflamatuar sitokin
salmimini baskilayarak iyilestirici etki gosterebilir. Calisma verilerimize dayanarak
karvakroliin anti-inflamatuar etkisi, TNF-a’nin karvakrol gruplarinda azalmas: ile

acgiklanabilir.

Interlokin-6, T hiicreleri ve makrofajlar tarafindan iiretilen, deneysel icerige
bagl olarak pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar sitokin olarak etki gosterebilen bir
sitokindir. Lipopolisakkarit ile indiiklenen sepsis modelinde 24 saat sonraki IL-6
diizeyleri sepsis grubunda tiim gruplardan daha yiiksekti. Ancak karvakrol gruplari
arasinda 6 giinlilkk 40 mg karvakrol uygulamasinin IL-6 diizeylerini énemli diizeyde
disiirdiigiinii tespit ettik. 20 mg karvakrol uygulamasinda ise diger karvakrol gruplarina
gore istatistiki bir degisiklik olmazken saglikli ve sham gruplarina gore IL-6 diizeyleri
yiiksekti. Karvakrol uygulamasinin IL-6 diizeyleri iizerindeki en anlamli sonucu 40
mg/kg dozda elde edildi. Bu durum karvakroliin, TNF-a diizeyleriyle paralellik
gostermekle birlikte doz bagimli olarak septik siirecteki IL-6 diizeylerini azalttigini

gostermektedir.

Sepsis stlirecinde rol oynayan pihtilagsma faktorleri, kompleman ve diger akut faz
proteinleri, sitokinler, kemokinler ve nitrik oksit sentaz genleri promotor bolgelerinde

NF-kB baglanma bdlgesi tagimaktadir (42,150). Cesitli bitki ekstrelerinin, NF-kB’nin
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cekirdege gecerek ilgili genlerin ifadelenmesini inhibe etmesi, inflamasyonun
baskilanmasinda muhtemel bir mekanizma olabilir. Nitekim bu bitki tiirlerinin esansiyel

yag iceriginin biiyiik cogunlugunu timol ve karvakrol olusturmaktadir (27).

Cho ve ark tarafindan yiliksek yagl diyet ile beslenen farelere % 0,1 karvakrol
destekli diyet uyguladiklar1 bir ¢alismada obeziteye bagli inflamasyon durumunda
sitokin Uretimini incelemislerdir. Calismada TLR reseptorlerinin dogal bagisikligin
patojenlere karsi gelisiminde ve pro-inflamatuar sitokin salinimini baglatmada 6nemli
oldugunu vurgulamislardir. Karvakroliin, TLR2 ve TLR4 ekspresyonlarmi baskilayip,
NF-kB’nin ¢ekirdek i¢ine translokasyonunu engelleyerek TNF-a ve IFN-a gibi pro-
inflamatuar sitokinlerin iiretimin azaltic1 etkisiyle inflamasyonu diizeltebilecegini

gostermislerdir (34).

Belirli oranlarda Thyme ve Oregano esansiyel yag kombinasyonunun kolit fare
modelinde pro-inflamatuar sitokinlerden IL-1B, IL-6, GM-CSF ve TNF-o mRNA
diizeylerini azalttigin1 gosteren bir ¢alismada; Ozellikle esansiyel yag iceriginin orta
dozunda (2000 ppm Thyme + 1000 ppm Oregano) bu etkinin gorildigini
bildirmislerdir. Daha diisiik ve daha yiiksek dozlarda bu sitokinler iizerindeki etkinin

daha az oldugu goriilmiistiir (27).

Sicanlarda oleik asitle olusturulan akut akciger hasarinda ve parsiyel
hepatektomi yapilmis sicanlarda TNF-a ve IL-6 diizeylerinin karvakrol verilen ve
verilmeyen gruplar arasinda farklilik olusturmadigini bildiren ¢alismalar da mevcuttur
(133, 180). Ancak bu caligmalar organ bazinda inflamasyon siireci ve organin
rejenerasyon diizeyini incelediklerinden genel bir inflamasyondaki sonuglar
yansitmayabilir. Calismamizda ise birincil hedef sistemik bir sepsis olusturmak ve bu

durum tizerinde karvakroliin etkinligini gostermektir.

