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OZET

Calismamizda, geleneksel Cin tibbinda enflamasyon ve oksidatif hasarin neden oldugu
cesitli hastaliklarin  tedavisinde siklikla kullanilan  Zingiber officinale Rosc.
(Zingiberaceae) bitkisinden elde edilen 6-shogaol ve 6-gingerol’iin enflamasyonda in

vivo etkileri arastirildi.

Deneylerde; Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezinden saglanan
agirliklari 300+£25 g arasinda degisen 10 haftalik 36 adet Wistar Albino cinsi erkek
sican kullanildi. Deneyler; kontrol, 6-shogaol, 6-gingerol, LPS (Lipopolisakkarit), LPS+
6-shogaol, LPS+ 6-gingerol olmak tizere 6 grup Uzerinde gerceklestirildi. Endotoksemi;
hayvanlara 15 mg/kg LPS uygulanarak olusturuldu ve tedavi gruplarinda 6-gingerol ve
6-shogaol 4 mg/kg dozlarinda intraperitoneal uygulandi. Alinan serum orneklerinde
TNF-a (Tumér nekrozis faktor-a), IL-1B(interlokin-1p), IL-6(interlokin 6), IL-
10(interlokin 10), NO(Nitrik oksit) ve PGE2(Prostaglandin E2)diizeyleri 6lciildi.
Karaciger ve bobrek dokularinda ise COX-2(Siklooksijenaz 2) ve iNOS(indiklenebilir
nitrik oksit sentaz) enzim aktivitelerine, PGE2 dizeylerine bakildi. Yine bu doku
homojenatlarinda western blot analizi ile COX-2 ve iINOS protein miktarlarina, RT-
PCR (gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu) ile COX-2, iNOS ve mPGES-

1(mikrozomal prostaglandin E sentaz 1) enzimlerinin mRNA diizeyleri 6lcldd.

LPS uygulanan grubta TNF-a, IL-1pB, IL-6, IL-10, NO ve PGE2 diizeylerinin kontrol
grubuna gore (p<0,05) yukseldigi gozlenirken 6-shogaol ve 6-gingerol ile tedavi
gruplarinda azalma (p<0,05) meydana gelmistir. Karaciger dokusunda PGE2 diizeyleri
ve COX-2 enzim aktivitesi agisindan gruplar arasinda fark goézlenmezken bobrek
dokusunda tedavi gruplarinda artis (p<0,05) meydana gelmistir. INOS enzim aktivitesi

ise hem karaciger hem de bobrek dokusunda 6-gingerol ile tedavi gruplarinda azalmistir
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(p<0,05). Karaciger dokusu western blot analizinde COX-2 ve iNOS enzim miktarlari
LPS uygulamasi ile artmis ve tedavi gruplarinda azalmistir (p<0,05). Karaciger
dokusunda COX-2, iNOS ve mPGES-1 enzimlerinin mRNA duzeyleri LPS uygulamasi
ile artmis tedavi gruplarinda azalmistir (p<0,05). Bébrek dokusunda COX-2 enzimi
MRNA dizeyi LPS uygulamasi ile artmis tedavi gruplarinda azalma gozlenmistir
(p<0,05). INOS ve mPGES-1 enzimlerinde LPS ile artis ise tedavi gruplarinda artmaya
devam etmistir (p<0,001; p<0,05).

Sonug olarak 6-gingerol ve 6-shogaol’iin, ratlarda LPS ile induklenmis endotoksemiye
karsi etkilerinin ilk defa arastirildigi bu calisma ile zencefilin antienflamatuar etkilerinin
bu bilesenlerinden kaynaklanabilecegi ve bu antienflamatuar etkinin de, proenflamatuar
sitokinleri, INOS ve COX-2 enzim aktivitelerini ve bunlarin NO, PGE2 gibi trunlerini

sistemik olarak azaltmasindan kaynaklandig ilk kez bu ¢calisma ile gdsterilmistir.

Anahtar Kelimeler: 6-Gingerol, 6-Shogaol, COX-2, PGE2, Endotoksemi
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ABSTRACT

In our study, we examined the in vivo effects of 6-shogaol and 6-gingerol during
inflammation. These agents are subtracted from Zingiber officinale Rosc.
(Zingiberaceae) and have been widely used in the treatment of various inflammatory

and oxidative diseases in traditional Chinese medicine.

The experiments were performed on 36 ten weeks old Wister Albino type male rats
which are provided by Erciyes University Experimental and Clinical Research Center
and their weights were ranging between 300 £ 25 grams. The subjects were categorized
into six groups as controls, 6-shogaol, 6-gingerol, LPS (Lipopolysaccharide), LPS plus
6-shogaol, LPS plus 6-gingerol. Endotoxicity was created by applying 15 mg / kg
LPS and the treatment groups received 4 mg/kg 6-gingerol and 6-shogaol
intraperitoneally. Blood serum levels of TNF-a (Tumor necrosis factor alpha), IL-1
(Interleukin 1 beta), IL-6 (Interleukin 6), IL-10 (Interleukin 10), NO (Nitric oxide) and
PGE2(Prostaglandin E2) were measured. The activities of COX-(Cyclooxygenase-2)
and INOS(Inducible nitric oxide synthase) enzymes and the levels of PGE2 were
examined on the kidney and liver tissues of animals. On aforementioned tissue
homogenates, we measured the amounts of COX-2 and INOS protein by western
blotting, and the mMRNA levels of COX-2, iINOS and mPGES-1(Microsomal
Prostaglandin E2 syntase-1) enzymes through RT-PCR (Real time polymerase chain

reaction)

It was observed that the levels of TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10,NO and PGE> were
elevated in LPS applied group when compared to the controls (p<0,05), the levels were
decreased in the treatment groups with 6-shogaol and 6-gingerol (p<0,05). There was no

significant difference between the groups for the COX-2 and PGE2 enzyme activities in
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liver tissue, however the treatment groups demonstrated higher activity in kidney tissue
(p<0,05). The western blotting analysis of liver tissues showed that COX-2 and iNOS
enzyme amounts were increased with LPS application and decreased in the treatment
groups (p<0,05) .In that liver tissues, the MRNA levels of COX-2, INOS and mPGES-1
enzymes were increased with LPS application and decreased in the treatment groups
(p<0,05). In the kidney tissues, COX-2 enzyme mRNA levels were increased with LPS
application and decreased in the treatment groups (p<0,05). iINOS and mPGES-1
enzyme levels were elevated with LPS application in the kidney tissues, including the

treatment groups (p<0,001, p<0,05).

As a conclusion, in this first study looking for the effects of 6-gingerol and 6-shogaol
against LPS induced endotoxicity on rats, it was demonstrated that the anti-
inflammatory effects of ginger might be through these molecules and these anti-
inflammatory effects work by systematically diminishing the activities of pro-
inflammatory cytokines, iNOS and COX-2 enzymes and their products like NO and
PGE>.

Keywords: 6-gingerol, 6-shogaol, COX-2, PGE2, Endotoxemia
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1. GIRIS VE AMAC

Endotokseminin neden oldugu sepsis, enflamasyonu ve enflamasyona karsit yaniti
tetikleyerek inat¢i hipotansiyon ve hipoperfiizyona bagl olarak akciger, karaciger,
bobrek, beyin gibi yasamsal ©6neme sahip organlara yeterli kan ve oksijenin
ulasamamasi sonucu bu organlarda giderek ilerleyen islev bozukluklarinin gelismesine

ve 6lime neden olur (1).

Enflamatuar ve immin cevap, septik sokun patogenezinde ¢ok dnemli bir rol oynar.
Enflamasyon, prostaglandinlerin, prostasiklinin ve l6kotrienlerin, sitokinlerin dokuda
cesitli  etkenlerden ileri gelen lokal iltihap hallerinde iltihaph  bdlgede
konsantrasyonlarinin yikseldigi durumdur. TNF-alfa ve IL-1B gibi proenflamatuvar
sitokinler septik sok kaskadindaki en 6nemli sitokinlerdir. Sitokinler; Fosfolipaz A2,
siklooksijenaz 2 (COX-2), nitrik oksit sentaz icin gen ekspresyonunu ve protein
sentezini aktive eder (2). Enflamatuar yanit ile indiklenen COX-2, prostaglandin H>
(PGH2) duretimini saglamaktadir. PGH. prostaglandin E sentazlar ile PGE2 ye
dontsmektedir. PGE>, proenflamatuvar ve hiperaljezik etki yoniinden en gugli
prostanoiddir (3). Enflamasyonla birlikte artan induklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS),

nitrik oksit (NO) seviyesini ylkseltmektedir (4).

Yiksek mortalite ile seyreden sepsiste vazgecilmez tedavi secenegi halen antibiyotikler
olmakla birlikte, antibiyotiklere karsi hizli direng gelisimi nedeniyle yeni destek
tedavilerinin gelistirilmesi gerekmektedir.

Zencefil, Glneydogu Asya’da dogal olarak yetisir. Nijerya, Hindistan, Tayvan ve
Jamaikada kilturu yapiimaktadir.%5-8 oraninda oleorezin tasir. %3 oraninda ugucu yag,
oleorezinlerin %20-%25 ini olusturur. Oleorezinlerin %25 ini olusturan aci bilesikler;
gingeroller, shogaoller ve ilgili fenolik keton tlrevlerinden olusur (5). Zencefil

rizomlari, antiemetik, antienflamatuar, antikansorejen, antidiyareik, antioksidan,



antiplatelet agregasyonu gibi etkileri nedeniyle Kore, Cin, Japonya geleneksel tibbinda
stk kullaniimaktadir (6).

Antienflamatuar aktivitesi zerine yapilan in vivo ¢alismada, zencefil ekstresinin oral
uygulanmasinin sicanlardaki penge 6édemini azalttigini géstermistir. Ekstrenin etkinligi
asetil salisilik asit etkinligi ile karsilastirilabilir durumdadir. 6-shagaoller, sicanlardaki
karrageninle indiklenmis penge odemini, siklooksijenaz aktivitesini inhibe ederek
onlemistir (7).

Lipopolisakkarit ile indiklenen HL-60 hucrelerinde yapilan calismada Zingiber
officinale(zencefil) ekstresi karisimi denenmis ve PGE: uretimini indometazin ile
karsilastirilabilir kadar iyi derecede inhibe ettigi gézlenmistir (8). Zingiber officinale,
uzerinde yapilan in vitro deneylerde PGF.-a, PGE2, ve PGD: sentezini doz bagimli
inhibe etmistir (9). Gingerol, gingerdion, 6-shogaol gibi bazi bilesiklerin 5-
lipooksijenaz aktivitesini inhibe ettigi ve bazilarininda 8-shogaol, 8-paradol ve 8-
gingerolin etkin COX-2 inhibitori oldugu gosterilmistir (5). 6-shogaol’in BV-2
mikroglia htcrelerinde enflamatuar yanit Gzerindeki etkisine bakilmistir. Calisma
sonucunda COX-2, MAPK, NF-kB ekspresyonunu azalttigi ve PGE2’yi azalttigi
bulunmustur  (10). 6-gingerol, 8-gingerol, 10-gingerol, 6-shogaol maddeleri
lipopolisakkarit ile indliklenmis enflamatuar yanita sahip RAW?264.7 hicresinde PGE>
uretimini doza bagimh bir sekilde inhibe etmistir (11). 6-gingerol ve 6-shogaol insan
bronsial  epitelyal hucrelerde(BEAS-2B)  Lipopolisakkarit  ile  indiklenmis

proenflamatuar sitokinlerin sekresyonunu azaltmistir (12).

Zencefilin etanolll ektresinin in vivo ve in vitro antienflamatuar etkisi gosterilmistir.
Eksterenin bu etkisinin hangi bileseninden kaynaklandigi tam olarak bilinmemektedir.
Zencefil ekstresinden elde edilen shogaol ve gingerol analoglarinin makrofaj
hicrelerinde PGE> ve NO uretimi tzerinde 6nemli inhibitor etkisi gosterilmistir. 6-
gingerol ve 6-shogaol’in lipopolisakkarit ile indiklenmis ratlarda in vivo
antienflamatuar etkisi arastirilmamistir. Bu c¢alismada lipopolisakkarit ile indiklenmis
endotoksemide karaciger ve bobrek dokusunda 6-gingerol ve 6-shogaol’iin COX-2,
PGE:2 sentaz, iNOS duzeyleri tGzerine ve PGE2, NO miktarlarina etkisinin arastiriimasi

amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. SEPSIS

Sepsis, Yunanca’da ¢lrime, bozulma, kokusma anlamina gelmektedir (13). Tip
literatiriinde ise uzun vyillar mikroorganizmanin kendisinin veya biyolojik aktif
urtinlerinin insan organizmasinda bulunmasi anlaminda kullaniimistir. Sepsis, konagin
enfeksiyona verdigi enflamatuar yanit olarak tanimlanir. Konagin sepsiste verdigi
yanitlar ise temel olarak proenflamatuar, antienflamatuar ve her ikisinin birlikte oldugu
durumlardir. Proenflamatuar sitokinler immun cevabin baslamasi ve surdurulmesini
saglarlar. Antienflamatuar sitokinler ise enflamasyonun daha sonraki evrelerinde

salinarak asiri sistemik enflamasyonun kott sonuclarini 6nlerler (14).

Ulkemizde sepsis ve buna bagli 6lim oranina iliskin oran vermek miimkiin olmamakla
birlikte 6zellikle yogun bakim Unitelerinde yatan hastalarda biyuk sorun

olusturmaktadir.
2.1.1. Tanimlar

Sepsisin terminolojisini tanimlamak Uzere Agustos 1991 yilinda bilim adamlari bir
araya gelmislerdir. *‘American College of Chest Physicians/Society of Critical Care
Medicine’ tarafindan gerceklestirilen bu konsensis toplantisinda sepsisle ilgili
tanimlamalar ve siniflandirmalar yapilmistir. Haziran 1992 yilinda yayinlanan bu

tanimlar;

Enfeksiyon: Mikroorganizmalarin varligina karsi ortaya c¢ikan enflamatuar yanit ya da

steril konak dokusunda mikroorganizmalarin invazyonunu gosteren durumdur.

Bakteremi: Kanda canli bakteri bulunmasidir.



Sistemik Enflamatuar Cevap Sendromu (SIRS): Farkh klinik uyarilara karsi konakta

gelisen yaniti tanimlar. Asagidaki bulgulardan en az ikisinin varligi ile tanimlanir:
Vicut isis1 > 38 °C ya da < 36°C
Kalp hizi > 90 /dakika
Solunum hizi > 20/dakika ya da PaCO, < 32 mmHg
Lokosit sayist > 12.000/mm? ya da < 4000/mm?
Periferik yaymada %10 genc notrofillerin saptanmasi
Sepsis: SIRS’In klinik bulgulariyla birlikte enfeksiyon gérilmesidir.

Siddetli Sepsis: Organ disfonksiyonlari, hipoperfuzyon ve hipotansiyon ile birlikte
gorulen sepsis. Perfuzyon bozukluklari; laktik asidoz, oliglri ya da mental durumdaki
bozulmayi icermektedir. Hipotansiyon sistolik kan basincinin < 90 mmHg ya da
hipotansiyona yol acgabilecek bilinen baska bir neden yokken baslangictakinden > 40

mmHg disme gorilmesi seklinde tanimlanir.

