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OZET

Siganlarda Lipopolisakkarit Hei Olusturulan Yangida 15-Deoksi-PGJ, Uygulamasinin
Yangi Onleyici Etkisinin Arastirilmasi

Bu arastirmada siganlarda lipopolisakkarit (LPS) ile olusturulan yangiya karst 15-
deoksi-A2-Prostaglandin J2(15d-PGJz)’nin yangi 6nleyici etkisinin arastirilmasi
amaglandi. Calismada her grupta 18 adet olmak Uzere toplam 72 adetWistar Albino
erkek si¢an kullanildi. Siganlara ad libitum pelet yem ve su verildi. Kontrol, 15d-PGJz,
LPS ve 15d-PGJ>+LPS olmak (izere toplam 4 grup olusturuldu. Kontrol grubuna 4 giin
streyle periton ici (pi) % 0,1 dimetilstlfoksit (DMSO) iceren serum fizyolojik verildi.
15 d-PGJ; grubuna 3 giin streyle pi 40 pg/kg/ca/giun 15d-PGJz, LPS grubuna tek doz
(4.giin) pi 15 mg/kg/ca LPS uygulandi. 15d-PGJ2+LPS nin birlikte verildigi grubaise
3 gun oOnceden 40 pg/kg/ca/gin 15d-PGJz, 4.gin tek doz LPS 15 mg/kg/ca
miktarlarinda verildi. Lipopolisakkarit uygulamasi sonrasinda her gruptan rastgele
secilen 6’sar hayvandan 4., 8. ve 24. saatlerde kan ve karaciger-bobrek drnekleri alindi.
Serum Orneklerinde alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz
(AST), kreatinin, albimin ile timor nekroz faktér-alfa (TNF-a), interlokin-1beta (IL-
1B), IL-6, indliklenen nitrik oksit sentaz (iNOS) ve siklooksijenaz enzim-2 (COX-2)
diizeyleri dlgiildii. Ayrica karacigerve bobrek 6rneklerinde histopatolojik incelemeler
yapildi. Calismada LPS verilen grup kontrol grubu ile karsilagtirildiginda AST, ALT
ve kreatinin degerlerinde 6nemli diizeyde bir artis (p<0,05), albiimin degerinde ise
onemli dlzeyde bir diistis (p<0,05) oldugu tespit edildi. 15d-PGJ>+LPS’nin birlikte
verildigi grupta ise, LPS’nin tek basina uygulandiginda artan AST, ALT ve kreatinin
degerlerinde 6nemli diizeyde bir diisiis (p<0,05), albiimin degerinde ise Onemli
diizeyde bir artis (p<0,05) oldugu belirlendi. Kan 6rneklerinde LPS verilen gruplar
kontrol gruplari ile karsilastirildiginda 6lgtim yapilan saatlerde TNF-a, IL-1p, IL-6,
INOS ve COX-2 degerlerinde 6nemli diizeyde bir artis (p<0,05) tespit edildi. 15d-
PGJ2+LPS’nin birlikte verildigi grupta ise, LPS tek basina verildiginde artan TNF-a,
IL-1B, IL-6, INOS ve COX-2 degerlerinde 0l¢lim yapilan saatlerde 6nemli duizeyde bir
disiis (p<0,05) oldugu goriildii. Ayrica histopatolojik incelemeler sonucunda da
LPS’nin karacigerde nétrofil marginasyon ve infiltrasyonlar1 ve bobreklerde notrofil
infiltrasyonlari ile kiiciik kanama odaklar1 olusturdugu ancak 15d-PGJz varliginda bu
lezyonlarin belirgin seklinde iyilestigi belirlendi. Sonug olarak LPS’ninyangisal hasara
neden oldugu, LPS ile birlikte 15d-PGJ, verilmesinin olusan yangisal hasar iizerinde
koruyucu etki gosterdigi tespit edildi. Bu sonuglar dogrultusunda, 15d-PGJ2’nin
antiinflamatuar bir ajan olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: COX-2, iNOS, LPS, Proinflamatuar sitokinler, Si¢an,15d-PGJ>



ABSTRACT

Investigation of The Anti-inflamatory Effect of 15-deoxy-PGJzin
the Inflammation Induced by Lipopolysaccharide in Rat

The aim of this study was to investigate the anti-inflamatory effect of 15-deoxy-A?14-
Prostaglandin J» (15d-PGJ.) against inflammation induced by lipopolysaccharide
(LPS) in rats. A total of 72 Wistar Albino male rats, 18 in each groupwere used in the
study. The rats were given pellet feed and water ad libitum. A total of 4 groups were
created including control, 15d-PGJ>, LPS and 15d-PGJ>+LPS. The control group was
given saline containing 0.1% dimethylsulfoxide (DMSO) intraperitoneally (i.p) for 4
days. 15d-PGJ> group was given i.p 40 pg/kg/b.w/day 15d-PGJ> for 3 days, LPS group
was given a single dose (on day 4) 15 mg/kg/b.w i.p LPS. 15d-PGJ,+LPS group was
given 40 pg/kg/b.w/day 15d-PGJ.i.p for 3 days and a single dose LPS 15 mg/kg/b.w
on day 4. blood, liver and kidney samples were taken from randomlyselected animals
from each group at the 4", 8" and 24" hours after the LPS administration. Alanine
aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), creatinine, albumin,
tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), interleukin 1-beta (IL-1p), interleukin (IL-6),
inducible nitric oxide synthase (iNOS) and cyclooxygenase enzyme-2 (COX-2) levels
were measured in serum samples. Histopathological examinations were performed in
liver and kidney samples. In this study, a significant increase (p<0,05) in AST, ALT
and creatinine levels and a significant decrease (p<0,05) in albumin levels were found
in the LPS group compared to the control group. In the group 15d-PGJ,+LPS given
together, a significant decrease (p<0,05) in AST, ALT and creatinine and a significant
increase (p<0,05) in albumin values were determined compared to the LPS group. In
LPS-administered group, a significant increase (p<0,05) in TNF-a, IL-1p, IL-6, INOS
and COX-2 levels were detected in serum samples compared to the control group. In
the group 15d-PGJ.+LPS given together, a significant decrease (p<0,05) was observed
in all measurement times in TNF-a, IL-1p, IL-6, iINOS and COX-2 levels which were
increased (p<0,05) when LPS was administered alone. In addition, as a result of
histopathological examination, LPS has produced neutrophil marginations and
infiltrations in the liver and neutrophil infiltrations in the kidneys, but in the presence
of 15d-PGJz these lesions were healed significantly. As a result, it was found that LPS
caused inflammatory damage, and 15d-PGJ> administration with LPS had a corrective
effect on the inflammatory damage. According to these results, it is concluded that15d-
PGJ2 can be used as an anti-inflammatory agent.

Key words: COX-2, iNOS, LPS, Pro-inflammatory cytokines, Rat, 15d-PGJ.
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1. GIRIS

Prostaglandinler (PG), tirlerine ve etki gosterdikleri hedef hiicrelerine bagh
olarak biyolojik acidan ¢esitli etkinlik gdsteren ve etkin molekiillere sahip lipid yapili
endojen maddelerdir. Siklopentenon prostaglandin (cyPG)’ler, PG’lerin veya
prostanoidlerin bir alt Gyesidir (Straus ve Glass, 2001). cyPG’ler diger PG’lerin
kendiliginden s1vi ortamlarda dehidrasyonu sonucu sekillenen dogal eikozonoidlerdir.
Bu bilesikler viicut sivilarinda in vivo olarak akut ve kronik yangi bolgelerinde tespit
edilmistir (Stamatakis ve ark., 2004). Baslica cyPG’ler PGA1, PGA2 ve PGJ,’dir.
cyPG’ler etkilerini diger PG’lerden farkli olarak G-protein aracili PG reseptorlerine
baglanarak olusturmazlar. Bu bilesikler biyolojik etkilerini, ¢ogu hiicresel hedef
proteinleri ile etkilesime girerek gosterirler (Straus ve Glass, 2001). PG’lerin yangi
baslatici etkileri olmasina ragmen (Ricciotti ve FitzGerald, 2001), cyPG’lerin yang1
onleyici etkileri oldugu belirtilmistir. Ayrica cyPG’lerin timor onleyici ve virlislara
kars1 etki gostermelerinin yani sira, strese karsi yanitt Ve apoptozisi de uyardigi
bildirilmistir. Son zamanlarda ¢esitli hayvan tiirleri tizerinde yapilan ¢alismalarda 15-
deoksiA>*-Prostaglandin J, (15d-PGJ2)’nin ¢esitli doku hasarlarina karsi yangi
onleyici ve hiicre koruyucu etkinligi oldugu tespit edilmistir (Engdahl ve ark., 2007;
Fahmi ve ark., 2002; Mouihate ve ark., 2004; Stamatakis ve ark., 2004).

Lipopolisakkarit (LPS)’ler, Gram-negatif bakterilerin hiicre duvarmin bir
bilesenidir ve deneysel yangi modeli olusturmak i¢in kullanilir (Catorce ve Gevorkian,
2016; Olinga ve ark., 2001; Varatharaj ve Galea, 2017; Wahby ve ark., 2015). LPS ile
uyarilan yangiya yanit olarak yangi hiicreleri tarafindan; ¢ogunlukla interlokinler (IL-
6 ve IL-1P) ve timor nekroz faktori-a (TNF-a) gibi proinflamatuar sitokinler ve IL-
10 gibi antiinflamatuar sitokinler ile indiklenen nitrik oksit sentaz (iNOS) ve

siklooksijenaz (COX) gibi enzimler tretilmektedir (Olinga ve ark., 2001).

Bu ¢alismada, siganlarda LPS ile deneysel olarak olusturulan yangiya kars
uygulanan 15d-PGJ.’ nin yangi onleyici etkisi arastirilarak kullanilabilirliginin ortaya

konmas1 ve literatiire yeni bilgiler kazandirilmas1 amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Prostaglandinler

Cesitli dis uyarilara karst yanit olarak hiicreler tarafindan iiretilen PG’ler
farklilagsmay1, hiicresel biiyiimeyi ve homeostazi diizenleyen lipid yapili endojen
maddelerdir (Shibata, 2015; Shibata ve ark., 2003). PG’lerin trombosit kiimelesmesi,
damar direnci, bobrek fonksiyonu ve iireme iizerine diizenleyici etkileri ile yangi ve
kanserde gen ekspresyonun dizenlenmesi gibi bir¢ok biyolojik etkileri bulunmaktadir.
Bu bilesikler 20 karbonlu esansiyel bir yag asidi olan arasidonik asitten sentezlenirler.
Bundan dolayr Yunanca yirmi anlamina gelen “eicosi”’den tiireyen “eikozonoidler”
olarak da bilinirler (Harris ve ark., 2002; Ricciotti ve FitzGerald, 2001; Stamatakis ve
ark., 2004). PG’ler 1930’larda, von Euler ve Goldblatt tarafindan insan spermasinda
kesfedilmistir. Bu maddenin kaynagi prostat bezi oldugundan “prostaglandin” olarak

adlandirildigina inanilmaktadir (Rishikesh ve Sadhana, 2003).

PG’ler karbon zincirinin ortasinda siklopentan halkasi bulundururlar.
Siklopentan halkasinda bulunan gruplarin durumuna gore A’dan J’ye kadar alt
gruplara ayrilirlar. PGD, PGE ve PGF’ler dogrudan siklik endoperoksidlerden
olusurlar ve bu PG’lere “primer PG” adi verilir (Piringci, 2013; Rishikesh ve Sadhana,
2003). PG’ler fizyolojik olarak viicut sivilarinda pikomolar (pM) ve nanomolar (nM)
yogunluklarda bulunurlar. Fakat enfeksiyon, ates ve yangi gibi ¢esitli uyaranlar ve
patolojik kosullar altinda arasidonik asit metabolizmas1 6nemli 6l¢lide hizlanir ve akut
yang1i bolgesinde PG yogunlugu mikromolar (uM) diizeylere kadar ulasir (Shibata,
2015).

2.1.1. Biyosentezi

Yaralanma, sitokinler ya da vazoaktif peptidler gibi ¢esitli uyaranlar tarafindan
hlicrenin etkinligi sonucu fosfolipaz A> etkin hale gelir ve hiicre zarindaki fosfolipidler
iizerine etki ederek arasidonik asit sentezlenir (Harris ve ark., 2002; Stamatakis ve ark.,
2004). Arasidonik asit, sirastyla siklooksijenaz (COX) ile PGG2’ye sonra peroksidaz

enzimi ile de PGH’e doniisiir. Siklooksijenaz’in yapisal (COX-1) ve



induklenen (COX-2) olmak tizere 2 formu vardir (Straus ve Glass, 2001; Rishikesh ve
Sadhana, 2003). Hem COX-1 hem de COX-2 enzimleri hiicrelerde zarda bulunurlar.
Bu enzimler arasindaki en Onemli fark, COX-1’in iiretildigi hiicrelerde daima
sentezlenmesi yani yapisal olmasi nedeniyle siirekli var olmasi, COX-2’nin ise
uyarilan bir enzim olmasidir (Harris ve ark., 2002; Maier ve ark., 2015; Rishikesh ve
Sadhana, 2003). COX-2 ¢ogu doku ve hiicre tipinde normalde mevcut degildir. Bu
enzimin ekpresyonu yangi aracilar1 ve timor baslatic1 ajanlara karsi tepki olarak gucli
sekilde uyarilir. COX-2’nin uyarilmasi deri ve kolon kanseri gibi bazi kanser tipleri ve
yangi aracili PG sentezindeki artistan sorumludur (Straus ve Glass, 2001).
Kolonorektal ve bazi kanser tiirlerinde COX-2’nin uyarilip PG’lerin sentezlenmesi
sonucu, hiicrelerin apoptozunu Onlendigi ve kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini
tetikledigi tespit edilmistir. Alzheimer hastaliginda da ayni sekilde beyindeki plaklarda
COX-2’nin uyarildigi gorilmistir (Melli ve ark., 2012). Proinflamatuar sitokinler
tarafindan COX-2’nin ekspresyonu uyarilir ve PGE2, PGD, ve PGF2a4 sentaz dahil
spesifik sentazlarin etkisi ile PG’ler olusur. PGH> tromboksan sentaz ile tromboksan
Az’ye, PGI sentaz ile de prostasiklinlere (PGI) doniisiir (Sekil 2.1) (Straus ve Glass,
2001).
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Sekil 2.1. PG’lerin biyosentez yolaklari (Straus ve Glass, 2001).
2.1.2. Etki Mekanizmasi

PG’lerin fizyolojik etkileri, spesifik yliksek affiniteli G proteinine bagl
prostanoid reseptorlerine baglanarak gergeklesir. Bu reseptorlerden dort PGE
reseptorl (EP1, EP2, EP3 ve EP4), bir FP olarak adlandirilan PGF reseptorii ve bir de
DP olarak adlandirilan PGD reseptorii vardir. Bu reseptorlere ligandin baglanmasi,
siklik adenozin monofosfat (sSAMP)’1n artmasina veya azalmasina ya da fosfolipaz C-

fosfoinositisol sisteminin etkin hale gelmesine yol acar (Straus ve Glass, 2001).

EP; reseptorleri Gq proteini araciliginda fosfolipaz C’1 uyarir ve hiicre i¢i Ca*?
miktarm arttirir. Ayrica PGE’nin diiz kaslar1 kasict etkisine aracilik ederler. EP;

reseptorleri Gs proteini araciliginda adenilat siklaz: (AS) uyarir ve PGE’nin diiz kaslari



gevsetici etkisine aracilik ederler. EP3 reseptorleri ise farkli G proteinlerine (Gi, Gs ve
Gq) baglanirlar, AS uyarirlar ya da baskilarlar. Ayrica bu reseptérler diiz kaslarin
kasilmasi ile néromediyatorlerin salinimi ve yag hiicrelerinde lipolizin engellenmesi
gibi c¢esitli etkilere de aracilik eder. EP4 reseptorleri de Gs proteini araciliginda AS’1
uyarir, damarlarda genisleme yapar ve T-lenfositlerini baskilarlar (Melli ve ark., 2012:
Rishikesh ve Sadhana, 2003) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. PGE: reseptorlerinin sinyal yolaklar1 (Harris ve ark., 2002).

2.1.3. Farmakolojik ve Fizyolojik Etkileri

PG’lerin, ¢ok sayida ve oldukga farkl: etkilere sahip olduklar1 goriilmektedir.
PGE ve PGFy, gibi PG’lerin etki alanlart PGD2’ye gore daha genistir (Melli ve ark.,
2012). Uzerinde yogun arastirmalarin yapildigi PG’ler arasinda yer alan PGE;, baslica
fibroblastlar, makrofajlar ve bazi tumor hiicreleri tarafindan sentezlenmektedir (Harris
ve ark., 2002).

PG’lerin ¢ogu damar diiz kaslarin1 gevsetirken, barsak ve uterus gibi diger

yapilarin diiz kaslarin kasarlar (Melli ve ark., 2012).



PG’lerin kan basinci iizerindeki etkileri, damar direncinde olusturduklari
etkilerinden kaynaklanir (Piringci, 2013). PGD2 ve PGE’ler damar genisletici
maddelerdir. PGE: ve PGE’ler kapiller damar gecirgenligini arttirirlar (Melli ve ark.,
2012; Rishikesh ve Sadhana, 2003).

PG’ler insanlarda deri icine enjekte edildiklerinde Lewis’in ii¢lii cevabini
olustururlar. Beyinde en fazla bulunan PGE:’dir ve esas olarak hipokampus, eminentia
media ve pineal bezde yogunlagsmistir. PGE> analoglar ates, titreme, sedasyon ve
cirpinma Onleyici etkilere yol acarlar. PGF2q analoglari ise bas agris1 ve ates sebep olur,

epilepsi hastalarinda ndbetleri tetikleyebilir (Melli ve ark., 2012; Piringci, 2013).

PGE: ve PGD; trombositlerin kiimelesmesini gii¢lii sekilde engellerken, PGE>
giiclii sekilde uyarir (Melli ve ark., 2012, Shibata, 2015).

PGE?’ler mide asit salgisini gii¢lii bir sekilde engelleyici etkiye sahiptir. Hem
bazal salgilama hem de ¢esitli faktorler tarafindan uyarilmis olan salgilamayi azaltirlar.
PGE’lerin diger bir etkisi dncelikle midede sonra diger dokularda da belirlenen hiicre
koruyucu etkisidir. PGE ve PGF’ler ayrica barsak tonus ve hareketlerini arttirici etkiye
sahiptir (Melli ve ark., 2012; Rishikesh ve Sadhana, 2003).

PGE2’ler ve PGF,, damar ici (DI) olarak verildiginde, gebelik olsun ya da
olmasin, uterusta tonusu arttirip kasilmalara neden olarak oksitosik etki yaparlar.

PGF2.’nin bu etkilere ek olarak, sar1 cismin gerilemesine neden olan etkisi de vardir

(Melli ve ark., 2012; Rishikesh ve Sadhana, 2003).

PGE;1 ve PGE’ler brons diiz kaslarin1 gevseterek solunum yollarini genisletir.

PGF,, ise brong dliz kaslarinda kasarak solunum yollarini daraltir (Melli ve ark., 2012).

PG’ler bobregin hem kabuk hemde 6z kisminda sentezlenirler. PGE> 6zellikle
intertisyel doku, tubuller ve toplayici kanallarda olusur. PGE2 ve PGD2 bobreklerde
siddetli damar genisletici etki gosterirler. PGEz isetici etki yaptig1 ve PGE nin bobrekte
renin salgilanmasini arttirdigi, PGF2, nin ise bobreklerde bu salgilanmay1 engelledigi
goriilmiistiir (Melli ve ark., 2012; Rishikesh ve Sadhana, 2003). PGE; ve



PGF,, iriste nemli miktarda sentezlenirler ve goz sivisina saliverilirler. Bu PG’ler

pupillada daralmaya yol acar (Melli ve ark., 2012).

1970’lerde ve 1980’11 yillarin basinda PG’lerin bazi hiicre tiplerinde hiicre
cogalmasii uyardigi, diger bazi hiicre tiplerinde ise hiicre ¢ogalmasini engelledigi
goriilmiistiir (Straus ve Glass, 2001). Biyume engelleyici etkilerinin guci
PGE2>PGE1>PGA1>PGA>PGB1=PGB>>PGF,=PGF2,=tromboksan seklinde
bulunmustur. En giiclii bilesik olan PGE2’nin ¢ok diisiik yogunluklarda bile insan
diploid fibroblastlarinda énemli 6l¢clide DNA sentezini engelledigi tespit edilmistir
(Straus ve Pang, 1984). Onceleri, PGE2’nin bazi hiicrelerde cogalmayr 6nleyici
etkilerinin, spesifik yiiksek affiniteli PGE reseptorlerine baglanmasi sonucunda
olustugu diistiniilmekteyken (Naruyami ve Fukushima, 1986; Naruyami ve ark., 1986),
sonralar1 insan fibroblast hiicrelerinden elde edilen sonuglarda timor hiicrelerinde
PGE serilerinin hiicre c¢ogalmasmin engelleyici etkilerinin yiiksek affiniteli EP
reseptorleri araciliginda olusmadigi belirlenmistir (Straus ve Pang, 1984). Daha
sonraki arastirmalarda, PGE1 ve PGE2’nin hiicre ¢ogalmasini engelleyici etkilerini
aslinda sivi ortamlarda enzimatik olmayan reaksiyon sonucu olusan PGA:1 ve
PGA>’den kaynaklandig: belirtilmistir (Huges-Fulford, 1994; Ikai ve ark., 1987; Kato
ve ark., 1986).



