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OZET:

Bu ¢alismada LPS enfeksiyonlariyla olusan kan dokusu hasar iizerinde peroksinitritin
olasi roliinii inceledik ve lipoik asidin bu hasar {izerine etkilerini arastirdik. Bu amagla ratlara
20mg / kg dozda ip olarak LPS enjekte edildi ve enjeksiyondan 6 saat sonra kan serumlari

alinarak analitik ¢alismalar i¢in — saklandi.

Peroksinitrit aracilikli doku hasarinin bir gostergesi olan serum 3-NT seviyeleri HPLC
yontemiyle tayin edildi. Sitokinler (TNF-a, IL-1p3) ELISA da 6lgiildii. Ayrica bu parametreler
Uzerine lipoik asidin koruyucu etkisi arastirildi. Serum eser elementleri (Mg, Fe, Cu, Zn, Mn)
ise ICP-MS de 6l¢uldi.

LPS enjeksiyonundan 6 saat sonra kontrollere gore sitokinlerin 6nemli derecede arttigi
gozlendi. Lipoik asit uygulamas: LPS enjekte edilen ratlarda sitokinleri 6nemli derecede

azaltti. Sitokin olusumu sadece LPS grubu hayvanlarda gozlendi.

Kontrol grubu hayvanlarin serumunda 3-NT g0zlenemedi fakat LPS’ye maruz
birakilan hayvanlarda bu seviye dnemli derecede artti. Lipoik asit verilmesinden sonra 3-NT

seviyesi yine g6zlenemedi.

Ayrica bu calismada, serum eser element diizeyleri ve gruplar arasinda anlamli bir fark

tesbit edemedik.

LPS aracilikli enfeksiyonlarin, iNOS aracilikli 3-NT Gretimi ve sitokin duzeyindeki
artmaya neden oldugunu bulgularimiz gostermektedir. Bu degisiklikler bir peroksinitrit
araciliklt hasar1 gostermektedir. Sonuclarimiz, peroksinitrit aracikili doku hasarini lipoik

asidin etkili bir sekilde onledigini gdstermektedir.



ABSTRACT:

In this study, we investigated the possible role of peroxynitrite on the blood damage
induced LPS infection and evaluated the effects of lipoic acid on this damage. For this
purpose, LPS at a dosage 20 mg/kg was injected to rats intraperitoneally, and 6 hous after
injection blood-serum were isolated and stored at — for analytic studies.

Serum levels of 3-nitrotyrosine (3-NT), which is a marker of peroxynitrite-induced
tissue injury, were measured by a spesific HPLC method. Cytokines (TNF-a, IL-1p) were also
measured by ELISA. In addition, the effects of lipoic acid as protective on these parameters
were investigated. Trace elements of serum (Mg, Fe, Cu, Zn, Mn) were measured by ICP-MS.

6 hours after LPS injection increased cytokines has been observed compared to
controls. Treatment with lipoic acid significantly prevented the increase cytokines in LPS
injected rats. Cytokine production only was observed in the LPS group of animals.

3-NT was not detectable in serum of control animals, but markedly increased in LPS
exposed animals. After the administraton of lipoic acid, 3-NT level was not detectable.

However in this study, we could not detect a significant difference between the groups
and the serum levels of trace elements.

Our results demonstrated that LPS-induced infections resulted in increased iNOS-
mediated 3-NT production and cytokin levels. These alterations may suggest that

peroxynitrite-mediated injury is effectively prevented by lipoic acid.



GIRIS / AMAC VE KAPSAM

Bu calisma, lipopolisakkarit ile uyarilan deneysel sepsis modelinde; serum eser
element diizeyleri, sitokin diizeyleri ile nitrotirozin olusumu arasindaki iliskiyi aragtirmak ve
lipoik asit uygulamasinin etkilerini incelemek i¢in tasarlanmistir. Bu modelde eser element,
sitokin ve nitrotirozin diizeyleri iizerine etkilerini aydinlatmak ve lipoik asidin, enfeksiyon
seyrini hangi yonde etkiledigi ve Olcililen parametrelerde ne tiir degisiklik yaptig1 arastirmamiz
iginde yer almigtir. Bu amagcla, deneysel olarak LPS-induksiyonu bir grup ratlarda olusturuldu.
Yine bir grup ratlarada da bir seri lipoik asit uygulamasi sonras1 LPS indiiksiyonu yapildi.
Calismada; LPS-indiiklii streslerde olusan serbest oksijen radikalleri ve 6zellikle de ONOO™
olusumu ile ratlarda olusan oksidatif hasarda, disfonksiyonlarin patogenezinde altta yatan
hiicresel mekanizmalar1 daha iyi anlayabilmeyi ve olusan degisiklikleri lipoik asidin hangi
oranda diizeltip diizeltmedigini aydinlatmay1 amacladik.

Inflamasyon periyodu esnasinda, serbest radikal aracilikli bir c¢ok degisiklikler
meydana gelmektedir. Bu degisikliklerden genel bilgiler kisminda anlatildig iizere bir gok
onemli fonksiyonlara sahip olan eser elementlerin nasil etkilenecegi de arastirmamiz konusu
icinde yer almustir.

Bakteriyal enfeksiyonlara ve serbest radikal olusumuna bagli bir ¢ok hastaliklar
bulunmaktadir. Ornegin giiglii bir oksidan olan peroksinitritin sorumlu tutuldugu bazi
hastaliklar sunlardir: Ateroskleroz, Sporadik inclusion-body miyoziti, Romatoid artrit,
Inflammatuar barsak hastalifi, Norodejeneratif hastaliklar, Akut inflamasyon, Karbon
monoksit zehirlenmesi, Erigkin resperatuar distres sendromu, Deri inflamasyonu, Gastrit (H
Pylori), Kistik fibrozis, Endotoksik sok, Yaslanma, Viral enfeksiyon, DM, Alzheimer, AIDS,
Periodontal hastaliklar.

Bizim yaptifimiz LPS ile uyarilan deneysel sepsis modelinde de peroksinitrit
olugmaktadir. Nitrotirozin olusumu da peroksinitrit olusumunun bir markiridir. Serbest
radikal aracilikli da olan bu kadar ¢ok hastaligin bulunmasi ve bunlarin etki mekanizmalarinin
aydinlatilmasi ve tedavi yontemlerinin arastirilmasi dnem arz etmektedir. Bu nedenle tiim bu
etkilerin yaptig1 bazi degisiklikleri inceleyerek (eser element, sitokin, nitrotirozin) ve lipoik

asidin duzeltici etkisinin olup olmadigini aragtirarak literatiire katkida bulunmay1 amagladik.



GENEL BIiLGILER

LPS, septisemi esnasinda gram-negatif bakteriyel hiicre duvarindan salgilanan bir
bilesimdir ve insanlarda septik sokun major bir sebebidir. LPS, sitokinlerin ve NO' nun sentez
ve salmimini baglatir. NO' iiriinlerindeki artisa major katki saglayan unsur, LPS tarafindan
sitimule edilen iNOS’un ekspresyonudur (1).