Septik Sok: Yeterli sivi resusitasyonu, inotropik ve vazopressor ilag destegine karsin
hipotansiyon ve hipoperfizyon bulgularinin varhgi, mental durumda bozulma, laktik

asidoz ve oligurinin yer aldigi klinik tablodur.

Coklu Organ Fonksiyon Bozuklugu Sendromu (MODS): Akut olarak ortaya ¢ikan
ve desteksiz olarak homeostazin devam edemeyecegi coklu organ fonksiyon
bozukluklandir. Primer ve sekonder olarak ikiye ayrilir. Primer MODS, iyi bilinen ve
kona@a dogrudan hasar veren spesifik bir olaya bagli olarak gelisirken, sekonder MODS
ise spesifik bir olaya direkt yanit olmaktan ¢ok, konagin anormal sistemik yanitina bagl
olarak gelisir. Sekonder MODS, SIRS’In ¢ok siddetli inflamatuvar yanita ve élime yol
acan son basamagidir (15).



ENFEKSIYON
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Sekil 2.1. Enfeksiyon, Sepsis ve SIRS arasindaki iliski(16)

2001 yilindaki ACCP/SCCM( American Collage of Chest Physicians and Society of
Critical Care Medicine) toplantisinda, sepsisli hastalarin degerlendirilmesinde ve
prognozlarinin belirlenmesinde kullaniimak Gzere yeni bir siniflama sisteminin

kullaniimasi 6nerilmistir.
Bu siniflama kisaca PIRO olarak adlandiriimistir.

P (predisposition): Hastada 6nceden var olan risk faktorlerini icerir. Onceden var olan
faktorler, sepsiste sonucu degistirmektedir ve tedavi planlanirken bunlar da dikkate
alinmalidir. Hastanin énceki saglik durumu, kullanmakta oldugu ilaglar ve aliskanliklari

sepsisin klinik seyrini etkiler.

I (infection): Enfeksiyon varhgini ve yayginliginin degerlendirilmesidir. Enfeksiyonun

yeri, tipi ve yayginliginin prognoza énemli etkisi vardir.
R (response): Hasta yanitinin ne 6l¢tide oldugunu belirtmektedir.

O (organ dysfunction): Tutulan organ sayisi veya disfonksiyonunun skorlama

sistemleri ile belirlenmesidir (17).



2.1.2. Epidemiyolojisi ve Etiyolojisi

Sepsis, Amerika Birlesik Devletleri’nde yaklasik yilda 500.000 olgu olarak bildirilen ve
ortalama mortalitesi %210-90 bulunan bir enfeksiyondur. Mortalite altta yatan hastalik,
enfeksiyon etkeni, enfeksiyona yanit yetenegi, uygun antimikrobiyal tedavi ve septik
sok gelisim sureciyle ilgilidir. Ulkemizde sepsis olgularinin sayisi konusunda yeterli bir
bilgi yoktur (18).

Sepsis bildirimi zorunlu bir hastalik olmadigindan, gercek sikhgi konusunda kesin
rakamlar sdéylemek mumkin degildir. Ancak sepsis olusumunda konak ve cevresel
faktorler etkili oldugundan sikligi hasta popilasyonlart arasinda farklilik
gostermektedir. Ulkemizde toplum kokenli sepsis insidansi konusunda yeterli veri
bulunmamakla beraber yogun bakim unitelerindeki nozokomiyal bakteriyemi/sepsis
insidansi %7.6-15.8 arasinda bildirilmektedir (19).

Hastane kaynakli sepsisler gittikce artan siklikta gorilmektedir. Toplumda ileri yas
grubunun artmasi, kronik hastaligi olan hastalarin yasam slresinin uzamasi,
immunsupresif ilaglarin kullanimi, teshis veya tedavi amaciyla invaziv tekniklerin
yaygin kullaniimasi sepsis gortlme sikligini arttirmaktadir. Sepsisin gortlme sikhg
hastaneden hastaneye degismektedir (20).

Ulkemizde 1983-1989 yillari arasinda yapilan sepsis ile ilgili en genis calismada, yedi
yillik donemdeki gram negatif bakteriyemi olgulari degerlendirilmis, yatan hastalar

arasinda insidansi 4.2/1000 ve mortalitesi %45 olarak bulunmustur (21).

Sepsis tablosu bakteriler, virusler, mantarlar ve parazitlerden kaynaklanabildigi gibi,
agir travma veya pankreatit gibi enfeksiydz olmayan olaylarda da gelisebilmektedir.
Olgularin yarisinda etken gosterilememesine karsin, bu grubun cogunlugunun
antibiyotik tedavisine yanit vermesi, bu hastalarda da etkenin bakteriyel oldugunu
dustndurar (22).

Toplum kokenli sepsislerde genelde en sik rastlanan etkenler; Escherichia coli,
Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus’dur. Hastane kaynakli sepsislerde
ise asil etken o hastanenin hatta o birimin florasidir. Sepsise neden olan

mikroorganizmalar ve konagin durumu Tablo 2.1.”de verilmistir.



Tablo 2.1. Sepsise Neden Olan Mikroorganizmalar ve Konagin Durumu (16,25)

Konagin Durumu Muhtemel Patojen
Cilt butunlaginin Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae
bozulmasi Staphylococcus aureus, Neisseria meningitidis

Anormal Uriner Sistem Escherichia Coli, Enterobacteriaceae

Alkolizm Klebsiella spp., S. Pneumuniae

Siroz Gram-negatif basiller, Vibrio, Yersinia, Salmonella tirleri

Asplen S. pneumoniae, H. influenzae, M. meningitidis
Capnocytophagia canimorsus

Diabetes mellitus E. coli, Pseudomonas tiirleri, mukormikoz

Hipogamaglobulinemi S. pneumoniae, H. influenzae, N. Meningitidis, E. Coli

Yanik S. aureus, P. Aeruginosa, nozokmiyal gram—negatif basiller

Kistik fibroz Cok ilaca direncli Pseudomonas ve Burkholderia turleri

AIDS Pneumocystis carinii, Pseudomonas spp, Mycobacterium aivum
intracellulare compley cytomegalovirus

Solid organ alicisi Gram-negatif bakteriler, cytomegalovirus

Damar ici kateter S. aureus, koagulaz—negatif Statilokoklar

Kronik steroid kullanimi | S. pneumoniae, H. influenzae,

Grup B streptokok, Listeria monocytogenes, S. Pneumoniae,

Yenidogan .

H. Influenzae

S. pneumoniae, H. influenzae, S. aureus, Enterobacteriaceae, L.
Yashlar

Monocytogenes
Postoperatif hastalar S. aureus, Enterobacteriaceae, nozokomiyal gram-negatif basiller

2.1.3. Fizyopatolojisi

Sepsiste ortaya ¢ikan klinik bulgular sepsise neden olan mikroorganizmanin toksin ve
hicre duvari gibi komponentlerine bagisiklik sisteminin verdigi enflamatuar yanita
bagh olarak olusmaktadir. Etken gram-negatif bakteri oldugunda, gram negatif
bakterilerin hiicre duvari komponentlerinden olan ve LPS yapisinda olan endotoksin
enflamatuvar yaniti uyarmaktadir. Endotoksin molekili hicre membraninda kaldigi
strece biyolojik olarak inaktiftir, ancak hizli hiicre boliinmesi ve hiicre yikimi sirasinda
saliverilir (23).

LPS, lipopolisakkarit baglayan protein (LBP) ile birlestikten sonra monosit ve

makrofajlara CD14 reseptorii araciligr ile baglanirlar. Bu baglanma sonucunda




sitoplazmik sinyal sistemi islemeye baslar ve dakikalar iginde timor nekroz faktor
(TNF), interlokin IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, platelet aktive edici faktdr (PAF) ve interferon

gamma gibi sitokinlerin transkripsiyonu gerceklesir.
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Sekil 2.2. Sepsisin Fizyopatolojisi(24)
Bu sitokinler ve nitrik oksit, intraselltler adezyon molekdlleri, prostaglandinler ve
Iokotrienler septik sok patogenezinde rol alirlar. Sepsise neden olan mikroorganizma
gram-pozitif bakteriler, virusler, parazitler, protozoalar veya helmintler oldugunda
patogenez biraz daha farkli olmaktadir. LPS icermeyen bu mikroorganizmalar sitokin

Uretiminin alternatif yolunu uyarmaktadirlar (25).

Gram-pozitif bakterilerin peptidoglikan ve teikoik asit gibi hlcre yapilari kompleman
zincirini alternatif yoldan aktive etmektedirler. Kompleman zinciri aktive oldugunda
lenfosit proliferasyonu ve aktivasyonuyla birlikte makrofaj aktivasyonu ve sitokin
salinimi gerceklesmektedir. Ayni zamanda peptidoglikan ve lipoteikoik asit, dogrudan
monosit ve makrofajlardan IL-1 salinimina neden olurlar. Lipoteikoik asit ek olarak
TNF-a ve IL-6 salinimini tetikler. Grampozitif bakterilerin ekzo ve enterotoksinleri IL-
1, IL-6 ve TNF-alfa salinimini artirir. Stafilokoklarin salgiladigi toksik sok sendromu
toksini-1 (TSST-1), IL-1 salinimini LPS’den ¢ok daha gui¢lu bir sekilde uyarir (16).



Tablo 2.2. Sepsis Patogenezinde Rol Oynayan Sitokinler ve Temel Fizyolojik Etkileri

(16,25)
Sitokin Kaynagi Temel Fizyolojik EtKisi
i Vazodilatasyon, hipotansiyon, ates, akut faz reaktani

TNF-a Makrofaj )

sentezi

Vazodilatasyon, hipotansiyon, ates, akut faz reaktani
TNF-f Th, NK hcreteler . y P y ?

sentezi
IL-1 Makrofaj, endotel | Vazodilatasyon, ates
IL-6 T ve B hiicreler B hiicre diferansiyonu
IL-8 Endotel, monosit | Kemotaksis

. Kan basinci ve kardiyak ejeksiyon fraksiyonunda

IL-2 T hucreler

azalma
IFN-gamma T hicreler Hipotalamus Uzerinden ates ylksekligi

T Mikrovaskiiler sizinti, negatif inotropi, platelet

PAF Notrofil, endotel

agregasyonu

Vaskiler gecirgenlikte artis, vazokonstriiksiyon,
Lokotrienler Arasidonik asit koroner kan akiminda azalma, pulmoner vaskuler

direngte artis

o Platelet ve nétrofil agregasyonu, vaskiiler

Tramboksan A2 | Arasidonik asit ) .

gecirgenlikte artis

) . Katabolizmada artis, hipotalamus tizerinden ates

Prostaglandin E2 | Arasidonik asit . .

yiksekligi

2.2. ENFLAMATUAR YANIT
2.2.1. Arasidonik Asit(Eikazonoidler) ve Urtiinleri

Eikozanoidlerin sentezinde kullanilan yag§ asidlerinin kaynagi, hicre membraninda
bulunan fosfolipidlerdir. Yirmi karbonlu yag asitlerinin membran fosfolipidlerinden
mekanik, kimyasal ve fizik uyaranlari ve diger mediatorlerin etkisi ile olusan hicresel
fosfolipazlar (6rnegin, fosfolipid A2) sayesinde aciga cikarlar. Arasidonik asit
metabolitlerine eikazonoidler denir ve iki majér enzim aracihgl ile sentezlenirler.
Eikozanoidler, prekirsér yag asidlerinden olusmalarinda rol oynayan enzim turine
gore siklooksijenaz drlnleri, lipoksijenaz Uriinleri ve 450 monokslenaz Urtnleri
seklinde Ug¢ ana gruba ayrilirlar. Bu gruplarin fizyolojik ve patolojik olaylara katkilari

ve cesitli sistem ve organlara etkileri bakimindan aralarinda belirgin farklar vardir.
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Siklooksijenaz yolu ile prostasiklin (PGl.), tromboksan A2 (TxA2), PGE2, PGDy,
PGF2a meydana gelir. Bunlar enflamasyonda agri ve ates gelisiminde de rol oynarlar.
Lipooksijenaz yolu ile l6kotrienler olusur ve enflamasyonda o6nemli gorevleri
ustlenirler. Proenflamatuvar ve antienflamatuvar etkileri vardir. Sitokrom Paso

epoksijenaz yolunda epoksitler ve dioller olusur (3).

Membrane phospholipids
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Sekil 2.3. Arasidonik Asit ve Uriinleri(26)
2.2.1.1. Siklooksijenaz-2(COX-2) ve Urunleri

Prostanoidler diye de adlandirilan siklooksijenaz  drint eikozanoidler;
prostaglandinler, prostasiklinler ve tromboksanlardir. Siklooksijenaz enzimleri (COX-1

ve COX-2) arasidonik asidin, adi gegen prostanoidlerin prekursoérleri olan prostaglandin
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G ve H'ye donisimini katalize eder. Bu enzimlerin diger adi prostaglandin G/H

sentazdir.

COX-1, doku hemostazinin saglanmasi icin gerekli prostanoidlerin sentezinden
sorumludur ve dretildigi hicrelerde strekli exprese edilirken, COX-2 enzimi bunlarin
zitt1 etki yapar. COX-2 izoformu saglikh insanlarda neredeyse goérilmez. Sitokinler,
blytme faktorleri, timor nekroz ajanlar, bakteriyel endotoksin gibi proenflamatuvar
stimulanlar enflamasyonlu hicrelerdeki yanitlariyla stratle COX-2’nin ekspresyonuna
neden olurlar. COX-2 rln0 prostaglandinler enflamatuvar reaksiyonlarda major rol
oynar ve kizarikhk, ates, sislik, agri ve fonksiyon kaybi gibi karakteristik enflamatuvar

semptomlardan sorumludurlar (27).

COX-2’nin sentezlenmesinden sonraki enzimler, hiicreye 6zgun bir sekilde duzenlenir.
Tromboksan sentaz plateletlerde ve makrofajlarda bulunur, prostasiklin sentaz
endotelyal hucrelerde, PGFS uterusta ve PGDS’Iin beyinde ve mast hiicrelerinde
bulunur. Mikrozomal prostaglandin E sentaz (mPGES), PGE: sentezinden sorumludur
(28).

,-n\.,-\ln COCH /

{  Arachidonic acid

I Thrombaoxane &
Prostacylin synthase
synthase
i 00H H
g g T ; < 'Wm” . o 5
DOH Prostaglandin Dz
[or]

L

Prostaglandin E:
synthase

Sekil 2.4. Siklooksijenaz Uriinleri(29)
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PGE:

COX-2 tarafindan PGH2’nin sentezlenmesinden sonra PGH2’yi PGE,’ye donlstiren
mikrozomal PGES’lerin 3 izoformu vardir. Bunlar, sitozolik PGE sentaz, mikrozomal
PGE sentaz (microsomal prostaglandin E synthase; mPGES)-1 ve mPGES-2'dir.
mMPGES-1 enflamasyon sirasinda PGE> olusumundan sorumlu olan baslica enzimdir.
COX-2'ye benzer bicimde mPGES-1'in de deneysel enflamasyon modellerinde
indlklendigi ve secici mPGES-1 inhibitdrlerinin endotoksin gibi bakteriyel Urtinlerin
neden oldugu enflamatuvar hiperaljezide yararh etkileri olabilecedi bildirilmistir (30-
31).

PGES’in sitozolik formu (cPGES), yapisal COX-1 ile kompleks olustururken; mPGES-
2 her iki COX izoformuyla da kompleks olusturabilir (32).

