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COOPERATION BETWEEN LEUKOCYTES AND
ENDOTHELIAL CELLS AND THE CONTROL OF CORONARY
FUNCTION
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Sulfidopeptide ieukotriene (cys-LT) are powerful
bioactive autacoids that originate from the oxidative
metabolic pathways of arachidonic acid (AA); their
biosynthesis may results from two different enzymayic
processes: a) a primary oxidation by 5-lipoxygenase
(5-LOX), leading to the formation of LTA, [1]; b) a
secondary enzvinatic conversion carried out by C4-

synthase [2] leading to the formation of LTC..

Depending upon the enzymes present, the synthesis of
leukotrienes (LTs) exhibits remarkable ceflular
specificity: following challenge with the calcium
ionophore A23187, eosinophils [3], mast-cells [4] and
basophils [5] generate mainly LTC, and its
metabolites LTD, and LTE,, also collectively defined
as cysteinyl LT (cvs-LT).

TRANSCELLULAR BIOSYNTHESIS OF
LEUKOTRIENES IN ISOLATED CELL
PREPARATIONS

Bunting et al. [6] first proposed the existence of
transcelluiar biosynthesis as a mechanism responsible
for prostacyclin generation within the arterial wail
from plateler-derived prostaglandin endoperoxides.

In 1980, Marcus and coll. [7] provided chemical
evidence that unstable intermediates of arachidonic
acid metabolism (i.e. prostaglandin endoperoxide)
could be transferred between celis and subsequently
metabolized to prostacyclin by  aspirin-treated
endothelial cells.

In 1984, Fitzpatrick and coll. identified LTA,-
hydrolase activity in erythrocytes, that lack 5-LOX [8]
and hypothesized that distinet cells could perform the
different biesynthetic steps leading to bicactive 1.Ts:
the unstable metabolic intermediate LTA4 ceould be
generated by a donor cell possessing 5-LOX and
transferred 1o vicinal cells (i.e. acceptor celis)
possessing LTAy-hydrolase. Presence of LTA.-
hydrolase activity (but not 5-LOX) was identified in
iymphocytes {9}, epithelial cells [10] and keratinocytes
f11]. McGee and Fitzpatrick [12] subsequently
reported an increased production of leukotriene B,
(LTB,) upon ionophore stimulation of neutrophils in
the presence of red blood cells, as compared to
neutrophils alone, accompanied by a decreased
formation of non enzymatic breakdown products of
LTA,. This was consistent with the metabolism of
LTA, (released from neutrophils) into LTB, by vicinai

acceptor erythrocytes.

Thus, the in vitro transcelluiar biosynthesis of LT
llustrates the importance of the cellular environment
(ie. cell-cell interaction and cooperation) in
controliing the production of eicosanoids.

Formation of cys-L.T by transcellular biosynthesis

The generation of LTC, was subsequently reported in
cells devoid of 5-LOX (i.e. human platelets [13],
endothelial ceils [14], smooth muscle cells {15], and
epidermis [16]), following addition of synthetic LTA,,.
Increased synthesis of LTC; was observed upon
activation of neutrophils in presence of piatelets {17},
endothelial cells [14], mast cells [18] and vascular
smooth muscle cells [15]. Experiments using [*°$]-
Cysteine te label the glutathione of the acceptor cell
(platelet or endothelial cell), resulted in the production
of labeled LTC,. demonstrating transfer of substrate
between the two cells.

Recently, molecular clonirg and expression of LTC,-
synthase [19] as well as different glutathione S-
transierases identified a new enzyme sharing substrate
specificity with both LTC;-synthase and glutathione S-
transferases and defined as GST-II [20]. This enzyme
has been characterized by its ability to svnthesize
LTC, and LTC, synthase activity in endothelial cells
appeared to be due to GST-II enzyme activity rather
than to LTC -synthase.

Extra-cellular release of the unstable intermediate
LTA, is a key step of transcellular metabolism; this
aspect has recently been re-evaluated in detail and
found that in bovine or human neutrophils LTA, and
not LTB,, is the main S-lipoxygenase metabolise
released from these cells [21, 22]. In addition, the use
of a receptor-mediated agonist of the newirophils, such
as the formyi peptide fMLP, enhanced the production
of LTB, in neutrophil/red binod cells as compared to
neutrophile  alone [12}.  Similarly, neutrophils
stimulated with opsonized zymosan/formy! peptide, in
the absence or presence of platelets, generated LTC,
only in the latter conditions albsit 100 fold lower when
compared to the calcium tonophore [23]. These
experiments suggest that even at low level of
neutrophil stimulation, LTA, is released in the external
medium for transcellular metabolism; only a fraction
synthesized by the neutrophil is converted by the
intracetlular hydrolase.