Arasidonik asit metabolizmasinin sepsis siirecine etkisi siklooksijenaz enzimleri
iizerinden daha 1yi bilinmekle birlikte bircok farmakolojik uygulama bu enzimlerin
inhibisyonuyla islev gostermektedir. Ancak lipoksijenaz yolaginin inflamasyon siireci
icerisindeki yeri net degildir. Lipoksijenaz enzimatik aktivitesi sonucu olusan

lokotrienler icerisinde LTB4, ¢ok giiglii bir kemotaktik ajandir ve endotele lokosit
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adezyonunu destekler. Enfeksiyon bolgesine hizli bir 16kosit goclinden sorumludur.
LOX aktivitesi tlizerine karvakroliin etkilerini degerlendirdigimiz bu c¢aligmada
karvakrol doz gruplar1 da dahil olmak {izere, sham grubu harig, sepsisli grupta LOX
aktivitesinin degismedigini gozlemledik. Deneyde karvakrole karsilik pozitif kontrol
olarak kullandigimiz kafeik asit grubunda diisiis goriilmekle birlikte gruplar arasi
anlamli degildi. Ancak % 5 DMSO verilen sham grubunda LOX aktivitesi pozitif
kontrol kafeik asit grubuna gore yliksekti. Zaitsu ve ark tarafindan insan HL-60 hiicre
kiiltiirlinde yapilan bir ¢alismada DMSO’nun 5-LOX mRNA diizeyini artirdigmi
bildirmislerdir. Yine ayni calismada DMSO’nun LTC4 ve LTBy iiretimini artirirken,
cPLA; mRNA ekspresyonunun azaldigini tespit etmislerdir (193).

Brock ve ark tarafindan disi Wistar ratlardan izole ettikleri peritonel
makrofajlarda (PM) LPS’nin 16kotrien sentezine etkilerini inceledikleri bir ¢alismada,
16 saat boyunca LPS’siz ortamda inkiibe edilen PM’lerin kalsiyum iyonofor ile akut
uyarilmasiyla ¢esitli eikozanoidleri sentezledigini bildirmislerdir. LPS (1 pg/mL) iceren
ortamda gece boyu inkiibe edildiginde ise 5-LOX iiriinlerinde (LTB4 ve 5-HETE) ciddi
bir azalma olmasina karsin PGE, ve prostasiklin sentezinde baskin bir artis oldugunu
rapor etmislerdir. Lipoksijenaz iiriinlerindeki azalma LPS maruziyet siiresine ve kiiltiir
ortamindaki LPS konsantrasyonuna bagl olarak degisiklik gostermektedir. Lipoksijenaz
iirlin olusumunun baskilanmas1 belirgin olarak LPS verilmesini takiben 6 — 9. saatlerde
goriilmeye baglanmistir. Peritonel makrofajlardan LT {iretiminin baskilanmasi oldukga
diisiik LPS dozlarinda (0,1 ng/mL) etkili olmaya baslarken PGE,; sentezi ise tam tersine
diisiik dozlarda ciddi artis gostermistir. LPS’ye uzun siireli maruziyet prostaglandinler
yoniine Uretim artisina yol agarken hem prostasiklinler hem de PGE, l6kosit
fonksiyonlarmi baskilar, lenfosit ve makrofajlardan sitokin liretimini inhibe eder. Yine
bu maruziyete bagh olarak eksprese edilen iNOS ve NO, PM’den LT sentezini inhibe
ederler (25).

Coffey ve ark tarafindan alveolar makrofajlarda, uzamis LPS maruziyetinin
INOS ve NO sentezinin indiiklenmesi yoluyla hiicresel 5-LOX metabolizmasinin
baskilandig1 bildirilmistir. Ancak LPS’nin rat alveolar makrofajlarda tek basina

lokotrien sentezini inhibe etmede yetersiz oldugu, LPS ile birlikte IFN-y’nin iNOS’u
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artirarak l0kotrien sentezinin baskilandigmi bildirmislerdir. Ayni ¢alismada ¢ekumun
baglanmas1 ve delinmesiyle olusturulan in vivo sepsis modelinde alveolar makrofajlarda
INOS indiiklenirken l6kotrien sentezinde bir azalma tespit edilmistir. Arastiricilar 5-

LOX metabolizmasindaki azalmanm iNOS bagimli oldugunu savunmuslardir (36).