PGE:> sentezlendikten sonra EP(prostaglandin E) reseptorleri araciligi ile etkisini
gosterir. EP reseptorlerinin EP1, EP2, EP3 ve EP4 alttipleri belirlenmistir. Hepsi de hiicre
yuzeyinde yerlesmis yedi transmembranal segmentli, G-proteini ile kenetli reseptorlerdir.
Enflamasyon olusumunda Onemli katkilari vardir. PGE'ler igin baslica bulgular

sunlardir:

) PGE'ler lokal uygulandiklarinda damar permeabilitesini artirirlar, kizariklik, 6dem
ve agri gibi belirtilere neden olurlar,

i) Akut iltihapli dokuda sentezleri artar,

iii) Lokositlerin doku icine infiltrasyonuna neden olurlar; baska bir deyisle,
Iokotaktik etki yaparlar,

iv) iitihaph dokuda saliverilen histamin, serotonin ve bradikinin gibi otakoidlerin
etkilerini potansiyalize ederler.

PGE>, proenflamatuvar ve hiperaljezik etki yoniinden en gi¢li prostanoiddir(3).
Prostaglandin E> ayni zamanda antienflamatuar etkili prostanoiddir. Bu o6zelligini
destekleyen en énemli etkilerinden biri T hicrelerinde IL-2 reseptor ekspresyonunu ve

IL-2 sentezini inhibe etmesidir. I1L-2 sinyal yolaginin baskilanmasi T hicrelerinin
proliferasyonunu ve aktivasyonunu inhibe eder (33).

PGE2, dogal katil hicreler (NK), T huceleri, CD8+ sitotoksik T lenfositlerde sitokin
reseptor ekspresyonlarini down-regile ederek bu hiicrelerin sitotoksik etkilerini baskilar
(34).



13

2.2.1.2. Lipooksijenaz ve Urunleri

Arasidonik asidin ve benzeri polidoymamis yag asidlerinin lipoksijenaz enzimleri (5-,
12- ve 15- lipoksijenazlar) tarafindan metabolize edilmesi sonucu meydana gelen
dranlerdir. Lipoksijenazlar tarafindan bu drlnlerin meydana getirilmesi esas olarak
trombositlerde ve I6kositlerde incelenmistir. Trombositlerde sadece 12-LOaz bulunur.
Lokositlerde 5-Lipoksijenaz (5-LOaz) arasidonik asidi 5-HPETE'ye cevirir. 5-
Lipoksijenaz mast hucrelerinde de bulunur. Trombosit lipoksijenazi (12-lipoksijenaz),
arasidonik asidi 12-hidroperoksieikozatetraenoik asid’e (12-HPETE'ye) donustirir.
Arteriyel endotel hiicreleri 15-lipoksijenaz enzimi icerirler. Bu enzim etkisi ile endotel
hiicresinde linoleik asidden 13-hidroksioktedekadienoik asid (13-HODE) olusur. Bu
6nemli metabolit, endotel yizeyinde trombosit ve I6kositlerin agregasyonunu engeller.
Lipoksijenazlarin prekirsor yag asidlerinden birinci asamada olusturduklari hidroperoksi
threvi ara drunleri (HPETE’ler)'den hidroksi tlrevi ara Grtinler (HETE’ler) ve onlardan
da I6kotrienler meydana gelir. 5-LOaz urinleri arasinda LTA4 primer I6kotriendir;

diger bes I6kotrien ondan olusurlar (3).

Membrane Phospholipids
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Sekil 2.5. Lipooksijenaz Uriinleri (29)
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LTBs (kimyasal adiyla 5, 12di-HETE) gicli kemotaktik etkinlik gosteren gugli
proinflamatuvar maddelerdir. LTCs ve LTD4 hem damar ve hem de damar disi diiz
kaslar blizer. LTD4 en gucli bronkokonstriktor ve kapiler permeabilitesini artirici etkinlik
gosteren bilesiktir. Postkapiler ventllerden plazma sivisinin dokuya sizmasina ve 6deme
neden olur. LTC4, LTD4 ve LTEs, asirt duyarhik (tip | alerji) reaksiyonlari sirasinda mast

hlcreleri ve bazofil 16kositlerden saliverilen bir 16kotrienlerdir (3).

2.2.2. Sitokinler

Protein veya polipeptid yapida molekillerdir. Kendilerinin higbir intrensek ve enzimatik
aktivitesi olmadigi halde enflamasyon sirasinda uyarana karsi (bakteri, yabanci cisim
vs.) baslatilmis immdiin cevabin bir parcasi olarak gorev alirlar. Bu sekilde hedef
hicrelerdeki spesifik reseptorlere baglanir ve hicre davranisini degistirirler. Kok
hlcrelerinden, 6zellikle lenfosit, makrofaj, endotel, epitel ve bag dokusu hcrelerinde
sentezlenir ve salgilanirlar. Otokrin, parakrin, endokrin etkileri olabilir. Uyaran ne
olursa olsun (enfeksiydz/enfeksiy6z olmayan) organizmadaki tiim sitokin agi harekete
gecer. Sadece birinin aktivasyonu hepsini tetikler ve asiri dizeylerde salgilanir.
Boylelikle proenflamatuvar sitokinler (TNF, IL-1, IL-12, IFN-g, IL-6 vb.), bunlarla zit
etkileri olan antiinflamatuvar sitokinler (IL-10) ve ¢ozinlr haldeki proinflamatuvar
sitokin inhibitorler (¢ozlndr haldeki TNF-a ve IL-1) salinir (35, 36).

Sekil 2.6. Sitokinlerin sepsiste plazma konsantrasyonlarinin zamana gére degisimi (37)
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Proenflamatuvar ve antienflamatuvar sitokinler arasindaki denge ne tarafa dogru
degisirse enflamasyonun gidisi de o yonde olur. Bu sitokinlerin bagh olduklari genlerin
ekspresyonunda intraseliler transkripsiyon faktorleri rol oynar. Bunlardan en énemlisi
nikleer faktor kappa B’dir (NF-kB). NF-kB’nin dizeylerinin ylksek olmasi sistemik
enflamatuvar reaksiyon sendromu (SIRS) ve sepsisteki hastalarda kot prognozu
gostermektedir (38).

Tumor Nekozis Faktor-a (TNF-a)

Proenflamatuvar bir sitokin olan TNF-a, baslica etkinlestirilmis makrofajlar ve T
lenfositleri tarafindan olusturulur. Enflamatuvar hastaliklarda monosit/makrofajlarin
baslica TNF-a kaynagi olmasina karsin, mast hicreleri, T ve B lenfositleri, dogal
oldaraci hicreler, notrofiller, endotel hiicreleri, diiz kas hucreleri, kalp kasi hicreleri,
fibroblastlar ve osteoklastlarda da TNF-a olusmaktadir. Membrana bagimh ve
cozinebilir (soluble) bicimleri olan TNF-a trimerik oldugunda etkindir, ayrica her iKi
tirin biyolojik etkinlikleri degisiktir. Hicre yuzeyinde TNF-a saliverilmesine aracilik
eden TNF-a donasturuct enzim (TNF-a converting enzyme; TACE), TNF-a reseptorleri
gibi cesitli membrana bagimli proteinlerin TNF-o'nin etkilerini noétralize etmek Uzere
¢ozinebilir bicimlerine donismeleri icin saliverilmelerine neden oldugundan dolayi,
TACE'nin etki ettigi hiicreye gore proenflamatuvar veya antienflamatuvar bir enzim

olabilecegi bildirilmistir.

TNF-a dizeylerinin saglikli bireylerde genellikle élcilememesine karsin, enflamatuvar
ve enfeksiydz durumlarda serum ve dokudaki dizeyleri artmakta, ayrica serumdaki
duzeyleri enfeksiyonun derecesi ile yakin bir iliski gostermektedir. TNF-a'nin
bakteriyel, viral ve parazitik enfeksiyonlara karsi  konakginin  savunma
mekanizmalarinda fizyolojik olarak énemli bir rol oynamaktadir (39-40).

Interlokin-1B (1L-1B)

IL-1pB; 17 kilodalton molekul agirliginda olup baslica makrofaj ve endotel hiicresinden
salgilanir. TNF-a ile benzer fonksiyonel ve biyolojik karakteristiklere sahiptir. Yeterli
konsantrasyonu konakgi direnci igin 6nemlidir. Yuksek konsantrasyonlari ise 6lume yol
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acmaktadir. TNF-a gibi sepsis sendromunda sekonder mediyatorler igin kuvvetli bir

uyaricidir.

TNF-o’dan farkli olarak serum IL-1p seviyeleri daha uzun siire ayni seviyelerde kalir.
Tip 1 ve Tip 2 olmak tzere iki cesit reseptori vardir. Tip 1 reseptér hemen hemen tim

hlcrelerde bulunur. Tip 2 reseptor ise tamamen inhibitér 6zellige sahiptir (41).
Interlokin-6 (1L-6)

IL-6, 21 kDa agirliginda, molekiler konfigtrasyonu tam olarak bilinmeyen
proenflamatuar, antienflamatuar ve endokrin fonksiyonlari olan sitokindir. Glikoprotein
yapida olan IL-6; lenfositler, fibroblastlar ve monositleri iceren ¢ogu hicre tipleri
tarafindan dretilir. 1L-6 reseptorleri diger sitokin reseptorlerinden farkli olarak 1L-6’nin
etkinlerini arttirmaktadir. 1L-6’nin B ve T lenfositlerinin aktivasyonunun baslatiimasi,
karacigerden akut faz proteinlerinin salinmasi ve hematopoezisin ayarlanmasi gibi

gorevleri vardir (42).

Bunlara ilaveten IL-6 koagllasyon sisteminin aktivasyonuna ve pirojen gibi olaylara
neden olabilecegi de bildirilmistir. IL-6"nin in vitro calismalarda TNF-a ve IL-13nin

uretimini baskiladigr géralmustar (43-44).
Interl6kin-10(1L-10)

En gucli sitokin sentezi inhibitoraddr. Monosit ve notrofillerden proenflamatuvar
sitokinlerin salinimini inhibe eder. Enflamasyon sirasinda gerek enflamasyonun kendisi
ve gerekse salinan mediyatorler konak organizmanin saglam dokularina da zarar
verebilmektedir. Enflamasyonda proenflamatuvar sitokinlerin yaninda antienflamatuvar
sitokinlerin de salinmasi, enflamasyonun sinirlanmasina yoéneliktir. 1L-10, enflamasyon
ve immun yanitin potent inhibitérudir. En 6nemli antienflamatuvar sitokin olarak kabul
edilen IL-10; TNF-a, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8 ve IFN-y gibi proenflamatuvar sitokinlerin
sentezini inhibe ederler. Endotoksemi ve sepsiste, IL-10 uygulamasinin TNF-a
salinimini ve mortaliteyi azaltarak prognoz acisindan pozitif etkilere sahip oldugu
deneysel olarak gosterilmistir. Anti-1L-10 uygulanan farelerde ise TNF-a saliniminin ve

mortalitenin arttigi gézlenmistir (45).
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C-Reaktif Protein

C-reaktif protein ilk kez 1930°da Tillet ve Frances tarafindan belirlenmistir. CRP’nin
sadece pnomokokal pndémonilerde degil farkli etkenlerin neden oldugu akut
enfeksiyonlarda da tespit edildigi gortilmis ve CRP pnémokoklarin polisakkarid C’si ile

tepki verdigi icin CRP adini almistir (46).

C-reaktif protein hepatositler tarafindan sentezlenen akut faz reaktanidir. Bes
nonkovalent bagli ayni alt Gniteden olusan pentametrik bir proteindir. Enfeksiyona ya
da doku enflamasyonuna cevap olarak, CRP (retimi basta IL-6, IL-1 ve TNF olmak

tzere sitokinler tarafindan uyarilir (47).

Prokalsitonin

Troid C hucreleri (parafolikiler hiicreler) tarafindan sentezlenen kalsitonin hormonun
oncultdir. Normal fizyolojik kosullarda serum seviyesi ¢ok disuktir(<0.1 ng/mL).
Bakteriyel enfeksiyon varliginda ektratroidal néroendokrin dokulardan sentezi artar.
Sistemik PCT(parakalsitonin) salinimi, sistemik bakteriyel enfeksiyonlarda spesifik
olarak gorilen enflamatuar cavabin bir komponentidir. Gram negatif bakteremilerde,
gram pozitif bakteremilere gore daha fazla yikselir. Sistemik bakteriyel enfeksiyonlarda
ilk 4 saatten sonra yukselmeye baslar ve 8 ile 24 arasinda pik seviyeye ulasir. Yari 6mri
yaklasik 24 saaattir (48,49).

i %’
Klinik Saglikh Lokal Sistemik  Siddetli S R
Durum infeksivon  infeksivon Sepsis eptik 30
(sepsis)
~ A

Sekil 2.7. Enfeksiyon Siddetine Gore Serum PCT Dizeyleri(48,49)
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Platelet Aktivator Faktor (PAF)

Biyoaktif fosfolipid kaynakli mediatordur. Bazofil, notrofil, monosit, makrofaj, mast ve
endotel hicrelerinden PAF sentezi yapilir. Duslik dozlarda vazodilatasyon yapar.
Venillerde permeabiliteyi arttirici etkisi histamine gére 100 kat daha potenttir.
Lokositlerin endotel adezyonu, kemotaksis, degraniilasyon ve oksidatif reaksiyonu
arttirir (37).

2.2.3. Nitrik Oksit Sentaz ve Nitrik Oksit
Nitrik Oksit Sentaz

Gunumuzde bilinen ¢ NOS izoformu vardir. eNOS endotel hucresinden nNOS
néronlardan izole edilmistir. Uclinclsti ise sentezi sitokinlerle uyarilabilen iNOS
(inductible NOS)’tur. Bu enzimlerin genleri i¢ ayri kromozom (zerinde
kodlanmistir(eNOS 7. kromozomda, nNOS 12. kromozomda ve INOS 17.
kromozomda) (50).

Tablo 2.3. Nitrik oksit sentezleyen enzimler(50)

NOS izoform  Tip I(nNOS) Tip I(INOS) Tip 111(cNOS)

Salinim Devamli indiiklendiginde Devamli

Kaynak Sinir hicreleri Makrofaj, damar diiz kast, Vaskiiler endotel
miyokard, endotel, hepatosit, hiicreler, platelet,
immin hiicreler, hava yolu myokard, endokard,
epiteli mast hicreleri, notrofil

Regulasyon Kalsiyum bagimli  Sitokinler, Kalsiyum bagimli

Endotoksinler,
Oksidanlar tarafindan
indiklenme

NO miktari Disuk(pikomol)  Yiksek (nanomol) Dusuk(pikomol)
Kromozom 12 17 7
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Bu enzimler baslica iki gruba ayrilirlar:

1. Yapisal (Constutitive) NOS (cNOS): Yapisal NOS’un nNOS(noronal) ve
eNOS(endotelyal) olarak adlandirilan iki izoformu vardir. Cesitli reseptorlerin
uyariimasina (asetilkolin, bradikinin gibi) veya damar duvarindaki gerilmelere (shear
stress) cevap olarak picomol-nanomol miktarlarda aralikli olarak nitrik oksit sentezi

yaparlar (51).