TRANSCELLULAR BIOSYNTHEIS OF CYS-LT
IN ISOLATED ORGAN PREPARATIONS



The study of transcellular biosynthesis of cys-LT m
isolated organs constitutes a first approach in assessing
the functional consequences of this metabolism.

Heart

Cys-LT possess potent cardiovascular effects: they can
constrict small and large vessels, affect cardiac and
coronary functions, the microcirculation and
reproduce manifestations of ischemia/reperfusion
injury [24-25]. Perfusion of rabbit heart Langendorff
preparations with a relatively low concentration of
neotrophils (10° ceils/ml), and activation with the
calcium ionophore A23187 (0.5 mM, 30 min} or
fMLP, resulted in the production of significant
amounts of cys-LT {26-28], confirmed by UV
absorbance-spectral analysis of RP-HPLC peaks.
Neutrophils alone could not be responsible for the:
observed amount of cys-LT in the perfusate (isolated
PMNIL., produce small amounts of LTC,, possibly
because of minor platelet contamination or the
presence of a limited number of eosinophils [17]);
chaillenge with A22187 of perfused hearts in absence
of human PMNL resulted in low amounts of cys-LT,
and even undetectable with fMLP and inhibition of
PMNL 5-LO using MK886, a slowly reversible
inhibitor of LT biosynthesis, suppressed the formation
of cys-LT. Thus, imact PMNL 5-LO activity is a
prerequisite for the observed formation of cys-LT.

Transcellular biosynthesis of cys-L.T and cardiac
function

In the isolated heart, production of cys-LT was
accompanied by progressive increase of coronary
perfusion pressure (CPP) [26], perivascular oedema
and vasoconstriction [27].

Suppression of either the synthesis or the activity of
cys-L.T, using synthesis inhibitors as well as LTD,
receptor antagonists resulted in significant inhibition
of functional  changes  [26-28].  Similarly,
morphological changes were alse prevented through
LTD,-receptor antagonism and LT synthesis
inhibition, pointing out to the key role of ¢cys-LT in the
overall cardiac derangement observed.

Bolus injections of 100 mg nitroprusside, reduced up
to 60% the increase in CPP evoked by neutrophil
activation, showing a substantial cys-LT-dependent
vasoconstriction contributing to the increase in CPP.
The penetration of neutrophils in the tissue after
extravasation and the formation of evident oedema
pouches around the microvasculature could account
for the nitroprusside-resistant increase in CPP.

Importance of neutrophil adhesion events

Adhesive reactions between blood and vascular wall
cells, mediated by the selectins [29] or the integrins
{304, are likely to play an active role for "anchoring”
circulating cells. Thus more efficient transfer of
reactive substrate can occur between adjacent cells

rather than via the extracelular matrix or fluid phase.
This step is obviously critical for the transfer of an
unstable interiediate from blood cells to vascular
cells, thus leading to a very efficient uptake of LTA,
by acceptor cells (endothelial or smooth muscle).
Brady & Serhan [31] reported that monoclonal
antibodies directed against CD11/CD18 integrins and
L-selectin  suppressed LTC, generated during
interactions of PMNIL. and glomerular endothelial
cells. We have confirmed the importance of adhesion
in promoting cys-LT formation, originating from
PMNL-endothelial cell cooperation. in a neutrophil-
perfused isolated rabbit heart. Indeed, pretreatment of
PMNLs with a monoclonal anti-CD18 antibody
prevents transcellular biosynthesis of cys-LT and
protects against leukotriene-dependent increase in
coronary vascular resistance and myocardial stiffness
{unpubiished).

These result suggests that interactions between
PMNL-endothelial cells, via cell-surface adhesion
molecules promote cys-LT biosynthesis. Furthermore,
the stabilization of the unstable LTA; by membrane-
like liposomes favors the bypothesis that tight cell
membrane proximity facilitates the exchange of
substrate [32].