Gram negatif bakteri duvar {iriinii olan LPS, bakterilerle enfeksiyon esnasinda
konakg¢ida goriilen patolojik olaylardan sorumludur. Dolagimdaki LPS nétropeni, ates, sok,
plazma proteinleri modifikasyonu ve pihtilasma bozukluklarina sebep olurken; dokuda yogun
ndtrofil infltrasyonu ile karakterize edilen akut yangisal cevaba yol agar. LPS; IL-1, TNF-a,
IFN-o, B ve Y gibi sitokin sentezinin indiklenmesine sebep olur. IL-1, LPS’ye biyolojik
cevaplarin; Ornegin ates ve akut faz reaksiyonlarimin mediatoriidiir. Notrofil gocti de IL-1
araciligi ile uyarilmaktadir. Schwartzman olaymin (dokularda lokal pihtilagsmalar ve kanama
ile karakterize bir olaydir) anti TNF-a ve anti IFN-Y antikorlari ile dnlenebilmesi, bu olaydaki
LPS mediatorlerinin bu sitokinler oldugunu géstermektedir (2).

LPS, renal kan akim hiz1 ya da sistemik kan basincinin diismesiyle birlikte organ
hasarma sebep olmaktadir. Ayrica akciger, karaciger ve bobrekte O, gibi reaktif oksijen
tiirlerinin sentezine de neden olmaktadir. LPS’ye cevap olarak karaciger, akciger ve bobrekte
O olusumu uyarilmaktadir (1).

LPS uygulamasi dokularda 3-NT seviyesini artirmakta, GSH seviyelerini azaltarak
lipid peroksidasyon iirlinlerinin artisina sebep olmaktadir. LPS uygulamasini takiben altinci
saatte bu oksidan stresin isaretleri goriilmektedir (1).

Sepsis; yiiksek reaktif oksijen ve nitrojen ara tUriinlerinin artmasi ile beraber TNF-a,
IL-1B ve IFN-Y gibi inflammatuar sitokinlerin iretimi ile karakterize edilmis olan infeksiyona
bir cevaptir. LPS ya da bakteriyal infeksiyon olusturulan sepsisde, hepatik hiicreler tarafindan
TNF-o, IFN-Y, INOS ve ICAM-1’i de kapsayan bircok 6nemli inflammatuar mediatorler
ekspre edilirler (3).

IFN-Y gen ekspresyonuna sebep olan LPS’nin sican hepatik iNOS mRNA’sinin da
indiiksiyonuna sebep oldugu ve ayrica E.coli bakterisine maruz kalmis si¢anlarda IFN-Y’nin
oldiirticti derecede arttig1 bildirilmektedir (3).

Immunohistokimyasal ve biyokimyasal calismalardan elde edilen sonuglar;
inflamasyon ve sokta reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu gostermektedir. Reaktif oksijen

tiirleri, toksik oksidatif reaksiyonlarin genis bir aralifin1 baglatabilirler. Bunlar; lipid
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peroksidasyonunun baglamasini, mitokondrial solunum zincirinin direkt inhibisyonunu,
gliseraldehid-3-fosfat dehidrojenazin inaktivasyonunu, membran Na-K ATPaz aktivitesinin
inhibisyonu ile membran sodyum kanallarinin inaktivasyonu ve proteinlerin diger oksidatif
modifikasyonlarini i¢ine alir. Biitiin bu toksisitelerin; inflamasyon ve sokun patofizyolojisinde
rol oynadig1 muhtemeldir (4).

Inflamasyon periyodu esnasinda, fagositik hiicreler bol miktarda NO' ve diger reaktif
oksijen tiirleri olustururlar (5).

NO' ve O, gibi oksijen radikallerinin ¢esitli enfeksiyon hastaliklarinin patogenezinde
anahtar molekiil oldugunu bir¢ok calismalar gdstermektedir. Ornegin; NO' biyosentezi,
ozelliklle iNOS’un ekspresyonu ile mikrobial enfeksiyonlarin bir¢ok cesidinde meydana
gelir. iNOS uzun mikrobial enfeksiyon periyodunda NO' nun asirt miktarini tiretebilir ve bu da
O," ile NO”’nun radikal birlesme reasiyonu ile ONOO™ ve yuksek derecede reaktif nitrojen
oksit tiirlerinin olusumunu saglar (6).

Inflamasyon esnasinda NO' olusumu ile ONOO™ olusturulmaktadir. Inflamasyon
sartlarinda ONOO™“in rolii ve olusumu direkt Olglimler tarafindan giiclii bir sekilde
desteklenmektedir. Ornegin artritlerde plazma ve sinovial sivida nitrotirozin seviyelerinin
arttig1 bildirilmistir. Ileitis ve endotoksin indiikli intestinal inflamasyonda ONOO™ iiriintiniin
artmasindan kaynaklanan artmis nitrotirozin immiinoreaktivitesi mevcuttur. Kolitler’de de
ONOO “in iiretimi oldugu sdylenebilir (4).

ONOQO' ve reaktif tiirler; DNA hasari, protein denatiirasyonu ve membran lipidlerinin
peroksidasyonunu kapsayan etkiler yoluyla nekrozis ve hiicresel hasar olustururlar (4).

Diabetlerde plazma antioksidan gl¢ azalmakta ve O, ile NO' artmasina bagli olarak
ONOQO" artmaktadir. Diabetik hastalarda yiiksek plazma glukoz konsantrasyonu ONOO™ agir1
iiretimine sebep olmaktadir (7). Farkli mekanizmalarda da olsa, enfeksiyonlarda olusan
radikallerin diabette de olustugunu gosteren ilging bir ¢alismadir.

INOS, TNF-a ve IFN-Y gibi sitokinler tarafindan indiiklenir ve NO”’nun ¢ok buytk
miktarlarin1 olusturabilmektedir. iNOS’un bu asir1 aktivitesi septik sok, hemorrojik sok ve

hepatit gibi akut ve kronik hastaliklarda goriilmektedir (8).

Inflamasyon durumunda iNOS ekspre edilir. Endotelyum NOS ve beyin NOS undan
farkl1 olan iNOS yapisal olarak aktiftir ve regiile edilebilir. Makrofaj biyolojisi sartlarinda
tanimlanmis olan iNOS, sitokinlerin yiiksek miktarlarda tiretildigi yerlerde agiga ¢ikar. iNOS

tarafindan NO' sentezi, O, gibi reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ile es zamanli olugmaktadir

(5).



Insanlardaki septik sokta iNOS aktivitesinin, infeksiyon bolgelerinde daha fazla
oldugu buna paralel olarakda TNF-a ve IL-1B miktarinin bu bolgelerde fazla oldugu
saptanmistir. Ayrica endotoksik sok olusturulan hayvan deneylerinde NOS’un indiiklenebilir
izoformunun aktivitesinin artti§1 goriilmektedir. NOS aktivitesinin indiiksiyonu; LPS
(endotoksin) aracilt sokta organlar aras1 farklilik gostermektedir. LPS ve diger bakterial
urtnlere (toksinlere,endotoksinlere vb.) cevap olarak IFN-y direkt olarak INOS’u sitimile
eder ve iINOS’un makrofaj triini olan NO’yu artirir (9).

Bakteriyal enfeksiyonlarada iNOS indiiklenmektedir. Enfeksiyon olusumu i¢in E.coli
kullanilan bir ¢alismada; sicanlara deneysel iiriner bolge enfeksiyonu uygulandiktan sonra
belirli periyotlarda idrar 6rnekleri alinarak NO, konsantrasyonlar1 6lgiilmek suretiyle, iNOS
indikli NO' olusumunun artmasini, enfeksiyon sonrasinda artan NO, konsantrasyonu ile
iligkilendirmislerdir. Ayrica iNOS aktivitesi immiinokimyasal metodla dlgiilerek, enfeksiyon
uygulamasi sonrasinda arttigi gozlenmistir (10).