Diger izoformdan ayirici ozellikleri aktivitelerinin Ca?*’a (ikincil haberci olarak)
bagimh olmalaridir. Hcre ici iyonize kalsiyumu artiran her tarli etkilesimde,
kalsiyumun kalmoduline baglanmasiyla olusan kompleks ya Ca?* ya da kalmodulin
cNOS’un aktiflesmesini saglar ve NO sentezlenir. Ancak kalsiyumu artiran uyari
kesildiginde hucre ici kalsiyum miktari azalmaya baslar ve enzim aktivitesi azalarak NO
sentezi durur. Sonug olarak cNOS ilgili hiicrelerde daima mevcuttur fakat Ca®* diizeyi

yukselinceye kadar aktif degildir (52).

cNOS izoenzimlerinin baslica bulunduklari yerler ve etkileri farklidir. nNOS kaynakl
NO santral sinir sisteminde néromodulatér olarak gorev yapar. Bilinen en disik
molekdl agirlikh organik nérotransmitterdir. Sinapslarin sekillenmesine yardimci olur
(53). Koku alma (54), agriyi algilama (55), gérme (56), ve hafiza olusmasi (54) gibi
islevlerde rol oynar. Periferik sinir sisteminde nonadrenerjik nonkolinerjik sistemde
nérotransmitterdir(53-57). Solunum fonksiyonlarinda (57), penil ereksiyonunda (58),
GIS (gastrointestinal sistem) motilitesinde (59), mesane sfinkter islevinde (60) ve tim

dokularin kan basinglarinin ve akis hizinin diizenlenmesinde rol alir.

eNOS kaynakli NO duz kaslarin gevsemesini saglayarak kan basincini, kan akis hizini
ve dolayisiyla kalp kasilmasini dizenler. Trombositlerin adezyon ve agregasyonunu
inhibe eder. Endotel hiicresi ve vaskuler diiz kas htcrelerinde antiproliferatif etkiye
sahiptir (61).

2. Uyarilabilir (inductible) NOS (iNOS) : iNOS basta makrofajlar olmak tizere PMNL
(polimorfoniikleer I6kosit)’ ler, hepatositler, damar diiz kaslari, damar endoteli
tarafindan salinir ve endotoksin, TNF-a, interferon gama gibi uyaricilar tarafindan

uyarilir.

Enzim indlklendigi zaman NO (retimi, yapisal formdaki gibi kisa sirmez, saatlerce

hatta giinlerce devam edebilir. Ozellikle non spesifik imminitede énemli rol oynar.
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Bakteri, mantar, viriis ve tumor hicrelerinde sitotoksik ya da sitostatik etki olusturur
(50).

Gram negatif bakteri

Iluﬂpallsukkar:ﬂermm Gram
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Sekil 2.8. Sepsiste iINOS aktivitesinin artmasi (62)
Nitrik Oksit

Atmosferde kirlilige neden olan, suda ve yagda kolaylikla ¢6zunebilen gaz olan nitrik
oksit ilk defa 1980 yilinda Furchgott ve Zawadski tarafindan endotel kaynakl gevseme
faktori olarak bildirilmistir. 1987 yilinda ise Palmer ve arkadaslari endotel kaynakli
gevseme faktoriinin NO oldugunu bulmustur. NO’in fizyolojik ve patolojik olaylardaki
roli hakkinda daha fazla bilgi elde edilmesinden sonra 1992 yilinda *’Science’” dergisi

tarafindan yilin molekalu secilmistir (63,64).

Renksiz ve son derece toksik bir gaz olan NOe serbest radikal yapisinda olmasindan
dolayr yart omri cok kisadir. NOe lipofilik Ozellikte olup, oksijensiz ortamda oldukca
stabildir ve suda erir. Diger serbest radikaller her konsantrasyonda hucreler igin zararli
iken NO dlsuk konsantrasyonlarda ¢cok dnemli fizyolojik islerde rol almaktadir. Ancak

asiri ve kontrolsiiz sentezlenmesi hicreler icin zararlidir (65).

Oksijen varliginda hizli bir bicimde nitrit ve nitrata (NO?* ve NO*) dénuiserek inaktive

olur. Suda ve plazmada nitrite okside olan nitrik oksit birkac¢ saat bu sekilde kararli
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kahr. Kandaki nitrit nitrata donusir, bu yiizden kanda bazal nitrat konsantrasyonu nitrit
konsantrasyonundan fazladir. Olusan NO metabolitleri bdbrekler yoluyla vicuttan
uzaklastirtlir. NO’in hemoglobine afinitesi oksijeninkinden 3000 kat daha fazladir, bu

da fizyolojik ortamda 6mriinlin ¢cok kisa olmasinin nedenlerinden biridir (66).

Hicre zarlarindan kolaylikla gegebilen bir serbest radikal olan NO’in hedef molekdilleri
oksijen, diger radikaller, thiol gruplari ve metallerdir. Ornedin, NO guanilat siklazi, bu
enzimin hem (heme) grubuna baglanarak aktive eder. Aktive olan guanilat siklaz
vaskiler diz kasta gevseme ile vasodilatasyonu, merkezi sinir sisteminde ise sinir

iletisini saglar (67).

NO, serbest thiol gruplari ile birleserek “S-nitrosothiolleri” olusturur, boylelikle daha
stabil hale geldiginden yar1 dmrii uzar ve plazminojen aktivatori gibi bazi katalitik
enzimlerin fonksiyonlarini artirabilir. Nitrik oksit, superoksit anyon radikali (O2) ile
reaksiyona girerek sitotoksik bir molekil olan peroksinitrite (OONO?) donusur.
Peroksinitrit, hiicre membranlarinda lipid peroksidasyonunu artirirken, ayni zamanda

DNA hasarina yol acar ve proteinlerle de etkilesir (68).

Biyosentezi: NO, NOS denilen bir enzim ailesi tarafindan L-arjinin amino asitinden
sentezlenir. NO sentezlenirken NOS disinda molekuler oksijen ve dort tane kofaktore
ihtiyagc duyar. Bunlar Hem, FAD(flavin adenin dinukleotid), FMN(flavin mono
nikleotid) ile BH4 (tetrahidrobiyopterin)’dir. Bu reaksiyon sonucunda NO yaninda L-
sitrulin de olusur (65).
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Sekil 2.9. NO biyosentezi (69)

Etki Mekanizmasi: NO’in biyolojik etkisi guanilat siklaz enzimi tarafindan yuratlar.
Hicre icinde sentezlenen veya disinda sentezlenip de komsu hicrelerden diflizyonla
gecen NO, guanilat siklazin hem grubuna baglandiginda siklik guanozin monofosfatin
(cGMP) artisina, bu da cGMP’ye bagimli protein kinazlarin aktivasyonuna neden olur.
Sonugta, hiicre ici kalsiyum azalir ve kalsiyum ile aktive olan potasyum kanallari agilir.
Potasyum hicre disina ¢iktiginda hiperpolarizasyon olur ve diiz kas gevsemesi meydana
gelir. Nitrik oksit, cGMP’a bagl olarak ayni mekanizma ile vaskiler olmayan diiz kasta
gevsemeye, trombositlerde adezyon ve agregasyonun, notrofillerde de kemotaksisin

inhibisyonuna neden olmaktadir (70).
2.3. Zingiber Officinale (ZENCEFIL)

Giineydogu Asya’da dogal olarak yetisen zencefil, ilk defa ingiliz botanikci William
Roscoe (1753-1831) tarafindan 1807 yilinda tanimlanmistir ve Zingiber officinale

Roscoe adini vermistir (71).

Taze ve kuru olarak rizomlari kullanilan zencefil, Zingiberaceae familyasina dahil bir
tarddr. Cok yillik, boyu 1,50 metreye kadar ulasabilen otsu bir bitkidir. Toprak altinda
dijitat olarak dallanmis rizomlari bulunur. Yapraklar 5-30 cm uzunlugunda, 8-20 mm
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genisliginde lanseolat, alternan, yiizeyi diiz, soluk yesildir. Sarimsi mor ciceklerden
olusan comak seklindeki spikanin altinda yesilimsi sari brakteler vardir. Kaliks tip
seklinde, bir yandan acilan, 3 disli, korolla ¢ift ayalidir. Meyve kucuk arilluslu tohumlu
bir kapsuldur (72).

%5-8 oraninda oleorezin tasir. %3 oraninda ucucu yag, oleorezinlerin %20-25’ini
olusturur. Ugucu yagin ana bilesenleri; kamfen, B-fellandiren ve 1,8-sineol, granial ve
neraldir. Monoterpen olarak limonen, mirsen, a-pinen, borneol, sitronellol, graniol,
granil asetat ve linalol gibi bilesikler bulunur. Bunlarin disinda seskiterpenlerden(%30-
70): B-bisabolen, (-)-zingiberen, (+)-arkurkumen, (-)-B seskifellandiren, fernasen de
vardir. Oleorezinlerin %25’ini aci bilesikler olusturur. Bunlar; gingerol, shogaol ve
fenolik keton tdrevleridir. Rizomlarda bulunan diger bilesiklerde, diarilheptanonlar,
diterpenlaktonlar, galanolakton (bazi tarlerde), 6-gingesulfonikasit  ve

monoagildigalaktozil gliseroler ile nisasta ve musilajdir (5,73).

Zencefil rizomlari, antiemetik, anti-enflamatuar, antikansorejen, antidiyareik,
antioksidan, anti platelet agregasyonu gibi etkileri nedeniyle Kore, Cin, Japonya
geleneksel tibbinda sik kullaniimaktadir (6). Zencefilin, majoér farmakolojik etkisinden

sorumlu komponentleri gingerol ve shogaollerdir (74,75).

Sekil 2.10. Zencefil Rizomu
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Farelere 2.5 g/kg dozda oral yolla uygulanan zencefilin kurutulmus %80’lik etanoll
ekstresi, 10 hayvanin 2’sinde gorilen diyare disinda, yan etki ya da mortalite
gortlmeksizin iyi tolere edilmistir. 3.0 g/kg ve 3.5 g/kg dozlarinin verilmesi,
uygulamadan sonraki 72 saat icerisinde istem disi iskelet kasi kasiimalarina bagl olarak

sirasiyla %20-%30 oraninda mortalite ile sonuclanmistir (7).
2.3.1. 6-Gingerol

Gingeroller, taze zencefil yumrularinda fazlaca bulunan aci bilesiklerdir(30-31). 6-
Gingerol’in[3-dekanon,5-hidroksi-1-(4-hidroksi-3-metoksifenil)],  kimyasal formuli
C17H2604 ve molekil agirhgr 294,39 g/mol’dur (76).

O OH

CHy(CHy)3CHs

HO
OCHs

Sekil 2.11. 6-Gingerol Molekul Yapisi (76)

6-gingerollin, sicanlara 3mg/kg dozda uygulanmasindan sonra plazma konsantrasyon-
zaman eqrisi, iki kompartmanl agik modelle belirlenmistir. Gingerol 7.23 dakika
terminal yarilanma oémri ve 16.8 ml/dk/kg total vicut Klirensi ile plazmadan hizla

uzaklasmistir ve serum proteinlerine baglanma orani %92.4 olarak agiklanmistir (77).
2.3.2. 6-Shogaol

6-Shogaol, 6-Gingeroliin dehidratasyona ugramis formu olmakla birlikte kuru zencefil

yumrularinda daha fazla bulunmaktadir (74,75).

6-Shogaol’in[1-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-4-deken-3-on], kimyasal formuli C17H2403
ve molekul agirhgr 276,37 g/mol’dir. Sari viskoz sivi gériniminde ve keskin kokusu
vardir (78).
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0O

=
CHz(CHz)3CHg3

HO
OCHg3;

Sekil 2.12. 6-Shogaol Molekl Yapisi (78)

6-gingerol ve 6-shogaol ile yapilan farmakolojik calismalarda, intraven6z 1,75-3,5
mg/kg dozlarinda ve oral uygulama ile 70-140 mg/kg dozlarinda uygulandiklarinda,
spontan motor aktivitede azalma, antipiretik ve analjezik etki, hekzobarbital ile uyuma
zamaninin uzamasl, gastrik kontraksiyonda azalma, dusiik dozlarda kan basincinda
azalma gibi etkilerinin oldugu go6zlenmistir. Bu etkiler acisindan 6-shogaol, 6-

gingerol’den daha etkin bir bilesiktir (79).



3. GEREC VE YONTEM

Calisma Erciyes Universitesi, Eczacilk Fakiltesi, Farmakoloji Anabilim Dalinda
gerceklestirildi.

3.1. Deneylerde Kullanilan Cihazlar
Deneylerde;
-20 ° C dondurucu ve +2/+8 ° C (Siemens)
-80 ° C dondurucu (OPERON),
DS-11 Spektrofotometre(DeNovix®)
Etlv(EcoCell)
Gui¢ kaynagi(PowerPac ™Basic-BioRad)
Hassas Terazi (Adventurer, OHAUS),
Isitici ve Magnetik Karistirici(Hei-Standart, Heidolph MR),
Isitict ve Sogutucu Blok(CHB-202,Bioer)
Inkuibitor (Biosan),
Kicuk Uclu Parcalayici (IKA®T10 basic ULTRA-TURRAX®),

Mikropipet ve Multipipet(Eppendorf),
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Multifonksiyonel Mikroplate Okuyucu (Biotek synergy HT),

Parcalayicl (IKA®T25 digital ULTRA-TURRAX®),

PCR cihazi (Lightcycler®Nano Roche)

Santriftj (Nive NF 1200R, Niive Mikro200R),

Spin Capsulefuge(GmClab,GILSON®)

T100™Thermal Cycler(Bio-Rad)

Vorteks (UM-10,Wisemix),

Western blot cihazi (Mini-Protean®Tetra System-BioRad) kullanildi.
3.2. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

Cahismada kullanilan kimyasal maddeler gerekli ortam sicakliklarinda saklandi.
Deneylerde kullanilan ¢ozelti ve tamponlar deiyonize su ile hazirlandi. Kimyasal

maddeler;

1-Butanol (Fluka, 19430)

2-Merkaptoetanol (Sigma, M3148-100 ml)
2-Propanol (Riedel-de Haen, 24137)

6-Gingerol (Sigma, G1046-10 mg)

6-Shogaol (Sigma, 39303-10 mg)

Bakir(Il) sulfat pentahidrat (Sigma, 12849- 1 kg)
Bisakrilamid (AppliChem, A3636-50 g)

Bovin Serum Albumin (Santa Cruz, SC2323-50 g)
Kloroform (Sigma, C2432-500 ml)

COX-2 Poliklonal Antibadi (Cayman, 160106)



28

Dimetil Sulfoksit (Sigma, D8418- 250 ml)

Etanol absolii ( AppliChem, A3678-500 ml)
Folin&Ciocalteu’s fenol reajant (Sigma, F9252-500 ml)
Gliserol (Merck, K42347192)

Glisine (Sigma, G8898-500 g)

INOS Poliklonal Antibadi (Cayman, 160862)
Lipopolisakkkarit (Sigma, L2630-100 mg)

Methanol (Merck, 1690709)

Monoklonal Anti-B-Aktin (Sigma, A5441)
N,N,N,N’-Tetrametil-etilenediamin (Sigma, T9281-50 ml)
N,N’-Metilenbisakrilamid (Sigma, M7256- 50 g)
Potasyum sodyum tartarat tetrahidrat (Merck, A0270087-1 kg)
Sodyum Karbonat (Merck, A0250292-1 kg)

Sodyum Klorit (AppliChem, A4256-1 kg)

Sodyum dodecil stlfat (SDS)(Sigma, 71725-500 mg)
Siper Signal®West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific)
Sit tozu (Fluka, 70166- 500 g)

Tripure Isolation Reajant (Roche,50 ml)

Tris Hidroklorid (Amresco, 0234-1 kg)

Trizma Baz (Sigma, T6066- 1 kg)

Tween®20 (Sigma, P5927-100 ml)

Lowry protein miktar analizi icin ¢ozeltiler;

Solisyon A: 1.42 g CuSOg4 (bakir 11 stilfat) bir miktar su icinde ¢ozilup ve 100 ml

ye deiyonize su ile tamamlandi. Oda sicakliginda saklandi.
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Sollisyon B: 2 g C4H4Na,0s (Sodyum tartarat) bir miktar su iginde ¢ozilup ve 100 ml”
ye deiyonize su ile tamamlandi. Oda sicakliginda saklandi.