Uygulanan deneysel sepsis modelinin LPS dozuna ve 24 saatlik siireye bagl
olarak lipoksijenaz aktivitesini degistirmedigini diisiinmekteyiz. Ayrica enzimatik
aktiviteden ziyade, mikroorganizmalarin oldiiriilmesi, fagositik aktiviteyi artirmalar1 ve
enfeksiyon bolgesinde bulunmalari nedeniyle inflamatuar kosullarda l6kotrienlerin
Olciilmesi daha i1yi sonug verebilir. Sepsis olusturdugumuz gruplarda nitrik oksit son
drlinii nitrit miktarimin saglikli gruplara gore yiliksek olmas1 iNOS aktivitesinin sepsiste

artistyla birlikte NO’nun lipoksijenaz aktivitesini baskiladigini diistinmekteyiz.

Calismamizda karvakroliin lipoksijenaz enzimatik aktivitesi iizerinde etkisinin
olmadigr  goriilmektedir.  Karvakroliin  enzim iizerinde in vivo etkisini
degerlendirebilecegimiz herhangi bir literatiir verisi mevcut olmadigindan sonug
karsilagtirilmas:  yapilamamistir. Ayrica deneysel asamada enzimatik aktiviteyi
calistigimiz biyokimyasal yontem standardize edilmis olmakla birlikte peroksidaz
aktivitesi iceren Orneklerde Ol¢clim sirasinda olusacak lipit hidroperoksitlerinin
peroksidaz aktivitesiyle azalabilecegi ve boylece diisiik absorbans elde edilmesine sebep

olabilecegi belirtilmistir.

Lipopolisakkarit ile indiiklenen sepsis siirecinde karaciger dnemli bir yer tutar.
Bu calismada karaciger fonksiyonlarmi degerlendirmek amaciyla ALT ve AST
diizeyleri oOlciildii. Sepsis grubunda (1 mg/kg) 24 saat sonra karaciger ALT diizeyleri
tim gruplardan daha yiiksekti. Karvakrol doz gruplarinda ise ALT diizeyleri sepsis
grubuna gore oldukga diisiiktii. Bu durum inflamasyon gerceklesmeden once karvakrol
aliminin karaciger lizerinde inflamasyonunun zararl etkilerini en aza indirgedigini

gosterebilir.

Nitekim histolojik veriler de bu sonucu dogrulamaktadir. Karvakrol verilen
gruplarda karaciger dokusunun septik gruba gore daha iy1 korundugu goriilmektedir. 40

ve 80 mg karvakrol dozunda karacier parankim yapisinin saglikli gruba yakin bir
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goriinimde oldugu tespit edilmistir. 20 mg karvakrol grubunda daha fazla hiicresel
infiltrasyonlarm oldugu izlenmis ve bu durum 20 mg karvakrol dozunun karacigeri

diger dozlara gore daha zayif korudugu yoniinde bilgi vermistir.

Aflatoksin ile karacigerde olusturulan oksidatif stres iizerine kekik yagmin
etkilerini izlemek amaciyla yapilan bir ¢alismada diisiik doz kekik yagi diyetiyle (5
mg/kg) beslenen sicanlarda hepatositlerin daha az vakuoler dejenerasyona ugradigi,
yiiksek dozda ise (7,5 mg/kg) karaciger dokusunun aflatoksinin verdigi hasardan sonra

ciddi derecede iyilestigi ve hepatositlerin normale dondiigii izlenmistir (50).

Ancak c¢alismada dikkat c¢ekici bir diger nokta lipoksijenaz pozitif inhibitori
olarak karvakrolle ayni slirede kullandigimiz 50 mg kafeik asitin karacigeri septik
etkiden korumada karvakrol kadar etkili olmadigini histolojik olarak gozlemlememizdir.
Biyokimyasal olarak kafeik asit verilen grubun ALT diizeylerindeki yiikseklik te

hepatik hasari onlemedigini gostermektedir.

AST’den ziyade serumda diizeyleri yiikselmis olan ALT karacigerin yapisal
biitiinliigiiniin bozuldugunun daha spesifik bir gdostergesidir. Cilinkii bu enzimler
sitoplazmik ve mitokondriyal yerlesimlidir ve hiicresel hasar sonrasinda dolasima

gecerler (5).