2.2. Siklopentenon Prostaglandin (cyPG)’ler
2.2.1. Sentezi ve Kimyasal Yapisi

cyPG’ler diger PG’lerin s1vi ortamda dehidrasyonu sonucu sekillenen dogal
eikozonoidlerdir (Stamatakis ve ark., 2004). Bu bilesikler (PGA1, PGA2 ve PGJ>)
PGE1, PGE2 ve PGD,’den sentezlenirler (Straus ve Glass, 2001) (Sekil 2.3).PGD2'nin
kendiliginden dehidrasyonu ile cyPG’lerin J serisi; PGE1 ve PGE2’nin dehidrasyonu ile

cyPG’lerin A serisi sentezlenir (Oliva Ve ark., 2003) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.3. Siklopentenon PG (cyPG)’lerin biyosentez yolaklar1 (Stamatakis ve ark.,
2004).

cyPG’ler siklopentenon halkasinda doymamis bir o,-karbonil keton grubunun

bulunmasi ile diger PG’lerden ayrilir (Maier ve ark., 2015; Zhang ve ark., 2004). Bu



halkada bulunan karbonlar, yapiya giiclii elektrofilik 6zellik kazandirir. cyPG’lerin
biyolojik etkileri i¢in, bu 6zel yapinin bulunmasi gereklidir. Bu bilesiklerden bazilari,
iki elektrofilik karbona sahip dienon yapisi bulundurur (Stamatakis ve ark., 2004)
(Sekil 2.4-2.5’te * ile gosterilmistir).
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Sekil 2.4. PGE;, PGE,> ve PGD2’nin siklopentan halkasindan dehidrasyonu ile
cyPG’lerin olusumu (Straus ve Glass, 2001).



'jd N SR RN RN ’.‘ yT = COOH
NN NN
OH OH
PGA, PG,
IU!/‘ £o0H AN COOH
o * oM
AT-PGA, A2.PGJ,
i} *
g g SN oo &y SN oo
’W TR =AU
OH >
PGA, 15-deoxy-A1214- PG,

\ PGA Serileri / \ PGJ Serileri /

Sekil 2.5. A ve J serisi baz1 cyPG’lerin kimyasal yapilar1 (Stamatakis ve ark., 2004).

cyPG’lerin bir¢ok farkli biyolojik sivi ve dokuda bulundugu bildirilmistir.
PGA:1 ve PGA., ilk olarak sirasiyla sperma ve bobregin 6z kisminda kesfedilmistir
(Hamberg ve Sameulsson, 1966; Lee ve ark., 1965). Tavsan bobrek medullasindan
elde edilen hipotansif bir madde olan "medulin™in PGA2 oldugu bulunmustur (Lee ve
ark., 1967). PGA2’nin diger PG’lerin (PGE: ve PGF,,) aksine, arteriyol genislemeye
bagli olarak kan basincinin diismesine neden oldugu goriilmiistiir (Lee ve ark., 1965).
PGA:2 ve PGA:’nin hipertansiyonlu insanlarda damarlar1 genisleterek tansiyonu
digtiriicti etkiye yol agtiklart (Westura ve ark., 1970), ayrica siganlarda yapilan
arastirmada sodyum kaybina yol agan bilesikler olduklar1 bildirilmistir (Lee ve ark.,
1971).

Diger cyPG’lerden olan PGJ2, Fukuskiwa ve ark. (1982) tarafindan PGD2’nin
timor onleyici etkinliginin arastirilmasi sirasinda kesfedilmistir. PG’lerin J2 serilerinin
PGD2’nin dehidrasyonu sonucu ¢esitli biyolojik sivilarda (serum alblimini, insan

plazma ve idrar1) bulundugu bildirilmistir (Fitzpatrick ve Wynaldai, 1983; Hirrata ve
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ark., 1988; Kikawa ve ark., 1984). Fitzpatrick ve Wynalda (1983) tarafindan 15d-PGJ>,

serum albumini varliginda PGD2’nin dehidrasyona ugratilmasiyla kesfedilmistir.

2.2.2. Etki Mekanizmasi

cyPG’lerin etkin tasima sistemi ile hicre igine girdigi belirtilmigtir. 15d-
PGJ2’nin hiicre i¢ine girmesi ya etkin tasima sistemi ile ya da PGD2’nin anyonik tasit
proteini ile hiicre icine girmesi ve ardindan 15d-PGJ.’ye doniismesiyle olur (Narumiya
ve Fukushima, 1986) (Sekil 2.6). 15d-PGJ2, PGD: ge¢isine aracilik eden anyonik tagit
proteinine baglanmaz (Harris ve ark., 2002). Hucre igine giren cyPG’ler ¢cekirdege girer
ve gen transkripsiyonunu uyarir. cyPG’ler etkilerini gesitli yollarla gosterdigi igin, etki
mekanizmalari olduk¢a karmagiktir (Stamatakis ve ark., 2004) (Sekil 2.7).

Hiicre disi hedefler

Sitozolik
Hedefler

Niikleer
Hedefler

Sekil 2.6. Siklopentenon PG (cyPG)’lerin etki mekanizmalar1 (Stamatakis ve ark.,
2004).
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Sekil 2.7. 15d-PGJ>’nin hiicre igine girisi ve etki mekanizmasi (Harris ve ark., 2002).
2.2.2.1. G-Proteinine Bagh Reseptorler

PGD: metaboliti olan A'?-PGJ,, PGD,’ye gore yaklasik 100 kat daha diisiik
afinite ile DP reseptdrlerine tutunur. Bu durum A!2-PGJy’nin DP reseptdr agonisti
olarak yaklasik 200 ile 300 kat daha diisiik etkiye sahip oldugunu gostermektedir.
Bununla birlikte, A?-PGJ.’nin PGD;’ye gore oldukca yiiksek timér dnleyici etkisi
vardir ve bu etkisine DP reseptorlerine baglanmasinin aracilik etmedigi
anlagilmaktadir. Ancak in vivo olarak gozlemlenen PGJ ve PGA serisi PG’lerin bazi
yan etkilerinin, bilinen prostanoid reseptorlere diisiik afiniteli baglanmasiyla olustugu

belirtilmistir (Straus ve Grass, 2001).
2.2.2.2. Peroksizom Proliferator Aktive Edici Gamma Reseptor

Peroksizom Proliferatér Aktive Edici Reseptor (PPAR)’ler niikleer reseptor
stiper ailesinin bir lyesidir ve ¢ekirdek transkripsiyon faktoriinii etkinlestiren
ligandlarin baglandig1 reseptorlerdir. Bu reseptorlerin a, B, ve y olmak 3 alt tipi
bulunur. ilk olarak yag dokuda bulunan PPARY, glukoz ve yag metabolizmasi ile yag

doku gelismesinin diizenlenmesinde rol oynadig bildirilmistir. Daha sonra bu
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reseptdrlerin notrofiller, makrofajlar ile T ve B lenfositleri gibi bagisiklik sistemi

hicrelerinde de bulundugu tespit edilmistir (Spiegelman, 1998; Straus ve Glass, 2001).

PGA1, PGJ,, A-PGJ; ve 15d-PGJ; gibi cyPG’ler PPAR’in agonisti gibi
davranirlar. Bu PG’ler icinde PPARy’y1 en glcli etkinlestiren 15d-PGJ.’dir (Straus ve
Glass, 2001; Shibata, 2015). Bu nedenle ¢alismalar 15d-PGJ; lizerinde yogunlagmustir.
Bu reseptorlerin hiicresel ¢cogalma ve etkinlik yolaklarii bir¢ok farkli mekanizma ile
engelledigi belirtilmistir. Etkinlesen PPAR, niikleer faktor kappa B (NF-xB), aktivator
protein-1 (AP-1) ve etkinlestirilmis T hiicrelerinin niikleer faktorii (NFAT) gibi
transkripsiyon faktorlerinin etkinligini koaktivatorlerle (transkripsiyon faktorleri ile
beraber ¢alisip gen transkripsiyon hizini artiran protein) yarisarak (Li ve ark., 2000),
transkripsiyon faktor etkinligini diizenleyen proteinlerin ekspresyonunu diizenleyerek
(Delerive ve ark., 2000) ya da direkt protein-protein etkilesimi (Delerive ve ark., 1999,
Chung ve ark., 2003) ile engeller. Timorlerde NF-kB’nin baskilanmasinin hiicre
cogalmasini engelledigi, hiicre siklusunu durdurdugu ve apoptozise neden oldugu

gosterilmistir (Li ve ark., 2000).

cyPG’ler, direkt PPARY ile baglanarak PPAR’1 etkinlestirir, bdylece PPARy
yanitini igeren genlerin transkripsiyonunu uyarir. Bu genler dogrudan ya da dolaylh
mekanizmalarla hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinde 6zellikle de 15d-PGJz’nin
ve diger cyPG’lerin etkinliginde biiyiik rol oynar (Stamatakis ve ark., 2004). Bu
durumun sonucunda 15d-PGJz, hiicre zart biitiinliigiiniin bozulmadan sitoplazmik
vakuollerin olugmasi ve mitokondriyal sisme ile ortaya ¢ikan “paraptozis” olarak
adlandirilan programlanmis hiicre O6limiine neden olur. 15d-PGJ2’nin  PPARy
etkinligini artirarak paraptozu uyarmasi sonucu meme, kolon, prostat ve biyik
olasilikla diger kanser hticrelerinin blytmesini engelledigi diisiiniilmektedir (Shibata,
2015; Straus ve Glass, 2001).

Son yillarda yapilan bir arastirmada, cyPG’lerin yangi onleyici etkilerinin
sadece PPARYy etkinligini artirmalarina bagimli olmadig1 ve baska mekanizmalarinda

rol oynadig belirtilmistir (Friedli ve Freigang, 2017).

13



2.2.2.3. Proteinlerin Kovalent Modifikasyonu

cyPG’ler yapisindaki siklopentenon halkasinin, hiicresel tiyollerle reaksiyona
girebilme 6zelliklerinin bu maddelerin etki mekanizmalarinda énemli bir rol oynadig,
bu yapmin PG’lerin bir ¢ok biyolojik etkisi i¢in gerekli oldugu belirtilmistir
(Stamatakis ve ark., 2004). Narumiya ve ark. (Narumiya ve Fukushima, 1986,
Narumiya ve ark., 1986, 1987) yaptiklar ¢alismalarda, radyoaktif olarak isaretlenmis
cyPG’nin hiicrelere girerek hiicre ¢ekirdeginde biriktigini ve burada bir bolumunin
¢coziinmemis halde oldugunu belirtmislerdir. Radyoaktif cyPG, alkali ile muamele
edildiginde ve niikleer kalintilarin proteazlar ile parcalanmasi ile serbest kaldigi ve
cyPG ile kromatin ve/veya c¢ekirdek matriks proteinlerinin kovalent bagh birlesme

tirtinleri olusturduklari belirtilmistir (Cernuda ve Morollén, 2001).

cyPG’lerin diisiik molekiil agirlikli tiyollerle olustuklart cyPG birlesme
tirtinlerinin olugmasi doniisiimlii olmasina ragmen, proteinler prostanilasyona maruz
kaldiginda fizyolojik kosullar altinda geri doniisiimsiiz bir degisim olarak kabul
edilmektedir. cyPG’ler-protein birlesme iirlinlerinin kararliligi, cyPG’lerin oncelikli
olarak toplandigi hiicre g¢ekirdeginin polimerik biyolojik sistemlerinde molekiler
hareketinin azalmasina baglanmaktadir. Bununla birlikte, cyPG-protein birlesme
drtinlerinin kararliligt cyPG yapisina da bagli olabilir. Protein prostanilasyonunun
kararliligi degisen sistein kalintisinin bulundugu bdlgeye de bagh olabilecegi ileri
stirtilmiis ve hangi proteinlerin prostanilasyonuna ugrayacagini belirlemek icin 6nemli
oldugu belirtilmistir. Bu degisim protein hedefleri olarak belirlendiginden protein
prostanilasyonunun 6nemini vurgulamaktadir (Gayarre ve ark., 2005; Stamakatis ve
ark., 2004). Bugiine kadar yaklasik ¢ok sayida proteinin, cyPG’yi kovalent olarak
bagladig1 bildirilmistir. 15d-PGJ2’nin proteomiks analizlerinde plazma zari, hiicre
sinyali, glikolitik enzim, sito iskelet, saperon (protein) gibi 368 proteine kovalent bagla
baglandig: tespit edilmistir. Michael katilma reaksiyonu ile PG’e protein eklenmesi
hiicrelerde 6nemli islevlere sahip hedef proteinlerin etkinliklerinde 6nemli degisimlere

yol a¢tig1 belirtilmistir (Figueiredo-Pereira ve ark., 2016) (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Micheal katilma reaksiyonu (Shibata, 2015).
2.2.2.3.1. Inhibitér Kappa-B (IxB) Inhibitér Kappa Kinaz (IKK) p Alt Birimi

Bu PG’ler yangi onleyici etkilerinin ¢ogunu Niikleer faktor kappa-B (NF-
kB)’nin etkinligini engelleyerek olustururlar. Hiicrelerin sitoplazmasinda bulunan
dimerlerden olusan bir transkripsiyon faktori olan NF-kB, baskici alt birimi IkB’ye
baglanarak etkin olmayan halini korur (Stamatakis ve ark., 2004). Yangi uyaricilari,
IxB’nin fosforile oldugu bir sinyal yolagini baglatir ve bu proteinin yikimlanmasina yol
acar ve IKK etkin hale gelir (Stamatakis ve ark., 2004; Straus ve Glass, 2001). Bu da,
etkin NF-kB dimerinin hiicre ¢ekirdeginde birikmesine ve DNA’ya baglanarak
trankripsiyonu baslatmasina neden olur (Baeuerle, 1998; Karin 1999) (Sekil 2.9). Etkin
NF-kB’nin, TNF-q, IL’ler, adezyon molekiilleri ile COX-2 ve iNOS gibi enzimleri
igeren gesitli yangi Onctilerinin mRNA ekspresyonunu uyardigi belirtilmistir (Kallapura
ve ark., 2014; Lee ve ark., 2012; Zhao ve ark., 2013).

cyPG’lerin en Onemli tiirevi olan 15d-PGJz, IKK etkinligini engelleyerek
IxB’nin pargalanmasini ve NFkB’nin ¢ekirdege girmesini 6nler (Staus ve Glass, 2001).
Ayrica ¢ogu yangt yanitinda diizenlenen 150°den fazla proteinin transkripsiyonunu
uyarir. Bunun sonucunda da yangi 6nleyici etkileri olusur (Rossi ve ark., 2000; Surh ve
ark., 2011; Wall ve ark., 2012).
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Sekil 2.9. Nukleer faktor kappa-B (NFxB) nin etkinlesmesi (Liu ve ark., 2017).

2.2.2.3.2. Kelch Benzeri Eritrofor Konsantre Edici Hormon Bagh Protein-1

Kelch Benzeri eritrofor konsantre edici hormon (ECH) bagli protein-1 (KeaP-
1), sisteinden zengin baskici sitoplazmik bir proteindir (Stamatakis ve ark., 2004).
Etkisini nikleer faktor (eritroid kaynakli 2) ile ilgili faktor 2 (Nrf2) tizerinden gosterir.
Yang: onleyici etkileri olan Nrf2, bir transkripsiyon faktordiir ve antioksidan yanit
eleman1 (ARE) ile etkileserek Faz 2 ile antioksidan enzimleri sifreleyen genlerin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Ishii ve ark., 2000, 2002). Ayrica
oksidanlara maruziyetin fizyolojik ve patofizyolojik sonuglarini diizenlemek igin bir
dizi ARE’ye bagimli genin bazal ve uyarilmis ekspresyonu kontrol etmektedir (Ma,
2013; Zhang ve Hannink, 2003). Yangi olmadiginda Nrf2, KeaP-1 tarafindan etkisiz
halde tutulur ve cekirdege giremez (Surh ve ark., 2011; Wall ve ark., 2012). Yangi,
KeaP-1’in Nrf2’den ayrilmasini saglar ve boylece Nrf2 etkin hale gelir. Etkin Nrf2,
hlcrelerde birgok antioksidan ve detoksifiye edici proteinin ifadelenme seviyelerini
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diizenler. Cekirdege giren Nrf2, ARE iceren genlerin transkripsiyonunu uyarir

(Nguyen ve ark., 2003; Surh ve ark., 2011; Wall ve ark., 2012; Zhuang ve ark., 2003).

Son zamanlarda yapilan caligmalarda KeaP-1’in cyPG dahil olmak iizere
elektrofilik lipid oksidasyon iiriinleri ile degisim i¢in bir hedef oldugu gosterilmistir.
KeaP1-cyPG birlesme iiriiniiniin varligi, hem 15d-PGJ; hem de A'?-PGJy’nin
biyotinlenmis analoglar1 kullanilarak kanitlanmistir (Itoh ve ark., 2004; Levonen ve
ark., 2004). cyPG’ler, Nrf2’nin etkinlesmesi, antioksidan ve Faz 2 enzimlerinin
uyarilmasi ve yanginin farklilasmasinda 6nemli etkilere sahiptir (Stamatakis ve ark.,
2004). Bu bilesiklerin, Nrf2’ye bagimli genlerin transkripsiyonunu tesvik etmeleri
yang1 Onleyici etkilerinin olugsmasina aracilik eder (Friedli ve Freigang, 2017). Ayrica
15d-PGJ; fare peritoneal makrofajlarda Nrf2’yi etkinlestirir ve hemoksijenaz (HO)-1
ve peroksiredoksin-1'in ekspresyonunu tetikler. Bu degisikliklerin yangi yanitina
katkist vardir (Itoh ve ark., 2004). cyPG’lerin HO-1"i uyarmalari ile iNOS gibi yangi
baslatici genlerin uyarimi arasinda negatif bir korelasyon oldugu bildirilmis (Colville-
Nash ve ark., 1998) ve bu etkinin PGJ2 nin diisiik yogunluklarda yangi 6nleyici etkileri
icin gerekli oldugu iddia edilmistir (Lee ve ark., 2003). Dolayisiyla, cyPG tarafindan
KeaP-1’in degisimi, hiicresel antioksidan yanit ve yanginin farklilagsmasi arasinda

baglanti oldugunu gostermektedir (Stamatakis ve ark., 2004)

2.2.2.3.3. Aktivator Protein-1 (AP-1)

Transkripsiyon faktori olan AP-1 kanserojenlere karsi hiicre ¢ogalmasinin

kontroliinde, strese ve yangiya karst hiicresel yanitta merkezi bir rol oynamaktadir

(Karin, 1995).

cyPG’lerin, birgok deneysel calismada AP-1’in etkinligini engelledigi
gosterilmistir (Fahmi ve ark., 2001; Ricote ve ark., 1998; Sawano ve ark., 2002). Bu
engelleyici etkide bir¢cok mekanizma rol oynamaktadir. 15d-PGJ2’nin proteine
dogrudan kovalent baglandig1 ve DNA baglanmasini engelledigi belirtilmistir (Pérez-
Sala ve ark., 2002). AP-1 proteinlerinin direkt degisimine ek olarak cyPG’ler, AP-1’in

bir substrat oldugu tiyoredoksin veya tiyoredoksin rediiktazin etkinliginiengelleyerek
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ya da hiicresel oksidatif stres olusumu gibi diger farkli sekillerde de hareket ederek
AP-1 etkinligini engelleyebilir (Stamatakis ve ark., 2004).

2.2.3. Metabolizmasi

PGA ve PGJ serisi PG’ler karbon zincirinin ortasinda bir siklopentenon halkasi
bulundurur (Straus ve Glass, 2001). Bu PG’lerin igerdigi elektrofilik doymamis a-f3
karbonil grubu, hiicre proteinleri ya da glutatyon (GSH)’un sistein kalintilarindaki
serbest siilfidril gruplari gibi nukleofilik yapilarla reaksiyona girer (Gayerre ve ark.,
2005; Maier ve ark., 2015). A¥-PGJy, 15d-PGJ, ve sentetik A’-PGA1 yan zincirinin biri
Uzerinde ikinci guclu bir reaktif karbon grubu bulunur. GSH ve cyPG bilesme
reaksiyonu glutatyon S-transferaz (GST) enzimi ile katalize edilir. Bu enzim
elektrofilik yapida olan cesitli ksenobiyotiklerin viicuttan atilmasinda rol oynar
(Atsmon ve ark., 1990). cyPG’ler ile GSH arasindaki reaksiyon GST yoklugunda da
gerceklesir, fakat reaksiyon hizi daha diisiiktiir. GST enziminin alfa, mu, pi ve teta gibi
cesitli tipleri vardir. Bu enzimler farkli genler tarafindan kodlanir ve substrat varliginda
dokulara dagilimlar1 farklidir. Son yillarda yapilan c¢aligmalarda farkli GST
enzimlerinin PGA2 ve PGJ2’den olusan GSH konjugatlari ile ilgili farkli yapisal
secicilik sergiledikleri belirtilmistir. PGA2, enzimin aktif bolgesindeki sistein 47'ye
kovalent bagla baglanarak GST-P1’in etkinligini dnler (Straus ve Glass, 2001).

