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1. GIRIS ve AMAC

Sitokinler viicutta ¢ok cesitli hiicreler tarafindan sentezlenen, multi fonksiyonel
polipeptidlerdir. Hastaliklarin  fizyopatolojisinde etkili olan protein yapili
molekiillerdir. Immun sistem hiicreleri arasindaki iliskileri kontrol ederek,
inflamatuar cevab1 destekleyerek fizyolojik olaylarda ©nemli rol oynarlar.
Giinliimiizde 80’in lizerinde sitokin tanimlanabilmistir. Sitokinler hiicre boéliinmesi ve
farklilasmasini kontrolii, hematopoez ve bagisiklik sisteminin regiilasyonu,
yaralarm iyilesmesi, kemik formasyonu ve hiicresel metabolizmanin degistirilmesi

gibi biyolojik olaylarda rol oynamaktadir.

Sitokinlerden TNF-a, giiniimiiziin en korkulan hastaliklarindan olan kanserde,
kanserli hiicrelerin yikimimi saglayan ve birgok hiicre tiirii tarafindan salman bir
sitokindir. TNF-a aktivitesi, timor hiicrelerini 6ldiiriirken bunun yaninda viicut

harabiyeti, kaseksi gibi olumsuz etkilere de sebep olmaktadir.

Lipopolisakkarit (LPS), gram-negatif bakterilerinin dis membraninin biiyiik bir
bolimiinii olusturan, membranin yapisal biitlinliigline katkida bulunan ve cesitli
kimyasallarin saldirisindan koruyan baslica bilesendir. LPS, TNF-a iiretimi i¢in
makrofajlarin en giiclii uyaricisidir. LPS, makrofajlar1 aktive ederek proinflamatuar

sitokinlerin (TNF-a, IL-1, IL-6) iiretimlerini ve fonksiyonlarmni etkiler.

LPS sistemik inflamatuar cevaba ve ardindan insan ve hayvanda bir¢ok organin iflas
etmesiyle sonuclanan septik soka neden olur. Ayrica 6zellikle akciger, karaciger ve
bobreklerde sitokin, nitrik oksit (NO), siiper oksitlerin sentez ve salinimini tetikler.

LPS, iNOS enziminin salinimi ile beraber NO seviyesinde artisa sebep olur.



Yapilan bir ¢ok calismada LPS’nin TNF-a ve NO iizerine olan etkisi bilinmektedir.
Ancak verilen LPS’nin hem zamana hem de doza bagl olarak nasil etki gosterdigi

yeterince ¢aligilmamustir.

Yapilan bu calismada bakteriyel bir endotoksin olan LPS’nin damar i¢i yolla
tavsanlara verilmesinin yangmin erken belirteglerinden biri olan TNF-a ve NO

iizerindeki etkisinin doza ve zamana bagli olarak incelenmesi amaclandi.



2 GENEL BIiLGILER

2.1 Sitokinler Hakkinda Genel Bilgiler

Sitokinler, c¢esitli hiicre tiirlerinde {iretilen, hiicrelerin birbirleriyle iletisimini
saglayan bir protein ve peptid grubudur. Salinimlar1 gegici olup, hiicre ylizeyinde yer
alan sitokin reseptorleri aracilifiyla gorevlerini yaparlar. Yangi (enflamasyon) ve
bagisiklik reaksiyonlarinda, aktif lenfositler, makrofajlar, endotel, epitel ve konnektif

dokular tarafindan olusturulurlar.

Hormonlar ve ndrotransmitterler gibi islev goren sitokin ailesi baslica suda ¢dziiniir
kiigiik proteinlerin ve glikoproteinlerin 8 ila 30 kDa'lik birimlerini icermektedirler.
Hormonlar 06zgiil organlardan kana salimir ve norotransmitterler ndronlarca
iiretilirken, sitokinler bazi hiicre tiplerince salmirlar. Bagisiklik sistemindeki temel
rolleriyle sitokinler, cesitli immiinolojik, enfeksiydz ve yangisal hastaliklarda
salmirlar. Bununla beraber, tiim fonksiyonlar1 bagisiklik sistemiyle smirli degildir,

embriyogenezin gelisimsel siireclerinin basamaklarinda da goriilmektedirler.

Baslangicta, sitokinlerin sadece lenfositlerden kaynaklandigi sanildigindan bu
proteinlere lenfokin adi verilmistir. Daha sonra monositlerin de bu faktorleri iirettigi
anlasilmis ve monokin adi da kullanilmistir. Giintimiizde bu mediyatdrlerin sadece
lenfoid hiicreler tarafindan salgilanmadigi tespit edilmis ve tiim hiicre tiirlerini

kapsayan sitokin adi kullanilmaya baslanmistir (21, 61).



2.1.1 Tarihge

Sitokinlerin aktiviteleri ilk kez 1926'da Zinsser ve Tamiya tarafindan tanimlanmis ve
bunlarin 16kositlerden salgilanan ¢Oziiniir Uriinler olduklar1 ve damar duvari
fonksiyonlarmi etkiledikleri bildirilmistir. Bu yillarda enfeksiyon hastaliklarinin ve
antijene bagimli immun yanitin arastirilmasiyla sitokinlerle ilgili bilgiler artmus,
1980'lerden itibaren molekiiler klonlama ile sitokinlerin karakterizasyonu yapilmaistir.
Bu sayede yeni sitokinlerin bulunmasi miimkiin olabilmistir. Gilin gectikce
sitokinlerin biyolojik aktiviteleri ve molekiil yapilariyla ilgili bilgiler artmistir.

Boylece hastaliklarin ortaya ¢ikis mekanizmalariyla ilgili rolleri anlagilmaktadir.

Giiniimiizde 80’in lizerinde sitokin tanimlanabilmistir. Sitokinler hiicre béliinmesi ve
farklilasmasinim kontrolii, hematopoez ve bagisiklik sisteminin regiilasyonu,
yaralarin iyilesmesi, kemik formasyonu ve hiicrel metabolizmasmin degistirilmesi

gibi biyolojik olaylarda rol oynamaktadir (21).

2.1.2 Smiflandirma

Sitokinler fonksiyonlarma gore smiflandirilip adlandirilabilirler. Buna gore
lenfositler ile diger immiin sistem hiicreleri arasindaki iligkileri diizenleyen
sitokinlere interlokin (IL) adi verilir. Yangi olaymda gorevi olan ve kemotaktik
ozellikli sitokinlere “kemokin” denir. Bazi sitokinler hiicrelerin iireme ve

cogalmasini uyarr ki bunlara da biiylime faktorleri denir (21).

Sitokinlerin tanimlanmas1 ve karakterize edilmesi ¢esitli isimlendirme ve
siniflandirma sistemine gore yapimistir. Bu smiflandirma sitokinler arasindaki
fonksiyonel benzerliklere ve etki mekanizmalarma dayanmaktadir. Sitokinlerin

siniflandirilmasi Tablo 1°de gosterilmektedir (22).



Tablo 1. Sitokinlerin Smiflandirilmasi (8).

Biiyiime faktorleri

Epidermal biiylime faktorii (EGF)
Platelet orijinli biiyiime faktorii (PDGF)

Insiilin benzeri bilyiime faktorii-1 ve 2 (IGF-1,
IGE-2)

Sinir biiytime faktorii (NGF)
Fibroblast biiyiime faktorii (aFGF, bFGF)
Neurolokin; Amfiregulin

Hepatosit bliylime faktori (HGF)

Lenfokinler

Interlokinler (IL-1;IL-2; IL-3; IL-4; IL-5; IL-
6; IL-7; 1L-8; IL-9; IL-10; IL-11; IL-12; IL-13;
IL-14; IL-15)

Koloni stimiile eden faktorler

Graniilosit koloni sitimiile eden faktor (G-

CSF)

Grantilosit/makrofaj koloni sitimiile eden

faktor (GM-CSF)
Eritropoietin (EPO)

Losemi inhibitor faktor (LIF)

Transforme edici biiyiime

faktorleri

TGF-Alfa; TGF-Beta

Tiimor nekroz faktorleri

TNF-Alfa; TNF-beta

interferonlar

IFN-Alfa; IFN-Beta; IFN-Gama




Immiin ve inflamatuar olaylara katilan hiicrelerin etkinliklerinin arttirilmasi
sitokinler aracilig1 ile olur. Sitokinler antijen i¢in spesifik degillerdir, etkileri ¢esitli
faktorlerle diizenlenebilir. indiiklenebilir nitelik tasirlar. Aktif T lenfositler tarafindan
sentezlenip salan sitokinler ‘lenfokin’; aktif monosit ve makrofajlardan sentezlenip
salman sitokinler ‘monokin’ ve ldkositler arasinda etkilesim yapan sitokinler

interlokin adi altinda toplanmiglardir (91).

2.1.3 Molekiiler Yapilan

Sitokin molekiilleri dort yapisal grup altinda incelenebilirler. Grup-1 sitokinler 4 adet
kiimelenmis alfa helikalinden olusmus yapilardir. Interldkinlerin ¢ogu, biiyiime
faktorleri ve interferonlar bu temel yapiy1 gosterirler. Grup-2 sitokinler uzun zincirli
bir beta kalibma sahiptirler. Bu gruba IL-1, TNF ve TGF girer. Grup-3 sitokinleri
hem helikal hem de beta kalibina sahip kii¢lik proteinlerdir. Bu grup i¢inde
kemokinler yer alir. Grup-4 sitokinler, farkl sekillere sahip molekiillerin bir araya
geldigi mozaik yapilardir. Bu grupta IL-12 sayilabilir. Sitokinler, genellikle 6.000 ile
80.000 dalton arasinda degisen molekiiler agirliktaki peptid ya da glikoproteinler
seklinde sentez edilip salgilanmaktadir. Spesifik bag-reseptor etkilesiminin ardinda
hedef hiicre fonksiyonlarmi, 10, 10™° mol/ It konsantrasyonlarda stimule edebilen
bilesiklerdir. Bu yiiksek spesifik aktivite, sitokinlerin saptanmasini kolaylastirmistir

(89).

Sekil 1. Sitokinlerin helikal yapilar1 (97).



Mast Hiicresi

Sekil 2. Sitokinler ve tiretildikleri hiicre tipleri (97).

2.1.4 Genel Ozellikleri

Immiin yanitm her asamasinda hormon benzeri bir etki ile hiicreler arasi iletisimi
saglayan sinyal molekiilleri olan sitokinler, immiin sistem hiicreleri de dahil bir ¢ok
hiicre tarafindan salgilanirlar. Belli bir sitokin birden fazla hiicre tipi tarafindan
iiretilebilir. Immiin sistem hiicreleri disinda fibroblastlar, keratinositler, endotel
hiicreleri, hatta epitel hiicreleri bile bazi sitokinleri sentezlemektedir. Sitokinler hiicre
gelismesi, ¢ogalmasi, aktivasyonu, yangi, bagisiklik, doku tamiri ve morfogenezis

gibi 6nemli biyolojik faaliyetleri diizenlerler (21, 33).



Ozet olarak stokinlerin genel dzellikleri;

>

Bagisiklik ve inflamatuar yanitlarin olugsmasini ve diizenlenmesini saglarlar.
Dogal bagisiklikta lipopolisakkarid gibi mikrobik iiriinler mononiiklear
fagositleri direkt uyararak kendi sitokinlerini salgilatirlar. T hiicrelerinden
iiretilen sitokinler yabanci antijenlerin 6zel olarak taninmasiyla birlikte

hiicrede olugan yanit sonucu meydana gelirler.

Sitokin salmimi kisa, kendini smirlayan bir olgudur. Genel olarak sitokinler
onciil molekiiller olarak depolanmazlar ve sentezleri yeni gen tranksripsiyonu
ile baslatilir. Bu transkripsiyonel aktivasyon genellikle gecici olup, sitokinleri
kodlayan mRNA’lar stabil degildir. Bu nedenle sitokin salinimi gecicidir ve

bir kez sentezlendiginde, hizla salinirlar.

Cesitli hiicreler tarafindan iiretilir. Yani bu molekiilleri sitokin, lenfokin ya da
monokin gibi selliller kokenlerini belirten genel isimler koymamak daha

uygundur.
Bir¢ok farkl: hiicre tiplerine etki ederler. Bu 6zellige pleiotropizm denir.

Ayni hedef hiicrede farkli bir ¢ok etkileri vardir. Bazi etkiler ayni anda
meydana gelirken, baz1 etkiler farkli zaman araliklariyla (dakikalar, saatler,

giinler) olusabilir.

Sitokin iiretimi genellikle gerektiginden fazladir.

Diger sitokinlerin sentezini etkiler; yani, ikinci, ti¢lincli sitokin, birinci
sitokinin biyolojik etkisine ortam hazirlayabilir.

Sitokinler genellikle diger sitokinlerin fonksiyonlarini etkilerler. Iki sitokin

birbirini antagonize eder veya additif etki gdsterebilir. Ya da baz1 durumlarda

sinerjik etki gosterebilirler.

Sitokinler, diger polipeptid hormonlarda oldugu gibi hedef hiicrenin
yilizeyindeki 6zel membran reseptorlerine baglanarak etkilerini baglatirlar. Bu
reseptorler transmembran proteinler olup, ekstraselliiler reseptorleri vardir ve

ozel olarak sitokinleri ve biiyiime faktorlerini tanir ve baglarlar.