Pharmacological manipulation of transcellular
biosynthesis of cys-LT

Limitation of PMNL activation but also of adhesion
may impair cys-L T biosynthesis and reduce functional
modification at the organ level.

Prostacyclin (PGl,} is a potent mediator which
modulates vessel tone and attennates neutrophil
activation and migration, with a cAMP-dependent
mechanism [33-34]. Pretreatment of the isolated rabbit
heart with the prostacyclin anatog lloprost (3 nM),
resulted in a marked cardioprotective effect [35],
assoclated with a significant suppression of cys-LT
production in spite of the lack of direct effect on 3-
LOX metabolism in isolated PMNL.

Nitric oxide (NO), [36], is a powerful bioactive
autacoid with a complex pharmacological profile, that
includes reduction of platelet adhesion to endothelial
cell in vitro and inhibition of PMN activation [37] and
adh:sion [38-39]. Pretreatment of isolated rabbit heart
with the NO-synthase inhibitor L-NMMA (10 pM)
increases "per se” basal coronary tone. Under these
conditions, perfusion and challenge of PMNL caused a
very rapid adhesion of PMNL associated with the
synthesis of large amounts of cys-LT and a dramatic
increase in coronary perfusion pressure [40).
Restoration of NO synthesis with L-Arginine
pretreatment {100 pM), significantly decreased the
adhesion of perfused activated PMNL, associated with
a significant reduction of cys-LT production as well as
in changes in coronary tone, supporting the importance



of PMNL-EC adhesion in transcellular synthesis of
cys-L.T [40].

CONCLUSION

The data collected so far provide clear examples that
production of LT by mixed cell populations differs
from that predicted from each individual cell. both
quantitatively and qualitatively. In vivo, activation of
neutrophils occcurs in a multicellular environment, that
may likely result in the preduction of
bronchoconstricting and vasoactive cys-LT in addition
to the <chemotactic factor LTB, Thus, our
understanding of a number of inflammatory processes
involving neutrophils and resulting, for example, in
changes of vascular permeability should be
reappraised in this context. While it is known that cys-
LT are able to induce the extravasation of
macromolecules through a direct action on the
endothelial cell [41-42], neutrophil-dependent oedema
formation is very seldom comnected to the formation
of cys-LT by transcellular metabolism [431.

Taken together these data swongly support the
hypothesis of a cooperation between PMNL and
cardiac endothelal cells for the production of
significant amounts of cys-L.T, These results suggest a
possible invoivement of these mechanisms in the
pathogenests of cardiac ischemic events. Increased
urinary LTE, excretion has been reported in patients
tollowing episodes of myocardial ischemia, providing
clinical evidence for the involvement of 5-LOX in the
development of ischemic events [44].
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Thomas Lewis, histaminin klasik olarak “iiglii cevap”
olarak bilinen etkisini 1927 yilinda yaymlamustir
(Lewis, T., 1927). Bu reaksiyonda, cilde kuwvetls, kiint
bir travma uygulanrsa. 3 olaymn olustugu ghzlenmek-
tedir.

1. Kint tavmaya maruz kalan bdlgede saniyeler
icinde olusan kizanklik,

2. 15-30 saniye iginde gelisen ve kit travmamn
yapidigi bdlgenin birkag santimetre cevresinde
yayilan kurmizilik,

3. 2-3 dakika icinde vaskiiler permeabilite artigma
bagli olarak olusan lokal 6dem

Lewis, dokunun kiint travmaya maruz kalmastyla acifa
¢tkan histaminin, dogrudan dofruya lokal kan
damarlarina etki ederek travma bélgesinde kirmiziik ve
sislige neden oldugunu ileri slrmistir. Travma
bélgesinin gevresindeki yaygin krmuzilia ise, akson
refleksi neden olmaktadir.

Bu ¢alismanm en dnemli yoni, sadece liglil cevapta
histaminin rolinii gdstermesi degil, aym zamanda
inflamasyonda mediatdér ¢agiu baglatmasidir. Thomas
Lewis'den 8nce inflamasyon, bagta Rudolf Virchow,
Julius Cohriheim ve Elie Metchnikoff olmak {izere diger
aragtinicilarin dncii ¢aligmalanyla hiicrelerle agiklanma-
ya c¢alisiliyordu. Histamin, inflamasyonda rol oynadiBt
gosterilen ilk mediatérlerden biri olmasina karsin, bu
olayda ¢ok sayida mediatdriin katkastun  oldugu
giisterilmistir.