Aristatile ve ark tarafindan hepatotoksisite olusturduklar1 bir ¢alismada
hasardan sonra 20 giin boyunca ratlara 20, 40 ve 80 mg dozlarda karvakrol uygulamasi
yapilmistir. ALT, AST enzim diizeylerindeki diisiisii dikkate alarak karvakroliin

hepatoseliiler membran biitiinliiglinii koruyor olabilecegini tartismiglardir (13).

Jayakumar ve ark yaptig1 bir ¢alismada siganlarda hepatoseliiler karsinomada
karvakroliin koruyucu etkisini arastrmislardir. Karvakroliin parenkimal hiicre
yenilenmesini sagladigi ve boylece karaciger hiicre membran biitiinliigiinii korudugunu
bildirmislerdir. Bu sayede hepatoseliiler enzimlerin dolasima sizintist minimuma

indirgenmektedir (89).
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Uyanoglu ve ark tarafindan parsiyel hepatektomi yapilan sicanlarda 73 mg/kg
(1.p) tek doz karvakrol uygulamasinin karaciger yenilenme oranini artirdigini ancak

ALT ve AST diizeyleri agisindan bir farklilik olusmadigini bildirmiglerdir (180).

Seruloplazmin antioksidan ferroksidaz aktivitesine sahip bakir (Cu™) igerikli bir
proteinidir. Oysa seruloplazmin Cu™ metabolizmasi ve tasinmasiyla iliskili degildir.
Seruloplazmin ayn1 zamanda bir ferroksidazdir ve ferroksidaz aktivitesi proteinin
onemli bir fonksiyonudur. Ciinkii eser miktarda serbest demir, fenton reaksiyonu
iizerinden hidroksil radikali tiretebilir ve bu durum hiicresel yapiya zarar verebilir.
Seruloplazminin ferroksidatif aktivitesi toksik ferr6z iyonunu daha az toksik ferrik iyon
haline doniistiiriir ve boylece lipitler, proteinler ve DNA’nin oksidatif hasar1 en aza

indirgenmis olur (74).

Inflamatuar bir durum olan kronik renal yetmezlikte seruloplazminin akut faz
proteini olarak artmasi beklenen bir durum olmasina ragmen seruloplazmin diizeylerinin
kontrole gore ciddi derecede diisiik oldugu tespit edilmistir. Reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) seruloplazmine bakir baglanmasin1 bozabilecegi, bdylece seruloplazminin
normal koruyucu etkilerini engelleyebilecegi muhtemel diisiisiin bir nedeni olarak

gosterilmektedir (104).

Malarya etkeni parazit ile enfekte farelerde yapilan bir calismada seruloplazmin
diizeylerinin enfekte farelerden alinan serum 6rneklerinde 0 — 6. glinler arasinda enfekte

edilmeyen farelerdeki diizeylerinden farkli olmadigi tespit edilmistir (175).

Siitten kesilen tavsanlarda FE.coli enfeksiyonu ile olusturulan deneysel
inflamasyon modelinde, tavsanlarda E.coli inokiilasyonundan sonraki 24 saat boyunca
ciddi haptoglobin artis1 gozlenirken, baslangic degerleriyle karsilastirildiginda
fibrinojen ve seruloplazmin diizeylerindeki artis inokiilasyondan sonraki 3. giinde tespit
edilmistir. Dolayisiyla bu veriler, seruloplazminin bakteriyel enfeksiyona cevaben yavas
pozitif akut faz proteini olabilecegini gostermektedir. Oysaki mevcut veriler
seruloplazminin akut faz proteini olarak inflamatuar durumlarda yiikseldigini ve LPS

dozundan etkilendigini gostermektedir: diisiik ve orta diizeyde LPS’nin bu proteini
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etkilemeyecegini fakat intravendz yiiksek doz LPS (1 pg/kg)’nin 6nemli varyasyonlari

tetikleyebilecegi tespit edilmistir (60).

Deneysel asamada oksidaz aktivitesini test ettigimiz seruloplazminin LPS
enjeksiyonundan 24 saat sonra septik, saglikli ve sham gruplar1 arasinda bir degisim
gostermedigi goriilmektedir. LPS dozu, verilis sekli ve inflamasyon siiresinin énemli
oldugu dikkate alinacak olursa sonuglar Georgieva ve ark (60) ile Taylor-

Robinson’nun (175) verileriyle ortiismektedir.