Bir¢ok sitokin reseptoriiniin ekspresyonu 6zel sinyaller tarafindan iiretilir.



» Sitokinlere verilen hiicresel yanitlarin ¢cogu yeni mRNA ve protein sentezini

gerektirmektedir.

» Bir ¢ok hedef hiicre i¢in sitokinler hiicre boliinmesini diizenler yani biiyiime

faktorii gibi etki ederler (56).

2.1.5 Etki Tarzlan

Sitokinler bir¢ok yonden hormonlara benzerler. Her ikisi de hiicreler tarafindan
salgilanip, ¢ok diisiik dozlarda bile kendisi i¢cin uygun reseptorleri tasiyan hiicreleri
etkiler, hormonlar gibi mRNA ve protein sentezini uyarirlar. Hiicre disaridan gelen
uyarimlardan sonra sitokin sentezine baglar ve uyarim bitince durdurur. Sentezlenen
sitokinler hemen salgilanir, hiicre icinde biriktirilmez. Genel olarak sentezleri gen
transkripsiyonu ile baslatildigindan sitokin salinimi gegicidir ve hizli gerceklesir.
Sitokinler, diger polipeptid hormonlarda oldugu gibi hedef hiicrenin yiizeyindeki

0zel membran reseptorlerine baglanarak etkilerini baglatirlar (33).

Uyarilarin iletimi

Cytokine Sitokin tireten
gene hiicre

..../ Sitokin

.
s
* e

&~ oo

Reseptér

o

Gene Hedef hiicre
activatio

Biyolojik etkiler

@

Sekil 3. Sitokinlerin etki mekanizmasi (19).

Sitokinlerin etkileri sistemik veya lokaldir. Bazilar1 klasik hormon gibi belli hiicreler
tarafindan kana veya cesitli hiicresel sivilara salgilanip viicudun diger bolgelerindeki
hiicresel reseptorlerine baglanirlar.  Sitokin iiretimi smirlhh  ve bolgeseldir,

depolanamaz. Bu nedenle ihtiya¢ halinde yeni bir gen transkripsiyonu gerekmektedir.
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Transkripsiyon periyodu kisadir. Sonug olarak hizli sentez hizli salinimla birlikte
olur. Sitokinler birbirlerinin sentezini ve/veya salmimini etkilemektedir (76).
Sitokinlerin etki tarzlar1 etkiledikleri hiicre ve bunun uzakligina gore ii¢ sekilde olur.
Bunlar; otokrin (bir hiicre tarafindan salgilanan sitokinin ayn1 hiicre {izerine etkisi) ve
parakrin (belli bir hiicre tarafindan salgilanan sitokinin yakindaki komsu hiicreye
etkisi) etkilerdir (21). Ugiincii etki tarzinda sitokinler salgilandiktan sonra viicuda
dagilarak uzak dokulardaki hiicreleri etkileyebilirler. Nadiren goriilen bu etki tarzi

“endokrin etki” olarak nitelendirilir (21, 33).

Otokrin Etki

Parakrin Etki Yakin hiicre

o = (et es) o &

* Sirkiilasyon

Endokrin Etki Uzak hiicre

Sekil 4. Sitokinlerin etki tarzlar1 (19).

Cogunlukla sitokinler lokal olarak fiiretilir ve etki ederler. Az bir kisim, sistemik
dolasima girer ve dnemli fizyolojik etkiler olustururlar. Ancak, ‘endokrin’ rolleri,
klasik endokrin hormonlarinkinden biraz farklidir. Endokrin hormonlarmin amaci

normal dokular ve tiim organizmanin etkili fonksiyonunu saglamak iken, dolasimda
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fizyolojik bir role sahip olan sitokinler, iiretildikleri dokuya normal fonksiyonunu
geri vermekle ilgilidirler. Aslinda, dokular agir bicimde zorlandiklarinda ve biiyiik
miktarlarda sitokin dolasima girdiginde, ates, hastalik semptomlari, kaseksi ve cesitli
hormon dengesizlikleri dahil sistemik homeostazin bozulmasindan sorumlu

olabilirler (38).
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Sekil 5. Akut solunum zorlugu sendromunda sitokinlerin davranisi (54).

Bir sitokinin hiicre iizerindeki etkisini gosterebilmesi i¢cin mutlaka reseptorlerine
baglanmas1 gerekir. Bu agidan bakildiginda sitokin reseptorleri sitokinler kadar
onemlidir. Hiicre yiizeyindeki sitokin reseptorlerinin sayisi uyarim sonucu

arttirilabilir.
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Sitokin

O
e (O

Sitoplazma

Sekil 6. Sitokin reseptorlerinin sinyal iletimi (21).

Reseptorler sitokin sinyallerini hiicreye cesitli yollarla iletebilirler. Cogu sitokin
reseptorii hiicre yiizeyinde tek bir zincir halinde bulunur. Sitokin bu zincire gore
diisiik affinite ile baglanwr. Bu asamadan sonra, reseptoriin sinyal iletimi ile ilgili
diger zinciri ilk zincire baglanir. Boylece sitokin-reseptdr baglantis1 tamamlanir ve
saglamlastirilir. Bu durumda reseptoriin bir zinciri sitokin tantyan boliim, diger zincir
ise hiicreye sinyal ileten boliimii olmaktadir. Bu baglamadan sonra sinyal iletici
zincirin intrasitoplazmik boliimii, sinyalleri hiicre i¢in protein kinaz sistemi

vasitasiyla iletir. Eger farkli sitokinlere has reseptorlerin sinyal iletim zinciri ortak ise
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sitokinlerin hiicre lizerindeki etkisi ayni olur. Buna karsin, eger tek bir sitokine has
reseptor farkli sinyal iletim zincirleri tasiyabiliyorsa sitokinin hiicre iizerinde farkli
etkileri olur. Bu mekanizmadan bagka, biiylime faktorii reseptorleri, sitoplazmik
kisimlarinda sahip olduklari enzimatik aktivite ile sinyal iletimini gerceklestirirler

(79).

Sitokinlerin, benzer diger polipeptid hormonlarinda oldugu gibi, aktivasyonu hedef
hiicre yiizeyinde bulunan 6zgiil reseptorlere baglanmasina baghdir. Ozgiil reseptdriin

ekspresyonu ise 0zgiil sinyaller araciligiyla diizenlenir (6).

Baz1 sitokinlerin iiretimi veya etkisi diger sitokinler tarafindan engellenebilir
(antagonizm) veya arttirilabilir (sinergizm). Ayrica bir sitokinin {iretimi genellikle
kendinden Onceki sitokinin etkisiyle baslatilir. Sitokinler karakteristik olarak multipl

ve birbirlerinin i¢ine gecen biyolojik aktiviteye sahiptirler (71).
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Sekil 7. Farkli sitokinlerin birlikte etki tarzlar1 (71, 103).
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2.2 Tiimor Nekrozis Faktor Alfa

2.2.1 Tanim ve Tarihgesi

15 ile 60 kilodalton (kDa) agirliginda olan TNF baslica makrofaj ve T lenfositlerden
salgilanan bir sitokindir (96, 103). TNF’nin TNF-a ve TNF- olmak {izere iki formu
vardir. TNF-a kasektin ve TNF-f3 Lenfotoksin-a olarak ta bilinir (94). 185 amino
asitlik bir glikoprotein hormonudur, ancak bazi hiicreler daha uzun veya daha kisa
izoformlarm salgilayabilir. insanlarda 7. kromozomda kodlanir. Iki tipi kodlayan
genler de doku uyusurluk antijeni'de (MHC) bulunmaktadir. TNF-a, makrofajlar ve
bazi diger doku hiicreleri, TNF-f, T hiicre lenfositleri tarafindan tiretilir (87). TNF-a,
makrofajlar ve diger proinflamatuar hiicrelerin aktivasyonunu takiben kanda en erken

saptanan sitokinlerden birisidir (66).

TNF-a’nin kesfi, immiinolojik sistem biyolojisinin anlasilmasi a¢isindan énemli bir
ilerlemedir ve klinisyenlerde; gerek Onemli bircok hastaligin patagonezinin
anlagilmasina yardimci1 ve gerekse de tedavi edici bir ajan olarak {imit verici olmasi

nedeniyle heyecan uyandirmistir.

1800’lerin sonlarinda kanser hastalarini tedavi etmek icin ilk olarak William B.
Coley tarafindan “Coley toksini” olarak adlandirilan 6lii bakteri asilar1 kullanilmastir.
Timorlerin bu tedavi ile gercekten gerilemesine ragmen bu kaba tedavi metodu,
kemoterapi ve radyoterapinin ¢ok daha rasyonel sonuglar vermesi nedeniyle ve
tasidig1 toksisite nedeniyle terk edilmistir. Mikroplarin kanser tedavisindeki bu
potansiyel rolii, ABD Kanser Arastirma Enstitiisiinde ¢aligan William B. Coley’in

kiz1 Helen Coley Nauts‘m ¢abalar1 ile devam etmistir (89).

1975 yilina kadar ise herhangi bir gelisme saglanamamis ve nihayet o yil Carswell ve
Old adh iki arastrmac1 BCG ile infekte edilen siganlara endotoksin uygulandiginda
serumda beliren bir faktoriin sarkomlarn hemorajik nekrozuna yol actigini

gostermisler, bu hipotetik maddeyi de TNF olarak isimlendirmiglerdir (14).

1984°’te Aggarwal ve ark. (2) TNF’yi piirifiye ve klone etmistir. Boylece TNF’nin
yaklagik bir asir siiren temel tanimlanma siireci tamamlanmistir. 1985 yilina kadar

kaseksiye yol acan bir maddeden s6z edilmistir. Bu madde, endotoksin ve diger
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protozoal ya da bakteriyel {irlinlerin makrofajlar1 uyarmasi sonucu tretilmekte, in
vivo ve in vitro sartlarda lipoprotein lipaz enzimini inaktive etmektedir. Beutler ve
ark. (6) ilk defa kasektin olarak isimlendirilen bu maddeyi saflastirmis ve 17 kDa
agirhiginda bir protein oldugunu tanimlamislardir. Beutler ve Cerami (7), 1986 ve
1987 yillarinda yaptiklar1 ¢alismalarda ise TNF ile kasektinin ayn1 madde oldugunu
kanitlamiglardir. Bircok yayinda TNF ve kasektin birlikte veya birbirinin yerine
kullanilmaktadir (6, 7).

2.2.2 Yapisi

Kasektin olarak ta bilinen ve 17 kDa’luk bir protein olan TNF-a, lipopolisakkarit
iceren gram negatif bakteriyel komponentler ve diger enfeksiydz ajanlarin
stimiilasyonundan sonra makrofajlar ve monositlerce salinan sitokinlerden biridir.
Dogal 6ldiiriicli ve mast hiicreleri tarafindan da saliabilen TNF-o’nin esas fizyolojik

fonksiyonu, notrofil ve monositleri enfeksiyon alanina ¢ekerek aktive etmektir.

Insan TNF-a’sinm propeptid formu 233 aminoasitten olusmakta ve bir adet disiilfit
kopriisii icermektedir. Sekresyondan once veya sekresyon sirasinda propeptidin N
terminalinden 76 aminoasitlik bir bolim enzimatik yolla uzaklastirilarak, 157
aminoasitten olusan 17 kDa agirliktaki olgun TNF-a formu ortaya ¢ikar. TNF-a ,
nonglikozile bir molekiildiir (12, 89).
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Sekil 8. TNF-o’nin yapis1 (97).

2.2.3  Ozellikleri

TNF-o diisiik yogunluklarda (yaklasik 10°M) lokosit ve endotel hiicreleri i¢in lokal
olarak parakrin ve otokrin diizenleyicidir. Diisiik yogunluklarda biyolojik etkileri

sunlardir:

» Lokosit ve notrofillerin endotel hiicre yiizeyini adezyon molekiilleri
araciligi ile daha yapiskan hale getirerek damar endotel hiicrelerinin yeni

yiizey reseptorlerini ekspresse etmelerine neden olur.

> Inflamatuar 16kositleri dzellikle ndtrofilleri mikroplar1 dldiirecek sekilde

aktive eder.

» IL-1, IL-6, kemokinler ve TNF-a’'nin kendisini {iiretmek tiizere
mononiiklear fagositleri ve diger hiicre tiplerini uyarir. IL-6 ile sinerjik

etki gosterir.
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» Virislere kars1 interferon benzeri koruyucu etki gosterir.

» Endojen pirojen olarak etki ederek atesi ytikseltir.

TNF-o’nin bu etkileri mikroplara kars1 verilen inflamatuar yanitta dnemlidir (89).

Tablo 2. TNF-a’nin genel 6zellikleri (65).