Yapilan ¢alismalarda endotoksemi sirasinda sitokinlerin hem iNOS aktivitesi hem de
akut faz reaktanlarin sentezini artirdigir ve iNOS aktivitesinin akut faz reaktanlar tarafindan
paralel bir sekilde artirilarak regiile edildigini bildirmislerdir (11).

Eser elementler oldukca diisiik konsantrasyonlarda vucudda var olup (12), cesitli
mindr ve de major elementler, ¢cok sayida biyolojik proseslerde dnemli rol oynarlar (13). Eser
elemntlerden bakir, demir, magnezyum, mangan ve ¢inko farkli biyokimyasal reaksiyonlarda
onemli rolleri vardir. Bazi metalloenzimlerde kofaktor olarak bulunan bakir, normal seliiler
homeostazis, immin sistemin optimum fonksiyonu, kardiyovaskiler, sinir sistemi ile iskelet
fonksiyonu ve yapisi i¢in yani optimal sagligin korunmasi icin gerekli bir elementtir (14).
Cinko, hiicre proliferasyonu ve gen transkripsiyonunu sitimiile etmesi dolayisiyla énemli bir
hiicresel faktordiir. Diger taraftan artmis hiicresel ¢inko konsantrasyonu, tiimor hiicre
cogalmasina katkida bulunur. Bakir ve ¢inko énemli antioksidan enzimlerin kofaktorii olarak
gorev yaparlar (15). Magnezyum, ATP gerektiren tiim enzim Kkatalizli reaksiyonlarda bir
kofaktor olarak gereklidir. Ayrica magnezyum DNA nin fosfat gruplariyla da kombine olur,
ancak histonlar tarafindan tutulamaz, bundan dolay1 DNA’nin kopyalanmasinda 6nemli bir rol
oynadigi ileri stirtilmektedir (16). Mangan, glikozaminoglikanlar ve glikoproteinlerin
sentezinde 6nemli bir rol oynar. Bir grup enzimlerin aktivitesi i¢in mangan gereklidir. Bu
gereklilige ragmen mangan eksikligi olduk¢a nadirdir, bu durum muhtemelen c¢ogu

reaksiyonlarda magnezyumun, manganin yerine ge¢mesinden kaynaklanmaktadir (17). Fenton
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reaksiyonunu strdiiren demirin +2 formudur ve Fe*’nin daha az reaktif Fe** formuna
oksidasyonu bundan dolay1 antioksidan bir etkidir (18,19).

Eser elementlerin yukarda anlatildig1 iizere 6nemli bir ¢ok fonksiyonlar1 bulanmakta
olup akut inflamasyonda herhangi bir degisiklige ugrayip ugramadiklar1 ve degisim var ise
hangi oranda olduklari, inflamasyon periyodundaki sitokin ve eser element profilindeki 6n
gordiigiimiiz degisikliklerin nasil olacagin1 ve muhtemel nitrotirozin olusumu ile iliskilerini,
ozellikle bu degisikliklere lipoik asidin etkisini gérmeyi amagladik.

R.J. Erskine ve arkadaglari, Holstein ineklerde deneysel olarak E.coli indukli mastitis
olusturmuslar ve enfeksiyon esnasinda alinan serum oOrneklerinde bakir, demir ve ¢inko
diizeylerini incelemiglerdir. Sonug olarak, ortalama Zn, Fe ve Cu konsantrasyonlarinda sirayla
normale gore %28, %35 ve %52 oraninda azalmalar tesbit etmislerdir (20).

Mi Jeong Sung ve arkadaslari, ratlarda E.coli indikli endotelyal Fractalkine
ekspresyonunda, a-lipoik asidin koruyucu etkisini incelemisler ve sonug olarak, TNF-a, IL-10
sitokinlerinin ve Fractalkine mRNA ekspresyonunun indiikleme sonucu arttigini ancak bu
durumu lipoik asidin baskiladigin1 géstermislerdir (21).

Yilmaz ve arkadaslari kronik otoimmiin bir hastalik olan sistemic lupus
erythematosus’lu hastalarda serum c¢inko, bakir, magnezyum, mangan ve demir elementleri
diizeylerini incelemisler ve sonug¢ olarak, kontrol grubuyla karsilastirdiklarinda SLE’li
hastalarda serum ¢inko, magnezyum, mangan ve demir diizeyleri diisiik iken bakir diizeylerini
yiiksek bulmuslar ve belirli inflamasyon sartlarinda meydana gelen bu degisikligin izaha
ihtiya¢ oldugunu vurgulamiglardir (22).

Ann Van Compenhout ve arkadaslar1 kontrolere gore, diabetes mellutuslu hastalarda
serum demirinin azaldigini, baz1 akut faz rektanlarinin arttigimi ve antioksidan kapasitenin
zayifladigin1 gostermisler ve bu durumun diabetes mellutusdan kaynaklanan oksidatif stres
durumu oldugunu gostermislerdir (23).

Vilient ve arkadaslar1 (24), ONOO™“in lipidleri oksidasyona ugrattigini, methionini
okside ederek bu sekilde al-antiproteinazi inaktive ettigini, proteinlerdeki SH gruplarinmi
okside ettigini, antioksidanlar1 azalttigini, DNA harabiyetine neden oldugunu, tirozini
nitratlastirdigin1 - géstermisler ve bu etkilerin o-lipoik asit ve dihidrolipoik asit ile
korunabilecegini gostermiglerdir.

Zingarelli ve arkadaslar1 (25), yaptiklar1 bir ¢alismada, endotoksemik ratlardan elde
edilen peritoneal makrofaj kultirlerinde bir saat icinde O,", sekiz saat icinde de NO'

olustugunu ve bunlara paralel olarak ONOO“in arttigini, olusan bu ONOO™“in DNA zincir
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kirilmalarina ve intraselliiler NAD"’nin, mitokondrial solunumun ve dolayisiyla enerjinin
azalmasina neden oldugunu gostermislerdir. Ayrica bu ¢alismada makrofaj kiiltlirlerine, enerji
harcayan bir enzim olan PARS ve iNOS inhibitérleri uygulanarak hiicre NAD" ve ATP
azalmasinin 6nlendigi bildirilmistir

Liaudet ve arkadaglar1 (26), yaptiklar1 bir calismada, 1v olarak ratlara LPS
uygulamiglar ve ayni ratlara bir saat sonra giiglii bir iNOS inhibitérii olan L-canavanin
verilerek besinci saatte karaciger, bobrek ve bagirsaklardan aldiklar1 biyopsi numulerinde
doku ATP miktari1 Olgmiislerdir. Bu dokularda ATP miktarinin belirgin bir sekilde
azalmasmin iNOS aktivasyonuna bagli oldugunu gostererek, L-canavanin’in hiicrede ATP
azalmasini 6nledigini bildirmislerdir.

Cimen ve arkadagslari, guinea pig’lerde LPS-indiiklii bakteriyal enfeksiyon olusturup,
bunun karacigerde iNOS’u aktivite ettigini, bunun sonucu olarak da patolojik diizeylerde
nitrotirozin olustugunu ve doku Na K ATPaz aktivitesinin azaldigimi gostermislerdir. Bu
caligmayla, endotoksemide meydana gelen serbest radikal olusum mekanizmasini
vurgulamiglardir (27).

Cimen ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢aligmada, akut endotokseminin serbest radikal
araciliklt bobrek enerji ylikiinii azalttifin1 ve bobrekte nitrotirozin diizeylerini artirdigini
gostermisler ve LPS indiiklii stresin ONOO olusturdugunu vurgulamislardir (28).