Sepsis olusturdugumuz grupta oksidatif parametre olarak degerlendirdigimiz
MDA diizeylerinin diger gruplara gore yiiksek olmasi dikkate alinacak olursa oksidan —
antioksidan dengenin inflamasyonda oksidanlar yoniine kaydigi goriilmektedir. Bu
durum basta karaciger olmak {izere bir¢cok hiicre ve doku iizerinde yikici sonuglar
olusturabilir. Karvakrol verilen gruplarda MDA diizeylerinin 6nemli derecede diisiisii
mevcut durumu tekrar antioksidanlar yoniine kaydirmaktadir. 20 mg karvakrol dozunda
seruloplazmin oksidaz aktivitesi septik grup basta olmak iizere diger gruplardan énemli
derecede yliksekti. 40 ve 80 mg karvakrol doz gruplar1 kendi aralarinda fark olmaksizin
septik gruba gore seruloplazmin diizeylerini artrmistir. Bu durum karvakroliin bir akut
faz proteini ve anti-oksidan Ozellikteki seruloplazminin oksidaz aktivitesini artirmada

diisiik dozlarda daha etkili oldugunu gostermektedir.

Kang ve ark tarafindan aerobik kosullarda bir radikal 6nciilii olan AAPH (2,2’-
Azobis(2-amidinopropan)  dihidroklorid) ile  dretilen  peroksil  radikalinin
seruloplazminin oksidatif modifikasyonu iizerine yaptiklar1 bir ¢calismada aciga ¢ikan
AAPH-kokenli ROS’un seruloplazminin ferroksidaz aktivitesini kaybetmesine ve
proteinin kiimelenmesine neden oldugunu bildirmislerdir (94). Bu bilgi dogrultusunda
sepsisin patolojik bir sonucu olarak ortaya c¢ikan oksidatif stresin seruloplazminin

yapisal ve enzimatik aktivitesini etkiledigi sdylenebilir.

Caligmalarda seruloplazminin inflamasyonun ge¢ doneminde akut faz proteini
olarak arttigmnin bildirilmesi ve karvakrolle aktivitesinin ilk 24 saat i¢inde artiyor olmasi
seruloplazminin bu siirece akut faz proteinden ziyade anti-oksidan olarak katki sagladigi

yoniinde bilgi verebilir.
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Karvakrol fenolik bir madde olarak antioksidan 6zellik tasimaktadir. Bu 6zelligi
ile karvakroliin hiicresel yapiy1 tehdit edecek boyutta artan ROS tiirlerini hem kendinin
azaltmasi (13) hem de azaltmada gorev alan proteinleri artirmasi (13,89) septik stiregte

etkisini inflamatuar oksidatif stresi azaltacak yonde gosterdigi seklinde yorumlanabilir.

Arjinaz/Nitrik oksit yolagi bu yolakta rol oynayan iki enzim; Arjinaz ve NOS,
substrat olarak arjinini ortak kullanmalar1 sebebiyle, substrat diizeyinde birbiriyle
yarigirlar.  Arjinin  aminoasiti immiin sistemde merkezi bir konumdadir ve
metabolizmas1 6zellikle T lenfositler ve makrofajlar icin gereklidir. Arjinin sistemik
inflamatuar yanit olusumuna iki temel mekanizma {izerinden etki eder. Bunlardan biri
indiiklenebilir NOS enzimi araciligiyla nitrik oksit olusumu ve digeri normal T lenfosit
fonksiyonu ve proliferasyonu icin arjinin kullanilmasidir. Bu noktada farkli bir
metabolizma ile de arjinin inflamatuar yanitta rol sahibidir. Arjinaz izoenzimlerinin biri
veya her ikisinin birden uyarilmasi arjininden ornitin iiretimine yol agar ve ornitin, yara
lyilesmesi ve onarimi, hiicresel yenilenme gibi durumlarda prolinin prekiirsoriidiir. Bu
yolagin ilerleyen basamaklarinda olusan poliaminler ise makrofaj fonksiyonlarmin
diizenlenmesinde rol alirlar. Yine bu yolak arjinin kullanimini smirlandirarak asiri nitrik

oksit liretiminin de Oniine gegilmesini saglar (18).