1.000—10.000 bolge/hiicre

OZELLIK Tiimor nekrozis faktor
Kromozom 7
233 aminoasit---------------- TNF-a
Proform
204 aminoasit---------------- TNF-B
157 aminoasit-------------- TNF-a
Olgun form
171 aminoasit--------------- TNF-B
Makrofajlar, T ve B lenfositler, Keratinositler,
Fibroblastlar,
Hiicre ) ) o
Endotel hiicreleri, Astrositler (TNF-a i¢in ),
kaynaklan
T lenfositler (T H1 alt grubu ), EBV B hiicre dizileri
( TNF-B)
300 kDa glikoprotein
Reseptor Kd=1/10000000000 mol /L

In vivo etkileri

Lokal notrofilik infiltrasyon

Schwartzman reaksiyonu ve tiimor nekrozu

Endojen pirojen
Kagseksi
Radyasyona kars1 koruma

Yeni damar olusumu
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2.2.4 Etki Mekanizmasi

TNF-a hiicre yiizeyi reseptorlerine baglanarak etkisini gosterir. TNF-a reseptor
kompleksi, hedef hiicrede bir¢cok biyolojik aktivitenin baglamasina neden olur. TNF-
a reseptorii, 300kDa molekiiler agirliginda bir proteindir ve iki alt iiniteden olusur.

Etki mekanizmasi 3 basamakta incelenebilir.

1.Basamak: TNF-o’nin hiicre yiizeyinde bulunan spesifik reseptorlere baglanmasi

TNF-a reseptor kompleksi olusmasi
2.Basamak: G protein sisteminin ikincil mesajlar1 aktive etmesi

3.Basamak: Degisik hedef hiicrelerde fosforilasyon reaksiyonlarinin hizlanmasi

intraseliiler cAMP birikmesi ve protein kinaz A aktivasyonu (89).

TNFalphalbeta Interferon gamma

Sekil 9. TNF-a reseptorii ve TNF-a’nin reseptore baglanmasi (12).

2.2.5 Fizyolojik Etkileri

Dogal 6ldiiriicli ve mast hiicreleri tarafindan da saliabilen TNF-o’nin esas fizyolojik
fonksiyonu, ndtrofil ve monositleri enfeksiyon alanina ¢ekerek aktive etmektir. Ayni
zamanda lokositlerin endotelyal hiicrelere yapismasinda yardimci olur ve bunlarin

fagositoz ve kemotaksisini arttirr. Makrofa) indiiklii anjiogenezise yol acan
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makrofajlar1  etkileyerek, periodontal hastalikla birlikte seyreden vaskiiler
degisikliklerde rol oynayabilir. Ayrica diseti fibroblastlar1 dahil biitlin fibroblastlar1
uyararak kollajenaz iiretmelerine neden olur. Osteoklastlarin aktivasyonunda da rol

oynar ve bunlar1 kemik rezorbsiyonu i¢in stimiile eder (19).

Hepatositlere etki ederek serum amiloid A ve P proteini, kompleman faktor 3,
haptoglobulin, C-reaktif protein, Al- asid glikoprotein, Faktor B gibi bazi akut faz

proteinlerinin sentezini arttirir (91).

Damar endotelinin prokoagulan ve antikoagulan aktiviteleri arasindaki dengeyi

degistirerek pihtilagsma sistemini aktive eder.

Kemik iligini baskilayarak ana hiicre boliinmesini engeller. Siirekli TNF verilmesi

lenfopeni ve immun yetmezlige neden olur.

TNF-a, deney hayvanlarina uzun siire verildiginde kasektik metabolik degisikliklere
neden olur. Kaseksi, TNF-a ile uyarilan istah azalmasi sonucu olusur. TNF-a
lipoprotein lipaz aktivitesini arttirir. TNF-a’nin bizzat kendisi deney hayvanlarinda
kaseksiye neden olurken, IL-1 gibi sitokinler tiiberkiloz ve kanser gibi kronik
hastaliklarda kaseksi nedenleri arasindadirlar. Gram negatif bakteriyel sepsis
durumlarinda ¢ok yiiksek miktarda TNF-a iiretilir ve plazma TNF-a yogunlugu artar.
Bu yogunluktaki TNF-a, dolasimda kollaps ve yaymn damar i¢i pihtilasma (DIC)’ya
neden olur. Yani TNF, septik ve endotoksik sokun Onemli bir mediyatoriidiir.

Yiiksek diizeyde inflizyonu dliimciildiir ve sok benzeri bir sendrom olusturur (34).

TNF-a’nin pik konsantrasyonlarmin artan viicut 1sis1 ve kalp hiz1 ile oldugu kadar
dolasimdaki Adrenokortikotropik hormon (ACTH) ve epinefrin diizeyi ile de iliskili
oldugu saptanmistir. TNF-a seviyesinin proinflamatuar yanit1 takiben aniden artip

sonra hizli bir sekilde kayboldugu tespit edilmistir (54).

Intravaskiiler koagiilasyona neden olarak doku perfiizyonunu azaltir (38). TNF-a’nin
en fazla etki gosterdigi yer, immunite, koagulasyon ve homeostaz {izerinde
diizenleyici rolii olan endotel hiicreleridir. Kan komponentleri ile iligkiye girerek
aktif mekanizmalar olusturmaktadir. Bu giiclii fonksiyonlar1 nedeniyle doku
lezyonlarmin olusmasinda Onemli rol oynamaktadir. Endotel hiicreler tiim

sitokinlerle reaksiyona girmekte ve TNF-a hari¢, diger sitokinlerin hepsi endotel
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hiicresi tarafindan da salgilanmaktadir. TNF-a ve diger sitokinler, endotel ile siki
cevap iliskisi olan immiinolojik hiicrelerden salinmakta ve salinan molekiiller
polimorfomonontiklear hiicreler 1ile endotel arasindaki iliskide sinyal gorevi

gormektedir (68).

Ciddi sepsisli olgularin yaklasik %50’sinde goriilen DIC bu hastalarda ortaya ¢ikan
multi organ yetmezliginden baslica sorumlu mekanizmadir. Ornegin TNF-a, IL-10

sentezini arttirarak kendi etkisinin kontroliinii de saglamis olur (100).

TNF-a, agir metabolik bozukluklara neden olabilir. Bu etki, glukozun kaslarda asir1
kullannmina ve karacigerde glukozun tekrar yerine koyulamamasina baghdir. TNF-
o’nin hem diyabetik hem de nondiyabetik olgularda insiilin direncine sahip oldugu
kaydedilmistir (26). TNF-a ile Viicut kitle indeksi (BMI) arasindaki iliski tartigmali
olup heniiz tam olarak aciga ¢ikarilamamistir. Bununla birlikte BMI ile adipoz doku

TNF-a mRNA seviyeleri arasinda anlamli bir iliski bulmustur (48).

TNF-a, IL-1pB, IL-2, IL-6 ve IFN-y kalp fonksiyonlar1 {izerine depressor etkileri olan
sitokinlerdir. Ozellikle TNF-a, kalp iizerine etkileri en ¢ok incelenen sitokindir.
TNF-a, septik sok, kansere bagli kaseksi ve otoimmiin inflamasyonlarda bir¢ok
patolojik degisikligi kontrol eden sitokindir. Kalp yetmezliginde, TNF-a diizeyinin
yiikseldigi ve bu sitokinin reseptorlerinin artmis oldugu, son yillarda, kalp
yetmezliginin yanisira miyokardit, iskemik kalp hastaligi, idiyopatik dilate
kardiyomiyopati ve septik kardiyomiyopatide de TNF-a diizeyinin yiikseldigi ve

bunun bir kisminin kalp dokusundan salindigi tespit edilmistir (28).

TNF-a’nin kardiyak fonksiyon iizerine etkisi salinim miktarma ve siiresine baghdir.
Yiiksek TNF-a seviyeleri sol ventrikiil fonksiyon bozuklugu, kardiyomiyopati ve
akciger 6demi dolayisiyla konjestif kalp yetmezligi ile iliskilidir. Insiilinin tarafindan
uyarilan glukoz kullanimini glukoz tasiyicist olan GLUT 4 sentezini inhibe ederek
azaltir. Kanser, endotoksemi, travma veya TNF’nin arttig1 herhangi bir durumda
periferik insiilin rezistans1 goriiliir. Karacigerde lipogenezi ve VLDL yapimmi arttirir

ve hipertrigliseridemiye neden olur (74).

TNF-a’nin fizyolojik etkileri genel olarak kaseksi, endotoksik sok, inflamasyon,

doku yenilenmesi, infeksiyon ve immiinite ile sitotoksisite seklinde verilebilir (50).
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Kaseksi: TNF-a ile kaseksi arasinda bir iliski oldugu bilinmektedir. Adipositler ve
iskelet kas1 hiicrelerinin TNF-a ile inkiibasyonundan sonra katabolizmanin, lipolizin
ve glikojenolizisin arttig1 bildirilmektedir. TNF-a tiim viicudun enerji tiiketimini,
lipolizi ve protein dongiisiinii artirirken, diger yandan da istahsizlik ve anemi yaparak

total viicut kitlesinin kaybma yol acar (89).

Endotoksik (Septik) Sok: Septik sok yiiksek 6liim oraniyla iligkili olan baglica gram
negatif bakterilerinin sebep oldugu klinik bir sendromdur. TNF-a’nin akut sistemik
salmiminin septik sok patogenezinde onemli rol oynadig: ileri siiriilmektedir. TNF-
o’nin salinimi, ates, miyalji, kusma ve bas agrisiyla korelasyon gdstermektedir.
Monoklonal anti TNF-a antikorlari letal etki gosteren endotoksin enjeksiyonlarindan
sonra farelere verildiginde bu etkinin azaldig1 bildirilmektedir. TNF-a’nmn yiiksek
plazma diizeyleri, meningokok enfeksiyonunda, serebral malaryada ve gram (-)

purpura fulminansda mortalite artis1 ile iliskilidir .

Inflamasyon: inflamasyon, inflamatuar bir uyariya cevap olarak elde edilen dinamik
olaylar zinciridir. Inflamasyon alaninda vazodilatasyonu takiben kan akimi
degisiklikleri, damar permeabilite artisi, ddem sivist olusumu, lokal 16kosit birikimi
gozlenir. Bu birbirini takip eden olaylarin gelisiminden c¢esitli mediyatorler
sorumludur. Inflamasyonda mediyatér ¢agi 1927 yilinda Thomas Lewis’in,
histaminin klasik olarak bilinen etkisini tanimlamasiyla baslamistir. Lewis, dokunun
kiint travmaya maruz kalmasiyla aciga c¢ikan histaminin, dogrudan dogruya lokal

kan damarlarina etki ederek travma bolgesinde:
- Saniyeler i¢inde kizariklik

- 15-30 saniye i¢inde, travmanm birka¢ santimetre ¢evresinde yayilan

kirmizilik

- 2-3 dakika i¢inde vaskiiler permeabilite artisina bagli olarak olusan lokal

o0dem gelistigini tanimlamistir.

TNF-a, monosit ve noétrofiller i¢in kemotaktik bir ajandwr. Fagositozu, endotele
yapismayi, siiperoksit tlirevlerinin salinimmi ve insan endotel doku kiiltiirlerinde
prokoagulan aktiviteyi uyarmaktadir. TNF-a, prostasiklin (PG-2), endotel kaynakli
damar genisletici faktor (EDRF) ve platelet aktive edici faktor (PAF) sentezini
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uyarmaktadir. Boylece erken donemde vazodilatasyondan ve l6kositlerin damarda
birikkmesinden sorumludur. PAF’mn erken donemde (30 dakikada) ndtrofillerin
endotele yapigsmasinda etkili oldugu soylenmektedir. TNF-a direkt olarak endotelde

zedelenme yapmaz, endoteli, 10kositlerin zedeleyici etkisine kars1 duyarli kilar.

Indiiklenebilen hiicre adhezyon molekiilii INCAM-110) ve vaskiiler hiicre adhezyon
molekiilii (VCAM-1) inflamasyonun ge¢ fazinda (12-24 saat) gorev yaparlar. Bu faz
endotel lokosit adezyon molekiiliiniin (ELAM-1) azalmaya basladigi donemdir.
Major histokompatibilite (MHC) antijenlerinin endotel hiicrelerinden agiga ¢ikmasi,
bu hiicreleri duyarlhilagsmig T hiicreleri i¢in antijen sunucu veya hedef hiicre haline
getirmektedir. TNF-a’nin serum ve dokulardaki artisi, romatoid artrit, renal allogreft

rejeksiyonu ve Graft Versus hastalig1 gibi durumlarda gerceklesmektedir.

Doku yenilenmesi: TNF-o ve TNF- kikirdak ve kemik rezorpsiyonunda 6nemli rol
oynar. TNF-a proteoglikan sentezini inhibe ederek bazi eklem hastaliklarinda
kikirdak fonksiyonlarmin bozulmasina yol acar. TNF-a, fibroblast ve mezenkimal
hiicre proliferasyonunu direkt uyararak saglam ve inflamatuar dokularin yeniden
sekillenmesinde biiylime faktorii etkisi yapar. Ayrica ayni gorevi yapan sitokinlerin
de salinimin1 uyaran TNF-a, epidermal biiylime faktoriiniin mitojenik etkisini ve bu
faktore duyarl hiicre ylizey reseptorlerini arttirmaktadir. TNF-a neoanjiogenezis i¢in

promotdr gorevi yapmaktadir.