A-PGJ;’de siklopentenon halka sisteminde bir elektrofilik karbon atomu
bulunur. Bu enzim tarafindan katalizlenen GSH ile reaksiyona girer ve GSH konjugati
olusur. GSH konjugatinin olusumu doniisiimliidiir. A’-Prostaglandin A1 metil ester gibi
dienon bilesiklerinin GSH konjugatlari, PGA1 metil ester gibi enon bilesiklerinden
olusan konjugatlar1 gére daha az kararlidir. Bu sebeple, hiicredeki serbest ve konjuge
bilesiklerin miktar1, dienon bilesiklerinin enon bilesiklerine gore daha fazla oldugu
tahmin edilmektedir. Bu durum c¢esitli 6l¢giimlerde dienon bilesiklerinin etkinliginin
daha yiiksek olarak bulunmasiyla agiklanmaktadir. Bir kez olustuktan sonra GSH
konjugatlar1 hiicreden atilir (Straus ve Glass, 2001). Yapilan arastirmalarda, bu
durumun ATP-bagimli GSH-konjugat disa atim pompasi olarak bilinen ¢oklu ilag
direncli proteinler (MRP1 ve MRP2) vasitasiyla gerceklestigini gostermistir (Akimaru
ve ark., 1996; Ishikawa ve ark., 1998).
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Kimyasal olarak doymamis o-f karbonil grubu, cyPG’lerin biyolojik
etkilerinin ¢ogu i¢in énemlidir. Siklopentenon halka sistemine sahip olmayan diger
PG’ler, benzer bir biyolojik etkinlige sahip degildirler. Reaktif merkezin GSH ile
birlesmesi cyPG etkinligini ortadan kaldirir. Bu siklopentenon (2-siklopenten-I-on)
yapist cyPG’lerin biyolojik etkinliklerinin ¢ogunu taklit eder, ancak etkili olabilmesi
icin 30 ila 100 kat daha yiiksek yogunluklarda olmasi gerekir. Buna karsilik
siklopenten ve siklopentanon tirevi bilesiklerde reaktif doymamis o-f karbonil grubu

olmadigindan biyolojik etkinlikten yoksundurlar (Atsmon ve ark.,1990).

cyPG’lerin biyolojik etkileri icin, bu bilesiklerin kimyasal reaktif merkezi ile
hlcresel hedef proteinlerinde anahtar rol oynayan sistein kalintilarini alkilleyebilecegi
diistiniilmektedir. Bu hipoteze gore sistein kalintilarindaki alkilasyon, hedef
noktalarinda fonksiyon kaybi ile sonuglanabilir. Cilinkii doymamis a-f3 karbonilgrubu
zayif bir elektrofildir ve DNA gibi diger makromolekiillerin zayif niikleofilik
bolgelerini alkilasyona ugratma olasiligi ¢ok daha diisiiktiir. Hiicresel proteinlerde
spesifik sistein kalintilarinin ana hedef oldugu hipotezi, 15d-PGJ. ile NF-xB
etkinliginin baskilanmasi i¢in molekiiler mekanizmanin aydinlatilmas1 ile
dogrulanmistir. Bu durumda iki hedef proteinin sistein kalintis1 etkilenmektedir.
Bunlarin biri IKK aktivasyon halkasinda bulunur ve NF-kB etkinligi i¢in gereklidir.
Digeri NF-kB’nin DNA’ya baglanan bolgesinde yerlesmistir (Straus ve Glass, 2001).

2.2.4. Siklopentenon Prostaglandin (cyPG)’lerin in vivo Varhg

cyPG’lerle ilgili merak edilen temel soru, normal fizyolojik olaylarda rol
oynayip oynamadiklaridir. Bu bilesiklerin fizyolojik olaylarda rol olusturabilmeleri
icin, in vivo olarak biyolojik bir etki olusturabilecek miktarlarda bulunmalar1 gerekir.
Bu konu iizerinde yapilan ¢alismalarda in vitro olarak da PGEz, E1 ve D2’nin sirasiyla
PGA:, A1 ve Jo’ye donilismesi sebebiyle oldukg¢a karmasik goriinmektedir. cyPG’lerin
in vivo olarak varligin1 gosteren ¢ok sayida veri bulunmaktadir (Hirata ve ark., 1988;
Straus ve Glass, 2000; Zia ve ark., 1975). Saglikli kadinlarda Sulproston’un (PGE>
analogu) parenteral olarak uygulanmasi ve ardindan metabolizma sonucunda PGA:2
tirevleri tespit edilmistir. Ayrica, PGA2’nin biyosentezi veya PGE2’nin PGA2’ye

dontistiiriilmesi farkli hiicre kiiltiirlerinde de gozlenmistir (Straus ve Glass, 2001). Zia
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ve ark. (1975) PGA i¢in hassas bir radyoimmunoassay yontemi (RIA) gelistirmisler
ve bu yontemi kullanarak 27 insandan alinan tam kan orneklerinde ortalama PGA1
yogunlugunun 2,5+1,6 ng/100 ml olarak tespit edildigini bildirmislerdir. Bu
yogunlugun biyolojik etkinlik i¢in gerekenden c¢ok diisiik oldugu; ancak, PGA:
serumda cok kararsiz oldugundan, tam kanda tespit edilen miktarda hiicre igi

yogunlugunun goz ardi edilmis olabilecegi belirtilmistir (Suzuki ve ark., 1997).

Hirata ve ark. (1988) tarafindan A!2-PGJ, icin spesifik ELISA yontemi
gelistirilmis ve bu yontem kullanilarak, A!2-PGJy’nin insan idrarinda onemli
miktarlarda bulundugu tespit edilmistir. Maymunlar ve kemirgenler lizerinde yapilan
bazi calismalar sonucunda A'%-PGJ2’nin dogal bir PGD, metaboliti oldugu
belirtilmistir (Haberl ve ark., 1998). Daha sonra Gilroy ve ark. (1999) yaptiklar1 bir
calismada, ELISA yontemi ile yangisal sivilarda 15d-PGJ: tespit etmisler ve bu

bilesigin yogunlugunun yanginin iyilesme asamasinda yiikseldigini gostermislerdir.
2.2.5. Biyolojik Etkileri
2.2.5.1. Yangi Onleyici Etkileri

cyPG’lerden 15d-PGJ2’nin gen ekspresyonu iizerindeki cesitli baskilayici
etkileri molekiiler diizeyde agik sekilde aydinlatilmistir. Yapilan aragtirmalar 15d-
PGJ2’nin, PG sentezi ve yang1 yanitinin fizyolojik negatif geri bildirim diizenleyicisi
olarak iglev gordiigiinii ortaya koymustur (Engdahl ve ark., 2007; Mouihate ve ark.,
2004; Thieringer ve ark., 2000). Yang1 fazinin iyilesmesi esnasinda yangisal sivilarda
15d-PGJ> mevcuttur. Bu baglamda 15d-PGJ> hematopoetik PGD> sentaz yoluyla
sentezlenen PGD>’nin dehidrasyon triint olarak Uretilir. Etkin makrofajlarda PPARy
yuksek seviyede sentezlenir ve bu hiicrelerin 15d-PGJ>’nin reseptdr bagimsiz etkileri
ve ayni zamanda reseptor bagimli etkileri igin hedef olmasina yol agar. Ayrica bu
madde, COX-2 sentezini de baskilar ve PG sentezinde negatif bir geri bildirim
dizenleyicisi olarak hareket ettigi hipotezi ile uyumlu olan makrofajlar tarafindan
PGE: uretimini engeller. Dolayisiyla, 15d-PGJ2, yangi mediatorii PGE2’nin sentezinin

yani sira, bazi yangisal yanit geninin (TNF-a, IL-1, iNOS gibi) ekspresyonunu
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engelleyerek yangi fazinin iyilesmesine katki saglamaktadir (Straus ve Glass, 2001)

(Sekil 2.10).

1B I P —

< N\

Yang1 —9 |KK PPARy

4

NFxB

/ o
COX2

Diger yangi
enleri
. PGHz —> PGD,
PGD:
Sentazg

PGE»

Sekil 2.10. 15d-PGJ’nin yangi gen ekspresyonu ve PG biyosentezinin
diizenlenmesindeki roli (Straus ve Glass, 2001).

Bircok in vivo galisma 15d-PGJ2 nin gucli yang: 6nleyici bir ajan olarak goérev
yaptigin1 gostermistir (Castrillo ve ark., 2000; Nakajima ve ark., 2001; Rossi ve ark.,
2000; Straus ve ark., 2001). 15d-PGJ2’nin yangiy1 azaltmak i¢in giiglii bir mekanizma
ile fare T ve B hiicrelerinin apoptozunu uyardig bildirilmistir (Harris ve Phipps, 2001).
Ayrica 15d-PGJ2 ve PPAR-y ligantlarinin iskemi-kanlanma hasar modelleri (Nakajima
ve ark., 2001) ile kolit (Su ve ark., 1999) ve adjuvan kaynakl artrit modelinde yangiy1
onledigi belirtilmistir (Harris ve ark., 2002). Buna karsilik, 15d-PGJ2’nin yangiy1
tetikleyebilecegine dair bazi veriler de bulunmaktadir. 15d-PGJz’nin, diiz kas ve epitel
hiicrelerinde sirasiyla salgilanan yangi baslatici aracilar olan fosfolipaz A, ve COX-
2’nin ekspresyonu ile bazi sistemlerde 1L-8 ve MAPK gibi yangi baslatic1 aracilarin
sentezini uyardigi bildirilmistir (Couturier ve ark., 1999; Meade ve ark., 1999).
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Makrofajlarda 15d-PGJ, iINOS, TNF-a, matriks metalloproteinaz (MMP)-9 ve
COX-2’nin etkinlestirdigi ¢ok sayida yangi olusturan geni baskilar. Bu gen
ekspresyonunun baskilayict etkileri, 15d-PGJ.’nin PPARy’a yiiksek affinite ile
baglanmasi aracilik eder. Dolasimdaki monositler ve peritoneal yerlesik makrofajlarda
PPARYy ¢ok diisiik seviyededir; fakat PPARy ekspresyonu etkin haldeki makrofajlarda
yiiksek seviyelerde uyarilir. Etkin haldeki makrofajlar, interferon-y (IFNy) gibi
sitokinler ya da bakteriyel LPS’lerin verilmesini takiben yangisal cevabi eksprese eden
genleri uyarir. LPS ya da sitokinlerle makrofajlar karsilastiginda yangisal yanit genleri
ve transkripsiyonu etkinlestiren uyarici elementlerdeki spesifik dizilere baglanan NF-
kB ve AP-1 gibi transkripsiyon faktorleri etkinlesir (Straus ve ark., 2001). Li ve ark.
(2000), PGJ2’nin PPARYy reseptorii araciliginda NF-kB ve AP-1’in etkinligini
engelledigini bildirmislerdir. PPARa’nin yangi dnleyici etkileri oldugu ve etkilerini,
proinflamatuar olan lipid yapili mediatorleri yikimlayan enzimlerin ekspresyonunun
artmasi sonucu oldugu tespit edilmistir (Devchand ve ark., 1996). Daha sonra, PPARy
ve ligand1 olan 15d-PGJz’nin, monositler tarafindan salinan proinflamatuar sitokinlerin
ve INOS gibi temel yangisal ezimlerin gen ekspresyonlarmi engelleyerek etki
gosterdigi bildirilmistir (Devchand ve ark., 1996; Stamatakis ve ark., 2004). Ricote ve
ark. (1998), makrofajlardaki iNOS ve MMP-9 uyaricilarinin etkinliginin, 150d-PGJz
tarafindan gii¢lii bir sekilde engellendigini ve bunun PPARy varhiginda gii¢lendigini
ortaya koymuslardir.

15d-PGJ2’nin  PPAR’a bagimli mekanizmalarla oldugu gibi, bagimsiz
mekanizmalar ile de gen ekpresyonunu baskilayabilecegi belirtilmistir (Ricote ve ark.,
1998; Thieringer ve ark., 2000). Ligand bagimli gen etkinligini bozan PPARY’daki
mutasyonlarin, ligand bagimli iNOS uyaricilarinin baskilamasini engelledigi, 6zellikle
koaktivator uyaranlar ile liganda bagl etkilesimi ortadan kaldiran PPARYy’daki
mutasyonlarin hem ligand bagiml transkripsiyonel etkinligi hem de ligand bagimli
baskilamay1 ortadan kaldirdigi bildirilmistir (Ricote ve ark., 1998). PPARy ile
koaktivator kompleksleri arasindaki ligand bagiml etkilesimde baskici bir rol oynadigi
diistiniilmektedir. Bu sonuglar 15d-PGJ2’nin PPARy bagimli NF-xB ve AP- 1
etkinligini baskiladigini agik¢a ortaya koymustur. Aksine bazi diger sonuglar 15d-

PGJ> tarafindan gen ekspresyonunun baskilanmasi i¢in PPARYy’dan bagimsiz
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mekanizmalarin bulundugunu da gostermistir (Ricote ve ark., 1998; Straus ve Glass,
2001; Thieringer ve ark., 2000). Bu mekanizmalardan biri 15d-PGJ>’nin iNOS uyarici
etkinligini Onlemesidir. Reseptor bagimsiz gen etkinliinin baskilanmasi i¢in ana

hedef noktalardan bir digeri ise NF-kB’dir (Straus ve Glass, 2001).

cyPG’lerden PGA:1’in NF-xB etkinligini engelleyici etkisi ilk kez Santoro
(1997) tarafindan kesfedilmistir. NF-xB yangi durumunda etkin olan ¢ogu genin
transkripsiyonunun baglamasinda anahtar rol oynar. Yangi olmadiginda NF-xB
sitoplazmada baskic1 bir protein olan IkB ile kenetlenmis halde bulunur. Yangi
durumunda, sitokinler gibi yangi uyaricilar tarafindan IxB’deki iki serin kalintist
fosforile olur ve IKK etkin hale gelir (Straus ve Glass, 2001). Bu durum NF-xB
dimerinin hiicre ¢ekirdeginde birikmesine ve DNA’ya baglanarak transkripsiyonu
baglatmasina yol agar (Baeuerle, 1998; Karin, 1999). 15d-PGJ,, LPS veya sitokinlere
yanit olarak IKK etkinligini engeller. Dolayisiyla IxkB’nin proteozomlar tarafindan
parcalanmas1 Ve NF-kB’nin ¢ekirdege girmesi 6nlenmis olur. Bunun sonucunda 15d-
PGJ2’nin yangi Onleyici etkileri olusur (Straus ve Glass, 2001) (Sekil 2.11). 15d-
PGJ2’nin fare ve insan makrofajlar1 tarafindan iNOS, TNF-o ve IL-1f iretimini
engelledigi (Castrillo ve ark., 2000; Rossi ve ark., 2000) ve bu etkilerin MAPK, NF-
kB veya IKK’nin etkinliginin engellenmesi sonucu olustugu belirtilmistir (Harris ve
Phipps, 2001). Yapilan in vivo ¢calismada, cyPG’nin siganlarda karregenan ile uyarilan
yanginin iyilesmesine katki sagladigi, hayvanlarda gucli yangi 6nleyici etki gosterdigi
ve bu etkinin NF-xB etkinliginin engellenmesiyle baglantili oldugu vurgulanmistir
(lanaro ve ark., 2001).
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Sekil 2.11. 15d-PGJ2’nin NF«B etkinlesmesini 6nlemesi (Scher ve Pillinger, 2005).

Inflamazomlar kaspaz-1’i etkinlestirerek, tehlike sinyallerine yanit olusturan
sitozolik protein kompleksleridir. inflamazomlarin sensor gérevi yapan kisimlarinin
niikleotid baglayici oligomerizasyon alan benzeri reseptor (NLR) protein ailesi oldugu;
stresi, tehlike uyaranlarini ve patojen ile iliskili molekiler model (PAMP)’leri tespit
ettikleri belirtilmistir. Kaspaz-1, proteolitik aktivasyona ugrar ve proinflamatuar
sitokinlerden IL-1pB ve IL-18’in zimojen formlarma béliiniir ve onlarin olgun sekilleri
hlcrelerden salgilanir. Kaspaz-1’in uyarilmasi hiicrelerin hizli bir sekilde pargalanarak
6lmesine (proptosis) yol acar (Lamkanfi ve Dixit, 2014). Maier ve ark. (2015) 15d-
PGJ. ve iliskili cyPG’lerin kaspaz-1 aktivasyonunu NLR ailesi losince zengin
inflamazom proteinler olan NLRP1 ve NLRP3 araciligiyla engelledigini
belirtmislerdir. 15d-PGJ2’nin kaspaz-1 etkinligini engellemesinin PPARy’dan
bagimsiz olarak otoproteolitik aktivasyonunu ve IL-1B’nin olgunlasmasini
engelleyerek gergeklestigini bildirmislerdir. Yapilan ¢aligmalar, cyPG veya ilgili
bilesiklerin artrit veya glomeriilonefrit gibi yangisal durumlar veya patolojik hiicre

cogalmasi durumlarinda terapotik maddeler olarak kullanilabilecegini gostermektedir
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(Fahmi ve ark., 2002; Sawano ve ark., 2002; Straus ve Glass, 2001; Zhang ve ark.,
2004).

2.2.5.2. Diger Etkileri

cyPG’lerin ilk bulunan biyolojik ve farmakolojik etkileri timor onleyici
etkileridir (Stamatakis ve ark., 2004). Kato ve ark. (1986) yaptiklar1 ¢calismada, gesitli
cyPG tlrevlerinin, farelerde Ehrlich asit tiimorli farelerin 6mriinii etkin bir sekilde
artirdigint tespit etmislerdir. PGA1 ve PGJ2’nin tiimor Onleyici etkinliginin diger
cyPG’lerden daha yiiksek oldugu bildirilmistir. PGJ, ve PGA1 (A"-PGA: metil ester)
gibi baz1 cyPG’ler ¢apraz konjuge dienon sistemlerine sahiptir (Rishikesh ve Sadhana,
2003). Bunlar cekirdek icindeki belli hiicre ici hedefleri etkileyerek tumorlerin
gelismesini engeller ve hiicre siklusunun G1/S interfazindaki tiimorlerde hiicre
bliylimesinin durmasina neden olurlar. PGA: ve PGJ>’nin insan kordon kaninda
bulunan IL-2’nin uyardig1 mononiikleer hicrelerin gelismesini engelleyip, IL-2 aracili

proliferatif yangiy1 dnleyerek etki gosterdigi belirtilmistir (Huges-Fulford, 1994).