Soldsyon C: 14.30 g Na2COz (sodyum karbonat) ve 2.85 g NaOH (sodyum hidroksit)
bir miktar su icinde ¢ozulip ve 500 ml’ ye deiyonize su ile tamamlandi. Oda
sicakliginda saklandi.

AN Folin cozeltisi: 2N Ticari ¢ozeltidir. 1:1 oraninda deiyonize su ile dilte edilerek

kullanildi. Isiktan koruyarak oda sicakliginda saklandi.

BSA standart egri ¢ozeltisi: Bovine Serum Albumin’in standart egri olusturmak igin

80 pg/uL olacak sekilde deiyonie su ile stok ¢ozeltisi hazirlandi ve 2 katli diltisyonlar
yapildi.

Western blot analizi igin hazirlanan ¢ozeltiler;

4X Yiginlama(Stacking) jeli cozeltisi: 3,0275 g Tris baz, 0,2 g SDS tartilarak
deiyonize su ile 50 ml’ye tamamlandi. pH: 6,8 e ayarlandi.

4X Ayirma(Separating) jeli ¢ozeltisi: 9,09 g Tris baz, 0,2 g SDS tartilarak deiyonize

su ile 50 mI’ye tamamlandi. pH: 8,8 e ayarlandi.

10X Elektroforez stok ydritme cozeltisi: 6,055 g Tris baz 28,82 g glisin tartilarak

deiyonize su ile 200 ml’ye tamamlandi.

1X Elektroforez yiritme ¢ozeltisi: 100 ml 10X Elektroforez stok yuriitme ¢ozeltisine

10 ml %10 SDS eklendi ve deiyonize su ile 1 litreye tamamlandi.

6X_Yikleme tamponu(sample buffer): 7 ml 4X yiginlama jeli ¢dzeltisi, 3,6 mi
gliserol, 1 g SDS, 1,2 mg bromofenol mavisi deiyonize su ile 10 mlI’ye tamamlandi. 5-
10 dakika kaynatildi.

6X Protein yikleme tamponu: 100 puL tampon i¢ine 4 pL B-merkapto etanol eklendi.

Taze hazirlandi.

%10 SDS c¢ozeltisi: 10 g SDS tartilarak hafifce i1sitilan 100 ml deiyonize su ile

¢ozalda.

%30 Bisakrilamide ¢ozeltisi: 30 g bisacrylamide tartilarak deiyonize su ile 100 ml’ye

tamamlandi.
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%10 Amonyum persulfat ¢ozeltisi: 100 mg amonyum persilfat tartilarak deiyonize

su ile 1 mI’ye tamamlandi. Taze hazirlandi.

Transfer ¢ozeltisi: 100 ml 10X Elektroforez stok yirttme ¢dzeltisine 200 ml metanol

eklendi ve hacim deiyonize su ile 1 litreye tamamlandi. Karanlikta saklandi.

TBS stok blotlama ¢ozeltisi: 2,42 g tris baz, 9 g NaCl (sodyum klorir) tartilip

deiyonize su ile 1 litreye tamamlandi. pH 7,4’e ayarlandi.

TBST blotlama ¢0zeltisi: 1 litre TBS igerisine 1000 pL Tween 20 eklenir. 10 dk
magnetik karistirici ile karistirildi. Taze hazirlandi.

%5 Bloklama cozeltisi: 500 mg sut tozu tartilarak 10 ml TBST iginde ¢6zulda.

Film banyosunda kullanilan developer ¢ozeltisi: Developer karisimi A(hidrokinon),

B (%77.5 asetik asit) ve C (glutaraldehit) seklinde (¢ ayri ¢Ozeltiden olusmaktadir.
Cozeltiler korozif ve toksik 6zellikte oldugundan karisim hazirlanirken gozlik, eldiven,
maske ve onluk giyilmelidir. 5 L’lik karisim icin, 1400 ml A, 50 ml B,50 ml C, 3500

ml distile su. Developer gunes i1sigindan korunmahdir.

Film banyosunda kullanilan fixer c¢ozeltisi: Fixer karisimi A (hidrokinon) ve B

(%77.5 asetik asit) olmak Uzere iki ¢cozeltiden olugmaktadir. 5 L’ lik karisim igin, 3500
ml distile su, 1250 ml A, 250 ml B. Karisimin glnes isigindan korunmasina gerek

yoktur.

3.3. Deney Hayvanlari ve Deney Gruplari

Calisma Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezinden saglanan
agirhklar 300£25 g arasinda degisen 10 haftalik 56 adet Wistar Albino cinsi erkek
sican Uzerinde gergeklestirildi. 36 adet sican ana ¢alisma icin ayrildi ve 20 adet sigan
pilot calismada kullanildi. Deney hayvanlari 12 saat aydinlik, 12 saat karanlikta
birakildi ve beslenmeleri standart diyet ve su (ad libitum) ile saglandi. Tedavi
gruplarinda kullanilacak olan 6-gingerol ve 6-shogaol’in uygun dozlari pilot calisma ile
belirlendi. Pilot calismada denenecek 6-gingerol ve 6-shogaol dozlari ise literatlr

taramasiyla belirlendi.

Deney hayvanlari rastgele secilerek pilot calisma icin on farkli gruba ayrildi. Gruplar

asagidaki gibidir;
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DENEY GRUPLARI

Kontrol grubu (n=2)

LPS uygulanan grup
(15 mg/kg) (n=2)

(1 mg/kg) uygulanan grup
(=

Sadece 6-Gingerol
(4 mg/kg) uygulanan grup

LPS(15mg/kg)+ 2 saat sonra
6-Gingerol (4 mg/kg)
uygulanan grup (n=2)

Sadece 6-Shogaol
mmm (1 mg/kg) uygulanan grup
(n=2)

LPS(15mg/kg)+ 2 saat sonra
6-Shogaol (1 mg/kg)
uygulanan grup (n=2)

Sadece 6-Shogaol
sl (4 mg/kg) uygulanan grup
(n=2)

LPS(15mg/kg)+ 2 saat sonra
s 0-Shogaol (4 mg/kg)
uygulanan grup (n=2)

Sekil 3.1. Pilot Calisma Deney Gruplari
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Uygulamalar intraperitoneal yapildi. Uygulama suresinden 4 saat sonra hayvanlar
ketamin-ksilazin anestezisi ile anestezi edildikten sonra 5-10 ml kan &rnegi
heparinlenmis enjektdr ile intraabdominal aortadan alindi ve servikal dislokasyon ile
hayatlarina son verildi. Kan drnekleri, 4°C’de 2000 g’de 15 dakika santriftj edildi. Elde
edilen serum 6rnekleri, ¢calisma guinine kadar, -20° C’de dondurularak saklandi.

Elde edilen serum &rneklerinde ticari ELISA kitlerde IL-1b, IL- 6 gibi sepsis
biyobelirte¢ 6lcildi. Pilot calismanin sonuglarindan faydalanilarak uygun doz olarak
her iki ila¢ icinde 4 mg/kg belirlendi. Ana ¢alisma igin deney gruplari olusturuldu.

Deney hayvanlari rastgele segilerek ana calisma igin alti farkhi gruba ayrildi. Gruplar
asagidaki gibidir;

Kontrol grubu (n=6)

LPS (15 mg/kg)
uygulanan grup (n=6)

Sadece 6-Gingerol
(4 mg/kg) uygulanan grup
(n=6)

qu
Q

LPS (15mg/kg)+ 2 saat sonra
6-Gingerol (4 mg/kg) uygulana
grup (n=6)

RUPLARI

I

ALISH

4
J
)
(”/

Sadece 6-Shogaol
(4 mg/kg) uygulanan grup
(n=6)

LPS (15mg/kg)+ 2 saat sonra
el 6-Shogaol (4 mg/kg) uygulanan
grup (n=6)

Sekil 3.2. Ana Calisma Deney Gruplari
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Uygulamalar intraperitoneal yapildi. Uygulama siresinden 4 saat sonra hayvanlar
ketamin-ksilazin anestezisi ile anestezi edildikten sonra 5-10 ml kan Ornegi
heparinlenmis enjektér ile intraabdominal aortadan alindi ve servikal dislokasyon ile

hayatlarina son verildi. Daha sonra karaciger ve bobrek dokulari izole edildi.

Dokularin diger kisimlari proteinaz inhibitéru iceren tampon icinde homojenize edildi.
Dokular 6lcuimlere kadar -80°C’de saklandi. Kan Ornekleri, 4°C’de 2000 g’de 15
dakika santriftj edildi. Elde edilen serum Ornekleri, ¢alisma giniine kadar, -20°C’de

dondurularak saklandi.
3.4. Serum TNF-a Duzeylerinin Olgtlmesi

TNF-a diizeyleri, sicanlardan elde edilen serum orneklerinde ELISA kit ile cahsild.
TNF-a duzeyleri, TNF-a’ya ait monoklonal antikor ile kaplanmis mikroplate iceren
Invitrogen Rat TNF-a ELISA Kit araciliiyla serumdaki TNF-a’nin  baglanma
miktarinca gelisen renk siddeti, 450 nm’de multifonksiyonel mikroplate okuyucuda
spektrofotometrik olarak tayin edildi. Serum TNF-a duzeyleri elde edilen standart egri

aracthgi ile hesaplandi ve pg/ml cinsinden ifade edildi.

225 300 300 W 300 pl 300 ul 300 pl 300 i

/\ TN /’\/’\f\/’\_/’\

FAesuspendead
Standard

2,000 750 375 1875 938 46.9 234 1.7 0
- pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/mi pg/ml pg/ml

Sekil 3.3. 2000 pg/ml Ana Stok TNF-a Cozeltisinden Standartlarin Hazirlanmasi
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100 g1 standart, kontrol ve drnekler Anti-TNF-a ile ] i
kaplanmig kuyucuklara eklenir. 2 saat oda )
sicakhginda inkiibe edilir. B f~Eic
Kuyucuklar aspire edilic ve 4 kez 7 r
_L yikamr
100 (4 biotin konjugat: eklenir ve oda EAK A
sicakhginda 1 saat inkibe edilir. BL i)
¢ Kuyucuklar aspire edilir ve 4 kez Ry : . [
yikanir i; * ,..: S
100 gl Streptavidin-HRP soliisyonu eklenir o [ E‘L
ve oda sicakhdinda 30 dk inkiibe edilir.
¢ Kiyucuklar aspire edilir ve 4 kez ) F B
yikanir % of o ¥
100 i Stabil kromogen renk solisyonu ;{‘3 }:.gj;
eklenir ve oda sicakhdinda 30 dk inkiibe edilir. - -
100 il Stop soli.isytr’m eklenir ve olugan rengin i 3 i X
giddeti 450 nm algiiliir. M

® TNF-o }%Fﬂmmyrmeﬂ AT F-ce

‘x Streptavidin-HRP 'Qe.& Anh-TMNF-e

Sekil 3.4. Rat TNF-a ELISA Kit Deney Prosediirii Ozeti

3.5. Serum IL-6 Diizeylerinin Olgllmesi

IL-6 diizeyleri, sicanlardan elde edilen serum drneklerinde ELISA kit ile cahisildi. 1L-6
duzeyleri, 1L-6’ya ait monoklonal antikor ile kaplanmis mikroplate iceren Boster Rat
IL-6 ELISA Kit ve eBioscience Rat IL-6 Platinum ELISA Kit araciligiyla serumdaki
IL-6’nin baglanma miktarinca gelisen renk siddeti, 450 nm’de multifonksiyonel
mikroplate okuyucuda spektrofotometrik olarak tayin edildi. Serum IL-6 duzeyleri elde

edilen standart egri araciligi ile hesaplandi ve pg/ml cinsinden ifade edildi.
3.6. Serum IL-1B Duizeylerinin Olgllmesi

IL-10 dlzeyleri, sicanlardan elde edilen serum Orneklerinde Elisa kit ile ¢ahsildi. IL-13
duzeyleri, IL-1B’ya ait monoklonal antikor ile kaplanmis mikroplate iceren Boster Rat
IL-1pB Elisa Kit ve eBioscience Rat IL-1p Platinum Elisa Kit aracihgiyla serumdaki IL-
1B’nin baglanma miktarinca gelisen renk siddeti, 450 nm’de multifonksiyonel
mikroplate okuyucuda spektrofotometrik olarak tayin edildi. Serum IL-13 duzeyleri
elde edilen standart egri aracthgi ile hesaplandi ve pg/ml cinsinden ifade edildi.
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3.7. Serum IL-10 Duzeylerinin Olgtilmesi

IL-10 diizeyleri, sicanlardan elde edilen serum érneklerinde ELISA kit ile cahisildi. IL-
10 dizeyleri, IL-10’ya ait monoklonal antikor ile kaplanmis mikroplate igeren
eBioscience Rat IL-10 Platinum ELISA Kit araciligiyla serumdaki 1L-10’nin baglanma
miktarinca gelisen renk siddeti, 450 nm’de multifonksiyonel mikroplate okuyucuda
spektrofotometrik olarak tayin edildi. Serum IL-10 dizeyleri elde edilen standart egri
aracihigi ile hesaplandi ve gruplar arasindaki farklilik %kontrol olarak veridi.

3.8. Serum Total Nitrit/Nitrat Dizeylerinin Olgllmesi

Total Nitrit-Nitrat dlzeyleri, sicanlardan elde edilen serum &rneklerinde Cayman
Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay Kit ile ¢calisildi. Total Nitrate/Nitrite dizeyleri 6l¢cim
metodu iki basamaklidir. ilk basamakta drneklerdeki nitrat, nitrat rediktaz ile nitrite
doniistirildi. ikinci basamakta ortamdaki nitrit, Griess reajanlari ile reaksiyona girerek
olusan mor renkli azo bilesikleri, 540 nm dalga boyunda multifonksiyonel mikroplate

okuyucuda spektrofotometrik lculdu.