Tanaka ve arkadaslar1 (29), canli E.coli susuyla ratlarda yaptiklar1 bir ¢alismada,
subletal ve letal dozlarda E.coli’yi 1v olarak uygulamalarini takiben 3.6.12. ve 24. saatlerde
kullanilan doza uygun olarak 6. ve 12. saatlerde karaciger mitokondri ve sitoplazmik enerji
miktarinin azaldigimi ve mitokondrial NAD/NADH oraninin arttigmi  goézlemislerdir.
Aragtiricilar  bu enerji azalmasini mitokondrial solunum zincirinin kisitlanmasina
baglamiglardir.

Pedersen ve arkadaslari1 (30), 1v olarak canli E.coli uyguladiklari ratlarda enjeksiyonu
takiben 24.saatte karaciger doku ATP, ADP ve AMP konsantrasyonlarint HPLC ile dlgerek
enerji yiikiiniin degismedigini gostermislerdir. Arastiricilar ayrica septik ratlarda karaciger
hemodinamik degisikliklerin ortaya ciktigin1 ve karaciger doku kan akimimin azaldigim
kanitlamislardir. Ancak bu degisikliklerin doku enerji yiikii ile iligkili olmadigini
gostermiglerdir.

Ottesen ve arkadaslar1 (31), biliyer sirozisli ratlara 0.5 mg/kg LPS enjekte ederek,
enjeksiyonun ikinci saatinde LPS aracilikli ONOO™ olusumunu kanitlamak amaciyla, elde

ettikleri karacigerde 3-NT miktarin1 GC-Mass spektrometresi ve immunohistokimyasal olarak
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Ol¢gmiiglerdir. Bu ratlarda, kontrollere gore hepatik 3-NT seviyesinin 2-3 kat arttigini
gozlemislerdir.

Tiirkozkan ve arkadaslar1 (32), eritrosit metabolizmasi tizerine ONOO™“in etkisini in
vivo ve in vitro sartlarda arastirmuslardir. In vitro olarak, kobaylardan elde edilen eritrosit
siispansiyonlarina sentez edilen ONOO'" ilave edilmis, in vivo olarak ise, 1p (intraperitonal)
olarak 12x koloni olusturan E.coli susu uygulanmistir. Her iki durumda da ONOO™ olusumu
HPLC yontemiyle 3-NT tayiniyle gosterilmistir.
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GEREC VE YONTEM

GERECLER
Kullanilan Deney Hayvanlari

Erciyes Universitesi DEKAM dan saglanan ve agirliklar1 200-270 g arasinda degisen
(ortalama 250g) erkek Wistar ratlar1 bu ¢alisma i¢in kullanildi. Toplam 3 grup olusturuldu ve
her grupta 10 adet olmak iizere toplam 30 adet rat bu ¢alismalarda kullanildi.

Calismaya baslamadan 6nce, hayvanlar1 herhangi bir enfeksiyondan korumak amaciyla
ayr1 bir yerde O6zel bakima alindilar ve kesim islemine kadar hayvanlarin diyetlerine ve

sularina dikkat edildi.
Kullamlan Kimyasal Maddeler

Metanol (HPLC grade), siteril serum fizyolojik, a-Lipoik asit, sitrik asit, sodyum
sitrat, sodyum asetat, triklorasetikasit, 3-nitro-L-tirozin, vs. Sigma firmasindan; IL-1 beta-rat-
Kit/96 test, TNF-alfa-rat-kit/96 test Invitrogen firmasindan, 20 mg/ml ksilazin HCI (20 mI’lik
sisede) provet firmasindan, 100 mg/ml ketamin HCI (10 ml’lik sisede) ege vet firmasindan

temin edilmistir.

Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

1-Yuksek basingli sivi kromotografisi: Agilent 1100
HPLC elemanlari:

Diode-array dedektor

Otomatik 6rnekleme sistemi

Pompa

Mikroislemci

Kromatografi programi

Printer

2-Kolonlar

Analitik kolon: C;g hidrokarbon zincirine bagli silika igeren, partikiil biiylikligi 5 um olan,
4.6 x 250 mm boyutlarindaki Allsphere ODS-2 reverse-phase kolonu (Alltech, Deerfield, IL,
USA)

Koruyucu Kolon:Analitik kolon ile enjektér modiilii arasina koruyucu olarak; C;g hidrokarbon
zincirine bagh silika igeren, partikiil biyiikligii 5 um olan, Spherisorb ODS-2 cartridge
(Alltech, Deerfield, IL, USA)
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3- Ultrasonik karistiric1 (degaser)

4-Santriftjler:

Masa iistli sogutmali santrifiij

Masa Ustl normal santrifiij

5- Millex-HV 6rnek stizme filtresi (selliiloz asetat 0.2 ve 0.45 pum)

6-Homojenizator

7- Sonikator (The Virtis Company-Vir Sonic 50)

8-pH metre

9- ICP-MS

10-ELISA

11-Vakum motoru ve siizme diizenegi

12- Kapakli cam tiip (Hidroliz tiipleri)

13-Otomatik pipetler (Socorex,ABD), Terazi, Benmari, kiivetler, ependorf tiipleri, sogutmali
santrifiij ve ultra santriftj tupleri, vorteks, enjektorler, cam malzemeler ve biyokimyasal
analizler i¢in gerekli olan diger malzemeler.

YONTEMLER

Kontrol Grubu:

Enjeksiyonun uygulanmasi esnasinda olusan stres bazi biyokimyasal parametrelerin
degisimine yol acabilecegi diislincesiyle, kontrol grubu hayvanlara da aym stresi olusturma
amaciyla, steril serum fizyolojik 1p olarak enjekte edildi. Serum fizyolojik enjeksiyonundan 6

saat sonra hayvanlar ksilazin/ketamin anestezisi altinda sakrifiye edilerek kanlar1 alindi.
Deney Grubu (Lipolisakkarit):

Bu gruptaki hayvanlara, steril salinde hazirlanmis 20 mg/kg-agirlik olacak sekilde
lipopolisakkarit 1p olarak enjekte edildi (33). LPS enjeksiyonundan 6 saat sonra hayvanlar
ksilazin/ketamin anestezisi altinda sakrifiye edilerek kanlar1 alind1 (34).

Lipoik Asit Grubu:

Lipoik asidin antioksidan etkisini arastirmak amaciyla, bu gruptaki hayvanlara 10 mg/kg/giin
olacak sekilde, 3 giin boyunca lipoik asit 1p olarak enjekte edildi (35). Lipoik asit
enjeksiyonunun tg¢iincii giinii sonunda, LPS 1p olarak enjekte edilip 6 saat sonra

ksilazin/ketamin anestezisi altinda hayvanlar sakrifiye edilerek kanlari alind1 (34,36).

Her ii¢ gruptan da elde edilen kanlarin serumlar1 ayrilip biyokimyasal analizler i¢in
kullanildi.
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HPLC ile Nitrotirozin Analizi:

Serum orneklerindeki nitrotirozin analizleri icin Cimen ve ark (27,28) ile Unlii ve ark (37)’nin

kullandigi HPLC yo6ntemi uygulandi:

Reaktiflerin Hazirlanmasi:
1- 3-nitro-L-tirozin standartlari: 0.2-0.5-1-2-5-10 uM konsantrasyonlarinda 0.01 N HCI iginde

hazirlandi.

2- Mobil Faz: I¢inde 50 mM NaOAc , 50 mM sitrik asit, % 8 saf metanol igerecek sekilde
hazirland1 ve pH’s1 3.1°e ayarlandi. Hazirlanan mobil faz daha sonra 0.45 um’lik seluloz

asetat filtreden stiziilerek degaze edildi.