Infeksiyon ve immiinite: TNF-a fagositozu aktive ederek nétrofillerin siiperoksit
anyon Uretimini ve degraniilasyonunu dolayis1 ile mikrop 6ldiiriicii etkilerini arttirir.
In vitro olarak TNF’nin antisistozomal, antimikobakteriyel ve antiviral etkileri
vardir. T lenfositlerde hiicre aktivasyonuna yol agar ve IL-2 bagimli T hiicrelerinin

proliferasyonunu arttirr.

Sitotoksisite: TNF-a, apoptozise ve nekrotik hiicre lizisine yol agmaktadir. Bazi
kanser hiicreleri TNF-o’nin sitotoksik etkisine duyarli iken bazilar1 tamamen

duyarsizdir (89).

TNF-a pankreas adacik hiicrelerine toksik etki yaparak, monosit ve makrofajlari
olgunlastirir, yangi hiicrelerinin damar adezyonunu artirir, PMN l6kositlerin antikor

bagimli sitotoksisitesini arttirir (94).
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Sekil-10. TNF-a’nin farkli konsantrasyonlardaki etkileri (78).



26

Tablo 3. TNF- o’nim fizyolojik etkileri (6).

Vaskiiler hiicrelerde fosfolipaz A ve PAF sentezini arttirma

Notrofil lokositler, makrofajlar ve endotel hiicrelerinde a-1 antikimotripsinin

inhibisyonu

Baz1 serbest radikaller (O,* ve OH* gibi) ve non-radikaller (H,O,)

araciligiyla vaskuler permeabiliteyi arttirma

Bazi1 hiicrelerden koloni stimiile edici faktorlerin salinimini etkileme

Kan damarlarmi etkileme, 16kosit adhezyon molekiillerini indiikleme ve

TNF- o’nin Fizyolojik Etkileri

prokoagiilan maddelerin sentezini artirma.

Damar diiz kaslarini etkileme, IL-1 ve prostaglandin salinimini aktive etme

2.2.6 Klinik 6nemi

TNF-a i¢ organlardaki cerrahi veya travmatik yaralanmalar, yangi mediyatorlerin
olusumu ve akut faz proteinlerinin sentezi gibi homeostatik cevaplarin olusumunda
belirgin etkiye sahiptir. Akut travmaya karst TNF-a salinimi hizli ve kisa siirelidir.
TNF-a iiretiminin kisa siirmesi, ortamda regiile edilemeyecek kadar ¢cok TNF-a
aktivitesinin olugsmasini engelleyen efektif endojen mediyatorlerin oldugunu gosterir.
TNF-a, stres sirasindaki kas katabolizmasi ve kaseksi lizerine de 6nemli etkileri olan
bir sitokindir. Iskelet hiicresinden mobilize olan aminoasitler hepatik dolasimdaki

sikluslar aracilig1 ile enerji metabolizmasinda kullanilirlar (21).

TNF-o’nin obezite ve insiilin direnci patogenezinde, dolayisiyla da Tip 2 diyabet
gelisiminde rolii vardir. Yag dokusu kitlesi ve insiilin direnciyle pozitif korelasyon
gosterdigi ve obez bireylerde diizeyleri arttig1 (48), Obez bireyler kilo verdiklerinde
TNF-a diizeylerinde diisme oldugu kaydedilmistir. Bununla birlikte anoreksia
nervozada da hem TNF-a hem de reseptoriiniin plazma seviyelerinin arttigi

bildirilmistir. Beta adrener;jik uyarilma da TNF-a sekresyonunu arttirir (68).

Nekrotizan sitokinlerden olan TNF-o, immiinohistokimyasal yontemlerle diiz kas

hiicrelerinde, endotele, aterosklerotik koroner, femoral ve karotis arterlerinde artmis
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olarak tespit edilmis ve lezyonun siddeti ile TNF-o artis1 arasinda belirgin iliski

oldugu gosterilmistir (4).

Oliim oranlar1 ve komplikasyonlar refrakter astimli hastalarda yiiksektir ve bu
hastalar i¢in tedavi se¢enekleri sinirlidir. Astimli hastalarin hava yollarindan alinan
lavaj Orneklerinde TNF-o’nin artmis konsantrasyonlarda bulundugu ve mast

hiicreleri tarafindan fazla miktarda eksprese edildigi gosterilmistir (5).

TNF-a’nin artan viicut 1sist ve kalp hizi ile oldugu kadar dolasimdaki ACTH ve
epinefrin diizeyi ile iligkili oldugu da saptanmistir (18).

Duyarli tiimor hiicrelerinin ve viriisle enfekte hiicrelerin apoptozis yoluyla ¢liimiinii
saglar. Sistemik olarak endojen pirojen etkisi gosterir ve yiiksek atese neden olur. Bu

sitokinler tarafindan asir1 uyarim, siddetli doku tahribine, hatta soka neden olabilir
(21).
In vitro caligsmalar, diisik doz TNF-o’nin bazi malign hiicre gruplarinda

proliferasyona neden oldugunu ortaya koymaktadir (96).

RA’I1 hastalarm sinovial sivilarinda yiiksek seviyede TNF-a bulundugu bildirilmistir.
Buna ragmen TNF-a’nin eklem sivis1 veya kandaki degerleri, hastalik aktivitesi ile

korelasyon gostermemektedir (71).

2.3 Bakteriyel Kaynakh Lipopolisakkarit (LPS)

Lipopolisakkarit, gram-negatif bakterilerinin dis membranmin yapisal biitiinliigiine
katkida bulunan ve membrani ¢esitli kimyasallarin saldirisindan koruyan baslica
bilesendir. LPS, bakteri canli organizmaya girdiginde bakteriler tarafindan salinan ve
immiin sistem hiicrelerini uyaran bir endotoksindir. Bir¢cok hiicre tipinde
proinflamatuar sitokinlerin sekresyonunu destekleyen CD14 / Toll-like-reseptor-4’e
(TLR4) / MD2 reseptor komplekslerini baglandig icin prototip bir endotoksin olarak
davranir (15, 72, 81, 86, 92, 101).
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Sekil 11. Gram negatif ve pozitif bakterilerin membran yapis1 (99).

2.3.1 Tarihge

1800’lerde Richard Pfeiffer hayvanlarda toksik soka neden olan 1s1 direngli bir toksin
tanimlamis ve bu toksine endotoksin adini vermistir. Daha sonra bu toksinin gram
negatif bakterilerinin dis membraninin baslica bileseni olan lipopolisakkarit oldugu

saptanmustir.

1950’lerden bu yana LPS’y1 ekstrakte ve pilrifiye etmek icin ¢esitli teknikler
gelistirilerek temel yapisi hakkindaki ¢aligmalar, LPS molekiillerinin 2-20 kDa
araliginda kiitleye sahip oldugunu gostermistir. Giiniimiizde hem patojenik hem de
patojenik olmayan yaygin bakteri tlirlerinin LPS yapilarin1 belirlemede manyetik
rezonans ve kiitle spektrofotometresi 6nemli bir yer tutmaktadir. 1954’ten bu yana
LPS’nin lipid kismimnin aktif olan bdlge oldugu diisiiniilmektedir (34). Yapilan
calismalarda ayrica glikozidik ¢ekirdek bolgesi ile CD14 reseptorleri arasinda bir
iligki oldugu tespit edilmistir (77).

2.3.2 Molekiiler Yapilan

Lipopolisakkaritte her serotip igin farkli antijenik 6zellik tasiyan bir oligosakkarit
zinciri, benzer bakteriler arasinda ayni yapiy1 gosteren bir ¢ekirdek oligosakkaridi ve

tim serotipler i¢in ayni Ozellige sahip lipid komponenti (Lipid A) bulunur.
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Literatiirde LPS ve endotoksin ayni anlamda kullanilsa da aralarinda fark vardir. LPS
saflastirilmis glikolipid yapiya sahiptir. Endotoksin ise LPS’e ek olarak az miktarda
hiicre duvar1 proteinleri, lipidler, lipoproteinler ve polisakkarit icerir. LPS’nin

toksisitesi gogunlukla igerdigi Lipid A yapidan kaynaklanir (40).

Polisakkarit grubu farkli bakteriler arasinda biiyiik ¢esitlilik gosterir. Endotoksinlerin
molekiiler agirligr yaklagik 10 kDa olmasina ragmen, bunlar 1000 kDa'a varan

biiytikliikte 6bekler olusturabilirler (20).

Polysaccharide Glycophospholipid

- Y )

Outer core Inner core

O-specific Chain Core Lipid A

Sekil 12. Lipopolisakkaritlerin yapis1 (15).
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Lipid A yapis1 baglanan yag asiti farkliliklarindan dolay: bakteriden bakteriye gore
degisiklik gosterebilir.
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Sekil 13. Yag asiti farkliliklarina gore bazi LPS tiirleri (15).

LPS genelde liyofilize toz halinde ticari olarak temin edilir. E.coli, Salmonella
typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Pseudomanas aeruginosa gibi bir¢ok gram (-)
bakteriden elde edilmesine ragmen deneysel septik sok calismalar1 E.coli’den elde
edilen LPS’ler iizerinde yogunlasmistir. Bu grupta 026:B6, O55:B5, O111:B4 gibi
farkli serotiplere sahip farkli suslardan elde edilmis LPS tiirleri mevcuttur. Toz
halindeki LPS planlanan deneysel ¢alisma protokollerine gore suda ¢oziinerek deney
hayvanlarma periton veya damar icine tek doz veya inflizyon seklinde verilir.
Literatiir incelendiginde uygulanacak dozun 1 pg/kg ile 500ug/kg araliginda genis
bir doz araligina sahip oldugu gézlenmektedir (30, 41, 58).



31

2.3.3 Etki Mekanizmasi

Gram-negatif bakterilerdeki dis membran tabakasi bir fiziksel bariyer olarak rol
oynar ve antimikrobiyal maddelerin hiicreye girisini kisitlar. LPS molekiilleri

hidrofobik maddelerin hiicre i¢ine girisini engeller.

LPS, serumda bulunan lipid baglayic1 proteine (LBP) baglanarak, hiicre zarinda
bulunan CD14 adl1 reseptore aktarilir. CD14, LPS'yi MD2 adli proteine aktarir, MD2
ise TLR-4 ile ilisiktir.

CD14 ve TLR4, bagisiklik sisteminin ¢esitli hiicrelerinde (makrofaj ve dendritik
hiicreler dahil) bulunur. Makrofaj/endotel hiicrelerin pro-enflamatuar sitokin ve nitrik

oksit salgilamasini tetiklerler, bu da "endotoksik sok"a yol agar (75).

2.3.4 Fizyolojik Etkileri

LPS immiin sistem ve bir¢ok endojen medyatorlerin salmimini gergeklestiren
makrofajlarin birbirini etkilemesiyle hastaliktaki semptomlarin olugsmasma sebep
olmaktadir (75). Yangiy1 baslatan en gii¢lii komponentlerden biri olan LPS septik
sok patogenezinde en onemli ajandir. Hayvanlara LPS enjekte edilerek sok benzeri
bir durum gozlenebilir. LPS sitokinin aktivasyonuna neden olur ve enfeksiyon
bulgularini taklit ederek HDL kolesterol diizeyini azaltir. Bu etkiyi lesitin kolesterol
aciltransferaz enzim diizeyini azaltarak yapar. Ayrica TNF-a veya IL-1 etkisiyle

serum trigliserid ve kolesterol diizeyinin arttig1 gosterilmistir (26).

LPS, makrofajlar1 aktive ederek proinflamatuar sitokinlerin (TNF-o, IL-1, 1L-6)
iretimlerini ve fonksiyonlarini etkiler (95). Endojen ve eksojen pirojen etki yaparak
TNF-a tretimini uyarrr (16, 40). Hayvanlara enjekte edildiginde patofizyolojik
etkiler meydana getirmektedir. Ratlara ve domuzlara LPS enjeksiyonundan sonra
ACTH ve TNF-a seviyeleri pozitif korelasyon gostermekte, intravendz olarak ratlara
enjekte edildiginde ise glikaminin hizli bir sekilde artis1 gergeklesmektedir (5, 24,
85).



32

Endotel Niitrofil
= NO salinim * Oksidanlar
*1CAM-1 LPS * Kemotaksis
* E Selektin * Endotele
* Permeabilite vapisima
T~F,/ 1L
MAKROFAJ
TNF
IL-1 | TNF IL-1

KARACIGER BEYIN FIBROBLAST
* Alkut faz * Ates *[1-8

cevahi * Anoreksi * Kollojenaz
* LBP * Uvku * Prolilerasyon
*CRP * Kortizol

Sekil 14. LPS’nin biyolojik etkileri (84).

2.3.5 LPS ile TNF-a Arasindaki iliski

Makrofajlarm, in vivo iiretilen TNF-a’nin baslica kaynagi olduguna inanilir. LPS ise
TNF-a tretimi i¢in makrofajlarin en giiclii uyaricisidir. TNF-a aktivitesinin tiimor
hiicrelerini 6ldiirdiigii gosterilmis ve viicut harabiyetine veya kaseksiye sebep oldugu
bulunmustur. Farelere direkt TNF-a inflizyonunun kas erimesini hizlandirdig: tespit

edilmistir (25).