Sugiura ve ark. (1984), PGE1, PGA1, PGD2 ve PGJ: turevlerinin serilerini
sentezlemisler ve her bir bilesigi, L1210 l6semisinin ilerlemesini farelerde timor
hiicrelerinin gelismesini engellenme yeteneklerini arastirmiglardir.  Yapilan bu
caligmada yiiksek tiimor onleyici etkinlik ile iligkili birtakim yapisal 6zelliklerin
oldugunu ortaya koymuslardir. PGA serisindeki en etkin bilesiklerin A’-PGA;, 12-epi-
AT"PGA: ve 15-deoksi-A’-PGA; oldugunu, PGJ; serisinde en etkin bilesigin ise 15d-
PGJz oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica 15d-PGJzetkinliginin A’-PGAu ile tirevlerine
yakin oldugu ve akciger, gogiis, 6zefagus, prostat, idrar kesesi ve kolon gibi organlarda
in vitro ve in vivo tiimér hiicresi gelisimini engelledigi belirtilmigtir (Kato ve ark.,
1986). 15d-PGJz’nin dogrudan tiimdr hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasmi Onleyerek,
anjiyogenezisi engelleyerek ve apoptozu uyararak etki gosterdigi (Harris ve ark., 2002)
ve apoptozu uyarict etkilerini genellikle PPARy aracili yolla gosterdigi bildirilmistir
(Straus ve Glass, 2001). Sarraf ve ark. (1999), kolon kanseri hastalarinin PPARy’da
fonksiyon kaybir mutasyonlara sahip oldugunu ve bu reseptoriin timor biyimesini
engelleyici etkisinin daha fazla oldugunu kesfetmistir. 15d-PGJ2 ve PPARYy ligandlari,

tiimor hiicrelerinde apoptozisi uyarmasinin yaninda tumor
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hiicrelerinin farklilagmasin1 uyararak da tiimor gelisimini engelleyebilir. Bununla
birlikte, 15d-PGJ2’nin tiimdr Onleyici etkinligi, tiimor hiicrelerinin  dogrudan
baskilanmasi ile siirl degildir. /n vivo olarak anjiyogenezin engellenmesi sonucunda
damar endotelyal biliyiime faktorii reseptoriiniin ekspresyonunu baskilar. 15d-PGJy,
damar diiz kas hucrelerinde MMP-9 ekspresyonunu azaltir ve bu da doku tahribatini
engeller ve hiicrelerin metastazini 6nleyici bir etki ile sonuglanir (Harris ve ark., 2002).
Yapilan ¢alismalarda, cyPG’lerin tiimor onleyici etkinliklerini, PPARy’y1 uyararak,
MMP iiretimini diistirerek, malign hiicre ¢ogalmasini engelleyerek ve apoptozu
uyararak gosterdigi vurgulanmistir (Harris ve ark., 2002; Stamatakis ve ark., 2004;
Straus ve Glass, 2001) (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12. PGE> ve 15d-PGJ,’in tiimdr {izerine etkileri (Harris ve ark., 2002).

cyPG’lerin virlslara kars1 etkinligi Santoro (1997) tarafindan bulunmustur. Bu
etkilerinin altinda 1s1 soku proteini (HSP)’ni uyarmalar1 ve/veya NF-xB’y1
baskilamalar1 yatmaktadir (Santoro, 1997). Ayrica cyPG’lerin viriislara karsi
etkinliginde ¢esitli molekiiler mekanizmalarin rol oynadig bildirilmistir (Straus ve
Glass, 2001). Bu bilesiklerin en kapsamli olarak incelenen etkilerinden biri de, bir¢ok
hiicre tipinde kanitlanmis olan bir 1s1 soku yanitini baglatmasidir. HSP ¢ogu strese karsi

koruyucu bir rol oynar ve cyPG’ler HSP70’in ekspresyonu ile 1s1 soku faktorii (HSF)-

26



I’in etkinligini artirarak viral enfeksiyonlarda ve hipertermide hiicre koruyucu etki
gosterirler. Is1 soku yanitinin uyarilmasi transkripsiyon faktorii olan NF-xB’nin, IxkBa
baskilayici alt-biriminin ekspresyonu sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Stamatakis ve ark.,
2004). Bazi1 ¢alismalarda PGA1’in IkBa ekspresyonunu uyardigi ve bdylece HSF-1’in
etkinligi ile NF-kB’nin baskilanmasi arasinda koordineli bir baglantinin oldugu
belirtilmistir (De Marco ve ark., 1998; Santoro, 1997). Santoro (1997) PG’lerin viral
protein sentezinin segici olarak dnlemesinin, bu bilesikler tarafindan HSP70 sentezinin
artmasina bagl olarak olustugunu belirtmistir. PGA ve PGJ serisi PG’lerin ¢esitli DNA
ve RNA virusleri, herpes simpleks, influenza, ensefalomiyokardit, polioviris ve insan
immun yetmezlik virtstine (HIV)-1 kars1 etkinlik gosterdigi bildirilmistir (De Marco
ve ark., 1998; Stamatakis ve ark., 2004; Straus ve Glass, 2001). cyPG’lerin siklopentan
halkasinda bulunan doymamis a-p karbonil grubu, kovalent olarak spesifik proteinlere
baglanmasi Ve hiicresel niikleofiller ile Michael katilma iirlinleri olusmasini saglar. Bu
molekiiler yap1 viriislara kars1 etkinlik icin gereklidir (Santaro, 1997). Bu kapsamda
cyPG’lerin viriis yasam dongiisii boyunca farkli hedefleri etkileyebilecek yeni antiviral
ilaglarin gelistirilmesi i¢in ilging bir model olabilecegi vurgulanmistir (Santoro, 1997;

Stamatakis ve ark., 2004).

15d-PGJ2’nin sigcanda dinitrobenzen siilfonik asit tarafindan uyarilan kolon
hasarinin gelisimini zayiflattigi (Cuzzocera ve ark., 2003a), miyokard infarktls
boyutunu azalttigi (Wayman ve ark., 2002) ve karaciger hasari ile endotoksik sokta
coklu organ yetmezligini azalttig1 belirtilmistir (Collin ve Thiemermann, 2003; Collin
ve ark., 2004). Ayrica 15d-PGJ2’nin bagirsak ve bobrek iskemi/reperfiizyon hasari
(Cuzzocrea ve ark., 2003b; Sivarajah ve ark., 2003) ile iskemik akut bobrek yetmezligi
(Chatterjee ve ark., 2004) gibi birka¢ doku hasarina karsi koruyucu etkinligi oldugu da
kanitlanmistir. Ayrica Zhuang ve ark. (2003) siklopentenon yapisina sahip bilesiklerin
sinir hiicreleri tiizerinde koruyucu etkileri oldugunu, ileride felg ve Alzheimer
hastaligindaki etkileri i¢in hayvan modelleri iizerinde ¢alisilmas: gerektigini

belirtmislerdir.
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2.3. Lipopolisakkarit (LPS)’ler

Konak durumundaki organizmalar, prokaryotik patojenlerde bulunan bazi
spesifik yapilara kars1 yangisal reaksiyon gosterebilir. Bu yapilar genellikle PAMP’lar
olarak bilinirler ve lipopeptidler, peptidoglikanlar ile teikoik asitler gibi gesitli bakteri
hiicre duvari bilesenlerini icerirler. PAMP’lar patojenin biyolojisinde 6nemli role
sahiptirler. Bu nedenle yuksek diizeyde mutasyona ugramazlar ve dolayistyla etkilerini

nesiller boyunca korurlar (Kallapura ve ark., 2014).

2.3.1. Lipopolisakkarit (LPS)’lerin Yapisi

PAMP’larin ana iiyelerinden biri olan LPS Escherichia ve Salmonella tirleri
gibi Gram-negatif bakterileri hiicre duvarinin bir glikolipid bilesenidir (Halawa ve ark.,
2013; Kallapura ve ark., 2014). Endotoksinin adi, bakterinin canli organizmaya
girdikten sonra LPS tarafindan uyarilan biyolojik etkinligine bagli olarak degisiklik
gosterir. LPS, LPS'nin toksik proinflamatuar ¢zelliklerinden sorumlu olan lipit A ve
polisakkarit yan zincir pargasindan olusur. Polisakkarit yan zincirinde bir oligosakkarit
cekirdegi ve O-spesifik zincir antijeni bulunur (Maldanoda ve ark., 2016) (Sekil 2.13).
LPS’nin bu serolojik 6zgiinliiglinii ve bakterinin serotipini belirler (Halawa ve ark.,
2013; Raetz ve Whitfield, 2002) (Sekil 2.14).
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Sekil 2.13. LPS’nin yapist (Maldonado ve ark., 2016).
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Sekil 2.14. E. coli kaynakli LPS’nin yapist (Raetz ve Whitfield, 2002).

2.3.2. Lipopolisakkarit (LPS)’ler ile Indiiklenen Sinyal Yolag

LPS ile iliskili sinyal transdiiksiyon yolagindaki ilk asama, bagisiklik
sisteminin spesifik hicreleri tarafindan LPS molekulinin taninmasidir. LPS, baglayici
protein (LBP) olarak bilinen bir serum proteinine baglanir. Kiigiik miktarlarda LPS
veya Gram-negatif bakteriler tarafindan yangisal yanitin hizli olugsmasi i¢in LBP
gereklidir. LPS LBP’ye baglandiginda, LPS-LBP kompleksi reseptoriine baglanir ve
farklh hiicreleri etkinlestirir. Spesifik LPS’ler kapsaminda endotoksinler i¢in ¢oklu
hiicre baglh reseptorler, Pz-integrinler, CD11/CD18, asetillenmis LDL i¢in makrofaj
tutucu reseptor, L-selektin ve CD14 tanimlanmigtir. CD14 reseptdriiniin, ana reseptor
olarak zar CD14 (mCD14) ve ¢oziinlir CD14 (sCD14) olmak iizere iki farkli formu
tespit edilmistir. mCD 14, glikozilfosfatidilinositol (GPI) ile baglantili zar glikoproteini
olarak islev goren miyeloid soylu hicrelerin yizeyinde bulunur. sCD14 ise GPI ile
baglantili degildir; ancak, mCD14 olmayan hiicrelerin etkinlestirilmesi i¢in LPS’ye
baglanabilir. Yapilan ¢alismalarda, CD14’iin sadece LPS igin bir ligand baglayici
protein veya LPS-LBP kompleksine yonelik islev gordiigii tespit edilmistir. Ayrica
hicre ici sitoplazmik boélgesinin olmamasi nedeniyle sinyal iletimini baglatamadigi da

saptanmigtir (Kallapura ve ark., 2014).

Son yillarda, LPS-LBP kompleksinin GPI-baglantili mCD14 ile baglanmasinin

ardindan ortaya ¢ikan proinflamatuar sinyal iletim yolunun etkinlesmesini i¢ceren Toll
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Benzeri Reseptor (TLR)’leri ile ilgili onemli gelismeler acgiga ¢ikmistir. TLR’ler,
PAMP’leri taniyan reseptor homolog ailesidir (Kallapura ve ark., 2014; Lee ve ark.,
2012; Schroder ve ark., 2004). Simdiye kadar 10 {iye tanimlanmis ve bunlarin dogustan
gelen bagisiklik ve yangi tepkilerinden sorumlu oldugu tespit edilmistir. Bu tiyeler
arasinda TLR4’lin, LPS'nin ana kaynagi olan Gram-negatif bakterilere kars1 yangisal
cevabin olusmasinda rol oynayan baslica reseptor oldugu ve monositler, makrofajlar,
notrofiller ve dendritik hiicreler gibi birgok bagisiklik hiicresinin yiizeyinde bulundugu
belirtilmistir (Kallapura ve ark., 2014; Wang ve Quinn 2010). TLR4’iin LPS’yi
dogrudan tanimasinin aksine, CD14 LPS’yi dogrudan taniyamamakta ve LPS’yi

TLR4/MD-2 reseptor kompleksine sunmaktadir (Kallapura ve ark., 2014).

LPS, NF-xB’nin niikleer translokasyonunu diizenleyen TLR’lerin sinyal
yolaginin asir1 uyarilmasiyla toksin olarak etkinlesir. Bunun sonucu olarak TNFa, IL-
1B ve IL-6 gibi patojenik yangisal yanitlara cevap olarak olusan proinflamatuar
sitokinlerin sirasiyla transkripsiyonunu, tretimini ve salimini uyarir (Halawa ve ark.,
2013; Kallapura ve ark., 2014). NF-xB etkinlesmesi proinflamatuar gen
transkripsiyonuna yol acar. NF-xB’nin etkinlesmesi IxB inhibitorii tarafindan
diizenlenir. IKK’nin aktivasyonu, IkB’nin fosforilasyonuna yol acgar. Bu da sirasiyla
NF-xB’nin proteolitik bozunmas1 ve NF-kB’nin spesifik DNA baglama boélgeleri ile
birlestigi ¢ekirdege translokasyonu ile sonuglanir ve burada gen transkripsiyonunu
baslatan spesifik DNA baglama bolgeleri ile birlesir. Etkin NF-xB 50 kDa (NF-
kB1/p50) ve 65 kDa (RelA/p65)’luk iki polipeptitten olusan heterodimerdir. Etkin NF-
kB’nin, TNF-a, IL’ler, adezyon molekiilleri ile COX-2 ve iNOS gibi enzimler iceren
cesitli proinflamatuarlarin mMRNA ekspresyonunu uyardig: belirtilmistir (Kallapura ve
ark., 2014; Lee ve ark., 2012; Raetz ve Whitfield, 2002; Zhao ve ark., 2013) (Sekil
2.15).
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Sekil 2.15. E.coli kaynakli LPS’nin TLRA4 reseptorleri ile etkilesimi ve reseptor sonrasi
olaylar (Raetz ve Whitfield, 2002).

2.3.2.1. Tumor Nekroz Faktor-a (TNF-a)

TNF-a, ¢esitli hiicreler tzerinde pleiotropik etkiler yapan guclu proinflamatuar
bir sitokindir. Bu sitokin akut ve kronik yangi, otoimmiin hastaliklar ve kansere bagl
yangi olaylarinin patogenezinde rol oynamaktadir (Chu, 2013; Horiuchi ve ark., 2010).
Ayrica fizyolojik stireclerde dnemli rol oynayan bu sitokin, timor erimesi, apoptoz ve

akut faz reaksiyonunun baglatiimasinda da sorumludur (Chu, 2013).

TNF-a, makrofajlar ve diger proinflamatuar hiicrelerin aktivasyonunu takiben
kanda en erken saptanan sitokinlerden biridir, bircok 6énemli fizyolojik ve patolojik
olayda rol oynarlar (Chu, 2013).1980'lerin sonunda, ¢esitli arastirmalarda zara baglh
TNF-a’nin aracilik ettigi sitotoksik etkiye sahip oldugu belirtilmistir (Dinarello ve
ark., 1986; Fast ve ark., 1989). Insan makrofajlar: ve lenfositleri, IFN-y veya forbol
miristat gibi ajanlarla uyarildiginda zara bagli ve ¢oziiniir TNF-a’nin ekspere edildigi
tespit edilmistir (Engdahl ve ark., 2007). TNF-a’nin en 6nemli biyolojik gorevi konagi

bakteriyel, viral ve parazitik etkenlere karsi korumaktir. Ayrica endojen pirojenlere
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kars1 viicut 1s1sinda artisa neden oldugu belirtilmistir (Chu, 2013; Olmos ve Llado,
2014).

TNF-a ilireten hiicre

A\ tmTNFa

TNFa-TNFR kompleks

Sekil 2.16. TNF-a’nin yapisi ve etkinligi (Lim ve ark., 2018).

TNF-a makrofajlar tarafindan, TNF-f ise lenfositler tarafindan iiretilir. Diger
hiicrelerden de diisiik diizeylerde TNF-o ve TNF-f sentezlenmektedir. TNF-B’nin
sadece ¢Ozlnebilir formu bulunurken, TNF-a’nin zara bagli ve ¢6zunebilir formu
olmak {izere 2 formu bulunmaktadir (Chu, 2013). Zara bagli TNF-a biyolojik
fonksiyonunu sentezlendigi hiicrelerde gosterirken, ¢6ziiniir TNF-a ise sentezlendigi
hiicrelerden uzak alanlarda etki gosterir (Horiuchi ve ark., 2010; Lim ve ark., 2018)
(Sekil 2.16). Coziiniir TNF-a, 17-kDa boliinmiis monomerlerin bir homotrimeridir;
zarabagli TNF-a ise 26 kDa bolinmemis monomerlerin bir homotrimeridir. Zara bagl
TNF-a TNF-R1 ve TNF-R2 reseptorlerine baglanir, fakat biyolojik etkinliklerine
Ozellikle TNF-R2’nin aracilik ettigi diigiiniilmektedir. TNF-a, 26 kDa agirliginda 233
amino asit kalintisindan olusan hiicre yiizeyi tip II polipeptidlerinden olan zara bagli-
TNF-o olarak adlandirilan bir 6nct form olarak wretilir. Metalloproteinaz enzim
grubuna bagli TNF-o doniistiiriici enzim (TACE) ile 157 amino asitlik ¢ozlinebilir
TNF-o’ya dondisiir (Horiuchi ve ark., 2010). TNF-a turler arasinda birbirine benzerdir.
Ornegin, insan ve fare TNF-o molekiillerinin benzerlik oran1 % 80’dir. Zara bagh
TNF-o insanda 157 amino asit (ilk 76 aa’lik kismi etkin), farede ise 156 aa (ilk 76 aa’lik
kismu etkin) dizisi igerir (Chu, 2013).
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2.3.2.2. interlékin-1p (IL-1p)

Akut ve kronik yangi ile otoimmiin hastaliklarda 6nemli bir proinflamatuar
sitokin olan IL-1pB, organizmada beslenme, uyku ve 1sinin diizenlenmesi gibi 6nemli
homeostatik fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol oynar. Bununla birlikte, IL-13’nin
asir1 Uretilmesi, romatoid artrit, ndropatik agri, yangisal barsak hastaligi, osteoartrit,
vaskdler hastalik, multiple skleroz ve Alzheimer hastaligi gibi ¢esitli hastaliklara sebep
olur. IL-1B, ¢ogunlukla monositler, makrofajlar ve lenfositler gibi dogal bagisiklik
sistemi hicrelerinde tiretilmesine ragmen, gesitli hiicreler (keratinositler, fibroblastlar
sinoviyositler, endotelyal hucreler, astrositler, mikroglia ve Schwann hcreleri gibi
glial hiicreler gibi) tarafindan da firetilir ve salgilanir (Lopez-Castejon ve Brough,
2011; Piccioli ve Rubartelli, 2013; Ren ve Torres, 2008).

IL-1B, NF-xB ve AP-1 gibi transkripsiyon faktorleri ile diizenlenen birgok
genin ekspresyonunu uyararak yangisal sinyal yolagii baglatabilir (Kowluru ve
Odenbach, 2004). Bu sitokin PAMP’lere yanit olarak dretilir ve PAMP’ler,
makrofajlardaki TLR iceren kalip tanima reseptorlerini (PRR’ler) uyarir. TLR’lerin
uyarilmasi sonucu NF-kB etkinlesir ve bdylece dnemli proinflamatuar sitokinlerden
olan pro-IL-1p iiretimi baslar (Fettelschoss ve ark., 2011; Lopez-Castejon ve Brough,
2011). Bu genellikle ilk basamak olarak adlandirilir ve yetersiz bir uyarici olarak kabul
edilir. Pro-IL-1PB, 31 kDa agirligindadir ve etkin degildir. Pro-IL-If’nin etkin hale
gelebilmesi i¢in baska bir PAMP ile uyarilmasi gerekir (Lopez-Castejon ve Brough,
2011). Etkin IL-1p salgilanmasi, kaspaz-1 ve inflamazom gibi ilave uyaricilara

baghidir (Fettelschoss ve ark., 2011).

Inflamazom, kaspaz-1 ve IL-1B olusumunu etkinlestiren hiicre ici cok proteinli
komplekslerdir. Kaspaz-1 hcrelerde oncul olarak bulunan pro-IL-1B’1 proteolitik
olarak etkin IL-1’a dontstiirebilen “IL-15 doniistiiriicii enzim” (ICE) olarak
tamimlanmistir (Lopez-Castejon ve Brough 2011; Piccioli ve Rubartelli, 2013).
Kaspaz-1 ile etkin hale gelen 17 kDa agirliginda bir glikoprotein olan IL-1p, yangisal
yanit olarak ¢esitli hiicrelerden salgilanmaya baglar (Kowluru ve Odenbach, 2004;
Lopez-Castejon ve Brough, 2011) (Sekil 2.17).
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Sekil 2.17. IL-1B’nin etkinlesmesi (Lopez-Castejon ve Brough, 2011).
2.3.2.3. Interl6kin-6 (1L-6)

IL-6 Onceleri B-hiicre farklilasma faktorii olarak tanimlanmistir. Ancak diger
bir ¢ok sitokinde oldugu gibi IL-6’nin sadece bagisiklikta rol oynayan bir faktor
olmadigy, sinir sistemi de dahil olmak {izere ¢ogu fizyolojik sistemlerde gérev yaptig
anlagilmistir (Erta ve ark., 2012). IL-6 bagisiklik sistemi iizerinde genis etki
yelpazesine sahip bir sitokindir ve hormon benzeri 6zelliklere sahip oldugu igin
homeostatik sureci etkileyebilir. Hem antiinflamatuar hem de proinflamatuar
ozelliklere sahip oldugu i¢in klinik midahalelerde yaygin olarak kullanilmaktadir
(Naseem ve ark., 2016). Enfeksiyonlara ve doku yaralanmalarina yanit olarak hizli ve
gecici olarak Uretilen IL-6, akut faz yanitlari, hematopoez ve bagisiklik sisteminin
uyarilmasi yoluyla konak savunmasina katkida bulunur (Tanaka ve ark., 2014). IL-6
eksikliginin viral, paraziter ve bakteriyel enfeksiyona karsi dogal ve edinilmis

bagisiklik sisteminin bozulmasina neden oldugu belirtilmistir (Hunter ve Jones, 2015).

IL-6, B hiicrelerinde yanginin olugmasi Ve ilerlemesi sirasinda etkinlesir ve

pirojen gibi davranarak enfeksiyona bagli olan ve olmayan hastaliklar ile oto-immin
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hastaliklarda viicut 1sisinda artisa neden olabilir. IL-6, enfeksiyona bagli gelisen bir
durumda tiim viicuda bir uyar1 sinyali gonderir. Bunun icin 6ncelikle PAMP’ler
enfekte olmus dokuda, monositler ve makrofajlar gibi bagisiklik hticrelerinin PRR'leri
tarafindan taninmaktadir. Retinoik aside uyarilabilir gen-1 benzeri reseptor, TLR,
NLR ve DNA reseptorlerini igeren PRR’ler, NF-kB dahil olmak iizere ¢esitli sinyal
yollarin1 uyarir. Bu uyar1 sonucu, TNF-a, IL-1B velL-6 gibi yangisal sitokinlerin
mRNA transkripsiyonu artar. Ayrica TNF-a ve IL-1B birlikte IL-6’y1 iiretmek icin
transkripsiyon faktorlerini etkinlestirir (Tanaka ve ark., 2014). Travmatik yaralanma
ve yanma gibi enfeksiyona bagli olmayan yangi durumlarinda ise, hasar ile iligkili
molekiler modeller (DAMP) IL-6’y1 iiretmek i¢cin TLR’leri etkinlestirir. Dinlenme
evresinde, IL-6 reseptorleri hepatik ve miyeloid hiicreler ile etkin B hiicreleri ve normal
T-lenfositlerde bulunur. Konak savunmasinda akut IL-6 ekspresyonu, farkli hiicrelerin
etkinlesmesinde rol oynar (Naseem ve ark., 2016). IL-1B ve TNF-o, IL-6
ekspresyonunun ana etkinlestiricileri iken, TLR’ler, PG’ler, adipokinler ve diger

sitokinler de IL-6’nin sentezini uyarabilir (Hunter ve Jones, 2015).