3- Asit hidroliz reaktifleri: Serumlarin asit hidroliz islemleri i¢in % 10’luk TCA, 6 N HCI, 6
N NaOH hazirland:.

4- Potasyum-Fosfat tamponu: 50 mM olacak sekilde K;HPO4 ve KH,PO,4’den pH’st 7.4°¢

ayarlanarak hazirlandi.

HPLC Sistem Parametreleri ve Calisma Kosullar::

Olclime ge¢meden énce HPLC cihazi 3- Nitrotirozin c¢alisma kosullarma ayarlandi. Bu
calisma kosullar1 asagidaki tabloda gosterildigi sekilde yapildi. Bu calisma kosullari
saptanirken optimum mobil faz konsantrasyonu ve pH’s1, optimum akim hizi, optimum

caligma stiresi dikkate alinarak ayarlanmistir.

Tablo 1: 3-NT ¢alismasi i¢in HPLC sistemine ait ¢alisma kosullar1 ve sistem parametreleri

Calisma Kosulu Sistem Parametreleri

HPLC Modeli Agilent 1200
Dedektor Diode Array Dedector
Mobil Faz %38 Metanol iceren 50 mmol/L NaOAc / 50 mmol/L sitrat tampon, pH:3.1

Analitik Kolon 4.6 x 250 mm, Allsphere ODS-2, C13 5 um reverse-phase kolon

Koruyucu Kolon Spherisorb ODS-2, C13 5 um reverse-phase cartridge

Dalga boyu 274 nm
Akim Hizi 1.0 mL/dakika
Ornek Hacmi 70 uL

Caligma Siiresi 15 dakika

Ayirim (Elution) Ters (reverse) faz iyon degisimi (ion exchange)
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Standart 3-Nitrotirozin Ol¢timleri:

0.01 N HCI i¢inde hazirlanan 0.2-0.5-1-2-5-10 uM konsantrasyonlarindaki 3-nitrotirozin
standartlar1 0.45 um’lik seluldz asetat filtreden stzildi.Her bir standart otosampler ile HPLC
sistemine veridikten sonra, pikin ortaya ¢ikis zamani, uygun mobil faz bileseni ve uygun akim
hiz1 saptandi.Standart ¢calismalardan elde edilen pik alanlar1 esas alinarak, regresyon analizi
yapilarak 3-NT standart egrisi ¢izildi. Elde edilen standart 3-NT degerlerine gore,
numunelerin pik alanlarindan 3-NT konsantrasyonlar1 hesaplandi.

Numunelerin 3-Nitrotirozin Ol¢iimiine Hazirlanmasi:

Elde edilen serum numunelerine asit hidroliz islemleri asagidaki sekilde uygulandi:

Bu islem i¢in 0.3 ml serum alind1 ve proteinleri ¢oktiirmek igin {izerine esit miktarda % 10
TCA eklenerek vortekslendi. Karisim 3000 rpm de 5 dk. santrifiij edildikten sonra siipernatan
atilarak geriye kalan protein igeren ¢okelti alindi. Cokeltiye hidroliz amaciyla 1 ml 6 N HCI
eklenerek, hidrolizin tiim protein igeriginde gerceklesmesi ve asidin nufuz alanmni artirmak
amaciyla sonikasyon yapildi. Numuneler; sonikasyon isleminden sonra 6zel hidroliz tiiplerine
alindi. Asidin sivi-buhar dengesini saglamak amaciyla hidroliz tiiplerinin havasi alinarak
sikica kapatildi. Daha sonra etiivde 90- 18-24 saat bekletilen hidroliz tiipleri alinarak su
altinda sogutuldu. Numunelere nétralizasyon amaciyla 1 ml 6 N NaOH eklenerek 3000 rpm
de 10 dk. santriftj edildi. Daha sonra uUstteki temiz fazdan alinan numuneler 0.45um’lik
seliiloz asatat filtreden siiziilerek otosampler araciligi ile HPLC sistemine verildi.

Serumlarda 3-NT miktar hesabi:

HPLC de elde edilen standart 3-NT degerlerine gére, numunelerin pik alanlarindan numune 3-

NT Konsantrasyonlar1 olarak elde edilmektedir.

ELISA ile Sitokin Analizi:

Serumda IL-1p ve TNF-a proinflammatuar sitokinleri ELISA cihazinda (Synergy HT, Biotek)
Ol¢iilmustir. Bu 6lglimde rat i¢in hazirlanmis olan IL-1 beta-rat-kit/96 test, TNF-alfa-rat-
kit/96 test Kitleri (Invitrogen firmasinm ticari ELISA Kitleri) kullamlmistir. Olguimler, kit

prospektiisii uygulanarak yapilmistir.
ICP-MS ile Eser Element Analizi:

Serum Orneklerindeki eser metal iyonlarinin tayinleri (Zn, Mg, Fe, Mn, ve Cu) ICP-MS ile
yapildi. Yontem, Isabel De Blas Bravo ve ark.(38), Jean-Pierre Goulle ve ark (39) ile Berghof
Company (Germany) (40)’nin tanimladigi islemler uygulanarak yapildi. Buna gore final

calisma sartlar1 agagidaki tablolarda goriildiigl gibi yapildi:
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Tablo 2. ICP-MS Agilent 7500a i¢in optimum ¢alisma sartlar

Parameter Value Units
RF power 1230 W

RF matching 1.7 Vv
Smpl depth 7.6 mm
Torch- -1.2 mm
Torch-V 0.8 mm
Carrier gas 1.11 L/min
Make up gas 0.00 L/min
Nebulizer pump 0.11 Rps
S/Ctemp 2 deg

internal standarts (,,,)
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Tablo 3. Olgiim parametreleri

Nebulizer 0.11 rps
Spray chamber temperature
RF generator 1220 W
Ar flow rate (L/min) 15L/min
Auxiliary gas flow rate (L/min) 0.9 L/min
Nebuliser gas flow rate (L/min) 1,11 L/min
Sample uptake rate(puL/min)(speed) 0,3 rps
Number of replicates 3
Integration time (s) 3s
Internal standards Be,Sc,RhBi
(200 ppb)

Sonugclarin Istatistiksel Analizi

Veriler IBM SPSS Statistics 21 ve SigmaStat 3.5 istatistik paket programlarinda
degerlendirildi. Verilerin 6zet istatistikleri normal dagilim gdsterenler i¢in ort + std sapma
seklinde normal dagilim gostermeyenler i¢in de medyan (min-max) degerleri olarak verildi.
Verilerin normal dagilima uygunlugunun degerlendirilmesinde Shapiro-Wilk testi kullanildi.
Gruplar Kruskal-Wallis Analizi ile degerlendirildi. Coklu karsilagtirma testi olarak parametrik
olmayan Student-Newman-Keuls testi kullanildi. p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.
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BULGULAR

NITROTIROZIN OLCUMU

Serum Numunelerine Ait 3-Nitrotirozin Ol¢iim Sonuclari:

Serum numunelerine ait nitrotirozin 6l¢iim sonuglar1 (umol / L)

Ornek no Kontrol grubu LPS grubu Lipoik asit grubu
1 Tesbit edilemedi 2,76 Teshit edilemedi
2 Tesbit edilemedi 2,64 Tesbit edilemedi
3 Tesbit edilemedi 2,88 Teshit edilemedi
4 Tesbit edilemedi 2,66 Tesbit edilemedi
5 Tesbit edilemedi 2,71 Teshit edilemedi
6 Tesbit edilemedi 2,67 Tesbit edilemedi
7 Tesbit edilemedi 2,85 Teshit edilemedi
8 Tesbit edilemedi 2,64 Tesbit edilemedi
9 Tesbit edilemedi 2,92 Teshit edilemedi