Gram-negatif bakterilerin hiicre duvar1 yapisinda bulunan ve ayni zamanda bir
endotoksin olan LPS, TNF-a iiretimini tetikler. TNF-a ise, notrofil ve monositler i¢in
kemotaktiktir ve notrofil aktivitesini arttirir. TNF'nin lokal konsantrasyonunun
artmasi, bakteriyel enfeksiyonlarda ortaya ¢ikan semptomlara (septik sok, ates, kas

agrisy, uyusukluk, bas agrisi, mide bulantis1 ve inflamasyon) neden olur (51).

LPS ve proinflamatuar sitokinler, mortaliteyi arttirmada sinerjizm gosterirler.

Bundan dolay1 sepsis siiresince proinflamatuar sitokinlerin asir1 salinimi, hastalik
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prognozunun kotiiye dogru gitmesinden sorumlu en onemli faktordiir. Yapilan bir
calismada LPS’in patolojik diizeyde sitokin salinimma yol agtigr gosterilmistir.
Erken evrede LPS uyarimu ile sepsisin “Santral” mediyatorleri olarak bilinen, TNF-a,
IL-1 ve IL-6 salinmaktadir. Bu molekiiller, diger sitokinlerin salinimini baglatarak
sepsisin ilerlemesine neden olduklar1 gibi arasidonik asit metabolizmasinin ve
kompleman sisteminin aktivasyonuna, integrin ve NO iiretiminde artisa da neden

olurlar (20).

2.4 Nitrik Oksit

Canli hiicrelerdeki oksijen metabolizmasi, ¢evre kirleticileri, radyasyon, pestisitler,
cesitli tibbi tedavi yollar1 ve kontamine sular gibi bir¢ok etmen kagmilmaz bir
sekilde oksijen tiirevi serbest radikallerin olusumuna yol ag¢maktadir. Serbest
radikaller son yoriingesinde bir veya daha fazla ortaklasmamis elektron iceren,
yiiksek reaksiyon yetene§ine sahip atom veya molekiiller olup, ortaklasmamis
elektron genel olarak iist kismma yazilan bir nokta ile gosterilmektedir.
Organizmanin oksijen ihtiyacinin artmasiyla mitokondriyal elektron transport
zincirindeki ortaklasmamis elektron ¢iftlerinin artisina bagli olarak reaktif oksijen
tiirleri meydana gelmektedir. Bunlar siiperoksit radikali, hidroksil radikali, alkoksil
radikali, alkil peroksi radikali, hidro peroksi radikalli, hidrojen peroksit radikali ve
NO radikali gibi reaktif molekiillerdir. Bu maddeler hem normal metabolizmanin yan

iirlinii olarak hem de ilaclar ve diger kimyasallarin etkisiyle olusabilmektedir (45).

NO, membrandan kolayca gegebilme 6zelligine sahip, yarilanma 6mrii ¢ok kisa olan,
soliisyonlarda hizla okside olarak nitrit ve nitrata doniisen serbest radikal bir

molekiildiir (16).
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Sekil 15. Nitrik oksitin yapis1 (56).

2.4.1 Tanim ve Tarihgesi

NO, 1980°de Robert Furchgott’un damar endotelyal muskarinik reseptorlerin
asetilkolin ile aktive edildiginde EDRF saliverdigini gostermesinin ardindan 1987
yilinda Salvador Moncada ve Louis Ignarro’'nun EDRF’nin NO olabilecegine dair
kanitlar1 ortaya koymasi, sigara dumaninda, egsoz gazlarinda bulundugu, atmosferi
kirlettigi, ozon tabakasini deldigi ve asit yagmurlarma neden oldugu bilinen ufak,
hafif ve basit bir molekiil olan NO’in kaderini bir anda degistirmistir. Giiniimiizde
ise, endotel hiicrelerinde olugan, damar diiz kaslarma etki ederek vazodilatasyona ve
besleyici kan akimina sebep olan sinyal molekiilleri olarak tanimlanmaktadir (27,

45).

Makrofajlar, notrofiller ve mast hiicreleri basta olmak iizere hepatik hiicreler, renal
mezangial hiicreler, pankreatik adacik hiicreleri, beyin astrositleri, graniilli hiicreler,

plateletler ve mikrogliyalar, NO fiiretirler (63, 93).
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2.4.2 Yapisi ve Genel Ozellikleri

NO, nitrik oksit sentetaz (NOS) tarafindan “L-arjinin-NO Metabolik Yolu” ile L-
arjinin aminoasitinden sentezlenir. NO, bir azot ve bir oksijen atomu ihtiva eden
kii¢iik bir molekiil olup, herhangi bir tasiyiciya gerek duymadan membranlardan
kolayca diffiizlenebilir. Lipofil olan NO, oksijen yoklugunda suda da ¢oziinebilir.
Bu o6zellikleri sebebiyle ideal bir mediyator olan NO, diger mediyatdrlerden farkl
olarak etkiledigi molekiile kovalent olarak baglanir ve diffiize olduktan sonra

depolanmaz .

NO, havada oksijen ile reaksiyona girerek kahve renkli bir gaz olan NO,‘i (nitrit)
olusturur. Diisiik konsantrasyonlarda, oksijen varliginda bile olduk¢a stabil olan
NO’in, hemoglobine kars1 affinitesi oksijenden 3000 kat daha fazladir. Bu nedenle
NO, Hb’e oksijenden daha once baglanabildiginden tedavi amaciyla inhalasyonla

verilmesine olanak saglar (45).

2.4.2.1 Enzimleri

Ayni1 anda farkli hiicre tiirlerinde sentezlenen otokrin veya parakrin medyator
fonksiyonu goren NO, NOS enzimi ile sentezlenmektedir. Bilinen ii¢ NOS geninde
(kromozom 7, 12, 17 tlizerinde) sekiz DNA sekans1 oldugu saptanmistir; noral NOS
(nNOS), endotelyal NOS (eNOS) ve indiiklenebilir NOS (iNOS). nNOS ve eNOS’a
birlikte konstitiitif NOS (cNOS) denirken, iNOS uyaranlarla indiiklenebilme
ozelligine sahiptir. Endotoksin ve proinflamatuar sitokinlerin (bazi interlokinler,
TNF ve interferon) iNOS’u indiikleyerek NO’i arttirdigi gosterilmistir. iNOS
vaskiiler endotelyal hiicreler, diiz kas hiicreleri ve makrofaj hiicrelerini igeren ¢esitli

hiicrelerce eksprese ve aktive edilmektedir.

NOS stereospesifik olarak yar1 esansiyel aminoasit olan L-arjinini substrat olarak
kullanmakta ve sonucta NO ve L-sitriilin olugsmaktadir. cNOS ve iNOS arasinda bazi
onemli farkhiliklar vardir. Ik olarak ¢cNOS aktivitesi hiicre icinde kalsiyum akismna
bagliyken iNOS aktivitesi i¢in istirahat halinde hiicre icindeki kalsiyum miktar1
yeterlidir. cNOS aktivitesi kalsiyum akisi ile tetiklendigi i¢in aktivitesi gegicidir ve
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az miktarda NO dretilir. Zit olarak iINOS aktivitesi uzun siirer ve nanomolar

diizeyinde NO olusur.
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Sekil 16. Nitrik oksit sentezi (98).

NO olustuktan sonra: 1) Methemoglobin, nitrite (NO;") ve nitrata (NOj3") doniiserek
inaktive olur; 2) siiperoksit anyonlar1 (O;) ile birleserek peroksinitrite (ONOOQO")
doniigiir. Peroksinitrit, hidroksil radikalleri (OH’) ve tirozinle (Tyr) birleserek
nitrotirozini olustururlar. OH™ ve ONOO" astim patogenezinde rol alan molekiillerdir;
3) guanil siklaz aktivasyonu ile ¢cGMP’yi artrrarak diiz kas gevsemesine neden
olmaktadir. Nitrik oksit olduk¢a gii¢lii bir vazodilatordiir. Sepsiste oldugu gibi, asir1
NO varligi sistemik hipotansiyona neden olabilirken, tersi durumda NO sentezi
azaldiginda pulmoner hipertansiyon saptanmaktadir. Pulmoner hipertansiyonlu
hastalarda solunumla atilan NO (eNO) oranlar1 anlamli derecede diisiiktiir. Nitrik
oksit ayrica antitrombotik etkiye de sahiptir. Nitrik oksit inhalasyonunun,

dolasimdaki trombositlerin in vivo aktivasyonlarini azalttig1 gosterilmistir (9).
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2.4.2.2 Konstitutif nitrik oksit sentetaz (cNOS):

Ozellikle damar endoteli, idrar yolu dokulari, periferik ve santral sinir sistemi gibi
dokularda lokalize olan NOS, bu dokularda her zaman mevcuttur, ancak aktif
degildir. Hiicre i¢i iyonize Ca™ konsantrasyonunun arttigi durumlarda Ca™
kalmodulinle birleserek NOS enzimini aktive eder ve L-arjininden NO sentezi
gerceklesir. Ancak sentez siiresinin ¢ok kisa olmasi, sentezlenen NO miktarmin ¢ok
diisiik olmasima neden olmaktadir. Ciinkii hiicre i¢i 1iyonize kalsiyum konsantrasyonu
azalmaya basladig1 an enzim inaktif forma gecerek NO sentezi durmaktadir. Enzim,
kalsiyum kalmodulinle aktive olmasi nedeni ile kalsiyuma bagimli-NOS veya

konstitutif-NOS olarak adlandirilmistir (56).
2.4.2.3 indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz (iNOS):

Bu tip NOS, konstitutif tipin aksine hiicre iginde bulunmaz. Ozellikle makrofaj ve
damar endotel hiicrelerinde sentez edilmektedir. Bu hiicrelerin spesifik sitokinlerle
aktivasyonu, NOS’m indiiksiyonu ve NO’in sentezine yol a¢maktadir. Ozellikle
bakteri lipopolisakkaritleri ve interferon-y veya yiiksek konsantrasyonlarda
lipopolisakkaritle uyarilan makrofajlar ¢cok miktarda NO tireterek yabanci hiicrelerde

sitotoksik etki meydana getirirler.

Indiiksiyon sonras1 NO sentezi saatlerce hatta giinlerce devam edebilir. Ancak uzun
siireli asir1 miktarda NO sentezi makrofaj ve diger dokularda da harabiyete yol acar.
Enzim indiikksiyonu L-arjinin analoglar1 ve glukokortikoidlerce inhibe
edilebilmektedir. Bu indiiksiyon, nonspesifik hiicre immunitesi ile iligkili bir
mekanizmayla meydana gelmektedir. Enzim, bilinen bu 0&zelliklerinden dolay1

indiiklenebilir veya kalsiyumdan bagimsiz NOS olarak isimlendirilmistir (87).
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2.4.3 NO’in Patolojik Etkileri

Proinflamatuar veya antiinflamatuar etkileriyle akut ve kronik inflamasyonda 6nemli
bir role sahip olan nitrik oksit oldukca reaktif bir molekiildiir ve peroksinitrit
olusumu yoluyla oksidan etki gosterir. Bu oksidan 6zelligi nedeniyle bakterisit ve
timor hiicrelerine karsi sitotoksik etki gdsterir ve savunma sisteminin bir pargasi
olarak gorev yapar. NO’in bircok zararl etkisi siiperoksit anyonu ile reaksiyonu
sonucu olusan peroksinitrite bagl olarak ortaya ¢ikar. inflamatuar siirecte NO ve
stiperoksit radikallerinin olusumu epitel hasaria, mediyator salinimina ve hava yolu
duyarhiliginin artmasma neden olmaktadir. Inflamatuar sitokinler, 6zellikle IFN-y,
hava yolu epitelinde NOS-II sentezini indiiklemektedir. Kortikosteroid ve lokotrien
antagonistleri gibi antiinflamatuar ilaglarin uygulanmasi eNOS seviyelerini ve NOS-
II sentezini azaltmakta, buna karsin viral iist solunum yolu enfeksiyonu artmaktadir

(66).

Inhale edilen NO’in 6zellikle akciger alveollerinde kapillar damarlar1 genislettigi ve
ventilasyon/perfiizyon oranini diizelttigi tespit edilmistir. Solunumla alinan NO,
sadece akcigerlerde lokal etki gdstermekte, sistemik dolasimda herhangi bir etki
meydana getirmemektedir. Normal sartlarda insanlarin solunum havasi ile 5-20 ppb

diizeyinde NO’1 viicut digina attig1 tespit edilmistir (87).
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Sekil 17. Nitrik oksitin etkileri (21).

NO molekiilii pikomolar diizeylerde cNOS ile fizyolojik ve koruyucu etki gosterir.
NO, fizyolojik sartlarda mukus salgisini1 ve epitelial hiicrelerde sivi sekresyonunu
arttirarak mikroplara, toksinlere ve safra tuzlar1 gibi irritan maddelere kars1 koruyucu
etki gosterir. Endotel kaynakli NO farkli organlarda kan basinci, kan akimi ve
vaskiiler tonusun fizyolojik olarak diizenlenmesinde rol oynar. NO salmimi reseptor
bagimli (asetilkolin, bradikinin, histamin, adenin niikleotidler ve serotonin) ve
bagimsiz (serbest yag asitleri) olmak tiizere farkli agonistler tarafindan uyarilabilir.
Endotel hiicreleri mekanoreseptorler gibi davranir ve kan dolasimindaki endotele

yapilan fiziksel baski kuvvetini biyokimyasal sinyallere doniistiirtir (21).