Distal bir inflamatuar mediyator olan nitrik oksidin, septik sok sirasinda arttig1
pek ¢ok caligmada gosterilmekle birlikte nitrit/nitrat (NOx) diizeyleri septik hayvanlarin
viicut sivilarinda yiiksek bulunmus ve bakteri veya bakteriyel endotoksin verilen deney

modellerinde de yiikseldigi gosterilmistir (99).

Calismamizda ansitabil NO’nun son iiriinii olarak total nitrit diizeylerini
degerlendirdik. Sepsis grubunda NO diizeylerinin saglikli ve sham gruplarina gore
onemli diizeyde arttigini tespit ettik. Bu veri NO’nun sepsiste 6nemli bir yeri oldugunu

desteklemektedir.

Karvakrol uygulanan gruplarda 80 mg karvakrol dozu NO diizeylerini ciddi
derecede azaltti. Ayn1 sekilde 40 mg doz uygulamasi da NO’yu azaltsa da saglikli ve
sham gruplar1 diizeylerine gore daha yiiksekti. 20 mg karvakrol uygulamasi ise NO’u

yiiksekligini diisirmede diger iki doz kadar yeterli degildi. Arjinaz aktivitesi ise sepsis
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grubunda diger gruplara gore artis gostermekle birlikte sadece 80 mg karvakrol dozu
sepsis indiiklii arjinaz olusumunu azaltmada yeterliydi. Ancak bu diisiis diger gruplar
arasinda onemli degildi. Bu veriler de bize yine karvakrol dozunun daha ¢cok NO
iizerinde olmak {izere arjinaz aktivitesi tlizerinde de baskilayict olabilecegini
gostermektedir. Deneysel sonuglarimiz daha onceki verileri destelemektedir ve septik

grubumuzda NO diizeyleri saglikli ve sham gruplarmma gore ytiksekti.

Insan ldkositlerinde farkli esansiyel yaglarm nitrik oksit {izerine etkilerinin

denendigi bir ¢alismada karvakroliin NO iiretimini inhibe ettigi tespit edilmistir (142).

Guimaraes ve ark tarafindan karvakrolin antioksidan 0zelliklerinin
degerlendirildigi in vivo bir calismada karvakroliin nitrit {iretimini azalttigi ve
karvakroliin NO — temizleyici bir ajan olarak rol iistlendigi bildirilmistir. Bazit ROS
(6zellikle siiperoksit) tiriinleri ve NO arasindaki reaksiyon genellikle hizli bir sekilde
cereyan eder ve bazi hiicrelerde NO — tetiklemeli biyolojik etkilerin durdurulmasina yol
acar. Bununla beraber bazi ROS tiirevleri ve NO kombinasyonu peroksinitrit olusumuna
yol agar ki bu iiriin fizyolojik pH’da gii¢lii bir oksidan 6zellige sahiptir. Arastiricilarin
calismasida karvakroliin 100 pg/ml ve 1 mg/ml diizeylerde nitrit diizeylerini azaltmasi
da yine doza bagiml bir etkiyi gostermektedir (65). Aymi arastirmacilar tarafindan
yapilan daha ileri bir ¢alismada LPS ile muamele edilen makrofajlarda NO {iretiminin
karvakrol tarafindan baskilandig1 tespit edilmistir. Ancak burada karvakrolin NO
iizerindeki azaltici etkisi, karvakroliin PPAR (peroksizom proliferatér aktive edici
reseptdr) aktivasyonu iizerinden NF-kB’nin transkripsiyonunun durdurulmasina
baglanmistir. Béylece bu inhibisyon da iNOS’un azalmasina yol agarak NO sentezini
yavaglatabilir. Daha Onceki calismalarina atfen savunduklari1 NO-temizleyici etkide

karvakroliin bu yol lizerinden daha etkin olabilecegini belirtmislerdir (66).