2.3.2.4. Nitrik Oksit Sentetaz (NOS)

Yangi ve endotoksemi ile uyarilan karaciger hasarina karsi koruyucu etkiye
sahip olan nitrit oksit (NO) akut yangi ve sepsiste cok énemli bir faktordr (Olinga ve
ark., 2001). NO, NOS tarafindan sentezlenmektedir. NOS fizikokimyasal ve kinetik
Ozelliklerine gore; yapisal nitrik oksit sentetaz (c(NOS) ve uyarilan nitrik oksit sentetaz
(INOS) olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. Yapisal NOS o6zellikle damar endoteli,
idrar yolu dokulari ile merkezi ve ¢evresel sinir sisteminde yogunlagmistir (Palmer ve
ark., 1988). Bu dokularda genellikle inaktif haldedir. Hiicre icinde iyonize Ca*
yogunlugu arttiginda Ca*? kalmodulin ile birlesir, NOS enzimini etkinleserek L-
arjininden NO sentezi gerceklesir. Hiicre ici iyonize Ca*? yogunlugu azalmaya
basladiginda ise enzim inaktif duruma geger ve NO sentezi durur. Sentez suresinin gok
kisa olmasi, sentezlenen NO miktarinin da ¢ok diisiik olmasina neden olmaktadir.
Kalmodulin, cNOS’un aksine iNOS'un bir alt birimi olarak ona sikica baglanir. Bu
durum, iNOS’un neden Ca*?’

Turkoz ve Ozerol, 1997).

a bagimsiz oldugunu agiklar (Moncada ve ark., 1991,
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INOS hicre ici patojenlere ve tiimor hiicrelerine karsi konakg¢inin
savunmasinda 6nemli oldugu diisiiniilmektedir (Jorens ve ark., 1995). Bu enzim hiicre
icinde bulunmayip, 6zellikle makrofaj (monosit, nétrofil, hepatosit vb.) ve damar
endotel hicrelerinde sentezlenmektedir. Bu htcrelerin spesifik sitokinlerle etkin hale
gelmesi, NOS’un uyarilmasma ve NO’in sentezine neden olur. Ozellikle bakteri
LPS’leri ve IFNy veya yuksek yogunluklarda LPS ile uyarilan makrofajlar, ¢ok
miktarda NO ureterek sitotoksik etki meydana getirir (Tiirkoz ve Ozerol, 1997). Uzun
stre asir1 miktarda NO sentezi toksik olabilir ve makrofaj ile normal dokularda hasara
neden olabilir (Kimura ve ark., 1998; Tiirkéz ve Ozerol, 1997). Klinik olarak romatoid
artrit, multiple skleroz, astim ve tip 1 diyabet gibi bir¢cok kronik yangisal ve otoimmiin
hastalikta iINOS protein ekspresyonu ve NO seviyesinde artis oldugu tespit edilmistir
(McAdam ve ark., 2012).

2.3.2.5. Sikolooksijenaz-2 (COX-2)

Yaygin olarak COX olarak adlandirilan PGH sentaz, arasidonik asidin PG’lere
dontisiimil i¢in gerekli olan bir anahtar enzimdir (Turini ve DuBois, 2002). PGH sentaz
(COX)’1n yapisal formu (PGH sentaz 1 ya da COX-1) ve uyarilan formu (PGH sentaz
2 ya da COX-2) olmak iizere 2 formu vardir (Rishikesh ve Sadhana, 2003; Shibata,
2015; Straus ve Glass, 2001). Her iki enzim de hiicrelerde zarda bulunur. Bu enzimler
arasindaki en onemli fark, COX-1’in iiretildigi hiicrelerde daima sentezlenmesi yani
yapisal olmasi nedeniyle siirekli var olmasi, COX-2’nin ise uyarilan bir enzim

olmasidir (Maier ve ark., 2015; Rishikesh ve Sadhana, 2003; Harris ve ark., 2002).

COX-2, gogu doku ve hucre tipinde normalde mevcut degildir (Straus ve Glass,
2001). Ancak, COX-2"nin ekpresyonu blylme faktorleri ve LPS de dahil olmak izere
pro-inflamatuar uyaricilar ve etkin onkojenler tarafindan giiclii bir sekilde uyarilir
(Eliopoulos ve ark., 2002). COX-2’nin uyarilmasi deri ve kolon kanseri gibi bazi
kanser tipleri ve yangi aracili PG sentezindeki artigtan sorumludur (Straus ve Glass,
2001). Bu enzim inhibitorleri, PGE2 sentezini engeller, boylece yangi dnleyici ve agri
kesici etki olusturur. Bu durum COX-2’nin PG sentezi ve yangida 6nemli rol oynadig

gostermektedir (Eliopoulos ve ark., 2002).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. GEREC
3.1.1. Kimyasal Maddeler

15 d-PGJ2 (Cayman 1-800-364-9897),

COX-2 kiti (Rat PTGS2/COX-2 ELISA Kit E-EL-R0792),
Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4) (Merck 106580),
Dimetil sulfoksit (DMSO) (Tekkim 201790.01000),
Formaldehit (Merck 103999),

Hidrojen peroksit (H202) (Merck 107209).

IL-1p kiti (Rat IL-13 ELISA Kit E-EL-R0012),

IL-6 kiti (Rat IL-6 ELISA Kit E0135Ra)

iNOS kiti (Rat NOS2/iNOS ELISA Kit E-EL-R0520),
Isofluran (Adeka),

Lipopolisakkarit (E.coli O127: BB),

Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4) (Merck 104873),
Sodyum klorur (NaCl) (Merck 106400),

TNF-a kit (Rat TNF-a ELISA Kit E-EL- R0019),
Yapistirict (Entellan-Merck 107961).

3.1.2. Cihazlar ve Laboratuvar Malzemeleri

Analitik terazi (Shimadzu AY-220),
ELISA okuyucu (ELx800, Biotek),
Hassas terazi (BX 4200H),
Homojenizator (IKA),

Isik Mikroskobu (Olympus CX21),
Kamera (Olymus DP26),

Magnetik karistiric1 (IKA-RH Basic 2),
Mikrotom (Leica 2155 rotary),
Otoanalizor (GesanChem-200),
Ototeknikon (Leica ASP300S),
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pH metre (Metrohm 704),

Sogutmali santrifiij (Eppendorf-5810R),
Su banyosu (Memmert WNB 14),
Vorteks (Yellowline TTS2).

3.2. Yontem

3.2.1. Etik

Arastirma, Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Rektorliigii Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 06/12/2017 tarihli toplantisinda alinan 357 no’lu
karar dogrultusunda gergeklestirildi.

3.2.2. Hayvan Materyali

Arastirmada hayvan materyali olarak kullanilan siganlar Burdur Mehmet Akif
Ersoy Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve Deneysel Arastirma

Laboratuvari’ndan temin edildi ve ayn1 yerde deneysel uygulamalar gerceklestirildi.

3.2.3. Deney Gruplarmin Olusturulmasi ve Deney Protokoll

Bu arastirmada kontrol, LPS, 15d-PGJ> ve 15d-PGJo+LPS nin birlikte verildigi
olmak {izere toplam 4 grup olusturuldu. Her bir grupta 18 adet olmak tzere toplam 72
adet (yaklagik 200-300 g agirliginda 10-12 haftalik) Wistar Albino cinsi erkek sigan
kullanildi (Tablo 3.1). Hayvanlar 12 saat 1sik/karanlik siklusu ayarlanabilir odalarda
% 60-80 nem ve 21-23 °C 1sida tutuldu. Deneme siiresi boyunca hayvanlara % 24 ham
protein, % 6,19 ham seliiloz ve 3100 kcal/kg metabolik enerji igeren sigan pelet yemi

kullanildi. Tiim hayvanlara ad libitum pelet yem ve su verildi.

Hayvanlara verilen 15d-PGJ>’nin dozu Cuzzocrea ve ark. (2003), LPS’nin dozu

ise Al-Amri ve ark. (2013) yaptiklar1 arastirmalardan yararlanilarak belirlendi. 15d-
PGJ2 % 0,1°lik DMSO iceren % 0,9’luk NaCl’de, LPS ise distile suda ¢ozduruldi ve

maddeler hayvanlara periton ici (pi) olarak uygulandi.
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Tablo 3.1. Aragtirma gruplarina verilen maddeler ve verildigi giinler (n:18).

Deney Gruplari Verilen maddeler - Verildigi giinler

Kontrol % 0,1°lik DMSO pi (2 ml/kg ca/giin)-4 gun (1-4.)
15d-PGJ> 40 pg/kg ca 15d-PGJz pi (% 0,1°1ik DMSO’de)-3 giin (2-4.)
LPS 15 mg/kg/ca LPS pi (tek doz)-4.gin

15d-PGJ.+ LPS 40 pg/kg ca 15d-PGJ2 pi-3 giin (1-3.) + 15 mg/kg/ca LPS pi
(tek doz)-4.gln

3.2.4. Orneklerin Toplanmasi

Calismanin 4. glinii maddelerin verilmesini takiben 4., 8. ve 24. saatlerde her
gruptan rastgele 6’ar adet sican % 2-3 oraninda izofluran (inhalasyon) ile anesteziye
alimarak kalpten kan alma islemi gerceklestirildi. Hayvanlar anestezi altindayken

servikal dislokasyon yontemi ile 6tenazi edildi. Karaciger ve bobrek drnekleri alindi.

3.2.5. Kan Analizleri

Direkt olarak tliplere alinan kanlar 4000 rpm/dk hizda 10 dakika santrifiij edildi
ve serum Ornekleri ayrildi. Serumda aspartat aminotransferaz (AST), alanin
aminotransferaz (ALT), albiimin ve kreatinin degerleri otoanalizor ile 6lgildi. Serum
ornekleri analizler (iNOS, TNFa, IL-1p, IL-6 ve COX-2) yapilincaya kadar -20 °C’de

saklandi.

3251 Biyokimyasal ve Yangisal Analizler

Serum orneklerinde COX-2, iNOS, IL-1pB, IL-6, TNFa analizleri ticari kitler
(sirastyla Rat PTGS2/COX-2 ELISA Kit E-EL-R0792, Rat NOS2/iNOS ELISA Kit E-
EL-R0520, Rat IL-1B ELISA Kit E-EL-R0012, Rat TNF-o. ELISA Kit E-EL-
R0019) kullanilarak yapildi. Analizler kitlerde belirtilen prosedure gore
gerceklestirildi. Bu amagla standart soliisyonlardan ve serum 6rneklerinden
kuyucuklara 100 pl konuldu ve mikropleyt 37 °C’de 90 dakika bekletildi. Sonra
kuyucuklar bosaltildi ve her bir kuyucuga 100 ul biotinlenmis antikor ¢ozeltisi ilave
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edildi. Mikropleyt 37 °C’de 1 saat bekletildi. Kuyucuklar yikama ¢ozeltisi ile 3 kez
yikandi. Her bir kuyucuga 100 pl konjugat ¢ozeltisi ilave edildi ve 37 °C*de 30 dakika
bekletildi. Kuyucuklar tekrar bosaltilarak 5 kez yikama soliisyonu ile yikandi.
Ardindan her bir kuyucuga 90 pl substrat ¢ozeltisi eklendi ve 37 °C’de 15 dakika
bekletildi. Daha sonra kuyucuklara 50 pl stop ¢ozeltisi konuldu ve 450 nm’de okundu.

Serum Orneklerinde, IL-6 analizi ticari kiti (Rat Interleukin 6 ELISA Kit
EO135Ra) kullanilarak yapildi. Analizler kitlerde belirtilen prosediire gore
gerceklestirildi. Bunun i¢in kuyucuklara 50 pl standart soliisyonlar ve 40 pl serum
ornekleri + 10 pl IL-6 antikoru koyuldu. Tim kuyucuklara 50 pl konjugat ¢ozeltisi
ilave edildi. Mikropleyt 37 °C’de 60 dakika bekletildi. Kuyucuklar bosaltilarak 5 kez
yikama ¢ozeltisi ile yikandi. Her bir kuyucuga 50 pul A Substrat ve 50 ul B Substrat
cozeltisi ilave edildi. Mikropleyt 37 °C’de 10 dakika bekletildi. Daha sonra
kuyucuklara 50 pl Stop ¢6zeltisi konuldu ve 450 nm’de okundu.

Her bir parametre icin asagida belirtilen standart derisimleri (Tablo 3.2) ve bu
standartlar i¢in Ol¢iilen absorbans degerleri kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izildi ve

sonuglar hesaplandi.

Tablo 3.2. ELISA kitlerinin standart ¢ozelti derisimleri ve kitlerin hassasiyeti.

Kit Standart Cozelti Derisimleri Kit Hassasiyeti
COX-2 4000; 2000; 1000; 500; 250; 125; 0 (pg/mL) 75,00 (pg/mL)
INOS 10; 5; 2,5; 1,25; 0,63; 0,31; 0 (ng/mL) 0,19 (ng/mL)
IL-1p 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 0 (pg/mL) 18,75 (pg/mL)
IL-6 24;12; 6; 3; 1,5; 0 (ng/L) 0,052 (ng/L)

TNF-a 2500; 1250; 625; 312,5; 156,25; 78,13; 0 (pg/mL) 46,88 (pg/mL)
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3252 Histopatolojik inceleme

Mikroskobik inceleme i¢in siganlardan alinan karaciger ve bobrek ornekleri
%10’luk tamponlu formaldehit soliisyonunda tespit edildi. Trimlenen doku pargalari
takip kasetlerine alindi. Gece boyu takip cihazinda diisiik oranli alkollerden yiiksek
oranli alkollere gecirilerek sular1 alinan dokular, daha sonra iki adet ksilolden
gecirilerek yagi alindi. Sicak parafinden gecirilerek doku bosluklarina parafin dolmasi
saglandi. Rutin patolojik takipte Leica ASP300S model ototeknikon kullanildi. Ertesi
giin sabah dokular parafine gomiilerek blokaj islemi yapildi. Bloklardan 4-5 saat
sogutulmanin ardindan Leica 2155 rotary mikrotomda, 5 mikron kalinhiginda seri
kesitler alindi. Kesitler normal lamlara ve polilizinli lamlara alindi. Bir gece oda
1s1sinda kurutulan kesitler ertesi glin boyamaya alindi. Normal lamlara alinan doku
kesitleri 30’ar dakika siireyle 3 ayri ksilol serisinden gecirilerek parafin tabakasi
uzaklastirildi. Daha sonra sirasiyla % 100, 96, 90, 80 ve 70’lik olmak iizere alkol
serisinden gegirilerek dokulara su verildi. Ardindan dokular hematoksilenle (15
dakika) ve eozinle (3 dakika) boyandi (Demir ve ark., 2001). Boyama isleminin
ardindan sirastyla % 70, 80, 90, 96 ve 100’liik alkollerden gegirilerek dokularin suyu
alindi. Parlatmak icin ksilolden gecirilen dokularin Uzerine entellan damlatilarak lamel
yapistirildi. Olympus CX21 model isik mikroskobunda incelenen preparatlar Olympus
DP26 model kamera ile mikroskobik dijital fotograflar ¢ekilerek bilgisayar ortamina
aktarildi.

3.3. Istatistiksel Hesaplamalar

Sonuglar aritmetik ortalama * standart hata (SE) ile ifade edildi. Elde edilen
verilerin 6ncelikli olarak Kolmogorov-Smirnov testi ile parametrik-nonparametrik
olup olmadiklar1 analiz edildi. Istatistiksel ydntem olarak One-Way ANOVA
uygulandi. Gruplar ve 6l¢iim yapilan saatler arasindaki farkliliklar Duncan testi ile

belirlendi ve p<0,05 altindaki degerler anlamli kabul edildi (Ozdamar, 2003)
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Parametreler

LPS verilen grup kontrol grubu ile karsilagtirildiginda serum AST, ALT ve
kreatinin degerlerinde 6nemli diizeyde (p<0,05) artis, alblimin degerinde ise onemli
diizeyde diisiis tespit edildi. 15d-PGJ>+LPS’nin birlikte verildigi grupta ise, LPS tek
basina verildiginde artan AST, ALT ve kreatinin degerlerinde 6nemli diizeyde
(p<0,05) bir diisiis, albiimin degerinde ise 6nemli bir artis oldugu belirlendi (Tablo
4.1).

Tablo 4.1. Arastirma gruplarinin 24. saatte serum AST, ALT, albiimin ve kreatinin
seviyeleri (n:6).

Parametreler Gruplar

Kontrol LPS 15d-PGJ> LPS+15d-PGJ,
AST 173,83+1,71% 333,77+25,91°  148,02+4,23% 237,93+11,27°
ALT 80,004£5,24%  222,17+16,34°  82,50+3,67°  137,00+5,16°
Albimin 4,12+0,01° 3,92+0,05% 4,65+0,06¢ 4,31+0,04°
Kreatinin 0,69+0,01% 1,23+0,02° 0,68+0,02% 0,96+0,01°

Degerler aritmetik ortalama + standart hatay1 ifade eder.
a, b, ¢, d Ayni satirda farkli harfleri tagiyan gruplar istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).
ALT: U/L, AST: U/L, Alblimin: g/dl, Kreatinin: mg/dl.

4.2. Yangisal Parametreler

Serumda TNF-o LPS verilen grupta 4. saatte artmaya basladigi, 8. saatte en
yiiksek seviyeye ulastigi ve 24. saatte daha diistik (8. saate gore) degerlerde oldugu
belirlendi. LPS verilen grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda serumda 6lgiim
yapilan saatlerde TNF-a degerinde 6nemli diizeyde (p<0,05) bir artig; LPS+15d-
PGJ2’nin birlikte verildigi grupta ise, LPS’nin tek basina verildiginde artan TNF-a
degerinde Ol¢lim yapilan saatlerde onemli diizeyde (p<0,05) bir diislis oldugu
belirlendi. 15d-PGJ>’nin tek basina verildigi grup kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
TNF-o degerinde 4. ve 24. saatlerde 6nemli (p<0,05) , 8. saatte ise bu farkin 6nemli
olmadig1 (p>0,05) goriildii (Sekil 4.1) (Tablo 4.2).
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Sekil 4.1. Arastirma gruplarinin serumda 6l¢iilen TNF-a seviyeleri.

Tablo 4.2. Arastirma gruplarinin zamana bagh serum TNF-a seviyeleri (pg/ml).

Zaman
Gruplar 4, saat 8. saat 24. saat
Kontrol 83,81+1,47°°  82,58+2 244 84,45+1,574°
LPS 147,81+1,457%  348,29+9,12°  178,34+4,265¢
15d-PGJ, 70,00£3,044%  72,0945,414 65,51+2,56"
LPS+15d-PGJ, 123,12+4,21°¢  79,95+3,64"2 111,48+2,198¢

Degerler aritmetik ortalama =+ standart hatay1 ifade eder.
A, B, C Ayni satirda farkli isaretleri tagiyan gruplar istatistiksel olarak dnemlidir (p<0,05).
a, b, ¢, d Ayni siitunda farkli harfleri tagtyan gruplar istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).

Serumda IL-1p’nin LPS verilen grupta 4. saatte artmaya basladigi, 8. saatte
artmaya devam ettigi ve 24. saatte ise en yiiksek seviyeye ulastigi tespit edildi. LPS
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verilen grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda serumda 6l¢lim yapilan saatlerde IL-
1B degerinde 6nemli diizeyde (p<0,05) bir artis; LPS+15d-PGJ2’nin birlikte verildigi
grupta ise, LPS’nin tek basina verildiginde artan IL-1B degerlerinde 6lgiim yapilan
saatlerde onemli dizeyde (p<0,05) bir diisiis oldugu belirlendi. 15d-PGJ2’nin tek
basina verildigi grup kontrol grubu ile karsilagtirildiginda IL-1f diizeyinde herhangi
bir farklilik olmadigi (p>0,005) goriildi (Sekil 4.2) (Tablo 4.3).
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Sekil 4.2. Arastirma gruplarinin serumda 6l¢iilen IL-1f seviyeleri.
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Tablo 4.3. Arastirma gruplarinin zamana bagli gore serum IL-1f seviyeleri (pg/mL).