NO nanomolar diizeylerde iNOS iizerinden proinflamatuar ve hasar olusturucu
etkiler gosterir. Oksidatif stres altinda NO’in apoptozisi, sitotoksisiteyi, mutagenezisi
ve DNA hasarmi arttirict etkisi vardir. Ayrica demir siilfiir igeren enzimlerin
fonksiyonunu degistirir, mitokondrial solunumu bozucu zararl etkiler gosterir (54).

NO’in stiperoksitle reaksiyonu peroksinitrit {izerinden hidroksil ve nitrojen dioksit
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radikallerini olusturur. Olusan peroksinitrit hiicrede niiklear bir enzim olan
poli(ADP-riboz) sentazi (PARS) aktive eder. PARS enzimi nikotinamid adenin
diniikleotidi substrat olarak kullanir. Sonugta bu olay ATP tiiketimine ve hiicrenin

Olimiine yol acabilir (83).

NOS, insan ve hayvanlarin beyin dokusunun her tarafinda deg§isen oranlarda
bulunmaktadir. NO’in hafiza olusumunda kismen de olsa rol aldigin1 ortaya
koyulmustur. Hafiza olusumu ile ilgili ¢alismalar, 6grenme fonksiyonunun
bozuldugu durumlarda NOS’1n inhibe oldugunu ve NO diizeyinin azaldigini ortaya
koymustur. Ayrica NO, koku alma, agr1 duyusu ve gorme islevinde de fizyolojik
olarak rol almaktadir (87).

Tablo 4. Nitrik oksit biyolojisindeki degisikliklerin rol aldigi kardiyovaskiiler
bozukluklar (87).

Septik sok

Miyokard kontraktilitesinde bozukluk durumlari

Iskemi ve reperfiizyon hasari

Ateroskleroz

Diabetik anjiopati

Esansiyel hipertansiyon

Pulmoner hipertansiyon

Konjesif kalp yetmezligi

Nitrik oksit biyolojisindeki degisikliklerin rol aldig1
kardiyovaskiiler bozukluklar

Gebelikte preeklampsi
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2.4.4 LPS NO Iliskisi

Yangisal reaksiyonlarin uyarilmasina neden olan maddelerin basinda gelen hiicre
membraninda kaldig: stirece biyolojik olarak inaktiftir. Ancak hizli hiicre boliinmesi
ve hiicre yikimi sirasinda saliverilir. LPS, lipopolisakkarit baglayan protein (LBP) ile
birlestikten sonra monosit ve makrofajlara CD-4 reseptorii araciligi ile baglanir. Bu
baglanma sonucunda sitoplazmik sinyal sistemi islemeye baglar ve dakikalar i¢inde

NO’in transkripsiyonu gerceklesir.

Makrofajlar, notrofiller ve mast hiicreler1 en fazla oranda NO {reticileridir.
Indiiklenebilir NOS tarafindan iiretilen NO, konagin spesifik olmayan savunma
mekanizmasi olup, antimikrobiyal etkiye sahiptir. Aktivitesinin sepsis, astim,
romatoid artrit, tiiberkiiloz, doku reddi, multiple skleroz gibi pek ¢ok hastalikta
arttig1 gosterilmistir. Yapilan deneysel ¢alismalarda LPS’nin iNOS enzimini stimiile

ederek NO sentezini arttirdiklar1 gosterilmistir (39, 70).

NO radikalinin proinflamatuar sitokin (TNF-o, IFN-y, endotoksin/LPS) uyarisi
sonras1 notrofillerden salinarak sitotoksik, tiimorisidal ve bakterisidal etki gosterdigi
bilinmektedir. NO, hem vazodilatasyon yaparak, hem de wvaskiiler gecirgenligi
arttirarak inflamasyona katkida bulunmaktadir. Yapilan bir ¢alismada fazla miktarda
iiretilen NO’in, TNFa ve endotoksine bagli hipotansiyondan ve vazokonstriktorlere

kars1 gelisen direngten sorumlu oldugu goriilmiistiir.

Kanda yiiksek konsantrasyonlarda bulunan LPS, asir1 vazodilatasyona neden
olmaktadir. Ciinkii mevcut LPS, NOS’1 indiikleyerek fazla NO sentezine yol acar.
NO’in oksidasyon iiriinleri olan nitrat ve nitritin serum diizeylerindeki artisin, direkt

LPS konsantrasyonuna bagli olarak degistigi gosterilmistir (87).
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3 MATERYAL ve METOT

3.1 Materyal

Bu calisma Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali ve
Merkez laboratuvarinda, Kafkas Universitesi deney hayvanlar1 kullanma ve etik
kurulundan bilimsel ve ahlaki konulara uygunluguna dair izin alindiktan sonra

gerceklestirildi.

Calismada, Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Egitim Uygulama ve
Arastirma Ciftliginde yetistirilen ortalama 3 - 3,5 kg agirliginda ve 20 - 24 ayhik
15 adet Yeni Zelanda 1rki tavsan kullanildi. Arastirma sonuglarmin giivenilir ve
sagliklt olmasi1 icin deneklerin herhangi bir ¢alismada kullanilmamis, herhangi
bir ilaca maruz kalmamis ve herhangi bir hastaliklarinin bulunmamis olmasina

ozellikle dikkat edildi.

Deney hayvanlari, 12 saat gece — 12 saat giindiiz dongiisii saglanarak 22-25
°C’de barindirilirken, yem ve icme suyu ad libitum olarak verildi. Hayvanlar

tartilarak agirliklar1 homojen olmak tizere 2 gruba ayrildi.

Tavsanlara uygulanan Lipopolisakkarit kaynagi olarak E.Coli Type 0111:B4
kullanilda.

3.2 Metot
3.2.1 Kan Orneklerinin Ahinmasi

Kontrol Grubu: Denemeye baslamadan once rastgele secilen 8 hayvandan
antikoagulantsiz godelere kan Ornekleri alinarak plazmalari elde edildi. Elde
edilen bu plazmalar 0.dakika (kontrol grubu) olarak degerlendirildi. ilk kan

ornegi alindiktan sonra 15 tavsan 8 ve 7 hayvan igermek iizere iki gruba ayrildi.
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Grup I (n=7): 150 pg /kg LPS 0,5ml serum fizyolojikte ¢oziinmiis halde damar

ici yolla verildi.

Grup II (n=8): 300 pg /kg LPS 0,5ml serum fizyolojikte ¢oziinmiis halde damar

ici yolla verildi.

LPS verildikten sonra hayvanlarin kulak venalarindan 1., 2. ve 3. saatlerde olmak
iizere 3 defa kan 6rnekleri antikoagulantsiz tiiplere toplandi ve bu 6rnekler 3000
rpm de 15 dk. santrifiij edilerek plazmalar1 elde edildi. Bu plazmalar analizler
yapilincaya kadar derin dondurucuda saklandi. TNF-a diizeyi, ELISA (rabbit-
TNF-a, R&D System) yontemi ile NO diizeyi ise Miranda ve ark.(65)’nin
bildirdikleri yontemle tayin edildi.

3.2.2 Analizler i¢in kullanilan cihazlar

Mikroplak okuyucu (Molecular Devices)
Spektrofotometre (UV-1201, Shimadzu)

Santrifiij (Heraeus christ)

Etiiv (Niive)

Su banyosu (SB100, Niive)

Otomatik pipet (Eppendorf)

Hassas terazi (Scaltec)

Vorteks (Labinco)

Derin dondurucu (So-low Environmental Equip.Co.)
Distile su cihazi1 (Heidolpph, type-mono, Dest -3000)
Manyetik karistirici (Labinco-532)

pH metre (Consort C 732)
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3.2.3 Analizler icin Kullamlan Kimyasallar
Capture Antibody: 360 pg/ml anti-rabbit TNF-a 1ml PBS igerisinde ¢oziildii.

Detection Antibody: 18 pg/ml biyotinlenmis anti-rabbit TNF-a 1 ml reagent

diluent igerisinde ¢ozildu.

Standart: 100 ng/ml rekombinant rabbit TNF-a 0.5 ml reagent diluent igerisinde

¢ozildi.
Streptavidin-HRP: 1ml streptavidin baglanmis horseradish-peroxidaz kullanildi.

PBS: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 8.1 mM Na,HPOy, 1.5 mM KH,PO,, pH 7,2-
7,4 olarak ayarlanarak filtre edildi.

Wash Buffer: 0.05% Tween*20 PBS’de ¢oziildii, pH 7,2 — 7,4 olarak ayarlanda.

Reagent Diluent: 1% BSA PBS’de coziilerek, pH 7,2 — 7,4 olarak ayarlanarak
filtre edildi.

Substrate Solution: Color Reagent A (H;0;) ile Color Reagent B

(Tetramethylbenzidine) 1:1 oraninda karistirildi.
Stop Solution: 2N H,SO, ¢6zeltisi hazirlandi.

Cinko Siilfat (% 10): 10 g cinko siilfat distile suda ¢6ziilerek hacim 100 ml’ye

tamamlandi.

Sodyum Hidroksit (0,3 M): 1,2 g sodyum hidroksit distile suda ¢oziilerek hacim

100 ml’ye tamamlanda.

Vanadyum (IIT) Kloriir (% 0,8): 800 mg vanadyum (III) kloriir 1 M HCI’de

coziilerek hacim 100 ml’ye tamamland:.

1 M HCI: 8,29 ml HCI (d: 1,19; %37; MA: 36,46) icinde bir miktar distile su

bulunan balon jojede ¢oziilerek hacim 100 ml’ye tamamlandi.
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Siilfanilamid (% 2): 2 g stilfanilamid % 5’lik HCI’de ¢oziilerek hacim 100

ml’ye tamamland1.

NEDD (% 0,1): 100 mg N-(1-Naftil)etilendiamine dihidrokloriir distile suda

coziilerek hacim 100 ml’ye tamamland:.

Griess Ayiraci: 50 ml % 0,1 NEDD ve 50 ml % 2 siilfanilamid esit miktarda
karistirildi.

Stok Nitrit Cozeltisi (1 mM): 6,9 mg NaNO, distile suda ¢6ziilerek hacim 100

ml’ye tamamland1.

Stok Nitrat Cozeltisi (1 mM): 8,5 mg NaNO; distile suda ¢oziilerek hacim

100ml’ye tamamlandi.
3.2.4 Plazma TNF-a Diizeyi Tayini

TNF-a diizeyi, ELISA yontemi ile ticari kit (R&D Systems) kullanilarak

saptandi.
3.2.4.1 Mikroplaklarin kaplanmasi

360 pg/ml anti-rabbit TNF-o 1 ml PBS’de ¢oziildiikten sonra 2 pg/ml olacak
sekilde kuyucuklara pipetlendi. Ustleri kapatilarak oda sicakliginda bir gece
karanlikta inkiibe edildi. Ardindan plaklar Wash Buffer ile 2 kez yikandi.
Reagent Diluent’ten 300ul tiim kuyucuklara koyularak plaklar blokland1 ve oda
sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Son olarak yikama islemi tekrar yapildi ve

plaklar hazir hale getirildi.
3.2.4.2 Standartlarin hazirlanmasi

100 ng/ml tavsan TNF-a, tamponda ¢oziilerek bu ¢ozeltiden 8000 — 4000 — 2000
— 500 — 125 - 62,5 - 31,25 - 15,625 pg/ml’lik calisma standartlar1 hazirland:.
Analiz islemleri gerceklestirildikten sonra 540 nm’de kore karsi optik dansiteleri

okundu ve kalibrasyon egrisi ¢izildi.
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Tavsan TNF-Alfa Standart Grafig:
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Grafik 1. TNF-a Diizeyinin Saptanmasinda Kullanilan Kalibrasyon Egrisi
3.2.4.3 Deneyin yapilisi

Her kuyucuga 100 pl numune ve standartlar eklendi ve 2 saat inkiibe edildi.
Yikama islemi plaklarm hazirlanmasi sirasinda yapildig: sekilde tekrarlandi ve 2
saat inkiibe edildi. Daha sonra 100 pl Detection Antibody ve Reagent Diluent
eklendi. Ardindan 2 saat daha inkiibe edildi. Yikama islemi tekrar yapildi ve 100
pl Streptavidin-HRP tiim kuyucuklara eklendi. 20 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildikten sonra yikama islemi bir kez daha tekrarlandi. Her kuyucuga 100 pl
substrat soliisyonu eklendi ve 20 dakika inkiibe edildi. Tiim kuyucuklara 50 pl
stop soliisyonu eklenerek nazikce karistirdiktan sonra TNF-a miktarina gore

siddeti degisen renkli bir {iriin sekillendi.