10 Tesbit edilemedi 2,60 Tesbit edilemedi

LPS grup: Mean = SD: 2,733 +0,1134

SITOKINLERIN OLCUMU
TNF-alfa Ol¢iim Sonuclari:

Serum numunelerine ait TNF-alfa 6l¢iim sonuglar: (pg / ml)

Ornek no Kontrol grubu LPS grubu Lipoik asit grubu
1 Tesbit edilemedi 29,8 Tesbit edilemedi
2 Tesbit edilemedi 52,8 Tesbit edilemedi
3 Tesbit edilemedi 79,8 Tesbit edilemedi
4 Tesbit edilemedi 114,2 Tesbit edilemedi
5 Tesbit edilemedi 34 Tesbit edilemedi
6 Tesbit edilemedi 12,1 Tesbit edilemedi
7 Tesbit edilemedi 11,2 Tesbit edilemedi
8 Tesbit edilemedi 22,2 Tesbit edilemedi
9 Tesbit edilemedi 13,4 Tesbit edilemedi
10 Tesbit edilemedi Tesbit edilemedi Tesbit edilemedi

LPS grup: Max: 114,20, Min: 11,20 Median: 29,80
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IL-1-beta Ol¢iim Sonuclari:

Serum numunelerine ait IL-1-beta 6l¢iim sonuglar: (pg / ml)

Ornek no Kontrol grubu LPS grubu Lipoik asit grubu
1 Tesbit edilemedi 23,2 Tesbit edilemedi
2 Tesbit edilemedi 48,8 Tesbit edilemedi
3 Tesbit edilemedi 245,2 Tesbit edilemedi
4 Tesbit edilemedi 133,8 Tesbit edilemedi
5 Tesbit edilemedi 76,8 Tesbit edilemedi
6 Tesbit edilemedi 45,1 Tesbit edilemedi
7 Tesbit edilemedi 10,3 Tesbit edilemedi
8 Tesbit edilemedi 64,8 Tesbit edilemedi
9 Tesbit edilemedi 30,4 Tesbit edilemedi
10 Tesbit edilemedi Tesbit edilemedi Tesbit edilemedi

LPS grup: Max: 245,20, Min: 10,30 Median: 48,80

ESER ELEMENT ANALIZLERi OLCUMU

Magnezyum Ol¢iim Sonuclari:

Serum numunelerine ait magnezyum ol¢iim sonuclar: (ppm)

Ornek no Kontrol grubu LPS grubu Lipoik asit grubu
! 28,335 26,0977 22,0454
2 13,848 273727 47,7939
3 6,360 34,1852 26,5363
4 6,360 50,4963 25,6939
° 14,060 30,7954 34,3939
6 16,885 32,2563 20,0454
! 11,910 27,6763 17,3954
8 33,385 50,2163 31,4204
; 31,698 21,1163 23,9704
10 11,023 25 6163 27,3204
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Mangan Olc¢iim Sonuglari:

Serum numunelerine ait mangan 6l¢iim sonuclari (ppm)

Ornek no Kontrol grubu LPS grubu Lipoik asit grubu
! 0,020 0,0066 <1.008E-04
2 0,020 0,0385 0,0476
3 0,038 0,0393 0,0600
4 0,038 <1.008E-04 <1.008E-04
5 <1.008E-04 0,0055 <1.008E-04
6 <1.008E-04 <1.008E-04 <1.008E-04
7 <1.008E-04 0,0101 <1.008E-04
8 <1.008E-04 0,0036 <1.008E-04
S <1.008E-04 <1.008E-04 <1.008E-04
10 <1.008E-04 0,0087 <1.008E-04

Demir Ol¢iim Sonuglari:

Serum numunelerine ait demir 6l¢iim sonuglari (ppm)

Ornek no Kontrol grubu LPS grubu Lipoik asit grubu
! 2579 9,0265 3,1505
2 2338 10,0303 71773
3 2,944 17,8853 4,0824
4 2,944 10,1804 11,1707
° 2,085 17,9655 5,9640
6 2,500 5,9224 8,9680
! 2,093 10,3964 6,9805
8 2,992 8,3064 11,0605
; 2219 7,9384 12,9830
10 1575 7,0184 6,1180
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Bakir Ol¢iim Sonuclar::

Serum numunelerine ait bakir 6l¢iim sonuclar: (ppm)

Ornek no Kontrol grubu LPS grubu Lipoik asit grubu
. 0,026 0,0947 0,3449
2 0,001 0,0237 <0.001
3 <0.001 0,0937 <0.001
4 <0.001 <0.001 <0.001
5 <0.001 <0.001 <0.001
6 0,080 <0.001 <0.001
! 0,016 <0.001 <0.001
8 0,108 <0.001 <0.001
d 0,102 <0.001 <0.001
10 0,172 <0.001 <0.001

Cinko Ol¢iim Sonuglari:

Serum numunelerine ait ¢cinko 6l¢iim sonuclar: (ppm)

Ornek no Kontrol grubu LPS grubu Lipoik asit grubu
1 <0.0005 <0.0005 <0.0005
2 <0.0005 <0.0005 <0.0005
3 <0.0005 <0.0005 <0.0005
4 <0.0005 <0.0005 <0.0005
S <0.0005 <0.0005 <0.0005
6 <0.0005 <0.0005 <0.0005
! <0.0005 <0.0005 <0.0005
8 <0.0005 <0.0005 <0.0005
9 <0.0005 <0.0005 <0.0005
10 <0.0005 <0.0005 <0.0005
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Tum Grup ve Parametrelerin Analiz Sonuclarinin Istatistiksel Degerlendirilmesi:

Statistics

grup mg mn fe cu
K N Valid 10 10 10 10
Missing 0 0 0] 0]
Mean 17,3864 ,0236 2,4269 ,0508000
Median 13,9540 ,0200 2,4190 ,0210000
Std. Deviation 10,10023 ,00759 ,45800 |,06071939
Minimum 6,36 ,02 1,58 ,00100
Maximum 33,39 ,04 2,99 ,17200
Percentiles 25 9,8573 ,0200 2,0910 ,0010000
50 13,9540 ,0200 2,4190 ,0210000
75 29,1758 ,0245 2,9440 , 1035000
L N Valid 10 10 10 10
Missing 0 o 0 0
Mean 33,4829 ,0123 10,4670 ,0219100
Median 29,9663 ,0061 9,5284 ,0010000
Std. Deviation 10,28330 ,01420 4,17958 |,03875276
Minimum 21,12 ,00 5,92 ,00100
Maximum 50,50 ,04 17,97 ,09470
Percentiles 25 25,9774 ,0036 7,7084 ,0010000
50 29,9663 ,0061 9,5284 ,0010000
75 42,4006 ,0172 12,2686 ,0412000
E N Valid 10 10 10 10
Missing 0 0] 0 0
Mean 27,6615 ,0488 7,7655 ,0353900
Median 26,1151 ,0476 7,0789 ,0010000
Std. Devation 8,68322 ,00392 3,21293 |,10875073
Minimum 17,40 ,05 3,15 ,00100
Maximum 47,79 ,06 12,98 ,34490
Percentiles 25 21,5454 ,0476 5,4936 ,0010000
50 26,1151 ,0476 7,0789 ,0010000
75 32,1638 ,0476 11,0880 ,0010000
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Statistics

Ips TNF IpsIL IpsNT
N Valid 9 9 10
Missing 1 1 0
Mean 41,0556 75,3778 2,7330
Median 29,8000 48,8000 2,6900
Std. Devation 35,38323 | 73,28917 ,11344
Minimum 11,20 10,30 2,60
Maximum 114,20 245,20 2,92
Percentiles 25 12,7500 26,8000 2,6400
50 29,8000 48,8000 2,6900
75 66,3000 | 105,3000 2,8575

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks

Data source: Data 1 in Notebook 1

Dependent Variable: M G

Normality Test: Failed (P <0,050)

Group N Missing Median 25% 75%
K 10 0 13,954 11,023 28,335
L 10 0 29,966 26,098 39,795
E 10 0 26,115 22,045 31,420

H = 8,629 with 2 degrees of freedom. (P = 0,013)

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be expected by chance;
there is a statistically significant difference (P = 0,013)

To isolate the group or groups that differ from the others use a multiple comparison procedure.