Zaman
Gruplar 4. saat 8. saat 24. saat
Kontrol 14,67+0,92”% 15,08 +1,32%2 14,460,882
LPS 48,94+1,89°  77,58+1,595¢ 109,56+2,98¢°
15d-PGJ; 13,73+0,60"% 16,540,903 16,231,174
LPS+15d-PGJ; 17,58+1,36"%  34,35+2,248P 55,19+3,26°P

Degerler aritmetik ortalama + standart hatay1 ifade eder.
A, B, C Ayni satirda farkli isaretleri tagiyan gruplar istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05).
a, b, ¢ Ayni siitunda farkli harfleri tagiyan gruplar istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).

Serumda IL-6’nin LPS verilen grupta 4. saatte tespit edildigi, 8. saatte arttig1 ve

24. saatte ise en yiiksek seviyeye ulastigi tespit edildi. LPS verilen grup kontrol grubu

ile karsilagtirildiginda serumda Olglim yapilan saatlerde IL-6 degerinde Onemli

diizeyde (p<0,05) bir artis; LPS+15d-PGJ2’nin birlikte verildigi grupta ise, LPS’nin tek

basma verildiginde artan IL-6 degerinde Ol¢lim yapilan saatlerde 6nemli diizeyde

(p<0,05) bir diisiis oldugu belirlendi. 15d-PGJ2’nin tek bagina verildigi grup kontrol

grubu ile karsilastirildiginda I1L-6 degerinde sadece 24. saatte dnemli diizeyde (p<0,05)
bir farklilik oldugu goriildii (Sekil 4.3) (Tablo 4.4).
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Sekil 4.3. Arastirma gruplarinin serumda 6lgiilen 1L-6 seviyeleri.
Tablo 4.4. Aragtirma gruplarinin zamana bagh serum IL-6 seviyeleri (ng/L).
Zaman
Gruplar 4, saat 8. saat 24. saat
Kontrol 0,89+0,07%% 1,010,142 1,03£0,12%°
LPS 1,85+0,13""  7,57+0,125¢ 13,23+0,05
15d-PGJ> 0,50+0,22A 0,72+0,19" 0,47+0,14"
LPS+15d-PGJ 0,740,117 4,19+0,18B° 7,50+0,08°°

Degerler aritmetik ortalama =+ standart hatay1 ifade eder.
A, B, C Ayni satirda farkli isaretleri tagiyan gruplar istatistiksel olarak dnemlidir (p<0,05).
a, b, ¢, d Ayni siitunda farkli harfleri tagtyan gruplar istatistiksel olarak 6énemlidir (p<0,05).

Serumda iNOS’un LPS verilen grupta 4. saatte en yliksek seviyede oldugu, 8.
saatte azaldig1 ve 24. saatte en diisiik seviyeye ulastigi tespit edilmistir. LPS verilen

grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda kanda 6lgiim yapilan saatlerde iNOS
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etkinliginde 6nemli diizeyde (p<0,05) bir artig; LPS+15d-PGJz nin birlikte verildigi
grupta ise, LPS’nin tek basina verildiginde artan iNOS etkinliginde 6l¢iim yapilan
saatlerde 6nemli diizeyde (p<0,05) bir diisiis oldugu belirlendi. 15d-PGJ2’nin tek
bagmna verildigi grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda iNOS etkinliginde bir
farklilik olmadig1 (p>0,05) goriildii (Sekil 4.4) (Tablo 4.5).
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Sekil 4.4. Arastirma gruplarinin serumda Sl¢iilen iNOS seviyeleri.
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Tablo 4.5. Arastirma gruplarinin zamana bagli serum iNOS seviyeleri (ng/mL).

Zaman
Gruplar 4. saat 8. saat 24. saat
Kontrol 0,38+£0,08"%  0,26+0,05" 0,26+0,03%
LPS 15,06+0,20%¢ 12,950,265 9,42+0,194°
15d-PGJ; 0,20+£0,06"*  0,14+0,02/ 0,16+0,03%
LPS+15d-PGJ; 2,61£0,16"°  4,78+0,208° 6,86+0,15°

Degerler aritmetik ortalama + standart hatay1 ifade eder.
A, B, C Ayni satirda farkli isaretleri tagiyan gruplar istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05).
a, b, ¢ Aymi stitunda farkli harfleri tasiyan gruplar istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).

Serumda COX-2’nin LPS verilen grupta 4. saatte en yiiksek seviyede oldugu,

8. saatte azaldig1 ve 24. saatte en diisiik seviyeye ulastigi tespit edilmistir. LPS verilen
grup kontrol grubu ile karsilagtirildiginda serumda dl¢tim yapilan saatlerde COX-2
etkinliginde 6nemli (p<0,05) diizeyde bir artig; LPS+15d-PGJ2’nin birlikte verildigi
grupta ise, LPS’nin tek basina verildiginde artan COX-2 etkinliginde 6l¢iim yapilan
saatlerde 6nemli (p<0,05) diizeyde bir diisiis oldugu belirlendi. 15d-PGJ2’nin tek
basia verildigi grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda COX-2 diizeyinde bir
farklilik olmadig1 (p>0,05) gorildi (Sekil 4.5) (Tablo 4.6).

48



] Kontrol
5.000 WmLrs
W rGcJ)2
W LPSPGJ2
5.000
el
-+, 4.000]
B
B
<
2 3.000
[V}
w
)
]
© 2.0007
<@
1.000]
0_
4 8 24

Zaman (saat)

Sekil 4.5. Arastirma gruplarinin serumda 6lgiilen COX-2 seviyeleri.

Tablo 4.6. Arastirma gruplarinin zamana bagl serum COX-2 seviyeleri (pg/mL).

Zaman
Gruplar 4. saat 8. saat 24. saat
Kontrol 74,589,258 97,92+11,73% 78,336,674
LPS 5635,83+£68,41°C  4273,75+34,675¢ 3534,17+48,59"°
15d-PGJ; 74,58+6,75" 69,58+6,37/% 59,17+5,274
LPS+15d-PGJ, 819,58+4,05"° 1670,00+52,12%°  2479,58+11,04°

Degerler aritmetik ortalama =+ standart hatay1 ifade eder.
A, B, C Ayni satirda farkli igaretleri tagiyan gruplar istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).
a, b, ¢ Ayn1 siitunda farkli harfleri tagiyan gruplar istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).
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4.3. Histopatolojik Bulgular

Karacigerlerin histopatolojik incelemesinde 4. saatte kontrol ve 15d-PGJ;
gruplarinda normal histolojik yap1 gozlenirken, LPS grubunda karaciger damarlarinda
siddetli hiperemi dikkat c¢ekti. Ayrica cogu damarda nétrofil marginasyonu goriildii.
15d-PGJ2+LPS grubunda ise yangisal reaksiyonlarda belirgin bir azalma gozlendi
(Sekil 4.6).

Sekil 4.6. Karaciger histopatolojisi 4. saat, (A) Kontrol grubunda normal karaciger
goriiniimii, (B) LPS grubundaki bir karacigerde damarlarda notrofil marginasyonu ve
infiltrasyonlar1 (oklar), (C) 15d-PGJ; grubunda normal karaciger goriiniimii, (D) 15d-
PGJ2+LPS grubunda azalmis nétrofil infiltrasyonlar1 (ok), HE, Barlar=50pum.

Karacigerlerin 8. saatteki histopatolojik incelemesinde kontrol ve 15d-PGJ2
grubunda patolojik bulgu gézlenmezken, LPS grubundaki karacigerlerdeki 6zellikle
sinlizoidlerde belirgin olmak iizere notrofil infiltrasyonlar1 dikkat ¢ekti. 15d-
PGJ>+LPS grubunda ise infiltrasyonlarin belirgin sekilde azaldigi ve belirgin bir
hipereminin bulundugu gozlendi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Karaciger histopatolojisi 8. saat, (A) Kontrol grubundaki normal karaciger
gorinumd, (B) LPS grubunda karacigerde belirgin nétrofil infiltrasyonlari (oklar), (C)
15d-PGJ; grubunda normal karaciger goriiniimii, (D) 15d-PGJ2+LPS grubunda
azalmig notrofil infiltrasyonlari ve siniizoidlerde hiperemi (oklar), HE, Barlar=50um.

Karacigerlerin 24. saatteki histopatolojik incelemesinde kontrol ve 15d-PGJ2
grubunda normal histoloji gozlenirken, LPS grubunda ¢zellikle vena sentralisler
cevresinde belirgin notrofil infiltrasyonlari dikkat ¢ekti. 15d-PGJ2+LPS grubunda ise
cok az sayida noétrofile rastlandig1 ve yangisal reaksiyonun onemli 6l¢iide azaldigi

saptandi (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Karaciger histopatolojisi 24. saat, (A) Kontrol grubunda normal karaciger
goranumd, (B) LPS grubunda karacigerde belirgin nétrofil infiltrasyonlari (oklar), (C)
15d-PGJz grubunda normal karaciger goriniimi, (D) 15d-PGJ2+LPS grubunda
azalmig notrofil infiltrasyonlari (ok), HE, Barlar=50um.

Bobreklerin histopatolojik incelemesinde 4. saatte kontrol ve 15d-PGJ;
grubunda normal mikroskobik goriinlim saptanirken, LPS grubundaki ratlarin
bobreklerinde notrofil 16kosit infiltrasyonlar1 dikkati ¢ekti. 15d-PGJ>+LPS grubunda
ise yangisal reaksiyonda belirgin bir azalma gozlenirken ¢ok az sayida notrofil 16kosit

infiltrasyonlar1 ve damarlarda hiperemi goriildii (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Bobrek histopatolojisi 4.saat, (A) Kontrol grubunda normal bobrek
goriiniimii, (B) LPS grubunda bdbreklerde siddetli hiperemi (beyaz oklar) ve
damarlarda noétrofil marginasyonu ve parankimde nétrofil infiltrasyonlart (siyah
oklar), (C) 15d-PGJ> grubunda normal bobrek gorunumi, (D) 15d-PGJ.+LPS
grubunda azalmis nétrofilik reaksiyon (oklar), HE, Barlar=50um

Calismada 8. saatte bobreklerin mikroskobik incelemesinde kontrol ve 15d-
PGJ.grubunda patolojik bulgu saptanmazken, LPS grubunda bobreklerde nétrofil
infiltrasyonlar1 ve yer yer kanama odaklar1 dikkati ¢ekti. 15d-PGJ2+LPS grubunda ise
yangisal reaksiyonda belirgin bir azalma gozlenirken, damarlarda hiperemi diginda

onemli bir bulgu saptanmadi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Bobrek histopatolojisi 8. saat, (A) Kontrol grubundaki normal bébrek
gorinimi, (B) LPS grubunda bdbreklerde kanama (beyaz ok) ve hafif nétrofil
infiltrasyonlari (Siyak ok), (C) 15d-PGJ. grubunda normal bébrek goriinim, (D) 15d-
PGJ2+LPS grubunda hafif hiperemi (oklar), HE, Barlar=50um.

Calismada 24. saatte bobreklerin histopatolojik incelemesinde kontrol ve 15d-
PGJ; grubunda patoloji bulgu gozlenmezken, LPS grubundaki ratlarin bobreklerinde
noétrofil infiltrasyonlar1 ve kiiclik kanama odaklar1 dikkati g¢ekti. 15d-PGJ+LPS
grubunda ise yangisal reaksiyonda belirgin bir azalma gozlendi, damarlarda hiperemi

disinda 6nemli bir bulgu saptanmadi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Bobrek histopatolojisi 24 saat, (A) Kontrol grubundaki normal bébrek
gorinimi, (B) LPS grubunda bobreklerde kanama (beyaz oklar) ve hafif notrofil
infiltrasyonlari (siyak ok), (C) 15d-PGJ, grubunda normal bobrek gérinimd, (D) 15d-
PGJ2+LPS grubunda hafif hiperemi (oklar), HE, Barlar=50um
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5. TARTISMA

Sitokinler, ¢esitli uyaranlara cevap olarak hiicreler tarafindan iiretilen diistik
molekiil agirlikli proteinlerdir (Feldman, 2008). Hiicre-hiicre etkilesimlerine aracilik
eden sitokinler, viicudun fizyolojik faaliyetlerinin devam ettirilmesi yaninda, esas
olarak patojenlere ve c¢esitli doku hasarlarina karsi savunma reaksiyonlariin
olusumunda ve diizenlenmesinde de rol oynamaktadir (Abramova ve ark., 2013).
Yangiyr tesvik eden sitokinler, "proinflamatuar sitokinler" olarak adlandirilir
(Kumolosasi ve ark., 2014). Akut yangida rol oynayan ana yangi hiicreleri notrofiller
ve makrofajlardir. Bu yangi hlicreleri, in vivo yang aracilarinin temel kaynagidir. LPS
kaynakli yangida nétrofiller, makrofajlar ile lenfositler etkinlesirler ve yangi alaninda
toplanirlar. Ayrica TNF-a, IL-1B, IL-18, IL-6 ve IL-17’yi igeren proinflamatuar
sitokinler, yangi sirasinda olusan ana faktorlerdir ve bunlarin etkinlesmesi gesitli

hastaliklarin ve hasarlarin olusmasinda rol oynar (Dong ve Yuan, 2018).

NF-xB transkripsiyon faktérunin etkinligi LPS, reaktif oksijen turleri, TNF-a,
IL-1B, viral enfeksiyonlar, UV isinlar1, forbol esterleri ve NO dahil olmak tizere gesitli
ajanlar tarafindan uyarilir (Muller ve ark., 1993). NF-kB'nin etkinligini engelleyen
yang1 Onleyici ve antioksidan etkinligi olan ¢ok sayida madde bulunmaktadir (Haenen
ve ark., 1997; Kanno ve ark., 2003, 2004; Ng ve ark., 2000; Pahan ve ark., 1998;
Ziegler-Heitbrock ve ark., 1993). Son yillarda 6zellikle doku hasarlarina karsi yangi
onleyici ve hiicre koruyucu etkinlikleri basta olmak {izere ¢esitli biyolojik
etkinlikleriyle dikkat ¢eken maddelerden biri de 15d-PGJ.’dir. LPS ile uyarilan
yangida 15d-PGJ2’nin IL-1p, iINOS, TNF-o ve COX-2 gibi proinflamatuar sitokinleri
kodlayan genlerin ekspresyonunu 6nemli 6lciide azalttig1 yapilan ¢aligmalarda tespit
edilmistir (Engdahl ve ark., 2007; Fahmi ve ark., 2002; Mouihate ve ark., 2004;
Thieringer ve ark., 2000).

5.1. Biyokimyasal Parametreler

Biyokimyasal parametrelerle ilgili degerlerde goriilen degismeler, genellikle
organ yetmezligi veya hasarlarinda olusmaktadir. Serum ALT ve AST enzim

seviyelerindeki artiglar, karaciger hasarinin hassas gostergeleridir. Serum AST ve ALT
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seviyelerindeki degisiklikler karaciger hasarini, kreatinin ve Ure seviyelerindeki
degisiklikler ise bobrek hasarini diisiindiirmektedir (Yazar ve ark., 2004). Albimin de
karaciger fonksiyonunun bir gdstergesidir ve karacigerde sentezlenir. Alblimin miktari
travma, enfeksiyon ve yetersiz beslenme ile azalmaktadir (Aw, 2010). Yazar ve ark.
(2004) tavsanlarda pentoksifilinin biyokimyasal parametrelere etkisini inceledikleri
calismada, 400 pg/kg damar igi uygulanan LPS’nin, AST ve ALT seviyelerinde
yaklagik 2,5 kat, kreatinin seviyesinde yaklasik 1,5 kat artisa yol actigi, alblimin
miktarinda ise 6nemli bir diizeyde diisiise neden oldugu tespit edilmistir. Coskun ve
ark.(2000) deneysel olarak LPS (E. coli 0:157:H7 kaynakl1 0,5 ml pi) ile endotoksemi
olusturulan siganlarda LPS’nin ALT ve AST seviyelerinde yaklasik 2 kat bir artisa
sebep oldugunu bildirmislerdir. Koohi ve ark. (2017) sigan izole karacigerlerine 300
ug/kg LPS uygulamasiin ALT ve AST seviyelerinde artisa neden oldugunu tespit
etmislerdir. El-Kamouni ve ark. (2017) farelerde 5 mg/kg pi LPS ile indiklenen
karaciger hasarina karsi zeytinyagr ve argan yagmin etkinligini karsilastirdiklar
caligmada, LPS verilen grupta kontrol grubuna gore dolasimdaki transaminazlarda
(AST ve ALT) artislarin oldugunu belirtmislerdir. Wu ve ark. (2018) farelerde
selastroliin LPS kaynakli sepsis ve organ yaralanmalari iizerindeki terapotik etkilerini
arastirmak amaciyla farelere 10 mg/kg pi LPS uygulamiglar ve serum ALT, AST ve
kreatinin degerlerinde Onemli diizeyde bir artis oldugunu belirtmislerdir. Bizim
calismamizda, diger arastirmacilarin calismalariyla (Coskun ve ark. 2000; El-
Kamouni ve ark., 2017; Koohi ve ark., 2017; Yazar ve ark., 2004; Wu ve ark. 2018)
benzer sekilde LPS verilen grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda serum AST ve
ALT degerlerinde 6nemli diizeyde bir artis (p<0,05) oldugu saptanmistir. Ayrica bu
calismada LPS verilmesini takiben kontrole gore kreatinin degerlerinde Yazar ve ark.
(2004) ile Wu ve ark. (2018)’nin yaptiklari ¢alismalara benzer sekilde 6nemli diizeyde
bir artis (p<0,05); alblimin degerinde ise Wu ve ark. (2018)’nin yaptiklari ¢alismaya
benzer sekilde onemli diizeyde bir diisiis (p<0,05) oldugu tespit edilmistir. Chen ve
ark. (2014) farelerde konkanavalin A ile olusturduklari yangisal karaciger hasari
Uzerine 15d-PGJ2’nin koruyucu etkilerini arastirmiglardir. Yapilan ¢alisma sonucunda,
daha once 15d-PGJ. verilen grupta, konkanavalin A kaynakli akut hepatitin
hafifledigini, artan serum ALT ve AST degerlerinde diisiis oldugunu bildirmislerdir.

Bizim ¢aligmamizda da Chen ve ark. (2014)’nin arastirmalari ile uyumlu olacak
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sekilde 15d-PGJ>+LPS’nin birlikte verildigi grupta, LPS tek basina verildiginde artan
AST ve ALT degerlerinde 6nemli diizeyde bir diisiis (p<0,05) saptanmistir. Ayrica
15d-PGJ>+LPS’nin birlikte verildigi grupta, LPS tek basma verildiginde artan
kreatinin degerinde 6nemli diizeyde bir diisiis(p<0,05), LPS tek basina verildiginde

azalan albiimin degerinde ise 6nemli bir artig (p<0,05) oldugu belirlenmistir.