Mikroplak okuyucuda 450 nm dalga boyunda her bir kuyucugun absorbans
degeri okundu. Hem Orneklerin hem de TNF-o standartlarinin absorbans
degerleri saptandi. Ordinat ekseninde her bir standart konsantrasyonu i¢in
ortalama absorbans degeri, apsis ekseninde ise bu absorbansa karsilik gelen TNF-

a konsantrasyonunu gdsteren bir konsantrasyon egrisi hazirladi.
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3.2.5 Plazma NO Diizeyi Tayini

Nitrik oksit diizeyleri, Miranda ve ark.’nin (65) bildirdikleri yontemle tayin
edildi.

3.2.5.1 Deneyin Prensibi

Bu yontemde nitrat, Vanadyum (III) kloriir ile nitrite doniistiiriildii. Nitritle
siilfanilamidin asidik ortamda N-(1-Naftil) etilendiamine dihidrokloriir ile
reaksiyonu sonucu kompleks diazonyum bilesigi olustu. Olusan bu renkli
kompleks 540 nm’ de Olciildii. Nitrat ve nitrit diizeyleri ayr1 ayr1 belirlendikten

sonra ikisinin toplam1 NO miktarmni gosterir.
3.2.5.1.1 Nitrat Analizinin Yapihs1

Mikroplak kuyucuklarina 100 pl numune pipetlendi. Tiim kuyucuklara 100 pl
VaCl; konuldu. Hemen arkasindan da 100 pl griess ayiract pipetlendi. 30 dakika
37°C’ de etiivde inkiibe edildikten sonra absorbanslar 540 nm dalga boyunda

okundu.Nitrat standart grafiginden yararlanarak sonuglar hesaplandi.

Nitrat Standart Grafigi
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Grafik 2. Nitrat Diizeyinin Saptanmasinda Kullanilan Standart Grafigi
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3.2.5.1.2 Nitrit Analizinin Yapihs1

Mikroplak kuyucuklarma 100 pl numune pipetlendi. Hemen arkasindan da 100
pl griess ayiraci pipetlendi. 30 dakika 37 °C‘de etiivde inkiibe edildikten sonra
absorbanslar 540 nm dalga boyunda okundu. Nitrit standart grafiginden

yararlanarak sonuglar hesaplandi.

Nitrit Standart Grafigi
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Grafik 3. Nitrit Diizeyinin Saptanmasinda Kullanilan Standart Grafigi

3.2.6 istatistiksel analizler

Istatistiksel analizler SPSS Windows 10.0 paket programu ile yapildi. Gruplar
aras1 (150pg/kg uygulanan Grup I ile 300pg/kg uygulanan Grup II) 6nemliligin
belirlenmesinde tek yonlii varyans analizi (ANOVA), alt gruplarin (0.,1.,2. ve 3.
saatler) karsilastirilmasinda ise Duncan testi uygulandi. Tiim veriler ortalama+
standart hata (x+Sx) olarak gosterildi. p<0.05 olasilik degeri istatistik olarak
anlamli kabul edildi.
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4 BULGULAR

4.1 Plazma TNF-a Diizeyleri

Grup I’deki tavsanlara damar i¢i yolla 150pg/kg LPS kaynagi verildikten 1 saat
sonra plazma TNF-a degerleri 6nemli derecede artis (p<0.001) gosterdi. 2.saatte
de yine yiiksek diizeyde seyrettikten sonra 3.saatte tekrar kontrol grubunun

diizeyine indi.

Grup II’deki tavsanlara damar i¢i yolla 300pg/kg LPS kaynagi verildikten 1 saat
sonra plazma TNF-a degerleri anlamli derecede yiiksek (p<0.001) bulundu.
2.saatte de yine yiiksek diizeyde seyretti. 3.saatte ise Grup I’deki kadar bir
azalma goriilmedi. 1.,2.,3. saatlerde kontrol grubuna gore artis (p<0.001) tespit

edildi.

0,1,2,3. saatlerin gruplar arasi karsilastirmalar1 (Grup I ve Grup II) yapildiginda

ise istatistiksel olarak herhangi bir fark tespit edilemedi.

Tablo 5. LPS kaynagi verilen tavsanlarda plazma TNF-a degerleri

Gruplar Kontrol 1.saat 2.saat 3.saat P degerleri
Grup I (n=7) |5.4£0.9° | 24919+4939" | 22525+4437* | 4898+1307° <0.001
Grup I (n=8) | 5.4+0.9" | 22275+4276" | 22734+7228" | 107414859 <0.001

(a,b: p<0.001 degeri olup, gruplar arasindaki farklilig: gosterir.)
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Grafik 4. Damar i¢i yolla LPS kaynagi verilen tavsanlarda plazma TNF-a

degerleri

4.2 Plazma NO Diizeyleri

Grup I’deki tavsanlara damar i¢i yolla 150ug/kg LPS kaynagi verildikten 1 saat
sonra plazma NO degerlerinde 6nemli derecede artis (p<0.05) gosterdi. 2. ve 3.

saatlerde de yine yiiksek diizeylerde seyretti.

Grup II’deki tavsanlara damar ici yolla 300ug/kg LPS kaynagi verildikten 1 saat
sonra plazma NO degerleri dnemli derecede artis (p<0.01) gosterdi. 2. ve 3.

saatlerde de bu artis devam etti.

Gruplar aras1 karsilastirmalar (Grup I ve Grup II) yapildiginda 0.,1. ve 2.
saatlerde gruplar arasinda istatistiksel olarak fark goriilmezken, 3.saatte gruplar

arasinda p< 0.05 diizeyinde fark tespit edildi.
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Tablo 6. LPS kaynagi verilen tavsanlarda plazma NO degerleri

Gruplar Kontrol 1.saat 2.saat 3.saat P degerleri
Grup I n=7) | 7.01+0.07"° | 20.96+3.25" 19.96+4.63" | 22.61+4.23" <0.05
Grup I (n=8) | 7.01+0.07° | 20.37+4.01" 30.39+8.97" | 42.48+8.97° <0.01

(Grup I igin a,b: p<0.05 degeri, Grup II i¢in p<0.01 degeri olup ayn1 satirda yer alan degerler

arasindaki farklilig1 gosterir. * : p<0.05 olup, ayn1 siitundaki farlilig1 gosterir.)
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Grafik 5. Damar i¢i yolla LPS kaynagi verilen tavsanlarda plazma NO degerleri
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5 TARTISMA ve SONUC

Lipopolisakkarit, gram negatif sepsis swrasinda immun sistemde meydana gelen
cevapla ilgili olarak TNF-a gibi bircok molekiiliin salinimina sebep olur. TNF-a,
endotoksik sok, kaseksi gibi gram negatif bakteriyel enfeksiyonlardaki
endotoksinin sebep oldugu biyolojik aktivitelerin en 6nemli mediyatoriidiir. Hem
hiicre ylizeyi reseptorlerine baglanarak direkt, hem de IL-1, IL-6 gibi diger
sitokinlerin uyarilmasiyla dolayli yoldan etkilerini gosterirler. LPS ile endotoksik
sok olusturulan tavsanlarda bir mediyator olarak TNF-o’nin rolii incelenmistir
(61). Diger deney hayvanlarinda (10, 13, 43, 53, 55, 61, 64, 105) TNF-o’nin rolii
incelenmis ve LPS’nin TNF-a ile diger sitokinler {lizerine etkileri farkli doz ve

zamana bagli olarak arastirilmistir.

Gupta ve ark. (31, 32) yaptiklar1 ¢alismalarda intravitreal yolla LPS verilmek
suretiyle uveitis olusturulan tavsanlarin gz sivis1 numunesinde 6lgiilen TNF-a
diizeylerinin artis gosterdigi bildirilmistir. Her iki calismada da bir ¢ok bitki
ekstrakt1 ile yapilan tedavilerde LPS ile arttirilan TNF-o diizeylerinin
disiirildiigi ileri stirtilmiistiir.

Yapilan bir ¢alismada farelere LPS enjeksiyonu ile birlikte Genotropin (insan
biliylime hormonu) verilerek TNF-a diizeylerinin nasil etkilendigi arastirilmistir.
Baslangicta belirlenemeyecek kadar diisiik olan TNF-a diizeyi, LPS
enjeksiyonundan sonra belirgin sekilde artis gostermistir. LPS ve Genotropin
birlikte verildiginde ise artisin, sadece LPS enjekte edilen farelerdeki TNF-a
diizeyindeki artisa gore daha diisiik oldugu tespit edilmistir (53).

Baska bir caligmada ise farelere periton i¢i LPS verilerek olusturulan endotoksik
sok swrasmmda TNF-o diizeyindeki artig gosterilirken, LPS ile birlikte
flavonoidlerden biri olan naringinin farkli dozlarda verilmesiyle TNF-a
iretiminin baskilandigi ve buna bagli olarak TNF-a  diizeyinin diistiigi

gosterilmistir (43).
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Tavsanlara damar i¢i LPS verilmesi, doza bagl olarak (0.5-10 pg/kg) hem viicut
1s1s1 artist hem de plazma TNF-a seviyelerindeki artigla birlikte seyreden
glutamat ve hidroksil radikallerinin hipotalamik seviyelerindeki artislara sebep

olur (88).

Susam yag1 veya normal ticari tavsan yemi ile beslenen tavsanlara gore,
kolesterolden zengin diyet ile beslenen tavsanlara ayni zamanda LPS’nin damar
ici verilmesinin TNF-a seviyelerini daha fazla ve daha hizli sekilde arttirdigi
tespit edilmis, deneysel olarak hiperkolesterolemi olusturulan tavsanlarda TNF-a
diizeyleriyle gram negatif sok ve Oliim arasinda direk bir iliski oldugu ileri
siriilmiistiir. Bu bulgulardan yola c¢ikarak beslenme tarzmin immun sistemi
etkiledigini ileri siirmiiglerdir. 3-20 mikrogram damar i¢i LPS verilmesi TNF-a
seviyesinde herhangi bir degisiklige sebep olmamistir. Ayn1 calismada 50ug ve
100pg LPS verildiginde TNF seviyelerinde herhangi bir fark tespit edilememis
ve bu bulgunun sebebi agiklanamamaistir (10). Yapilan bu ¢alismada da tavsanlara
damar i¢i yolla 150pg/ kg ve 300 ng/ kg dozunda LPS verilmesinin TNF salinimi

yoniinden bir farka sebep olmadigi bulundu.

Fare makrofaj hiicre kiiltiiriinde yapilan bir ¢calismada LPS verildikten 4 saat

sonra TNF seviyelerinin belirlenebilir diizeye ¢iktigi, 6 saat sonra ise pik yaptigi

bildirilmistir (55).

Farelerle yapilan bir calismada periton i¢i LPS enjeksiyonundan sonra 0,5., 1., 2.
ve 4. saatlerde alinan plazma 6rneklerinde TNF-a seviyesinde artis oldugu ve bu

artisin 1. saatte pik yaptigi gosterilmistir (13).

Giivercin ve farelerle yapilan bir calismada 20mg/kg LPS enjeksiyonundan sonra
hem giivercin hem de fare serumlarinda TNF-a seviyelerinde hizli bir artis
oldugu, 1.saatte pik yaptigi, 6.saatte ise tekrar bazal seviyeye indigi gosterilmistir

(105).

Wista albino tiirii erkek siganlarda yapilan bir ¢alismada, intraperitonal olarak tek
doz (500 pg/kg ) LPS verilerek sepsis olusturulan sicanlarda TNF-a diizeyinde
anlaml bir artis oldugu belirtilmistir (102).
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Yapilan baska bir ¢alismada damar i¢i yolla tavsanlara 10pg/kg Salmonella
Minnesota Re595 kaynakli LPS verilmesinin ardindan 45-100. dakikalarda TNF-

a diizeyinin maksimum degere ulastig1 bildirilmistir (61).

Farelerle yapilan bir g¢alismada damar i¢i olarak verilen 100pg LPS ile
olusturulan endotoksik sok ve gram negatif enfeksiyonda TNF-a’nin 2 saat i¢cinde
Olciilebilir diizeye geldigi ve IFN-y ile sinerjik bir etki gosterdigi belirtilmistir
(36). Benzer bir calismada da tavsanlara LPS enjeksiyonundan 2 saat sonra
Olgiilen TNF-a ve IL-1 diizeylerinde de sinerjik bir etki oldugu gosterilmistir
(64). Brito ve ark. (10) ise damar i¢i yolla tavsanlara 100 pg LPS verdikten sonra
serum TNF diizeyinin 1 ve 2. saatlerde pik yaptigini belirtmislerdir. Yapilan bu
calismada da damar ici yolla tavsanlara 150 pg/kg LPS verdikten sonra plazma
TNF diizeyinin 1. ve 2. saatlerde pik yaptigi, 3. saatte ise tekrar diisiise gectigi
tespit edildi. 300 pg/kg LPS verilen grupta ise 3.saatte belirgin bir diisiis goriildii.

Bir ¢ok calismada hastaligin patofizyolojisinde rol oynayan NO, iNOS, eNOS ve
nNOS olmak tizere li¢ izoformu bulunan NOS tarafindan iiretilen énemli bir
sinyal molekiiliidiir. Bir¢cok ¢alismada LPS ile olusturulan septik sok gelisiminde
NO’nun agir1 tiretiminin énemli bir rol oynadig: ileri siiriilmektedir (11, 39, 67,

70, 80, 82, 90).