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Student-Newman-Keuls Method) :

Comparison  Diff of Ranks q P<0,05
LvsK 115,000 4,131 Yes
LvsE 47,000 2,512 No
EvsK 68,000 3,635 Yes

Note: The multiple comparisons on ranks do not include an adjustment for ties.

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks Carsamba, Temmuz 03, 2013, 14:09:33

Data source: Data 1 in Notebook 1

Dependent Variable: M N
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Normality Test: Failed (P <0,050)

Group N Missing Median 25% 75%
K 10 0 0,0200 0,0200 0,0200
L 10 0 0,00605 0,00360 0,0101
E 10 0 0,0476 0,0476 0,0476

H = 22,766 with 2 degrees of freedom. (P =<0,001)

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be expected by chance;
there is a statistically significant difference (P = <0,001)

To isolate the group or groups that differ from the others use a multiple comparison procedure.

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Student-Newman-Keuls Method) :

Comparison  Diff of Ranks q P<0,05
EvsL 180,000 6,466 Yes
Evs K 120,000 6,414 Yes
Kwvs L 60,000 3,207 Yes

Note: The multiple comparisons on ranks do not include an adjustment for ties.

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks Carsamba, Temmuz 03, 2013, 14:10:32

Data source: Data 1 in Notebook 1

Dependent Variable: F E

Normality Test: Failed (P <0,050)

Group N Missing Median 25% 75%
K 10 0 2,419 2,093 2,944
L 10 0 9,528 7,938 10,396
E 10 0 7,079 5,964 11,060

H = 20,105 with 2 degrees of freedom. (P =<0,001)

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be expected by chance;
there is a statistically significant difference (P = <0,001)

To isolate the group or groups that differ from the others use a multiple comparison procedure.

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Student-Newman-Keuls Method) :

Comparison  Diff of Ranks q P<0,05
LvsK 167,000 5,999 Yes
LvsE 34,000 1,817 No
EvsK 133,000 7,109 Yes

Note: The multiple comparisons on ranks do not include an adjustment for ties.
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Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks Carsamba, Temmuz 03, 2013, 14:11:03

Data source: Data 1 in Notebook 1

Dependent Variable: C U

Normality Test: Failed (P <0,050)

Group N Missing Median 25% 75%
K 10 0 0,0210 0,001000 0,102

L 10 0 0,001000  0,001000  0,0237

E 10 0 0,001000  0,001000  0,001000

H = 4,624 with 2 degrees of freedom. (P = 0,099)
The differences in the median values among the treatment groups are not great enough to exclude the possibility

that the difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P =
0,099)
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TARTISMA VE SONUC

Enfeksiyon sirasinda karacigerde gozlenen metabolik degisiklikler, bu hiicrelerde bol
miktarda olusan NO' ve O;,’¢ baglanmaktadir (41). NO', NOS enzimlerinin kataliziyle L-
arjinin’den olusur. Cesitli sitokinler ve LPS’ler, karaciger ve diger hiicrelerde iNOS
indiklenmesine neden olarak fazla miktarda NO* Olusturmaktadirlar (8, 9,42). NO’nun O,’e
kars1 olan yakin ilgisi NOya gore ¢ok daha gug¢lu bir oksidan olan ONOO ‘i olusturur. Birgok
hastaligin patolojisi NO~’dan ziyade ONOO “in sitotoksisitesi ile agiklanmaktadir (11, 41, 43,
44, 45, 46).

Biz bu deneysel ¢alismada, ratlara 1p olarak LPS uyguladiktan 6 saat sonra iNOS’un
kontrollere gore arttigin1 gozledik. Ciinkii, kontrol ve deney hayvanlarina ait nitrotirozin ve
sitokin sonuglar1 bunu dogrulamaktadir. Biz ¢aligmamizda LPS enjeksiyonundan 6 saat
sonraki iNOS indiiksiyonundan kaynaklanan nitrotirozin ve sitokin degerlerini 6l¢tiik. Clinkii
bu konuda c¢alisan diger arastiricilar, karaciger ve diger dokularda iNOS indiiksiyonunun LPS
enjeksiyonundan sonraki 6. saatde maksimuma ulastigini, 12 saatten sonra hizla diistiigiinii,

18 ve 24. saatlerde kontrol degerlere ulastigini gostermislerdir(34, 47).

Geller ve arkadaslar1 (11) yaptiklari in vivo ve in vitro ¢alismalarda LPS uygulamasini
takiben hepatosit iNOS ekspresyonu ve aktivitesinin paralel bir sekilde arttigini rapor
etmiglerdir. Bu aragtiricilar, in vivo iNOS mRNA’sinin 6. saatte maksimum seviyeye
ulastigini, sonra hizla diistiiglinii, 18-48. saatlerde karaciger iNOS mRNA’smin ayni kontrol

rat hepatositlerinde oldugu gibi gézlenemedigini rapor etmislerdir.

Diger bazi arastiricilar da yine ratlara 1p olarak E.coli uygulanmasindan 6 saat sonra
elde ettikleri karaciger homojenatlarinda, safra kanali epitelinde, hepatositlerde giiclii bir

iNOS indiiksiyonu gozlemislerdir (44).

Insan ve hayvan modeliyle yapilan bir ¢alisma; akut hepatit, siroz ve kronik hepatit
gibi hepatik inflammasyon igeren patolojik sartlarin, karacigerde asir1 NO" Uretimine ve artmis

iNOS indiiksiyonuna neden oldugunu ortaya koymustur (45).

Calismamizda; iNOS aktivasyonu sonucu olusmasi beklenen ONOO i, onun markiri
olan 3-NT miktari1 HPLC yontemiyle 6l¢erek gosterdik. Sonuglarimiz diger ¢alismacilarin
bulgularina uygunluk gosterdi. Clnkii ONOQO™ aracilikli doku harabiyetlerinde ONOO™in
direkt Ol¢limii, onun ¢ok kisa bir yasam siiresine sahip olmasi nedeniyle 3-NT nin degisik

yontemlerle 6lgimi yoluyla gozlenebilmektedir (31, 48, 49, 50).
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Gucli bir oksidan olan ONOO™in 6nemli reaksiyonlarindan biri de tirozinin orto
pozisyonunda nitratlagsmast ve 3-NT olusturmasidir. Stabil ve son iirin olan 3-NT o6l¢limi
ONOQ" aracilikli doku harabiyetinin tanisinda markir olarak kullanilmaktadir (31, 48, 49, 50).