5.2. Yangisal Parametreler
5.2.1. Proinflamatuar Sitokin Dlzeyleri

TNF-a endotoksin kaynakli sistemik inflamasyonda birincil yangisal araci
olarak rol oynar ve IL-1p, IL-6 ve IL-10 gibi sitokinlerin salgilanmasini uyarir (Kanno
ve ark., 2004). Oldiiriicii sokta etkili ana patojenik sebebin LPS ile etkinlesen
makrofajlar tarafindan iiretilen TNF-a oldugu diistiniilmektedir (Beutler ve Cerami,
1988; Old, 1985; Tracey ve ark., 1986). Ishikawa ve ark. (1998) farelere 300 pg/kg
LPS’yi pi yolla uygulamiglar ve uygulamadan sonra 90. dakikada TNF-a’nin en
yiksek seviyeye ulastigini tespit etmislerdir. Olinga ve ark. (2001) karaciger
parenkimal ve parenkimal olmayan hiicre kultlrleri tizerine gesitli yogunluklarda LPS
(E. coli serotipi B55: O55; 0, 0.01, 0.1, 1, 10 ve 100 pg/ml) uygulamislar ve 24 saat
sonra sadece 100 pg/ml yogunlugunda LPS uygulanan hiicre kiiltiirlerinde kontrol
grubuna gore TNF-a degerlerinin arttigini belirtmislerdir. Kanno ve ark. (2004) da
farelere 300 pug/kg LPS’nin pi verilmesinden 90 dakika sonra TNF-o degerlerinin
kontrole gore O6nemli diizeyde arttigini saptamiglardir. Dutta ve Bishayi (2009)
hiperlipidemik ve saglikli farelere 1 pg/kg E.coli kaynakli endotoksini pi yolla
vermigler ve LPS verilen grupta TNF-a degerlerinin her iki grupta da arttigim
belirtmislerdir. Nishio ve ark. (2013) LPS ile insan akciger kanser hiicrelerinde (A549)
uyarilan sitotoksisiteye karsi ¢esitli tokoferollerin yangi 6nleyici etkilerini incelemisler
ve 0,6 mg/ml miktarinda LPS’ye maruz birakilan insan akciger kanser hiicrelerinde 6
saat sonra TNF-a degerinin kontrole gore 10 kat daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.
Al-amri ve ark. (2013) siganlarda LPS (LPS 15 mg/kg tek doz pi) ile uyarilan Parkinson
hastaliginda yangisal aracilar {izerine epigallokatektin-3  gallatin  etkisini
arastirmiglardir. LPS verilen grubun beyin dokularinda TNF-a degerlerinde kontrole

gore artis oldugunu tespit etmislerdir. LPS uygulamasini takiben TNF-o’nin
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4. saatte artmaya basladigi, 24. saatte en yuksek seviyeye ulastigi, 3. ve 7. glnlerde ise
azaldigim belirtmislerdir. Kostadinov ve ark. (2015) 250 ug/kg pi LPS ile uyarilan
yang1 lizerine fluoksetinin yangi onleyici etkinligini arastirmiglar, LPS’nin TNF-a
degerinin 500 pg/ml seviyelere kadar ylikselmesine neden oldugunu bildirmislerdir.
El-Kamouni ve ark. (2017) LPS (5 mg/kg pi) ile uyarilan hasara kars1 zeytinyagi ve
argan yaginin etkinligini karsilastirdiklar1 ¢alismada, TNF-a degerlerinin LPS verilen
grupta kontrole gore 2 kat daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Lapara ve Kelly
(2010) fare makrofaj hiicre kiiltiirleri tizerine 100 ng/ml LPS uygulamislar ve bazi
sitokinlerin 2., 8. ve 19. saatlerdeki kinetigini arastirmiglardir. LPS uygulanan grupta
TNF-o’nin 2. saatte artmaya basladigini, 8. saatte en ylksek seviyeye ulastigini ve 19.
saatte daha diisiik seviyelerde (2. saate goére) bulundugunu tespit etmislerdir.
Arastirmacilar TNF-a degerlerinin LPS verilen grupta kontrol grubuna gore 6l¢iim
yapilan saatlerde 6nemli diizeyde arttigin1 belirtmislerdir. Bizim ¢alismamizda da
Lapara ve Kelly (2010)’nin yaptiklar1 ¢alismaya benzer sekilde, LPS verilen grupta
serumda TNF-a seviyesi 4. saatte artmaya baslamuis, 8. saatte en ylksek degere ulagsmis
ve 24. saatte daha diisiik degerde bulunmustur. Ayrica TNF-a degerlerinin diger
arastirmacilarin (Al-amri ve ark., 2013; Dutta ve Bishayi, 2009; EI-Kamouni ve ark.,
2017; Kanno ve ark., 2004; Kostadinov ve ark., 2015; Lapara ve Kelly, 2010; Nishio
ve ark., 2013; Olinga ve ark., 2001) sonuglarina benzer sekilde LPS verilen grupta
kontrol grubuna gore onemli diizeyde arttig1 (p<0,05) saptanmistir. Thieringer ve ark.
(2000) S. minnesota R595 ve E. coli K235°ten elde edilen LPS’yi RAW 264.7 ve insan
periferal kan monosit hiicreleri lizerine uygulamislar ve 15d-PGJ2’nin de aralarinda
bulundugu farkli PPARy agonistlerinin etkilerini arastirmislardir. Bu amagla
arastirmacilar insan periferal kan monosit hiicrelerine 0,1 ng/ml LPS ve 1,56-100 uM
araliginda degisen dozlarda 15d-PGJ>; RAW 264.7 hicrelerine ise 0,1 ng/ml LPS ve
0,78-50 uM araliginda degisen dozlarda 15d-PGJ; uygulamislardir. TNF-a
degerlerinin sadece LPS verilen gruplara gore, 15d-PGJ2 nin yiiksek dozlarinda gnemli
derecede diistiigiinii tespit etmislerdir. LPS varliginda olusan yangida,15d- PGJz harig
uygulanan diger PPARY agonistlerinin etkili olmadigini, 15d-PGJ2’nin diger PPARYy
agonistlerinden farkli bir yolak iizerinden yangi Onleyici etkinlik gosterdigini
vurgulamiglardir. Engdahl ve ark. (2007) LPS’ye maruz birakilan insan monositik

hiicre kulturleri Gzerine 15d-PGJz2’nin etkilerini incelemisler ve bu amagla
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insan akut monosit 16semi htcreleri (THP-1) ile monositleri (forbol 12-miristat 13-
asetat ile) makrofajlara farklilastirdiklari hiicreleri kullanmislardir. Arastirmacilar
hiicrelerin bir kismina sadece 1 pg/ml miktarinda LPS, bir kismina 15d-PGJ,+LPS
(hucrelere 2 saat 6nce 1, 5 ve 10 pM 15d-PGJz ardinda 1 pg/ml LPS) uygulamisglardir.
LPS uygulamasindan 4 saat sonra TNF-a mRNA ekspresyonunda farklilagmis THP-1
hiicreleri ve normal THP-1 hiicrelerinde sirasiyla 10-15 kat ve 5-6 kat artisa neden
oldugunu ve o6nceden 15d-PGJ, uygulanan hicrelerde, TNF-o ekspresyonunun
neredeyse bazal seviyelere kadar geriledigini tespit etmislerdir. Ayrica yuksek
yogunluklardaki 15d-PGJ2’nin  mRNA ekspresyonunu daha iyi engelledigini
saptamiglardir. Bizim ¢alismamizda da Thieringer ve ark. (2000) ile Engdahl ve ark.
(2007)’nin yaptiklar ¢aligmalara benzer sekilde, LPS+15d-PGJ2’nin birlikte verildigi
grupta, LPS’nin tek basina verildigi grupta artan TNF-a seviyelerinde 6nemli diizeyde

bir diistis (p<0,05) sagladig1 belirlenmistir.

IL-1B enfeksiyon, yangi, hiicre yaralanmasi ve toksinler gibi ¢esitli hiicre dist
uyaranlara yanit olarak ¢esitli hiicreler tarafindan salinan, proinflamatuar ve bagigiklik
sistemini dizenleyici bir sitokindir (Sawano ve ark., 2002). IL-1p hiicre ¢ogalmasi,
hicrelerin farklilasmasi ve viicut 1sisinin yikselmesinde énemli rol oynar (Kumolosasi
ve ark., 2014). Olinga ve ark. (2001) karaciger parenkimal ve parenkimal olmayan
hiicre kiiltiirleri tizerine LPS’nin (E. coli serotipi B55:055; 0, 0.01, 0.1, 1, 10 ve 100
pg/ml dozlarinda) yangisal etkinligini arastirmiglar ve sadece 100 pg/ml dozunda LPS
uygulanan grupta 24 saat sonra hucre kiltlrlerinde kontrol grubuna gore IL-1pB
degerinin arttiginmi belirtmislerdir. Lapara ve Kelly (2010) fare makrofaj hicre
kiilttirleri tizerine 100 ng/ml LPS uygulamislar, LPS uygulanan grupta IL-1a’nin 2.
saatte artmaya basladigini, 8. Saatte bu artisin devam ettigini ve 19. saatte ise en yuksek
seviyeye ulastigini bildirmislerdir. Arastirmacilar IL-1a seviyelerinin LPS verilen
grupta kontrol grubuna gore Ol¢iim yapilan saatlerde Oonemli diizeyde arttigini
belirtmislerdir. Bizim calismamizda da Lapara ve Kelly (2010)’nin yaptiklar
caligmaya benzer sekilde, LPS verilen grupta serumda IL-1B’nin 4. saatte artmaya
basladigi, 8. saatte artmaya devam ettigi ve 24. saatte ise en yiiksek seviyeye ulastigi
tespit edilmistir. IL-1B seviyeleri LPS verilen grupta kontrol grubuna goére olgiim

yapilan saatlerde onemli diizeyde bir artis (p<0,05) gortilmistiir. LPS+15d-PGJ2 nin
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birlikte verildigi grupta, LPS’nin yalniz verildigi grupta artan IL-1f seviyelerinde

6lcim yapilan saatlerde 6nemli diizeyde bir diisiis (p<0,05) tespit edilmistir.

IL-6 akut faz proteinlerinin sentezi ile T ve B lenfositlerinin olgunlagmasinda
anahtar rol oynayan onemli bir sitokindir. Ayrica yaniklardan sonra siirekli olarak
arttig1 tespit edilmistir (Agay ve ark., 2008; Faunce ve ark., 1998). Dutta ve Bishayi
(2009) hiperlipidemik ve saglikl: farelere 1 png/kg E.coli kaynakli endotoksini pi yolla
vermisler, LPS verilen her iki grupta IL-6 degerlerinin arttigim1 bildirmislerdir.
Endotoksin verilmesini takiben sitokinlerin (TNF-o ve IL-6) salgilandigini ve
hiperlipidemi sirasinda yanginin ilerleyisini hizlandirdiklarin1 = saptamislardir.
Dokladny ve ark. (2010) HSP70’in yiliksek ekspresyonunun LPS kaynakli sitokin
seviyeleri iizerine etkilerini arastirdiklar1 c¢alismada, LPS (50 pg/kg dozda pi)
uygulamasindan 4 saat sonra plazma IL-6 degerinin yaklasik olarak bes kat arttigini
tespit etmislerdir. E1-Kamouni ve ark. (2017) LPS (100 pg/kg pi) ile uyarilan hasara
karsi zeytinyagr ve argan yagimin etkinligini karsilastirdiklar1 calismada, IL-6
degerlerinin LPS verilen grupta kontrole gore 16 kat daha yiiksek oldugunu
belirtmiglerdir. Lapara ve Kelly (2010) Fare makrofaj hicre kultirleri Gzerine 100
ng/ml LPS uygulama sonras1 ve 2., 8. ve 19. saatlerde baz1 sitokinlerin kinetigini
arastirmiglardir. LPS uygulanan grupta IL-6’nmin 8. saatte O6nemli diizeyde artis
gosterdigini, 19. saatte ise en yiiksek seviyeye ulastigini tespit etmislerdir.
Arastirmacilar IL-6 degerlerinin LPS verilen grupta kontrol grubuna gore ol¢iim
yapilan saatlerde onemli diizeyde arttigini belirtmislerdir. Bizim calismamizda da
Lapara ve Kelly (2010)’nin yaptiklar1 ¢alismaya benzer sekilde, LPS verilen grupta
serumda IL-6’nin 4. saatte artmaya basladigi, 8. saatte artmaya devam ettigi ve 24.
saatte en yiiksek seviyeye ulastig tespit edilmistir. Ayrica IL-6 degerlerinin diger
arastirmacilarin (Dokladny ve ark., 2010; Dutta ve Bishayi, 2009; EI-Kamouni ve ark.,
2017; Lapara ve Kelly, 2010) sonuglarina benzer sekilde LPS verilen grupta kontrol
grubuna gore onemli diizeyde arttigi (p<0,05) tespit edilmistir. Thieringer ve ark.
(2000) S.minnesota R595 ve E.coli K235’ten elde edilen LPS’yi RAW 264.7 ve insan
periferal kan monosit hiicreleri lizerine uygulamislar ve 15d-PGJz2’nin de aralarinda
bulundugu farkli PPARy agonistlerinin etkilerini degerlendirmislerdir. Bu amagla

arastirmacilar insan periferal kan monosit hicrelerine 0,1 ng/ml LPS ve 1,56-100 uM
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araliginda degisen dozlarda 15d-PGJ2; RAW 264.7 hucrelerine ise 0,1 ng/ml LPS ve
0,78-50 uM araliginda degisen dozlarda 15d-PGJ2 uygulamislardir. IL-6 degerlerinin
sadece LPS verilen gruplara gore, 15d-PGJ;’nin yiiksek dozlarinda 6nemli derecede
distliglinii tespit etmislerdir. 15d-PGJz hari¢ diger PPARy agonistlerinin, LPS
varliginda olusan yangida etkili olmadigini bildirmislerdir. Bizim ¢aligmamizda da
Thieringer ve ark. (2000) ile Engdahl ve ark. (2007)’nin yaptiklari ¢alismalara benzer
sekilde, LPS+15d-PGJ2’nin birlikte verildigi grupta, LPS’nin yalniz verildigi grupta

artan IL-6 degerlerinde 6nemli diizeyde bir diisiis (p<0,05) saptanmustir.

Miller ve ark. (1997) sitokinlerin kinetigini degerlendirmek icin si¢anlarda
olusturduklar1 hava kesesine deri alti olarak 100 pg/kg LPS uygulamislar ve
hayvanlardan 0,5; 1; 1,5; 2; 3; 4 ve 5 saatlerde kan 6rnekleri ve uygulanan bélgeden
eksudat, ayrica sitokin uyarimimi karsilastirmak i¢in sistemik LPS (100 pg/kg pi)
uyguladiktan sonra 0., 0.5., 1., 1,5., 2., 3., 4. ve 6. saatlerde plazma Ornekleri
incelemigler ve alinan tim Orneklerde TNF-a, IL-1B ve IL-6 degerlerini
aragtirmiglardir. LPS uygulamasindan sonra hava kesesi i¢inde IL-13’nin 1. saatte
onemli olglde yiikseldigini, 3. saatte en yiiksek seviyeye ulastigini, 4-6. saatlerde
yiiksek seviyede seyrettigini tespit etmislerdir. Deri alti hava kesesine LPS enjekte
edilen siganlarin plazmasinda tespit edilen en yiiksek IL-1f degerinin, 0. saatte
toplanan ornekler ile aradaki farkin anlamli olmadig1 goriilmiistiir. LPS sonrasi 1L-6
degerinin eksudatta 0,5. saatte, plazmada ise 1,5. saatte 6nemli bir artis oldugunu, IL-
6’nin eksudatta 3. saatte en yiiksek seviyeye ulastigini ve 2. saatte tespit edilen plazma
IL-6 degerinden 25 kat daha biiyiikk oldugunu tespit etmislerdir. Arastirmacilar
eksudatta IL-6 diizeyinin, plazmadakinden daha yiiksek olmasini, IL-6'nin dolagima
daha yavas sekilde gegmesine baglamislardir. LPS uygulamasindan 0,5 saat sonra,
eksudatta TNF-a degerinin yaklasik 1000 kat arttigini, 1 saat sonra en yiksek seviyeye
ulastigim ve 5 saat sonra belirgin bir sekilde yiikselmeye devam ettigini tespit
etmiglerdir. Bu hayvanlarin plazmasinda tespit edilen TNF-a degerinde dnemli artig
goriilmedigini ve 0. saatte Olglilen diizeylerle karsilagtirildiginda aralarinda 6nemli
farkliliklarin olmadigini saptamislardir. LPS’nin 100 pg/kg pi uygulanmasindan sonra
plazma TNF-o degerinin 0,5-4 saat araliginda 6nemli 6l¢iide arttigini1 ve 1,5 saatte en

yiiksek diizeye ulastigini belirtmiglerdir. TNF-a saliniminin hizli olmasini, 6énceden
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mevcut mRNA'nin transkripsiyonunda hizli bir artis olmasina ve TNF-a’nin doku
depolarindan salinmasina baglamiglardir. Hizla serbest birakilan TNF-o’nin ana
kaynaginin mast hiicreleri oldugunu ve bu hiicrelerin akut bakteriyel enfeksiyona kars1
savunma sisteminde oncii olarak rol oynadigini vurgulamiglardir. Yao ve ark. (2005)
erkek farelere 100 pg/kg LPS’yi pi uygulamislar ve hayvanlarin submandibular
bezlerinde TNF-a, IL-1p ve IL-6 degerlerini karsilastirmiglardir. Arastirmacilar TNF-
a, IL-1P ve IL-6 mRNA ekspresyonlariin LPS uygulamasindan 3 saat sonra artmaya
basladigini, 3-6. saatte en yiiksek seviyeye ulastigini ve 24. saatte tekrar eski
seviyelerine dondiigiinii tespit etmislerdir. Bison ve ark. (2009) sicanlara 1 ile 250
ug/kg doz araliginda (1, 5, 15, 50 ve 250 pg/kg) E.coli 0111:B4 susundan elde edilen
LPS’yi pi uygulamislar ve 2 saat sonra LPS’nin cesitli sitokinler iizerine etkilerini
serumda arastirmislardir. TNF-o degerlerindeki artislarin LPS’nin tim dozlarinda, IL-
1B ve IL-6 degerlerindeki artislarin ise 5 ug/kg ve {izerindeki dozlarda goriildiigiinii
bildirmislerdir. Zuckerman ve ark. (1989)’da benzer sekilde LPS’nin diisiikk dozlarinda
TNF-a’nin serumda hizl arttigini, IL-6 ve IL-1p degerlerindeki artisin ise daha yavas
oldugunu; LPS’nin yiiksek dozlarinda ise, IL-6 ve IL-1p pikleriyle es zamanl olarak
TNF-a’nin da pik yaptigini tespit etmislerdir. Lee ve ark. (2012) siganlarda tek doz
LPS (5 mg/kg pi) ile uyarilan hasara karg1 Pulsatilla koreana 6ziitiiniin yangi 6nleyici
etkinligini arastirdiklar1 caligmada, LPS uygulamasindan sonra 2. ve 5. saatlerde kan
orneklerinde LPS uygulamasindan sonra, plazma IL-1p degerinin 5. saatte katlanarak
arttigini, plazma IL-6 degerinin ise 5. saatte neredeyse ii¢ kat katlanarak yiikselen bir
artis gosterdigini, plazma TNF-a degerinin ise 2. saatte iki kat bir artis gosterdigini ve
sabit kaldigin1 bildirmislerdir. Doursout ve ark. (2013) siganlarda LPS ile deneysel
olarak olusturulan noérodejenerasyonda 1., 3., 6., 12., 24. ve 48. saatlerde sitokin
diizeylerini aragtirmislardir. TNF-a, IL-1P ve IL-6 degerlerindeki artis ile iligkili olarak
sistemik yangisal yanitin ortaya ¢iktigini, Olcllen tim sitokin dizeylerinin LPS
uygulamasindan yaklasik 3 saat sonra en yuksek diizeye ulastigini bildirmislerdir.
TNF-a degerinde ise 24-48 saat araliginda ortaya ¢ikan ikincil bir artis ile iki fazli bir
tepki olustugunu tespit etmislerdir. Kumolosasi ve ark. (2014) insan kanlarini
Salmonella enterica kaynakli 0,1 pg/ml LPS ile muamele etmisler ve 4., 8., 12., 16.,
20. ve 24. saatlerde baz1 sitokinlerin kinetigini incelemisler ve kontrol grubunda IL-6

degerinin 20. saatte pik yaptigi ve TNF-a’nin ise 24 saat sonra diistiik dizeylerde
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seyrettigi belirtilmistir. LPS uygulanan grupta IL-6 degerinin diger sitokinlere gore
daha yiiksek bulundugu, 8. ve 20. saatlerde olmak iizere iki ayr1 pik yaptig ve 20.
saatte en yiiksek diizeyde oldugu tespit edilmistir. LPS uygulanan grupta TNF-a ve
IL-1B’nin ise 12. saatte pik yaptigimi ve TNF-a diizeyinin IL-1B’ya gore yiiksek
oldugunu, TNF-a ve IL-6 yuksek dizeylerde ve dogrudan salinirken, IL-1p kademeli
olarak salindigmmi bildirmislerdir. Arastirmacilar bu durumun, sitokinlerin farkli
fonksiyonlara sahip olmalar1 ve farkli yolaklar {izerinden salgilanmalarindan
kaynaklandigini vurgulamiglardir (Kumolosasi ve ark., 2014). Makrofajlarda, LPS ile
uyartlan TLR4 araciligiyla tip II transmembran Oncii pro-TNF hizli bir sekilde
Golgi’de sentezlenir ve hiicre yiizeyine iletilir. Sonra TNF-o doniistiiriicii enzim
(TACE) ile pro-TNF-a’dan TNF sentezlenir (Black ve ark., 1997; Lieu ve ark., 2008;
Murray ve ark., 2005). LPS ile uyar1 makrofajlarda TNF-a’ya benzer sekilde Golgi
kompleksinde IL-6’nin da sentezlenip depolanmasina neden olur. LPS ile uyariy1
takiben makrofajlarda hem TNF-o, hem de IL-6 depolandiklari ribozomlardan hiicre
ylizeyine transfer edilirler. Bu iki sitokin ribozomlarin farkli alt birimlerinde lokalize
olurlar ve hiicre yiizeyindeki farkli noktalardan salinirlar. Buna ek olarak, TNF-a ve
IL-6 yapilarindaki aminoasit gruplarin hidrofobik 6zelliklerinden dolayi, supernatant
icine salinirlar (Kumolosasi ve ark. 2014; Manderson ve ark., 2007). Buna karsilik, IL-
1B, sitoplazmada sentezlenen bir dizi sitokin gibi, endoplazmik retikulum ve Golgi
kompleksi gibi geleneksel organellerden gegmeden plazma zar1 boyunca TNF-a ve IL-
6’dan farkl: bir yol ile salinir. Bir sinyal peptidinden yoksun olan IL-1f sitoplazmada
serbest ribozomlar Uzerinde dretilir ve inflamazomlardaki kaspaz-1 araciligiyla
saliverilir. Bununla birlikte, bu sitokinlerin hiicrelerden nasil salindigi hala gizemini
korumaktadir. TNF-a ve IL-1p ¢ok sayida biyolojik aktiviteyi paylasmalarina ragmen,
aralarindaki en belirgin fark, TNF-o’nin lenfosit ¢ogalmasi tizerinde direkt bir etkisinin
olmamasi ve daha yavas saliverilmesidir. IL-6 ve IL-1f atesin uyarilmasi ve akut faz
proteinlerinin {iretimi dahil bazi biyolojik etkinlikleri agisindan benzer olmakla
birlikte, akut faz proteinlerinin sentezinde IL-6’nin en Onemli uyarici oldugu
diistiniilmektedir. Bu yangisal etkilerine zit olarak 1L-6’nin, TNF-a ve IL-1Bsentezini
engelleyerek ve yangi kaskadinin diizenlenmesini sonlandirarak yangi 6nleyici etkilere
de aracilik ettigi belirtilmektedir. LPS ile uyarilma sonrasi, IL-6 degerinin diger