Hotta ve ark tarafindan karvakroliin anti-inflamatuar etkilerinin altinda yatan
mekanizmalar {izerine in vitro ortamda U937 insan makrofaj benzeri hiicre kiiltiirtinde
inceledikleri ¢aligmada karvakroliin PPAR o ve y aktive ederek COX-2’yi baskiladig:
tespit edilmistir (78).
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Cesitli inflamatuar durumlarda diizeyleri artan radikallerin (siiperoksit gibi)
niikleer transkripsiyon faktorii olan NF-kB’yi aktive ederek inflamatuar mediyatdrlerin
salinimi uyardiklar1 bilinmektedir. Bu durumda karvakroliin inflamasyonu geriletici
etkisinde metabolik yolaklardaki proteinler iizerine dogrudan ya da radikalleri ortamdan
uzaklastirarak ilgili proteinlerin iiretimini azaltip dolayli etki gosterip gdstermedigi agik
degildir. Karvakrolin PPAR ve NF-kB yolagi iizerinde etkisi mevcut calismalarda
goriilmekle beraber bu verilerin daha ileri in vivo arastirmalarla dogrulanmasi

gerekmektedir.

Lipopolisakkarit ve sitokinlerle uyarilan makrofajlarda arjinaz aktivitesinin
arttig1 bilinmekle birlikte izoenzimlerin inflamasyon siirecinde artiglar1 farklidir. iNOS
ve arjinaz II LPS verilen RAW 264.7 makrofajlarda birlikte indiiklenmektedir (63, 185).
Fakat in vivo rat akcigerinde LPS sonras1 iNOS ile birlikte arjinaz I’in indiiklendigi de
belirtilmistir (170). Ancak arjinaz II inflamasyonda erken asamada uyarilirken, arjinaz I
gec asamada uyarilmaktadir. Arjinaz II’nin uyarilmasi daha ¢ok doku ve hasarli bolgede
hiicrelerin yenilenmesi i¢in gerekli hiicresel aktivatorleri etkilerken arjinaz I aktivitesi

NO iiretiminin agir1 tiretimini kontrol altinda tutmakta gorev yapabilir (125).

Hem NO’nun hem de arjinazin 80 mg karvakrol verilen grupta diisiis gdstermesi
karvakroliin anti-inflamatuar etkisinin bir baska gostergesi olabilir. Sepsis grubunda
arjinaz aktivitest ve NO {iretiminin artmasi beklenen bir durum olmakla birlikte
arjinazim INOS ile birlikte uyarildiginin bir kanit1 olabilir. Bylece NO’nun meydana
getirecegi zararli durumlar hiicre tarafindan arjinin her iki enzim arasinda dengeli

kullanimina bagli olarak engellenmis olabilir.

Karvakrol calismalarinda etkiler iyilestirici yonde fikir olustursa da bazi
calismalar dozun 6nemli oldugunu bildirmislerdir. Karvakroliin doz etkilerine dair in
vivo calisma verileri kisithdir. Azirak ve Rencuzogullari’nin karvakroliin in vivo
genototoksik etkilerini degerlendikleri bir ¢alismada sigan kemik iligi hiicreleri tizerinde
doza bagimli olarak karvakroliin genototoksik ve sitotoksik etkilerinin oldugunu
belirtmiglerdir. En yliksek kromozom anomali yiizdesi ve total kromozom anomalisinin
70 mg/kg dozda 12 saatte olustugu belirtilirken, 50 ve 70 mg/kg dozda 24 saatte

kromozom anomali sayisinin en yiiksek oldugu tespit edilmistir (17). Aydin ve ark
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tarafindan yapilan bir ¢alismada karvakroliin toksik olmayan dozlarda (< 0,05 mM)
lenfositleri heterosiklik amin 1Q ve mitomisin C’nin genototoksik etkilerinden korudugu
belirtilirken en yiiksek karvakrol konsantrasyonunda (0,1 mM) kendisinin DNA hasarini
indiikledigi tespit edilmistir (16).

Calismamizda kafeik asit grubunu karvakroliin lipoksijenaz iizerindeki etkisini
degerlendirmek amaciyla pozitif kontrol olarak (88,112) deneye dahil ettik. Kafeik asit
verilerini inceledigimizde bu grupta MDA diizeylerinin diisiik, seruloplazmin
diizeylerinin yliksek olmas1 kafeik asitin anti-oksidan etkisinin olabilece§ini
gostermektedir. Ancak histolojik veriler iizerinden kafeik asitin karacigerdeki iyilesme
siirecine etkisinin ¢ok az oldugunu soyleyebiliriz. Kafeik asitin ¢alismamizda hedef

olarak sadece lipoksijenaz aktivitesi lizerindeki etkinligi dikkate alinmustir.