NOS Nitrate Reductase NO?
e
Nifrate

Nitrite
™
NH Nt
2
NO, + . -
SO,NH, SO NH.,,
——
Sulfanilamidea Hr
N OG
Nt T MNH,
~N
~N

SO NHS Pt =Mttty )

Sekil 3.5. Griess yontemi ile Nitrat/Nitrit tayini
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3.9. Serum ve Doku Homojenatinda PGE: Diizeylerinin Olgtlmesi

Serum PGE; miktarlari, Abcam PGE2 ELISA Kit ile dlciildii. Karaciger ve bobrek doku
homojenati siipernatanti PGE2 miktarlari ise Enzo Life Sciences ELISA Kit ile élciildd.
Kit proseddirlerine gore drnek ve standartlardaki PGE>, alkaline fosfataz (AP) konjuge-
PGE> antijen yarismali olarak monoklonal antikor’a baglanir. Baglanmadan sonra
ortama fosfataz substrati olan p-nitrofenil fosfatin (pNPP) eklendi ve oda sicakliginda
inklbe edildi. Reaksiyon stop soltisyonu ile sonlandirildiktan sonra olusan renk 412 nm
dalga boyunda multifonksiyonel mikroplate okuyucuda spektrofotometrik o6lgalda.
Standartlardan 4 parametreli logistic nonlinear regresyon egrisi cizdirildi. Orneklerdeki
PGE: miktarlari kontrole gore %artis-azalis seklinde ifade edildi.

100 + 1 0.60
L
80 048
60 \ 036
_ N\ £
$ \ g
2 \\ b
40 m 024 ©
\\
20 \ \ 0.12
—&—B/Bo (%)
-o—0D
0 + 0.00
1 10 100 1,000 10,000

PGE, Conc. (pg/ml)

Sekil 3.6. PGE; standart egrisi
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Sekil 3.7. PGE; ELISA Kit Deney Prosediirii Ozeti

3.10. Doku Homojenatinda iNOS Enzim Aktivitesinin Olgilmesi

37

Nirik Oksit Sentaz duzeyleri, sicanlardan elde edilen karaciger ve bobrek doku

homojenatinda ELISA kit ile calisildi. NOS aktivitesi; NOS’a ait monoklonal antikor ile

kaplanmis mikroplate iceren EIAab® Nitric Oxide Synthase ELISA Kit araciligiyla

NOS baglanma miktarinca gelisen renk siddeti, 450 nm’de multifonksiyonel mikroplate

okuyucuda spektrofotometrik olarak tayin edildi.
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3.11. Doku Homojenatinda COX-2 Enzim Aktivitesinin Olgilmesi

COX-2 duzeyleri, sicanlardan elde edilen karaciger ve bobrek doku homojenatinda
ELISA kit ile calisildi. COX-2 aktivitesi; COX-2’e ait monoklonal antikor ile kaplanmis
mikroplate iceren EIAab® Rat Prostaglandin G/H Synthase 2 (COX-2) ELISA Kit
aracthgiyla COX-2 baglanma miktarinca gelisen renk siddeti, 450 nm’de

multifonksiyonel mikroplate okuyucuda spektrofotometrik olarak tayin edildi.
3.12. Lowry ile Protein Miktar Tayini

Karaciger ve bobrek doku homojenatlarinda Lowry yontemiyle protein miktar tayini
yapildi (80). Lowry analizi boyunca tim 6rnek ve standart protein ¢ozeltileri buz icinde
bekletildi. Taze hazirlanan Solisyon A, Solisyon B ve Solisyon C ¢ozeltileri 1:1:33
oranlarinda karistirilarak tampon ¢ozelti hazirlandi. Her bir 6rnek ve standart igin
santrifiij tipd hazirlandi ve 2 ml tampon ¢ozelti eklendi ve tampon Uzerine 10 pL 6rnek
ve standartlar eklendi. Tiipler 3-5 dk vortekslendi ve 30 dakika bekletildi. Uzerlerine
200 puL 1N folin reaktifi eklendi, vortekslendi ve karanlhkta 30 dakika bekletildi.
Tuplerden 100 pL 6rnek ve standartlar alinarak 96°lik plate dagitildi ve protein
miktarlari 650 nm dalga boyunda multifonksiyonel mikroplate okuyucuda
spektrofotometrik olarak tayin edildi. Protein konsantrasyonu pg/uL cinsinden

hesaplandi.
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Sekil 3.8. BSA standart egrisi
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3.13. Western Blot Deneyi

Western blot; elektroforez islemiyle poliakrilamid jelde goc¢ ettirilen proteinlerin, destek

membrana transferi ve membrandaki proteinlerin immunolojik  metotlarla
gosterilmesidir. ilk defa 1979 yilinda Towbin ve arkadaslari tarafindan tanimlanmistir
(81). Bu calismada karaciger dokusunda iNOS, COX-2, mPGES-1 enzimlerine ait

protein dizeylerine bakildi.
Islem 6 asamada gerceklestirildi:

1. Western blotta poliakrilamid jelin hazirlanmasi; Yiginlayici ve ayirici olmak

tzere jel ¢ozeltileri hazirlandi. Jel icerikleri asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 3.1. Yiginlayici ve ayirici jel ¢cozeltileri icerikleri

Deiyonize | %30 Bisacrylamide | je| puffer %10 wiv

su (mL) (mL) (mL) SDS (mL)
%?5 Yiginlayici jel ¢ozeltisi 5,7 1,7 2,5 0,1
%8 Ayirici jel ¢ozeltisi 47 2,7 2,5 0,1
%10 Ayiricl jel ¢ozeltisi 41 3,3 2,5 0,1

Sekil 3.9. Western blot jel dokme aparati, elektroforez tanki ve gii¢ kaynagi

Jel ¢ozeltileri hazirlandiktan sonra dokme islemi icin aparat hazirlandi. Jel ¢ozeltilerini
aparata dokmeden hemen 6nce, donmayi saglamak amaciyla, 10 mL jel ¢Ozeltisi icin
100 pL %10 luk amonyum persiilfat (APS) cozeltisi ve N,N,N,N’-Tetramethyl-
ethylenediamine (TEMED) eklendi. Aparata 6nce ayirici jel ¢ozeltisi dokaldi ve jel (st
sinirinin diizgiin olmasi igin hava ile temas eden yizeyine n-butanol dikkatlice eklendi.

Jel polimerlestikten sonra tzerindeki n-butanol dokdldi ve jel distile su ile yikandi. Jel
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ylzeyindeki su uzaklastirildiktan sonra yiginlayici jel c¢ozeltisi dokilerek 6rnek
kuyularini olusturmak (zere 45° aciyla girerek tarak vyerlestirildi. Yiginlama jeli
polimerlestikten sonra tarak dikkatlice cikarildi ve kuyular 1X elektroforez yiritme

cozeltisi ile yikandi.

2. Orneklerin hazirlanmasi; Protein miktarlari esit olacak sekilde yiikleme tamponu

icerisinde ornekler hazirlandi.

3. Elektroforezin yapilmasi; Jel elektoforez icin tanka yerlestirildi. Ornekler kuyulara

pipetlendi. 1X elektroforez yuritme ¢ozeltisi ile tank dolduruldu.

Pipet ucu
ﬂ # Ornek yiikleme kilavuzu

Sekil 3.10. Orneklerin kuyulara yiiklenmesi

Ornekler yiginlayici jelde 80 V ile yiiriitilmeye baslandi ve ayirici jele gegince voltaj
150 V cikarildi. Bromofenol mavisi jelin en alt sinirina gelince elektroforez

sonlandirildi.
Elektrod & o
drnekler
kuyular
Bﬁyﬁk_ 4 (h - ) ' E.I_ekfrfrl_’amz
proteinler - e L gozeltisi
L]
E::-::-:J'/'TEI

Kigik - = — - - Elektrod
proteinler - - = - - -

Sekil 3.11. Orneklerdeki proteinlerin jelde gogii
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4. Western blotta proteinlerin membrana transferi; jeldeki proteinlerin tamaminin
jeldeki yerlerini ve ayrilma derecelerini bozmadan protein tutucu (Nitroseliloz,
Polivinilidenflorir (PVDF)) membrana aktariimasidir. Elektroforez tamamlandiktan
sonra jelde protein bulunmayan yiginlama kismi kesilip atildi. Jel, kaset, stinger, filtre
kagidi icinde transfer ¢ozeltisi bulunan uygun bir kaba alindi. PVDF membran uygun
boyutta (6cm*8cm) kesilerek %100 Ik metanol icinde 15 saniye tutularak hidrate

edildi ve ayni kab icerisine alind1.

Sekil 3.12. Western blot transfer tanki

Kasetin siyah yuzu alt tarafa gelecek sekilde acildi ve sirasiyla sunger-filtre kagidi-jel-
membran-filtre kagidi-stinger yerlestirilerek kapatildi. Kaset dikey olarak, renksiz yizi
elektrod modulunun kirmizi kismina, siyah yuzi elektrod modullndn siyah kismina
bakacak sekilde yerlestirildi. Gug kaynagi 250 mA ayarlanarak 1,5 saat sogukta transfer
yapildi.

: A /\ "
kapak /‘& /_,>:;;;eg:[-.j.
; 1Y 3, ‘\Q‘ _\%{};ﬁ—@eﬂlﬁn

O
N/«

Jel tutucu kaset
b Al

Elektrot modila |

Sogutma Gnitesi

— Buffertanki

Sekil 3.13. Western blot transfer tanki ve transfer sandvici hazirlanmasi
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5. Membranlarin primer ve sekonder antikor ile inkibasyonu; Transfer
sonlandiktan sonra membran 10 ml TBST c¢ozeltisi icinde hazirlanan %5 lik st tozu ile
1 saat blokaj yapildi. Sonrasinda TBST ile hazirlanan primer antikor icinde 1 gece
4°C’de inkiibe edildi. inkilbasyon tamamlandiktan sonra 3 defa 10 dk TBST ile yikandi
ve 2 saat sekonder antikor icinde oda sicaklifinda inkibe edildi. inkiibasyon
tamamlandiktan sonra 2 defa 10 dk TBST ile yikandi.

6. Goruntuleme islemi; Karanlik odada goruntiileme islemine gegildi. Membran
seffaf dosya (zerine koyuldu. Karanlik odada gorintulemede kolaylik saglamasi
acisidan fosforlu etiketlerle isaretlendi. Uzerine 1 mL 1:1 oraninda Kkaristiriimis
kemollminisans gorintileme solusyonu eklendi. Isima meydana geldiginde rontgen
filmi membranin Gzerine kapatildi. 1 dk bekletildi. Film dnce developer soliisyonunda
kisa slre bekletildi, sonra suda yikandi, daha sonra fixer soliisyonunda bekletildi ve

tekrar yikandi. Banyo sonrasi filmde siyah bantlar goruld.

Elde edilen bantlarin yogunluklari imaj-j programi yardimiyla hesaplandi. Gruplardaki

enzim oranlari kontrole gore % olacak sekilde grafik ile gosterildi.
3.14. RNA izolasyonu ve qRT-PCR Deneyi

PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu), ilk defa Kary Mullis tarafindan 1985’ te bulunmus
ve 1993 yilinda bu calisma ile Nobel 6dili kazanmistir (81). Bu ydntem, DNA
zincirinin 6nceden belirlenen bir bélgesini ¢cogaltmak (amplifikasyon) igin kullanilan,
molekiler genetik alaninda devrim niteligi tastyan in vitro bir tekniktir. Bu yontemle
hlcre icinde gerceklesen dogal replikasyonu bir tip icinde taklit edilir. PCR ile DNA
nin ¢ogaltilabilmesi icin tepkime karisiminda; ¢cogaltilacak olan kalip DNA, bu DNA da
cogaltiimasi planlanan bolgedeki DNA dizisini 6zgil olarak taniyip baglanacak olan
primerler, enzim olarak Taq polimeraz, sentezde kullanilacak deoksinukleotid
trifosfatlar, polimerazin ¢alismasi icin tampon gorevi yapacak maddeler bulunmalidir.
Bu yontemle RNA cogaltilmak istenirse bunun &énce reverse transriptase kullanilarak
DNA kopyasi ¢ikartlir ve PCR ile bu DNA molekuli ¢ogaltilir (82).

Bu calismada karaciger ve bobrek dokusunda iNOS, COX-2, mPGES-1 inflamasyonda
rol alan enzimlere ait genlerin mMRNA duzeylerine bakildi.
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Islem 3 asamada gercgeklestirildi:

1. RNA Ekstraksiyonu: 50-100 mg arasinda tartilan dokular steril 2 mL hacmindeki
ependorf tuplerine alindi. Uzerine 1000ul Tripure ¢ozeltisi eklenerek buz igerisinde
homojenize edildi. Oda sicakhginda 5 dakika bekleme sonrasinda herbirinin tzerine 200
ul kloroform eklendi. 12000g°de 4°C’del5 dk santriftlj edildi. Santrifiij sonunda elde
edilen t¢ fazh c¢ozeltide, en uUstteki renksiz RNA igeren faz alindi. Uzerine 500l
izopropanol eklendi. Elde calkalandi ve oda sicakhginda 10 dk bekletildi. 12000g’de
4°C’de 15 dk santriftj edildi. Stpernatan atildi ve pellet Gizerine 1 ml etanol eklenerek,
75009’de 4°C’de 5 dk santrifiij edildi. Stpernatan atildi ve pellet kurutuldu. RNAaz
icermeyen su ile daha 6nce hesaplanmis miktarlarda restispande edildi. 65°C’de 15 dk

bekletildi. 230, 260 ve 280 nm’de spektrofotometrede miktar ve saflik tayini yapildi.

2. RNA’dan cDNA elde edilmesi: cDNA eldesi (¢ degisik sicaklhikta calisan
basamaklarin bir dongl halinde tekrarlanmasi ile gerceklesir. Bu islem icin amaca
yonelik olarak hazirlanmis otomatize sistemlerden ( Thermal Cycler ) yararlanildi. 10
dk 29°C de, 60 dk 48°C de, 5 dk 85°C de cDNA sentezi gergeklestirildi.

cDNA sentez kitinden yararlanarak reaksiyon igin gerekli maddeler hazirlandi.

Tablo 3.2. cDNA sentezinde kullanilan maddeler ve 1 reaksiyon icin gerekli miktarlari

Maddeler 1 Reaksiyon miktari

RNA 1000 ng

Random primer 1puL

Oligo DT 1uL

RNAaz inhibitori 0,5 uL

dNTP(deoksinukleotit mix) 2 uL

RT buffer 4 pL

RT(Revers Transkriptaz) enzimi | 1,1 pL

DTT 1L

RNAaz icermeyen su Degiskendir. Total hacim 20uL’ye su ile tamamlanir.
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Elde edilen bu cDNA 1/5 oraninda RNAaz icermeyen su ile dilte edilerek iNOS, COX-
2 ve mPGES-1 enzimleri icin gercek zamanl PZR cihazi ile mMRNA ekspresyonlarina
bakildi.

3. gRT-PCR (Gercek Zamanlh Polimeraz Zincir Reaksiyonu); Gercek Zamanli
PZR sistemi, floresan boyalar ya da problar kullanilarak PCR drinindn reaksiyon
sirasinda goruntilenmesine olanak verir. Uriinin cogalimi floresan sinyalin artigina
neden oldugundan, her dongiide artan DNA miktari reaksiyon suresince hassas olarak
Olculir. Bu calismada gercek zamanli PZR reaksiyonlarinda hidroliz prob yontemi
kullanildi.

Gergek zamanli PZR ile cDNA’nin c¢ogaltilabilmesi icin tepkime karisimina;
cogaltilacak olan kalip cDNA, bu cDNA’da ¢ogaltiimasi planlanan bélgedeki cDNA
dizisini 6zgul olarak tantyip baglanacak olan primerler, RNAaz ve DNAaz icermeyen su
ve Roche FastStart Essential DNA Probes Master Mix (enzim olarak Taqg polimeraz,
sentezde kullanilacak deoksintkleotid trifosfatlar (dNTP), magnezyum klorir (MgCly),

polimerazin ¢alismasi i¢in tampon) eklendi. Reaksiyon hacmi 20 pL’ye ayarlandi.