3-NT ol¢iimii icin degisik yontemler kullanilmaktadir. Ancak arastiricilar en iyi ve
hassas yontemin HPLC oldugunu savunmaktadirlar (51, 52, 53).

Biz, kontrol grubuna ait serum numunelerinde tayin edilebilir 3-NT seviyesini
gozleyemedik ve bunu UV dedektér kullanimina bagladik. Eger nmol/L ve pmol/L
seviyelerini yakalayan elektrokimyasal dedektor kullansaydik gozlenebilir bir miktarda 3-NT
tesbit edebilirmiydik diye diisiinerek, bu konuyla ilgili literatiir taramalar1 yaptik.Yaptigimiz
literatiir taramalarinda Monzon (48) ve arkadaslarinin yaptiklari bir ¢alismaya rastladik. Bu
arastiricilar histolojik olarak normal kabul edilen karaciger numunelerinde 3-NT’yi tim
yontemlerle Olgmiisler, ya ¢ok eser miktarda veya hi¢ bulamadiklarini bildirmislerdir. Bu
yoniiyle de kontrol gruplarinda 3-NT’yi tesbit edemeyisimiz bu arastirmacilarin yaptiklari
sonuclarla uygunluk gostermektedir. Ayrica bu arastiricilar; 3-NT miktarinin, viral karaciger
hastaliklarinda hastalifin patojenisitesiyle paralel bir sekilde iNOS ekspresyonu ile birlikte
onemli derecede arttigin1 gozlemislerdir (48).

Bian ve Murad’in (49) ratlarda yaptiklar1 bir ¢alismada, LPS uygulamasinin 24 saat
sonrasinda, hepatositlerde yogun bir 3-NT boyanmasini immiinohistokimyasal yontemle tesbit
etmisglerdir. Ayrica westen blood analiziyle endotoksemili karacigerlerde LPS uygulamasindan
24 saat sonra iNOS ekspresyonu gozlenmedigini bildirmislerdir.

Arastiricilar, LPS uygulamasindan sonraki harabiyetin derecesini LPS nin
konsantrasyonuna, NO ve diger reaktif tiirlerin bolgesel olusumu gibi multipl faktorlere bagl
oldugunu séylemektedirler (44).

Ottesen ve arkadaslar1 (31), endotoksemiden 2 saat sonra bilier sirozlu ratlarda, hepatik 3-
NT’nin orta derecede artisin1 degisik yontemlerle gostermislerdir. Ancak bu artisin siroz

sonucu mu, yoksa endotoksemi sonucu mu oldugu agik degildir.

Diger bazi1 arastiricilara gore ONOO™ glikolitik yol, krebs dongisu ve elektron
transport zincirini direkt olarak inhibe etmekte ve hiicre enerji miktarini azaltmaktadir (4).

Calismamizin ikinci amaci; lipoik asidin iNOS ekspresyonundan kaynaklanan 3-NT
olusumu ve sitokin indiiksiyonu {izerine etkisini incelemek ve bu antioksidanin diizeltme
kapasitesini 6lgmektir. Lipoik asidi koruyucu amagcla, etkisinin olup olmadigin1 aragtirmak

icin kullandik.
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Koruyucu amagla kullandigimiz lipoik asidin, iNOS ekspresyonundan kaynaklanan
nitrotirozin ve sitokinler {zerine etkili oldugunu ve LPS’li grupta artan bu indiiklenmeyi
Oonemli oranda diisiirdiigilinii gozledik.

Dugo ve arkadaslar1 (55) makrofaj kiiltiirleri ile yaptiklar1 bir ¢alismada artan iNOS’ un
aktivitesine paralel olarak, NO' iiretiminin de arttiginm1 goézlemislerdir. Ancak, melatonin
kullanimindan sonra iNOS aktivitesinin doza bagimli bir sekilde azaldigini ve hiicrede
ONOO" aracilikli mitokondrial solunum zincirinin diizeldigini, NAD" miktarinin azalmadigini
ve PARS aktivasyonunun inhibe oldugunu tesbit etmislerdir.

Rodriguez ve arkadaslar1 (56) rat karaciger iskemi-reperflizyon modellerinde
melatoninin INOS’u inhibe ederek, NO' olusumunu inhibe ettigini, solunum zincirini
koruyarak ATP depolarini siirdiirdiigiinii rapor etmislerdir. Bu arastirmacilar, iNOS mRNA
analizi yapmislar ve iNOS mRNA ekspresyonunun melatoninin ile inhibe edildigini tesbit
etmislerdir.

Yapilan baska bir arastirmada LPS’nin olusturdugu akut ve kronik inflammasyon
hayvan modellerinde melatoninin, antiinflammatuar etki gosterdigi savunulmustur (57).

Biz de bu ¢aligmamizda; kullandigimiz lipoik asidin iNOS aktivitesini inhibe ettigini
bu yiizden ONOO olusamadigin1 ve dolayisiylada nitrotirozin tesbit edilemedigini; ayrica
INOS aktivitesinin lipoik asitle inhibisyonu nedeniyle proinflammatuar sitokinlerin ekspre
edilemedigini ve bu sonuglarimizdan dolayr da lipoik asidin yukardaki bahsedilen
calismalarda oldugu gibi melatonin benzeri giiclii bir antioksidan etkiye sahip oldugunu ifade
edebiliriz.

Calismalarimizda lipoik asidin de melatoninde oldugu gibi, LPS uygulanan deney
grubunda 3-NT olusumunu engelledigini gézledik. iNOS aktivasyonunun lipoik asit ile inhibe
olmast sonucu ONOO ‘in olugamamasi, 3-NT olusumunu engellemektedir.

Arastiricilar LPS uygulamalarinda, azalan enerji depolarimin ancak 12. saatten sonra
artmaya baslayacagini, 24. saatte kontrol degerlere ulagacagini yaptiklar1 Ol¢limlerle
kanmitlamiglardir (29, 30). Biz de bundan dolay1 tiim o6lglimlerimizi, iNOS aktivitesinin
maksimuma ulastig1 6. saatde yaptik.

Ayrica bu ¢alismada; LPS uygulamasi ve koruyucu amagla lipoik asidin kullanilmasi,
serum eser element miktar1 ve enfeksiyon arasinda gozle goriilebilir ciddi bir iligki vermedi.

Sonug olarak;

Lipoik asidin LPS ile indiiklenen enfeksiyonlarindan sonra iNOS’u inhibe ettigini ve

bu nedenle de 3-NT olusumunu ve proinflammatuar sitokinlerin ekspresyonunu engelledigini,
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ancak enfeksiyon ve serum eser element miktar1 arasinda kaydedeger bir degisikligin
olmadigini bu ¢alismada gosterdik.

Lipoik asidin ise enfeksiyonda iNOS olusumunu dolayisi ile ONOO olusumunu ve 3-
NT olusumunu ve TNF-alfa ve IL-1beta sitokinlerinin ekspresyonunu baskiladigini in vivo
sartlarda gosterdik. Bu nedenle LPS indiiklii bakteriyal enfeksiyonlarinda ONOQO™ aracilikli

harabiyetlerin tedavisinde kullanilabilecegi kanisindayiz.
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	Çalışma Koşulu
	Enfeksiyon sırasında karaciğerde gözlenen metabolik değişiklikler, bu hücrelerde bol miktarda oluşan NO. ve O2-.’e bağlanmaktadır (41). NO., NOS enzimlerinin kataliziyle L-arjinin’den oluşur. Çeşitli sitokinler ve LPS’ler, karaciğer ve diğer hücreler...