Elde ettigimiz verilere gore kekik basta olmak iizere bir¢cok bitkinin fenolik
yapida ugucu bileseni olan karvakrol, septik siiregte antioksidan ve anti inflamatuar etki
gostermekte ve bu Ozelligi sepsiste rol oynayan parametreler iizerinde doza gore

degismektedir.

Ozetle oksidatif stres belirteci MDA’ nin yiikselen diizeylerinde azalma ve
seruloplazmin oksidaz aktivitesinde artma, pro-inflamatuar sitokinlerden TNF-a ve IL-6
diizeylerinde diisiis, histolojik inceleme verileriyle korale olarak ALT diizeylerindeki
azalma karvakroliin sirasiyla anti-oksidan, anti-inflamatuar ve hepatoprotektif etkilere
sahip oldugunu gosterebilir. Bu deneysel calisma verileri karvakrol basta olmak iizere

diger esansiyel ucucu yaglarla ilgili arastirmalara 6nemli bir katki saglayabilir.
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SONUC VE ONERILER

Sepsiste mortalite ve morbiditeyi en aza indirebilmek i¢in erken tan1 konulmasi
ve uygun tedaviye derhal baslanmasi gerekmektedir. ‘Erken hedefe yonelik tedavi’
olarak adlandirilan hemodinamik destek tedavisinin sepsisin ilk 6 saati igerisinde
uygulanmasi; uygun antimikrobiyal tedaviyle birlikte mortaliteyi azaltic1 ve prognozu
tyilestirici en Onemli tedavi yaklagimidir. Bunlarin disinda sepsiste biiyiik oranda
lyilesme saglayacak bir tedavi secenegi heniiz bulunmamaktadir. Sepsisteki kotii gidis
ve mortaliteden asil sorumlu olan asir1 ve diizensiz immiin yanit1 kontrol etmek ve
onlemek amaciyla giinlimiize kadar sepsis kaskatinin degisik basamaklarini1 hedefleyen

bir¢ok antiendotoksin, antiinflamatuar ve immiinmodiilator tedavi denenmistir (165).

Sepsis ¢alismalarinda her ne kadar insan modeli dikkate alinsa da sepsis
olusturma protokolii farkliligi, hayvanin cinsiyeti ve in vivo in vitro ¢alisma ortamu,
karvakroliin dozu, sicana verilis yontemi (i.p., gavaj, diyete ek), sonuclar arasinda

farklilik olusturabilir.

Masif oksidatif stresin arttig1 durumlarda hastanin bitkisel kaynakli antioksidan
tedavi almas1 gerek masrafinin ucuzlugu, gerekse olumsuz etkilerin tersine ¢evrilmesi

acisindan faydali olabilir.

Karvakrol ¢aligmalarinin biiyiik ¢ogunlugu in vitro ortamda yapilmakla birlikte
in vivo ¢aligmalar oldukc¢a azdir. Bu nedenle antioksidan, sitotoksik vb. diger biyolojik

etkileri dogrudan in vivo calismalarda gézlemlemek daha giivenilir sonuglar verecektir.

Seruloplazmin oksidaz aktivitesinin artmasi, MDA olusumunun baskilanmasi,
anti-oksidan, arjinaz/NO yolaginin inhibe edilmesi, TNF-a ve IL-6 diizeylerinin

azaltilmas1 ise karvakroliin anti-inflamatuar etkiye sahip oldugunu destekleyen

bulgulardir. Ayni zamanda histolojik verilerle de karvakroliin doz diizeyinde
hepatoprotektif etki gosterdigi agik¢a belirlenmistir. Elde ettigimiz sonuglar neticesinde
karvakroliin 40 ve 80 mg dozlarda hem biyokimyasal hem de histolojik bulgular

acisindan anti-oksidan ve anti-inflamatuar etkilerinin olabilecegini diisiinmekteyiz.
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Sonu¢ olarak karvakrol yasam boyunca karsilasilabilecek cesitli inflamatuar
durumlar karsisinda immiin fonksiyonlarin korunmasi ve desteklenmesi, oksidatif
hasarin azaltilmasi, inflamatuar durumun diizeltilmesi amaciyla faydali olabilir. Ancak
bu bilgilerin klintkk ve insan deney c¢aligmalariyla desteklenmesi sonuglarin

giivenirliligini artirmada fayda saglayacaktir.
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