95°C de 600 saniye 1 kez ve 2 asamali amplifikasyon da 95°C de 10 saniye 60°C de 30

saniye olacak sekilde 45 kez reaksiyon yurutalda.
3.15. istatistiksel Analiz

Cahisma gruplarindan elde edilen o©rneklerden Olculen parametreler SPSS 18.0
bilgisayar programi kullanilarak analiz edildi. Veriler ortalama + standart sapma olarak
verildi. Degiskenlerin normal dagihim goésterip géstermedigine Kolmogorov-Smirnov ve
Shapiro-Wilk testleriyle bakildi. Gruplar arasi karsilastirma tek yénlu varyans analizi
ANOVA veya Kruskal-Wallis testleri kullanilarak gerceklestirildi. Post Hoc analiz
olarak Tukey testi yapildi. Normal dagilim gostermeyen gruplarda ikili karsilastirma
Mann-Whitney-U testi ile yapildi. Anlamlilik diizeyi p<0,001 ve p<0,05 olarak kabul
edildi.



4. BULGULAR

4.1.Pilot Calisma Serum IL-6 ve IL-1(3 Duzeyleri

Serum IL-6 dlzeylerine bakildiginda, 15 mg/kg olarak uygulanan LPS kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli (p<0.001) bir sekilde artirmistir. LPS uygulamasindan sonra
iki farkli dozda uygulanan 6-gingerol ve 6-shogaol’lin her iki dozlarinda da serum IL-6
duzeylerini artirdigr gorilmastar. Proinflamatuar ve antiinflamatuar 6zelligi olan I1L-6

duzeyleri icin beklenen bir durumdur.

Serum IL-6 Duzeyleri (%oKontrol)
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K;kontrol, S1;6-shogaol (1 mg/kg), S2; 6-shogaol (4 mg/kg), G1; 6-gingerol (1 mg/kg), G2; 6-gingerol (4
mg/kg), LPS; Lipopolisakkarit (15 mg/kg), LPS-S1; Lipopolisakkarit (15 mg/kg)+ 6-shogaol (1 mg/kg),
LPS-S2; Lipopolisakkarit (15 mg/kg)+ 6-shogaol (4 mg/kg), LPS-G1; Lipopolisakkarit (15 mg/kg)+ 6-
gingerol (1 mg/kg), LPS-G2; Lipopolisakkarit (15 mg/kg)+ 6-gingerol (4 mg/kg), * p<0.001 kontrol
grubundan farkl

Sekil 4.1. Pilot Calisma Serum IL-6 Duzeyleri (%kontrol)
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Serum IL-1B duzeylerine bakildiginda, 15 mg/kg olarak uygulanan LPS kontrole gore
istatistiksel olarak anlamh (p<0.001) bir sekilde artirmistir. iki farkli dozda uygulanan
6-gingerol ve 6-shogaol’in her ikisininde IL-1B dizeylerini disirmede 4 mg/kg
uygulanan dozlarinda daha etkin olduklar goruldiu. Ana calismada 6-gingerol ve 6-
shogaol’iin tedavi dozlarinin 4 mg/kg olmasina ve sepsis olusturmak icin uygulanacak

LPS dozunun 15 mg/kg olmasina karar verildi.

Serum IL-1 Dizeyleri (%Kontrol)

500 %
é
400 é% j/’%
300 / /’/
200 %%/%%%
%9
w %% 7777 7

* p<0.001 diger gruplardan farkl
Sekil 4.2. Pilot Calisma Serum IL-1 Duzeyleri (%kontrol)

4.2. Serum TNF-qa, IL-1p3, IL-6 ve IL-10 Dizeyleri

LPS uygulanan grup, kontrol grubuna gére serum TNF-a dizeylerini artirmistir. LPS
sonrasi  6-gingerol ve 6-shogaol uygulamasi TNF-a dizeylerini kontrol grubuna

yaklastirmistir. Bu degisim istatistiksel olarak anlamli (p<0.001) bulunmustur.
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Serum TNF-a Dizeyleri (pg/mL)
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K; kontrol, G; 6-gingerol (4 mg/kg), S; 6-shogaol (4 mg/kg), LPS; Lipopolisakkarit (15 mg/kg), LPS-G;
Lipopolisakkarit (15 mg/kg)+ 6-gingerol (4 mg/kg), LPS-S; Lipopolisakkarit (15 mg/kg)+ 6-shogaol (4
mg/kg), * p<0.001 diger gruplardan farkh

Sekil 4.3. Serum TNF-a duzeyleri (pg/mL)

LPS uygulamasi ile proinflamatuar 6zellikte bir sitokin olan IL-13 serum dizeyleri
istatistiksel olarak anlamli (p<0.001) bir sekilde artmistir. Tedavi gruplarinda ise IL-1[3
serum dizeylerinin azaldigi gézlenmistir. Bu azalma 6-gingerol ile tedavi edilen grupta

daha fazladir.

Serum IL-1p duzeyleri (pg/mL)

- % L
10 7

* p<0.001 diger gruplardan farkli

Sekil 4.4. Serum IL-1B duzeyleri (pg/mL)
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Serum IL-6 duzeyleri ise TNF-a ve IL-1( dizeyleri ile uyumlu olarak LPS uygulanan

grupta istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmistir ve tedavi gruplarinda ise

azalmistir. Bu azalma istatistiksel olarak (p<0.001) anlamhdir.

Serum IL-6 duzeyleri (pg/mL)
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* p<0.001 diger gruplardan farkl
Sekil 4.5. Serum IL-6 duizeyleri(pg/mL)
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Antienflamatuar sitokin olan IL-10’nun serum diizeylerine bakildiginda konrol grubuna

gore 6-shogaol (S) ve LPS gruplarinda istatistiksel olarak anlamh (p<0.001) artis ve
tedavi gruplarinda (LPS+G p<0.001, LPS+S p<0.05) ise istatistiksel olarak anlamli

azalma gozlenmistir.

Serum IL-10 dizeyleri (%kontrol)
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* p<0.001 (K, G ve LPS+G gruplarindan farkl), *p<0.05 (LPS+S grubundan farkli)
Sekil 4.6. Serum IL-10 duzeyleri (%kontrol)
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4.3. Serum Total Nitrit/Nitrat Duzeyleri

Serum total Nitrit/Nitrat miktari LPS uygulanan grupta kontrol grubuna gore artmistir.
Bu artis istatistiksel (p<0.05) olarak anlamhdir. Tedavi gruplarinda azalma gozlenmistir
ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Tedavi gruplarindaki serum
total Nitrit/Nitrat miktari kontrol, 6-gingerol ve 6-shogaol uygulanan gruplardan
istatistiksel (p<0.05) olarak yiksektir.

Serum Total Nitrit/Nitrat Miktari (LM)

*

LPS LPS+G

* p<0.05 Kontrol, 6-gingerol ve 6-shogaol uygulanan gruplardan farkh, ** p<0.05 6-gingerol ve 6-
shogaol uygulanan gruplardan farkli

Sekil 4.7. Serum Total Nitrit/Nitrat Miktari (LM)

4.4. Serum ve Doku Homojenati PGE2 Diizeyleri

Serum PGE> miktarlari kontrole gore %degisim seklinde verilmistir. Hem enflamasyon
varliginda hem de enflamasyon yokken 6-gingerol ve 6-shogaol serum PGE> miktarini

azaltmistir. Bu degisimler istatistiksel (p<0.05) olarak anlamhdir.
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Serum PGE, miktari (%kontrol)
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* p<0.05 anlamli (G, S, LPS+G, LPS+S gruplarina gore)
Sekil 4.8. Serum PGE> miktari (%kontrol)
Karaciger dokusu PGE> miktarina bakildiginda, gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark yoktur.

Karaciger dokusu PGE, miktari degisimi (%okontrol)
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Sekil 4.9. Karaciger dokusu PGE2 miktari degisimi (%kontrol)

Bobrek dokusu PGE> miktarina bakildiginda ise LPS varliginda PGE> diizeyleri kontrol
grubuna gore istatistiksel (p<0.05) olarak anlamli bir sekilde artmis ve tedavi

gruplarinda ise bu artis daha fazla olmustur (p<0.001).
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* p<0.05 anlamli, ** p<0.001 anlamh

4.5. Doku Homojenati INOS Enzim Aktivitesi
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Sekil 4.10. Bobrek dokusu PGE2 miktari degisimi (%kontrol),

Karaciger doku homojenatinda iNOS enzim aktivitesini, sepsis olusturduktan sonra

6-gingerol uygulamasi kontrole gore istatistiksel (p<0.05) olarak anlamli bir sekilde

azaltmistir. Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark yoktur.
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* p<0.05 (kontrol grubuna gore)
Sekil 4.11. Karaciger dokusu iNOS enzim aktivitesi (nmol/L)
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Bobrek doku homojenatinda karaciger doku homojenatinda oldugu gibi sepsis sonrasi

olarak anlamli (p<0.05) bir sekilde azaltmistir.
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* p<0.05 (diger grubundan farkl)
Sekil 4.12. Bobrek dokusu iNOS enzim aktivitesi (hnmol/L)

4.6. Doku Homojenati COX-2 Enzim Aktivitesi

Karaciger doku homojenatinda COX-2 enzim aktivitesi agisindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir degisim gozlenmemistir.
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Sekil 4.13. Karaciger dokusu COX-2 enzim aktivitesi (nmol/L)

Bobrek doku homojenatinda COX-2 enzim aktivitesi sepsis sonrasi 6-shogaol

uygulamasi ile istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bir sekilde artmistir.
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* p<0.05 (kontrol grubundan farkli)
Sekil 4.14. Bobrek dokusu COX-2 enzim aktivitesi (nmol/L)

4.7. Lowry ile Protein Miktar Tayini

Yaklasik agirliklari 1 gram karaciger ve bobrek dokusu 3 mL proteinaz inhibitoru iceren
deiyonize su ile buz igerisinde homojenize edildikten sonra 4°C, 12000 g, 15 dk
santrifiij edildikten sonra sipernatantlari alindi. Slipernatantlarda protein miktar tayini
yapildi.

Tablo 4.1. Doku protein miktari
Doku protein miktari(pug/pL)

Karaciger 51,44+11,14

Bobrek 52,21+11,78

4.8. Western Blot Deneyi Sonuclari

Karaciger dokusundaki 130 kDa agirligindaki iNOS enzimini gorinttleyebilmek igin
elektroforez jelinin kuyucuklarina 50 pg protein yiklendi. Kontrol, 6-gingerol ve 6-
shogaol uygulanan gruplarda iINOS’a ait bant izlenmedi (Sekil 4.15). Bakteri
lipopolisakkariti ile sepsisin induklendigi gruplarda bantlar gorilmastir ve bant

konsantrasyonlari Sekil 4.16 da verilmistir.
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Sekil 4.15. iNOS enzimi western blot gorintdleri
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Sonuclar LPS grubu 100 kabul edilip %konsantrasyon seklinde verilmistir. *p<0.05 istatistiksel olarak
anlamh (LPS ve LPS+G gruplarina gére), **p<0.001 istatistiksel olarak anlamli (LPS grubuna gore)

Sekil 4.16. Karaciger dokusunda iINOS enzimine ait Western Blot gorlnti

konsantrasyonlarinin gruplara gore karsilastiriimasi.

Karaciger dokusundaki 72 kDa agirligindaki COX-2 enzimini goérintileyebilmek icin
elektroforez jelinin kuyucuklarina 30 pg protein yiklendi. Tim gruplarda bantlar

gorunttlendi (Sekil 4.17). Bant konsantrasyonlarina ait grafik Sekil 4.18 de verilmistir.
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COX-2

Sekil 4.17. COX-2 enzimi western blot gorintuleri
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Sonuglar kontrol grubu 100 kabul edilip % konsantrasyon seklinde verilmistir. *p<0.05 istatistiksel
olarak anlamli artis (K, G ve LPS+G gruplarina gore), **p<0.001 istatistiksel olarak anlamli azalis (K, G,
LPS, LPS+G gruplarina gore)

Sekil 4.18. Karaciger dokusunda COX-2 enzimine ait Western Blot gorlntu

konsantrasyonlarinin gruplara gore karsilastiriimasi.
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4.9. qRT-PCR Deneyi Sonuclari
Karaciger ve bobrek dokusunda iNOS, COX-2 ve mPGES-1 enzimlerinin mRNA

duzeylerine bakilmistir.

Karaciger dokusu iNOS enzimi gen ekspresyonu
(%okontrol)
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Sekil 4.19. iNOS enzimi gen ekspresyonu (%kontrol)

Karaciger dokusu COX-2 enzimi gen ekspresyonu
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Sekil 4.20. COX-2 enzimi gen ekspresyonu (%kontrol)
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Karaciger dokusu mPGES-1 enzimi gen
ekspresyonu(%LPS)

140
120
100
80
60
40
20
0
-20
-40

N\
N\

% %k
A
LP%+S

~———-
o—

LPS LPS+G

*p<0.05 anlamli azalma LPS grubuna gore, **p<0.001 anlamli azalma LPS grubuna gére

Sekil 4.21. mPGES-1 enzimi gen ekspresyonu(%LPS)

Karaciger dokusunda, LPS uygulanan grupta K, G ve S gruplarina gore istatistiksel
olarak (p<0.001) anlamli iNOS, COX-2, mPGES-1 enzimleri gen ekspresyon profillerin
de artis goralmastir. LPS sonrasi 6-shogaol ve 6-gingerol uygulamasi da iNOS
(p<0.001), mPGES-1 (p<0.05) ve COX-2 (p<0.05) enzimi mRNA duzeylerinde LPS
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmaya neden olmustur.

Bobrek dokusu iNOS enzimi gen ekspresyonu
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Sekil 4.22. iINOS enzimi gen ekspresyonu (%kontrol)
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Bobrek dokusu iNOS enzimi gen ekspresyon profiline bakildiginda LPS uygulanan
gruplarda (LPS, LPS+G, LPS+S) uygulanmayan gruplara (K, G, S) gore istatistiksel
olarak (p<0.001) anlamli artis g6zlenmistir. LPS sonrasi 6-gingerol ve 6-shogaol

uygulamasi iNOS enzimi gen ekspresyonundaki artigi degistirmemistir.

Bobrek dokusu COX-2 enzimi gen ekspresyonu
(%okontrol)
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*p<0.001 kontrol grubuna gore anlamli artis, * p<0.05 (G, S, LPS+G, LPS+S gruplarindan farkli)

Sekil 4.23. COX-2 enzimi gen ekspresyonu (%kontrol)

Sistemik LPS uygulamasiyla bobrek dokusunda COX-2 enzimi gen ekspresyonunda
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak (p<0.001) anlamli bir sekilde artis goralmustar.
6-gingerol ve 6-shogaol uygulamasi, COX-2 enzimi gen ekspresyonunda istatistiksel

olarak (p<0.05) anlamli bir sekilde azalma saglamistir.
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gen ekspresyon profiline bakildiginda,
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LPS

uygulamasi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak (p<0.05) anlaml bir sekilde

artirmistir. LPS sonrasi 6-gingerol ve 6-shogaol uygulamasi gen ekspresyonunda K, G

ve S gruplarina gore istatistiksel olarak p<0.001 anlamlilikta, LPS grubuna goére de

p<0.05 anlamlilikta artis gbzlenmistir.