sitokinlerden daha yiiksek oldugu belirtilmistir. Bunun sebebi, TNF-a ve IL-13
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gibi sitokinlerin IL-6’nin salimimini uyarmasidir (Feghali ve Wright, 1997;
Kumolosasi ve ark., 2014). Dong ve Yuan (2018) farelerde LPS ile deneysel olarak
olusturduklar1 akut akciger hasar1 iizerine sentetik bir retinoid olan ST1926’nin yangi
oOnleyici etkinliklerini arastirmislardir. LPS uygulanan farelerde diger gruplara gore
serumda TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-5, IL-18 ve IL-17 degerlerinde anlamli diizeyde bir
artis tespit etmislerdir. Calismada TNF-o, IL-1B, IL-18, IL-6 ve IL-17 gibi
proinflamatuar sitokinlerin yangisal tepkiye neden olan ana faktorler oldugu, bu
sitokinlerin ~ diizeylerindeki  artiglarin  hastaligin  ilerlemesini  hizlandirdig1
vurgulanmigtir. Lapara ve Kelly (2010) fare makrofaj hicre kiltirleri Gzerine 100
ng/ml LPS uygulamiglar ve 2., 8. ve 19. saatlerde bazi sitokinlerin kinetigini
arastirmiglardir. LPS uygulanan grupta TNF-o’nin 8. saatte, IL-1a ve IL-6"nin ise 19.
saatte en yuksek diizeye ulagtigini tespit etmislerdir. Arastirmacilar bu sitokinlerin
seviyelerinin LPS verilen grupta kontrol grubuna gore 6l¢glim yapilan saatlerde 6nemli
diizeyde arttigin1 belirtmislerdir. Bizim ¢calismamizda diger arastirmacilarla (Bison ve
ark., 2009; Dong ve Yuan, 2018; Kumolosasi ve ark., 2014; Lapara ve Kelly, 2010;
Lee ve ark., 2012; Miller ve ark., 1997; Yao ve ark., 2005) benzer sekilde LPS verilen
grupta serumda TNF-o, IL-1B ve IL-6 degerlerinde kontrol grubuna goére onemli
diizeyde bir artis (p<0,05) oldugu tespit edilmistir. Bu proinflamatuar sitokinlerin
serumda yiiksek diizeylerde bulunmasi yanginin varligin1 ortaya koymaktadir. LPS
verilen grupta serumda TNF-a diizeyinin 8. saatte, IL-1p ve IL-6 dlzeylerinin ise 24.
saatte pik yaptigi tespit edilmistir. Yangi durumunda organizmada ilk olarak
proinflamatuar ~ sitokinlerden TNF-a artmakta, IL-1p ise kademeli olarak
salinmaktadir. TNF-a ve IL-1B, IL-6 salimimim indiiklemektedir. Bu nedenle
calismamizda, 6nce TNF-a’da artis gézlenmis, sonrasinda TNF-o, ve IL-1 birlikte, IL-
6 salinimin 24.saatte en yliksek diizeye ulagmasini saglamisdir. LPS+15d-PGJ2 verilen
grupta, LPS verilen grupta artan TNF-o, IL-1p ve IL-6 degerlerinde 6lglim yapilan
saatlerde 6nemli diizeyde bir diisiis (p<0,05) oldugu tespit edilmistir.

5.2.2. Proinflamatuar Enzim Etkinligi

Hicre ici patojenlere ve tumor hucrelerine karsi konagin savunmasinda 6nemli
rol oynayan iNOS, makrofaj ve damar endotel hiicreleri basta olmak iizere monosit,

notrofil, hepatosit gibi hiicrelerde sentezlenmektedir (Jorens ve ark., 1995). Bu
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hicrelerin spesifik sitokinlerle etkin hale gelmesi, NOS’in uyarilmasina ve sonucgta
NO’in sentezlenmesine yol agmaktadir (Turkoz ve Ozerol, 1997). Bakteriyel LPS veya
sitokinlere yanit olarak Uretilen ylksek NO diizeyi endotoksemi ve yangida 6nemli bir
rol oynamaktadir (Stoclet ve ark., 1998). INOS gen ekspresyonunu ve enzim etkinligini
baskilayarak NO {iretimini engelleyen ilaglarin, sepsis tedavisinde faydali terapotik
etkilere sahip oldugu belirtilmistir (Suh ve ark., 1998). Okamoto ve ark. (1998)
LPS’nin beyinde iNOS ekspresyonunu ve iNOS’tan sentezlenen NO metabolitlerinin
beyin hiperemisine ne derece yol agtigini degerlendirmek igin siganlarda farkli deney
gruplar1 olusturarak beyin i¢i ventrikiillere LPS uygulamasindan sonra, deney
hayvanlarinin bolgesel beyin kan akimini 4 saat streyle lazer-Doppler akis dlger ile
izlemisler ve serebral kortikal doku sivisinda iNOS’a ait MRNA ve protein seviyelerini
Olgmiislerdir. LPS uygulamasindan 2 saat sonra, iNOS mRNA seviyelerinin biraz
yiikseldigini, LPS uygulamasindan 4 saat sonra ise iNOS etkinliginde daha biiytik bir
artis oldugunu ve iNOS enzim aktivitesi ile iNOS protein seviyelerinin de 6nemli
Olciide arttigini tespit etmislerdir. Hori ve ark. (2001) sigan bagirsaklarinda LPS’nin
INOS indiksiyonu Uzerindeki etkisini incelemek icin erkek Wistar siganlardan alinan
ileum kas dokularini in situ LPS’ye (100 pg/ml) maruz birakmislardir. LPS’e maruz
birakilan dokularda kontrole kiyasla iNOS mRNA diizeylerinin giiclii bir sekilde
eksprese oldugunu, iNOS etkinliginin 90.dakikada artmaya basladigini ve 4. saatte en
yiiksek degere ulastigini bildirmislerdir. Choi ve ark. (2012) LPS uygulanan sicanlarin
bobrek dokularinda iNOS’un ekspresyonunu arastirmiglar ve bu amagla LPS (10
mg/kg E.coli ve 20 mg/kg K. pneumoniae) pi uygulamislardir. Uygulamadan 1, 3, 6,
8, 12 ve 18 saat ve 1, 3 ve 7 giin sonra hayvanlardan kan 6rnekleri almiglardir. iNOS
mRNA indiiksiyonunun, LPS uygulamasindan 1 saat sonra bagladigini, 6 ile 8 saat
arasinda en yiiksek diizeye ulastigin1 ve daha sonra hizla azaldigini saptamiglardir.
Doursout ve ark. (2013) siganlarda LPS ile deneysel olarak olusturulan
ndrodejenerasyonda 1., 3., 6., 12., 24. ve 48. saatlerde iNOS’un doku igeriginde ciddi
ve hizli artiglar gosterdigini ve NO diizeyinin LPS uygulamasini takiben 1. saate
artmaya basladigini, 6. saate en yiiksek diizeye ulastigini, 12. saatte bir miktar
diistiiglinii ve 48. saatte 6nemli 6l¢iide azaldigini bildirmislerdir. Steven ve ark. (2017)
fare ve siganlarda karsilagtirmali olarak LPS (10 mg/kg pi) ile indiiklenen

endotoksemide oksidatif stres ve
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inflamasyonda olusan parametrelerin zamana bagh (0., 3., 6., 9., 12. saat) yanitini
incelediklerinde, LPS uygulamasindan sonra, hayvanlarda iNOS etkinliginin 3. saatte
artmaya basladigini, 6. saatte en Yyiksek diizeye ulastigini ve 9. saatte azalmaya
basladigini tespit etmislerdir. Bizim ¢alismamizda serumda iNOS etkinliginin LPS
verilen grupta 4. saatte en yiiksek oldugu, 8. saatte azaldigi ve 24. saatte en diigiikk
seviyeye ulastigi tespit edilmistir. INOS etkinligi diger arastirmalara benzer sekilde
(Choi ve ark., 2012; Doursout ve ark., 2013; Hori ve ark., 2001; Okamoto ve ark.,1998;
Steven ve ark. 2017) LPS verilen grupta kontrol grubuna gore 6lcuim yapilan saatlerde
onemli diizeyde (p<0,05) artmistir. LPS+15d-PGJ2’nin birlikte verildigi grupta ise,
LPS ile artan iNOS etkinligi onemli 6lgiide (p<0,05) diismiistiir.

PG sentezinde proinflamatuar ajanlara yanit veren uyarilabilir bir enzim olan
COX-2, doku ve hiicrelerde normalde mevcut degildir (Font-Nieves ve ark., 2012;
Straus ve Glass, 2001; Sawano ve ark., 2002). Ancak LPS dahil olmak iizere yangi
uyarici ajanlar, buyime faktorleri ve bazi etkin onkojenler tarafindan COX-2’nin
ekpresyonu giiglii bir sekilde uyarilir (Eliopoulos ve ark., 2002). Okamoto ve ark.
(1998) LPS’nin beyinde COX-2 ekspresyonunu ve COX-2’den sentezlenen COX
metabolitlerinin beyin hiperemisine olan etkilerini arastirmiglar ve bu amacla
sicanlarda beyin i¢i ventrikiillere LPS uygulamasindan sonra, deney hayvanlarinin
bolgesel beyin kan akimini 4 saat siireyle lazer-Doppler ile izlemisler ve serebral
kortikal sivida COX-2 mRNA ve protein seviyelerini Olgmiiglerdir. LPS
uygulamasindan 2 saat sonra COX-2 mRNA seviyelerinin biraz yiikseldigini, 4 saat
sonra ise COX-2 mRNA seviyelerinde daha buyiik bir artis goriildiigiini ve COX
enzim aktivitesinin 6nemli 6l¢ide arttigini tespit etmislerdir. Hori ve ark. (2001) sigan
bagirsaklarinda LPS’nin COX-2 indiiksiyonu iizerindeki etkisini incelemisler ve bu
amagla erkek Wistar siganlardan alinan ileum kas dokularina in situ LPS (100 pg/ml)
uygulamislardir. LPS uygulanan dokularda kontrole kiyasla COX-2 mRNA’larinin
guclu bir sekilde eksprese oldugunu, COX-2 mRNA dizeyinin 30. dakikada artmaya
bagladigini ve 1. saatte en yiiksek diizeye ulastigini bildirmislerdir. Lugarini ve ark.
(2002) LPS (100 pg/kg pi) ile olusturulan anoreksiyada COX-2 ekspresyonunun
arttigini bildirmiglerdir. Kanno ve ark. (2006) RAW 264.7 makrofajlarda 0,01, 0,1 ve
1 mg/ml LPS ile olusturduklar1 endotoksik sok durumunda doza bagimli olarak LPS
ile RAW 264.7 hucrelerinde COX-2 etkinliginin arttigini bildirmislerdir. Font-Nieves

67



ve ark. (2012) LPS ile uyarimdan sonra COX-2 indiksiyonu ve LPS’nin
prostanoidlerin olusumundaki rollini arastirdiklar1 calismada, sigan ve farelere LPS’yi
(1 pg/mL c¢ozeltiden sicanlara 5 pL, farelere 0,7 pL) stereotaksik olarak
uygulamiglardir. Arastirmacilar kemirgenlerde LPS'nin beyin i¢i uygulamasinin,
Ozellikle astroglia ve mikrogliada COX-2’yi giligli bir sekilde indiikledigini
bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda serumda COX-2 etkinliginin LPS verilen grupta
4. saatte en yiiksek oldugu, 8. saatte azaldig1 ve 24. saatte en diisiik oldugu tespit
edilmistir. COX-2 etkinligi diger ¢alismalara benzer sekilde (Font-Nieves ve ark.
2012; Kanno ve ark. 2006; Lugarini ve ark., 2002) LPS verilen grupta kontrol grubuna
gore 6lciim yapilan saatlerde 6nemli diizeyde (p<0,05) artmistir. Fahmi ve ark. (2002)
insan osteoartritik kondrositlerinde 15d-PGJ2'nin COX-2 ve PGE; Uretimi Uzerindeki
etkisini degerlendirmek igin 3 deney grubu olusturmuslardir. Arastirmacilar 1. grupta
hicrelerin bir kismina sadece IL-1p (100 pg/ml), bir kismina da IL-1f ve 15d-PGJ> (15
dakika 6nceden 1, 5, 10 uM); 2. grupta hiicrelere sadece 15d-PGJ; (1, 5, 10uM);

3. grupta ise hiicrelere 15d-PGJ, ve 10 uM arasidonik asiti ilave ederek 18 saat siireyle
inkiibe etmislerdir. COX-2 ekspresyonunun uyarilmamis hiicrelerde ¢ok diisiik
diizeylerde oldugunu, IL-1B varliginda ise uyarimin daha siddetli oldugunu tespit
etmislerdir. 15d-PGJ, eklenmesinin, IL-1p kaynakli COX-2 ekspresyonunu doza bagli
olarak inhibe ettigini saptamislardir. Ylksek yogunlukta 15d-PGJ2 nin IL-1f kaynakli
COX-2 iretimini % 72 oraninda azalttigini tespit etmislerdir. Ayrica herhangi bir
COX-2 indukleyicinin yoklugunda, 15d-PGJ>’nin, COX-2 ekspresyonunu arttirdigi ve
15d-PGJ2'nin, COX-2 iiretimi iizerinde ikili bir etkiye sahip oldugunu belirtmiglerdir.
Janabi (2002) insan astrosit hiicre kaltlrinde sitokin uyarimini takiben uygulanan 15d-
PGJ2’nin COX-2 ekspresyonunu engelledigini bildirmistir. Sawano ve ark. (2002)
sican mezangial hiicreleri 30 dakika 15d-PGJ2’ye ve daha sonra IL-1p’ya maruz
biraktiklar1 bir calismada ilk 6nce mezangial hicrelerde IL-18 nin indiikledigi COX-
2 ekspresyonunu incelemigler ve 1-4 saat araliginda doza bagl olarak COX-2 mRNA
diizeyinde artis gortildiiglinii, 8. saatte COX-2 protein sentezinin en ylksek dizeye
ulastigin1 ve 24. saatte yuksek bir uyarimla ekspresyon yaptigini saptamislardir. 15d-
PGJ2 uygulamasimnin COX-2 ekspresyonunu Onemli bir sekilde baskiladigi tespit
etmislerdir. Kim ve ark. (2008) bagirsak epitel hiicrelerinde PPARy agonistlerinin

yangi lizerine olan etkilerini gozlemleyebilmek igin insan kolonik HT-29 epitel
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hiicreleri iizerine 24 saat boyunca tek basmna LPS (20 pg/ml) ve LPS (20 pg/ml) ile
birlikte 15d-PGJ; (10 uM) uygulamiglar ve HT-29 hiicrelerine tek basina LPS
uygulandiginda, COX-2 mRNA diizeylerinin kontrole kiyasla arttigini, buna karsilik
hem LPS hem de 15d-PGJ: uygulanan hiicrelerde olusan uyarimin, tek basina
uygulanan LPS uyarimina kiyasla, COX-2 mRNA ekspresyonlarini azalttigini tespit
etmislerdir. Bizim ¢alismamizda da diger ¢alismalarla (Janabi 2002; Kim ve ark. 2008;
Sawano ve ark. 2002) benzer sekilde LPS+15d-PGJ2’nin birlikte verildigi grupta,
LPS’nin yalniz verildigi grupta artan COX-2 seviyeleri 6lcim yapilan saatlerde dnemli

Olciide (p<0,05) diistiigii tespit edilmistir.
5.3. Histopatolojik Incelemeler

Yaptigimiz ¢alismanin histopatolojik incelemesinde, tek basina LPS uygulanan
grupta, karaciger ve bobreklerde siddetli hiperemi, baz1 bolgelerde kanama odaklar1 ve
ozellikle perivaskiiler olarak c¢ogunlugunu mononiikleer hiicrelerin olusturdugu,
notrofil 16kositlerin de bulundugu yangisal hiicre migrasyonu Ve infiltrasyonlarina
rastlanmistir. 15d-PGJ>+LPS uygulanan grupta ise tek basina LPS uygulanan gruptaki
karaciger ve bobrekte olusan bulgularin belirgin sekilde olusmadigi ve yangisal
reaksiyonlarda azalma oldugu tespit edilmistir. 15d-PGJ2’nin yalniz verildigi grupta,
karaciger ve bobreklerin normal histolojik gérinimde oldugu ve patolojik bir bulguya
rastlanmadigi goriilmistiir. Chen ve ark. (2016) farelerde LY294002 nin LPS kaynakli
hepatiti Oonleme yetenegini arastirmislar ve bu amacla farelere pi LPS (100 ul)
uygulamislardir. Histopatolojik incelemede karacigerde lokosit infiltrasyonlariyla
seyreden yangisal reaksiyonlar olustugunu bildirmislerdir. Liu ve ark. (2016) yaptiklari
caligmada siganlara pi LPS (10 mg/kg) uygulamasinin hepatositlerde 6dem ve yangisal
hiicre infiltrasyonunda artis tespit etmislerdir. Bunun sonucunda karacigerde yangisal
faktorlerin saliniminin karaciger hasarina neden oldugunu bildirmislerdir. Yine Fang
ve ark. (2018) sicanlara damar ici LPS (2mg/kg) uyguladiklari calismada, karaciger ve
bobrek dokularinda histopatolojik incelemede bobreklerde tiibiiler hiicrelerin vakuolar
dejenerasyonuile siniizoidal dilatasyon, karacigerde ise eritrosit konjesyonu gibi ciddi
organ hasarlarinin olustugunu tespit etmislerdir. Wu ve ark. (2018) farelerde
selastroliin LPS kaynakli sepsis Ve organ yaralanmalari iizerindeki terapotik etkilerini

degerlendirmek icin farelere pi LPS (10
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mg/kg) uygulamiglar ve histopatolojik olarak bdbreklerde tlbuler hasarlar ile
karacigerde hafif hiicresel nekroz ve hepatosit sismesi gibi degisikliklerin olustugunu
belirtmislerdir. Chen ve ark. (2016), Liu ve ark. (2016) ile Fang ve ark. (2018)’nin
yaptiklar1 arastirmalarin sonuglari bizim arastirmamizin bulgulari ile uyumlu oldugu

tespit edilmistir.

70



6. SONUC ve ONERILER

PG’lerin bir alt iiyesi olan cyPG’ler diger PG’lerin kendiliginden sivi
ortamlarda dehidrasyonu sonucu sekillenen dogal eikozonoidlerdir. cyPG’ler
etkilerini, diger PG’lerin aksine G-proteine bagli PG reseptorler aracilifinda
gostermezler. cyPG’ler siklopentenon halkasinda doymamis bir a,p-karbonil keton
grubunun bulunmasi ile diger PG’lerden ayrilir. Bu halkada bulunan karbonlar yapiya
giiclii elektrofilik 6zellik kazandirir. cyPG'lerin biyolojik etkileri i¢in, bu 6zel yapinin
bulunmasi gereklidir. Bu bilesiklerin biyolojik etkilerinin ¢ogu hiicresel hedef
proteinleri ile etkilesimlerinden kaynaklanmaktadir. Ayrica bazi etkilerini de PPARY
araciliginda gosterirler. cyPG viicut sivilart ile kronik ve akut yangi bolgelerinde in
Vivo olarak tespit edilmistir. Son yillarda 6zellikle doku hasarlarina karsi yangi 6nleyici
ve hiicre koruyucu etkinlikleri basta olmak iizere gesitli biyolojik etkinlikleriyle dikkat
ceken maddelerden biri 15d-PGJ’dir.

Bu calismada, arastirilan yangisal ve biyokimyasal parametreler ile
histopatolojik bulgular, E.coli kaynakli LPS’nin uygulanan dozda yangiya yol a¢tigini
gostermistir. LPS ile olusturulan yangiya karsi, 15d-PGJ2’nin TNF-a, IL-1pB, IL-6 gibi
proinflamatuar sitokinlerin seviyeleri ile INOS ve COX-2 gibi proinflamatuar
enzimlerin etkinliginde 6nemli diizeyde azalma saglayarak yangi fazinin iyilesmesine
katki sagladigi tespit edilmistir. Ayrica 15d-PGJ2’nin biyokimyasal parametreler ile
histopatolojik degisiklikler iizerinde koruyucu etkileri oldugu belirlenmistir.
Endotoksinlerle 6zellikle LPS araciligiyla olusan yangisal olaylara karsi 15d-PGJ2’nin

yang1 Onleyici bir ajan olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmaistir.
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