Deney hayvanlar1 (11, 39, 46, 52, 67, 70, 80, 82, 90) ve hiicre kiiltiirii (1, 35, 57,
37, 69) kullanilarak yapilan bircok ¢aligmalarda LPS’nin NO iiretimi ile ilgisi

arastirilmstir.

Normal sartlarda NO nétrofil gogiinii ve sitokin {iretimini inhibe ederek faydali
bir rol oynamasina ragmen, akut ciger hasar1 gibi hastaliklarda asir1 {iretilmesi
direkt peroksinitrit olusumu ve doku hasarmma sebep olarak zararli etkiler
gostermektedir. LPS’nin iNOS sentezine sebep oldugu ve bodylece asir1 NO
iretimini sagladig: bildirilmistir (67).

Yapilan bir ¢alismada Rhododendron cinnabarium bitkisinin baslica aktif bileseni
olan quarcetinin hiicre kiiltiirii izerindeki LPS uyarimli NO ve TNF-a iiretimi
iizerindeki baskilayici etkisi arastirilmistir. Calismada hiicre kiiltiiriinde LPS ile
birlikte NO ve TNF-a’nim asir1 tiretimi gosterilmis ve NO ile TNF-a iiretiminin

quercetine bagli olarak azaltildig: belirtilmistir (57).
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Ratlar ile yapilan bir ¢alismada 5 haftalik, 9 haftalik ve yash ratlarda olmak iizere
3 grupta kemik 1ligi iizerinde yasa bagl olarak LPS (10pg ve 20ug) uyarimyla,
INOS ekspresyonu ve devaminda NO iiretimindeki degisim arastirilmistir. NO
diizeyi tiim gruplarla birlikte artmasinin yaninda yash olan ratlardaki artisin 5 ve

9 haftalik ratlara gore daha fazla oldugu gdosterilmistir (70).

Yapilan bir calismada yasa bagl olarak hiicre kiiltiiriinde LPS uyarimli NO
seviyelerindeki degisim arastirilmistir. 1 aylik, 3 aylik, 1 yasinda ve 3 yasindaki
tavsan hiicre kiiltiirlerinin tamaminda NO diizeyleri artmistir. 1 ve 3 aylik
tavsanlarda NO diizeyindeki artisin 1 ve 3 yasindaki tavsanlara gore daha ¢ok

oldugu gosterilmistir (39).

LPS verilmesini takiben deneysel kolitis olusturulan hayvanlarda iNOS aktivitesi
ve lipid peroksidasyonu yiikselmektedir. LPS verildikten sonra meydana gelen
mukozal hasarda NO ile beraber siiperoksit anyonu gibi diger sitotoksik reaktif
oksijen metabolitleride meydana gelmektedir. NO ve siiperoksit anyonlarinin
fazla miktarda artmast durumunda peroksinitrit anyonu olusur. Lipid
peroksidasyonunu baslattig1 bilinen peroksinitrit ise membran hasarina sebep olur

(37).

Mikroglia kiiltiirtinde yapilan bir ¢alismada 1mg/ml LPS ile uyarilan iNOS ile
birlikte artan NO seviyesinin zamanla lineer olarak artarken 12. ve 24.saatlerde
pik yaptigi, beyinde sentezlenen agmatin metabolitinin ise bu seviyeyi

diisiiremedigi gosterilmistir (1).

Ratlar iizerinde yapilan baska bir ¢aligmada periton i¢i 3mg/kg LPS verilmesiyle
zamana bagh olarak (0,5., 1., 2., 4. ve 6.saat) NO seviyesinde ve lipid
peroksidasyonunda anlamli bir artig tespit edilmistir. Tedavi amacgl verilen

aminoguanidinin ise bu etkiyi azalttig1 gosterilmistir (11).

Insan aort diiz kas hiicrelerinde yapilan bir ¢calismada doza bagl olarak (1ng/ml,
10ng/ml, 100ng/ml) verilen LPS uyarimli NO seviyelerinde meydana gelen
degisim incelenmistir. Calismada doz artisi ile birlikte NO diizeylerinde de artis

oldugu gosterilmistir (35).
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Ratlarm beyin dokusu iizerinde yapilan bir calismada 100 pg/kg LPS damar i¢i
yolla LPS verilmesinden hemen sonra NO seviyesinde anlamli bir artis ve bu
artis1 takiben ACTH salmmiminda da benzer bir yiikselme oldugu gosterilmistir

(90).

Ratlar tizerinde yapilan bagka bir ¢alismada ratlara LPS ve terebentin verilerek
meydana gelen NO seviyesindeki degisim arastirilmistir. Periton i¢i S0pug/kg LPS
verilen ratlarda zamana baglh olarak (0., 3., 6., 12. ve 24.saatler) NO
seviyelerindeki artisa bakildiginda NO seviyesinin 3.saatte en yiiksek degere
ulastig1 6., 12. ve 24.saatlerde de yaklasik olarak bu degerlerde seyrettigi
gosterilmistir. Terebentinin (20-30ul/rat) ise bu seviyelerde bir degisiklige sebep
olmadig1 gosterilmistir (80).

Fareler iizerinde yapilan bir calismada periton i¢i LPS enjeksiyonundan sonra
zamana ( 0., 1., 2., 4., ve 6.saatlerde) ve doza bagh olarak (5mg/kg, 10mg/kg,
20mg/kg ve 30mg/kg) NO seviyelerindeki degisim arastirilmistir. Zaman bagl
olarak NO seviyesi incelendiginde LPS enjeksiyonundan sonra 4. saatte, doza
bagl olarak incelendiginde ise 10mg/kg verildiginde en yiiksek degere ulastigi
gosterilmistir (52).

Tavsan diiz kas hiicrelerinde yapilan bir calismada LPS uyarimiyla NO
seviyelerinin zamana (3., 6., 24., 48.saatlerde) ve doza bagh olarak (5ng/ml,
10ng/ml, 100ng/ml) degisimi gosterilmistir. Hiicre kiiltlirlinde 24.saatte NO
seviyesi pik yaparken, doza bagli NO seviyesi ise 10ng/ml dozu ile en yiiksek
degere ulasmistir. ilging bir sekilde 100ng/ml dozu ile NO seviyesi daha diisiik
bulunmustur (69). Tam tersine yapilan bu calismada ise doz arttirildiginda

plazman NO seviyesinde de bir artig saptandi.

Ratlar tlizerinde yapilan bir ¢alismada ratlarda LPS ile zamana ve doza bagl
olarak (I1pg/kg, 3ungkg, 10ug/kg, 30ug/kg, 100ug/kg, Img/kg) uyarilan NO
dretimi arastirilmistir.  NO’in  baslangigta  Olglilemeyecek diizeyde oldugu
yaklagik 60 dakika sonrasinda dlgiilebilecek diizeye geldigi, artigin lineer olarak

devam edip 3. saatte pik yaparak diismeye basladig1 gosterilmistir (82).

Keaney ve ark. (46) ise tavsanlara damar ici yolla tek doz olarak 150ug/kg LPS

enjeksiyonundan sonra plazma NO diizeyinde lineer olarak artis oldugunu, bu
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artigin 6.saate kadar devam ettigini gostermislerdir. Yapilan bu ¢alismada da LPS
enjeksiyonundan sonra 1.saatte baslayan ve 3. Saatte de devam eden bir artis

tespit edildi.

LPS wverildikten sonra genellikle olusan endotoksik sok tablosunun TNF-a
iretiminden ziyade asir1 NO {retimiyle ilgili oldugu, dolayisiyla sok
tedavilerinde kullanilan dogal iirtinlerin NO iiretimini azaltarak soku

onleyebilecegi ileri stiriilmektedir (37, 57).

Kanda yiiksek konsantrasyonda bulunan LPS vazodilatayona neden olarak NOS

iiretimini arttirmakta ve asir1 NO sentezi gerceklesmektedir (63).

LPS’nin bu toksik etkisi bir¢ok inflamatuar mediyatdrlerin salinimina sebep olan
makrofaj aktivasyonu ile ¢ok yakindan ilgilidir. Bu mediyatorler arasinda TNF-
a’nin LPS toksisitesine kars1 koruma sagladigi i¢in ¢cok onemli bir rol oynadigi

gorilmistiir (5).

Tavsanlara damar i¢i yolla LPS verildiginde 1. ve 2.saatlerde hem TNF-a hem de
NO diizeylerinde bir artis goriildii. Fakat 3.saatte plazma TNF-a diizeyi bazal
seviyeye diiserken, NO salinimi hala devam etmektedir. Dolayisiyla LPS verilen
tavsanlarda TNF-o’nin salinimmimn daha kisa, NO saliniminin ise daha uzun
sireli oldugu, NO’in doku hasar1 ve peroksinitrit olusumuna sebep olarak
hastaliklarin patogenezinde, sepsis sirasinda ve endotoksik sok gelisiminde rol

oynayabilecegi sonucuna varilmistir.
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6 OZET

Lipopolisakkarit, gram-negatif bakterilerinin diy membraninin yapisal
biitliinliigiine katkida bulunur. Gram negatif sepsis sirasinda immun sistemde
meydana gelen cevapla ilgili olarak TNF-a ve iNOS’a bagh olarak NO iiretimine

sebep olur.

Materyal olarak ortalama 3-3,5 kg agrrlhiginda ve 20-24 aylik 15 adet Yeni
Zelanda ki tavsan kullanildi. Baslangicta higbir uygulama yapilmadan 6nce
kulak venalarindan kan numuneleri alind1 ve 0.dakika (Kontrol grubu) olarak
kabul edildi. Daha sonra tavsanlar 2 gruba ayrildi. Grup I (n=7)’e 150ug/kg Grup
II (n=8)’e 300ng/kg LPS intravendz olmak iizere kulak venalarindan enjekte
edildi. Enjeksiyondan sonra 1., 2. ve 3. saatlerde kanlar kulak venalarindan
heparinli godelere almarak plazmalar1 ayrildi. TNF-a diizeyi ELISA yontemi ile

NO diizeyi Griess reaksiyonu ile kolorimetrik olarak o6l¢iildii.

Grup I ve Grup II’deki tavsanlarda LPS enjeksiyonundan sonra TNF-a
diizeylerinde artis (p<0.001) goézlendi. Plazma TNF-a degerleri zamana bagl
incelendiginde (0,1,2,3. Saatler) istatistiksel olarak fark tespit edildi. (p<0.001).

LPS enjeksiyonundan sonra plazma NO diizeyinde hem Grup I’de (p<0.05) hem
de Grup II’de (p<0.01) artis gozlendi. Gruplar arasi karsilastirmalar (Grup I ve
Grup II) yapildiginda, 3.saatte gruplar arasinda fark tespit edildi (p< 0.05).

Tavsanlara damar i¢i yolla LPS verildiginde 1. ve 2.saatlerde hem TNF-a hem de
NO diizeylerinde bir artis goriildii. Fakat 3.saatte plazma TNF-a diizeyi bazal
seviyeye diiserken, NO salinimi hala devam etmektedir. Dolayisiyla LPS verilen
tavsanlarda TNF-o’nin salinimmin daha kisa, NO saliiminin ise daha uzun
siireli oldugu, doku hasar1 ve peroksinitrit olusumuna sebep olarak hastaliklarin
patogenezinde, sepsis sirasinda ve endotoksik sok gelisiminde rol oynayabilecegi

sonucuna varilmistir.
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7 ABSTRACT

Lipopolysaccharide contributes the structural integrity of gram-negative bacteria
to the external membrane. It causes production of NO subject to TNF-a and
INOS with regard to the reaction in the immune system during gram negative

sepsis.

The material used was 15 New Zealand breed rabbits of average weight 3-3,5 kg
and age 20-24 months. Blood samples were taken from their ear veins at the
beginning prior to starting any process and was recorded as the 0" minute
(Control Group). Then the rabbits were divided into 2 groups. Group I (n=7) was
injected with 150ug/kg and Group II (n=8) was injected with 300pug/kg LPS
intravenously from their ear veins. Following injection, bloods were taken from
ear veins to heparin containing godets during 1%, 2™ and 3™ hours and their
plasmas were separated. TNF-a level was measured with the ELISA method and

the NO level was measured in colorimetric manner with Griess reaction.

Following injection of LPS, an increase was observed in the TNF-a levels of
rabbits in Group I and Group II (p<0.001). When Plasma TNF-a values were
analyzed in different times, (0™1%,2"3™ hours) statistical differences were

observed.

Following LPS injection, increases were observed in the NO level both in Group
I (p<0.05) and Group II (p<0.01). When comparisons were made between the
groups, (Group I and Group II) differences were determined between the groups

during the 3™ hour (p< 0.05).

When the rabbits were treated with LPS intravenously an increase was observed
both in TNF-o and NO levels during the 1* and 2™ hours. However while the
plasma TNF-a level fell to the basal level in the 3 hour, NO release still
continued. Hence, it has been concluded that duration of TNF-a release had been
shorter in rabbits and that NO release had been effective for a longer term, hence
it has been concluded that NO could play a more effective role during sepsis and

development of endotoxic shock.
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