5. TARTISMA VE SONUGC

Sepsis, cogunlukla enfeksiyon olmak Uzere cerrahi, yanik, pankretit gibi diger
nedenlerle de ortaya ¢ikan sistemik enflamasyon yaniti ile karakterize bir sendromdur.
Ulkemizde sepsis bildirimi zorunlu bir hastalik olmadigi icin sikligi ve 6lim orani
hakkinda oran vermek mumkin olmamakla birlikte 6zellikle yogun bakim Unitelerinde

yatan hastalarda morbitide ve mortalite agisindan biyik sorun olusturmaktadir.

Amerika Birlesik Devletleri istatistiklerine gore her yil 750.000 agir sepsis vakasl
gorilmekte ve bir agir sepsis hastasinin tedavi maliyeti ortalama olarak 50.000 ABD
Dolar tutmakta ve bir yilda bu hastalarinin tedavisi i¢cin 17 milyar ABD Dolari
harcanmaktadir. Her yil %1,5 oraninda sepsis vakalarinda artis gézlenmektedir. Bu artis
yasli nifusun artmasina baglanmaktadir (83). Mikroorganizmalarin antibiyotiklere karsi
diren¢ kazanmasi; travma, yanik ve cerrahi girisimlerin artmasi; bagisikligi baskilanmis

nifusun artmasi sepsis olgularinda artisa neden olan diger risk faktorleridir.

Teorik olarak tim mikroorganizmalar sepsisi olusturan sistemik enflamasyon yanitini
baslatabilirler. Onceleri en sik goriilen sepsis etkeni gram negatif bakterilerken
gunimuizde gram pozitif bakteriler ve mantar enfeksiyonlarinin sikhgi artmaktadir. Bu
tez calismasinda deneysel sepsis modelinin olusturulmasi icin gram negatif
bakterilerden elde edilen lipopolisakkaritin (LPS, E.coli, 0111; B4) intraperitoneal
enjeksiyonu model olarak secilmistir. Literatlr taramalari dikkate alinarak ratlarda in
vivo sepsis olusturmak icin gerekli lipopolisakkarit miktarinin 15 mg/kg olarak yeterli

olacagi dustnilmis ve bu miktar pilot calismamiz ile desteklenmistir.

Sepsiste kalitsal bagisiklik sistemi uyarilir ve enflamatuar bir yanit olusur. Bu
enflamasyon yaniti normal sartlarda organizmanin bitinlGguni korumaya ve meydana
gelen hasarlari tamir etmeye yonelik son derece etkin bir mekanizmadir. TNF-a, IL-10,

IL-6, IL-8, interferon gama, prokalsitonin, C reaktif protein gibi proenflamatuar
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sitokinler ve PGE», LTB4 gibi prostaglandinler ve l6kotrienler ile baslayan enflamasyon
yaniti, es zamanl IL-10, ¢c6zlnebilir TNF-a reseptord, 1L-1 reseptor antagonistleri gibi
sitokinlerin varhginda enflamasyon Kkarsiti yanit ile kontrol edilir. Bu iki yanit
mekanizmas! bir denge icinde bulundugunda ortaya ¢ok énemli bir sorun g¢ikmaz.
Ancak denge bozuldugunda yaygin ve kontrolden ¢ikmis bir enflamasyon olusur. Agir
sepsisi olusturan mekanizma ise, normal enflamasyon yanitinin kontrolden ¢ikarak asiri
bir hal almasidir (84).

Biz de calismamizda in vivo sepsis olusturulan ratlarda serum TNF-a, IL-13 gibi
proenflamatuar sitokin duzeylerini, hem proenflamatuar hemde antienflamatuar sitokin
olan IL-6 dlzeylerini, antienflamatuar sitokin olan IL-10 dizeylerini, PGE2> ve NO
miktarindaki degisiklikleri ve sentezlerinden sorumlu COX-2, iNOS ve mPGES-1

enzim aktivitelerini degerlendirdik.

TNF-0, IL-1p sepsiste meydana gelen erken enflamatuar yanittan sorumlu major
mediyatorlerdir. TNF-a dizeylerinin 90 dakikada IL-1p dizeylerinin ise 3. saatte pik
seviyeye ulastigi bircok calismada gosterilmistir. Enflamatuar yanita 2-3 saat icerisinde
IL-6 eslik eder (85-86). Bizim calismamizda lipopolisakkarit uygulamasindan 4 saat
sonra alinan serum 6rneklerinde TNF-q, IL-1 duzeyleri kontrol grubuna gore artmistir
(Sekil.4.3, Sekil.4.4). IL-6 seviyesinde de proenflamatuar sitokinlerden TNF-a ve IL-
1[’dakilere benzer bulgular elde edilmistir (Sekil.4.5).

Panacek et al. (87) 15 prospektif randomize ¢alismadan elde ettikleri verilere dayal
calismalarinda, hastalardaki yiksek [IL-6 duzeylerinin mortalite ile iliskisini
degerlendirmis ve hastalarda mortaliteyi %50-100 oraninda arttirdigini  tespit
etmislerdir. Hayvan modellerinde yapilan deneysel calismalarda IL-6’nin
notralizasyonu mortaliteyi bazen artirmis bazen de azaltmistir. Hem antienflamatuvar
hem de proenflamatuvar etkileri oldugundan IL-6 sepsiste bir alarm hormonudur. IL-6
daha cok akut faz yanitini artirsa da ayni zamanda IL-1 reseptor antagonistinin
salinimini artirarak ¢ozunur TNF-a reseptérunun salinimini uyarir. Yapilan bir ¢ok
calismada ise ylksek IL-6 konsantrasyonu c¢ogunlukla hastalikta kotu gidisle
iliskilendirilmistir. IL-6 konsantrasyonun >1000 pg/mL’den yuksek olmasi mortaliteyi

onemli 6l¢ide artirmistir (87).
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Yapilan bir tez calismasinda LPS ile indiklenmis RAW 264.7 fare makrofaj
hicrelerinin saldigi proenflamatuar ve antienflamatuar sitokinler miktar tayini ile

incelenmistir. Enflamasyonla birlikte IL-10, PGE2 ve TNF-a duzeyleri artmistir (88).

Gingerol ve shogaol ile ilgili literatlr bilgisi incelendiginde, calismalarin ¢ogu cesitli
hicre kaltard hatlari Gzerinde gerceklestirilmis olup, gingerol ve shogaol’ln sitokinler
Uzerinden antienflamatuvar etki gosterdigi yonundedir. Shon et al. (89) 6-shogaol’lin in
vivo ve in vitro mast hiicresi kaynakli alerjik reaksiyona karsi etkisini arastirmis ve bu
hicrelerde histamin salinimini, TNF-a, IL-6 ve IL-8 dretimini, NF-kB aktivasyonunu,
JNK fosforilasynunu inhibe etttigini bulmuslardir. Shim et al. (90) calismalarinda LPS
ile indUklenmis rat astrositlerinde 6-shogaol uygulamasinin IL-1p ve IL-6 gibi
proenflamatuar sitokinlerin Gretimini, NF-kB aktivasyonunu, iNOS ve COX-2 enzim
ekspresyonlarini 6nemli derecede baskiladigini gostermistir. Yine baska bir ¢alismada
Lawy et al. (91), LPS ile induklenmis RAW 264.7 makrofaj hicrelerinde 6-shogaol’ln
TNF-q, IL-1p ve NO dretimini baskiladigini bulmuslar ve 6-shogaol’lin antienflamatuar
etkisinin bu sitokinleri baskilamasindan kaynaklandigini savunmuslardir. Podlogar et al.
(12), 6-gingerol ve 6-shogaol’iin insan bronsial epitelyal hiicrelerinde (BEAS-2B) LPS
ile induklenmis proenflamatuar sitokinlerin sekresyonunu azalttigini gostermislerdir.
Calismamizda tedavi gruplarindaki hayvanlara LPS verildikten 4 saat sonra uygulanan
ve zencefilin aktif maddelerinden olan 6-gingerol ve 6-shogaol’iin; TNF-a, IL-10 ve IL-
6 duzeylerini azalttigi gozlenmistir. Calismamiz literatirde yer alan bu calismalari

desteklemektedir.

Antienflamatuar sitokin olan [L-10’un serum dizeylerini, 6-shogaol ortamda
enflamasyon olmadan diger gruplara gore istatistiksel olarak artirmistir. Proenflamatuar
sitokinlerin serum duzeylerini ise kontrol grubuna gore degistirmemistir. Bu sonug 6-
shogaol’iin enflamatuar hastaliklara karst hem koruyucu hem de tedavi edici olarak
kullanilabilecegini gostermektedir. LPS uygulanan grupta IL-10 serum duzeyleri,
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artmistir (Sekil.4.6). Sepsis varliginda
hem pro hemde antienflamatuar sitokinlerin artmasi beklenen durumdur. Tedavi
gruplarinda proenflamatuar sitokinlerin azalmis olmasi nedeniyle karsit yanit olan I1L-10
dizeylerininde istatistiki olarak anlamli azaldigini dustinmekteyiz.
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LPS ile induklenen endotoksemilerde INOS ve COX-2 enzimlerinlerinin aktiviteleri ve
NO, PGE: gibi bu enzim trtinleri artmaktadir. Ahmad et al. (92) , akut endotoksemi ile
indiklenen karaciger hasarinda LPS verilmesinden kisa bir sure sonra karaciger
makrofajlarinda belirgin bir sekilde PGE. ve nitrik oksit artisinin oldugunu ayni
zamanda COX-2 ve iNOS ekspresyonlarinda artis meydana geldigini saptamislardir.
Ayrica INOS aktivitesindeki artisin prostaglandin Uretiminden bagimsiz meydana
geldigini gostermislerdir. Bizim calismamizda da LPS ile birlikte serum nitrik oksit ve
prostaglandin E> konsantrasyonlari artmistir. LPS verilmesinden sonra 6-gingerol ve 6-
shogaol uygulamasi ile 4 saaat sonra NO ve PGEz’nin serum konsantrasyonlari
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde dismdastir. Bu etki agisindan  6-shogaol, 6-
gingerol’e gore daha etkindir (Sekil.4.7, Sekil.4.8). Yapilan baska bir tez calismasinda
A549 hicrelerinde 6-gingerol ve 6-shogaol uygulamasi PGE; diizeylerini azaltmistir
(93).

Dugasania et al. (11), lipopolisakkarit ile inflamasyonun indlklendigi mirin
makrofajlarinda 6-gingerol ve 6-shogaol’iin INOS ve COX-2 gen ekspresyonunu 6nemli
derecede baskiladigini bulmuslardir. Yine Pan et al. (94) calismalarinda LPS ile
indiklenmis marin makrofajlarinda artmis iNOS ve COX-2 gen ekspresyonunu 6-
shogaol’in  baskiladigini  gostermislerdir. Calismamizda hayvanlarin  karaciger
dokularinda iNOS, COX-2 enzim aktivitelerine, western blot analizi ile protein
yogunluklarina ve gen ekspresyon profillerine bakildiginda; LPS uygulanan
hayvanlarda bu enzim ekspresyonlari (Sekil.4.19, Sekil.4.20) ve protein
yogunluklarinda (Sekil.4.16, Sekil.4.18) artis g0zlenirken enzim aktivitelerinde
(Sekil.4.11, Sekil.4.13) istatistiki olarak fark gézlenmemistir. in vitro calismalarla bu
enzimlerin gen ekspresyonlarini azalttiklari kanitlanan 6-gingerol ve 6-shogaol’iin bu
etkileri in vivo ilk defa bizim calismamiz ile desteklenmistir. Ayni zamanda
calismamizda karaciger dokusunda mPGES-1 enzimi gen ekspresyon duzeylerine
bakilmistir. LPS uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlamli artis g6zlenirken, 6-
gingerol ve 6-shogaol LPS uygulanan gruba goére anlamli azalma saglamislardir
(Sekil.4.21). Karaciger dokusunda bu enzimin gen ekspresyonu LPS, LPS sonrasi 6-
gingerol ve 6-shogaol uygulamasindan etkilenmis olmasina ragmen bu enzim Urlnd

olan PGE> dlzeylerine (Sekil.4.9) bakildiginda gruplar arasinda anlamh bir fark
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gOzlenmemistir. 6-gingerol ve 6-shogaol’in 4 mg/kg tedavi dozlarinin tekrarli

uygulanmasiyla gruplar arasinda fark gortilmesi olasidir.

Calismamizda bobrek dokusu iINOS, COX-2 enzim aktivitelerine ve iNOS, COX-2,
mPGES-1 enzimi gen ekspresyon profillerine bakildiginda ise karaciger dokusunda
gorulen degisimlerle karsilasiimamistir. Bobrek dokusunda iNOS enzim aktivitesinde
LPS sonrasi 6-gingerol verilen grupta kontrol grubuna gore anlamli azalma gozlenirken
bu enzim aktivitesi acisindan diger gruplar arasinda anlamli fark yoktur (Sekil.4.12).
INOS enzimi gen ekspresyonunda ise LPS uygulanan grupta anlamli artis gozlenirken,
tedavi gruplarinda LPS grubuna gore anlamli degisim gdzlenmemistir (Sekil.4.22).
COX-2 enzim aktivitesinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh fark yoktur
(Sekil.4.14). COX-2 enzimi gen ekspresyon profiline bakildiginda LPS uygulanan
grupta anlamh artis gozlenirken, LPS sonrasi 6-gingerol ve 6-shogaol ile tedavi
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli azalma géralmustir (Sekil.4.23). mPGES-1
enzimi gen ekspresyon profilinde ise LPS uygulanmasiyla kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli artmis ve tedavi gruplarinda da bu artis devam etmistir
(Sekil.4.24). Bobrek dokusu PGE: diizeylerinde de benzer sekilde degisim gozlenmistir
(Sekil.4.10). Sepsiste en fazla etkilenen organlar kanlanmanin fazla oldugu Kkalp,
akcigerler ve bobreklerdir (95). Olusturdugumuz endotoksemide bdbrek dokusu
karaciger dokusuna gore daha fazla etkilenmistir. Kiper et al. (96), renal medullar
epitelyal hiicrelerde, PGE2’nin pro-apoptotik protein Bad’i inaktive ederek hiicre
canlihigini korudugunu gostermislerdir. PGE2 duzeylerinin ve sentezinden sorumlu
enzim ekspresyonunun tedavi gruplarinda artmis olmasi bobrek hiicrelerini korumaya
yonelik savunma mekanizmasidir. Yine baska bir calismada Aoudjit et al. (97) ,
glomerdler epitel hicrelerinde artmis COX-2 ekspresyonu ve aktivitesiyle birlikte
PGE2’nin artmis oldugunu ve PGE2’nin, EP4 reseptorleri tarafindan yiritilen anti-

apoptotik ve koruyucu etkisini bulmuslardir.

Sonug olarak 6-gingerol ve 6-shogaol’iin, ratlarda LPS ile indiklenmis endotoksemiye
karsi etkilerinin ilk defa arastirildigi bu ¢alisma ile zencefilin antienflamatuar etkilerinin
bu bilesenlerinden kaynaklanabilecegi gosterilmistir. Bu antienflamatuar etkininde,
proenflamatuar sitokinleri, INOS ve COX-2 enzim aktivitelerini ve bunlarin NO, PGE:
gibi Orunlerini sistemik olarak azaltmasindan kaynaklandigi bu calisma ile

gosterilmistir.
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