PROSTAGLANDINLERIN PROINFLAMATUVAR
ETKILERI ‘

Arakidonik asitten siklooksijenaz enzimi aracibifiyla
olusan prostaglandinier (PGler), gesitli proinflamatuvar
etkiler olusturmaktadirlar. PG’lerin akut inflamasyonun
4 kardinal belirtisini olugturduklari iyi bilinmektedir. E
serisi PG’lerin serebral ventrikiillere direkt injeksiyonu
atese neden olmaktadir (Milton, A.S., Wendlandt, S.,
1970; Feldberg, W., Saxena, P.N, 1971). PG’ler
insanda infiize edildifi zaman ven boyunca agrya
neden olmaktadir (Collier, J.G., ve ark., 1972). Yiksck
dozda PG verilmesiyle apr olugmasma karsihik, diigiik
doz PG verilmesi hiperaljeziye neden olmaktadir
(Ferreira, S.H., 1972). E serisi prostaglandinler eritem
olusturmaktadir  (Solomon, LM., ve ark, 1968).
PGlerin ddem olusumundaki etkileri daha kangikr.
Tek bastanna vaskiiler permeabiliteyi arttrmamalarina
ragmen, histamin ve bradikinin  gibi vaskiiler
permeabiliteyi arttiran mediatorlerle sinerjistik etkilesim
gostermekte ve 6dem olusumuna neden olmaktadirlar
(Williams, T.J., 1979). Ayrica gesithi deneysel infla-

masyon modellerinde (Willis, A.L., 1969; Blackham,
A.. ve ark., 1974; Chang, W.C,, ve ark., 1977) ve
klinikte gesitli inflamatuvar hastaliklar esnasinda
(Swinson, D.R., ve ark.,, 1976; Patrona, C., ve ark,
1976) prostaglandinlerin diizeyinin arttifn gosterilmistir,
Bunun Stesinde inflamaruvar hastaliklarda faydali etkisi
olduu bilinen nonsteroidal antiinflamatuvar itaglarin
(NSAIl) prostaglandin sentezini inhibe etii, 1971
yilmda Sir John Vane tarafindan gosterilmigtir (Vane,
TR, 1971). Prostaglandinler; yukarida bahsedilen
ozellikleri nedeniyle inflamasyonun mediatérii olarak
kabu} ediimektedirler.

PROSTAGLANDINLERIN
ANTIINFLAMATUVAR ETKILERI

Qir John Vane'in NSAII'lerin PG sentezini inhibe
ettifini gosterdigi klasik deneyinden 2 yi 6nce, 1969
yilinda, PGE, 'nin romatoid artritin deneysel modeli
olarak kabul edilen adjuvan artritte faydali etkisi oldugu
bildirilmistir (Aspinall, R.L., Cammarata, P.S., 1969).
Bu, prostaglandinlerin antiinflamatuvar etkilerini goste-
ren ilk ¢alisma olmasima karsilik, gesitli caligma graplan
tarafindan akut- (Tate, G., ve ark.. 1983), kronik
(Kunkel, S.L., et al, 1981) ve immunolojik orjinli
(Zurier, R.B. ve ark., 1977, McLeish, K.R., ve ark.,
1985) cesitli deneysel icflamasyon rmodellerinde
PG’lerin faydal etkileri oldugu gosterilmigtir. PG’lerin,
szellikle kronik ve immunolojik orjinli inflamasyonda
faydali etkilerini agiklayabilecek gesitli immiinolojik
etkileri bulunmaktadir. Fizyolojik konsantrasyonlarda
PGE, veya PGE,, konkanavalin A veya fitohemaglu-
tinin ile uyanlmig periferik kan mononikleer hiicre
kiiltiirine ilave edildikleri zaman hiicre boliinmesini
inhibe etmektedir (Goodwin, J.S., ve ark., 1977).
Fitohemaglutinin uyansiyla bu ¢aligmada kullamlan
konsantrasyontarda PGE;'nin periferik kan mononik-
leer hitcre kiiltiiriinde olusmasi (Goodwin, J.8., ve ark,,
1977; Goodwin, 1.S., ve ark,, 1978) ve prostaglandin
sentezini inhibe eden indometasinin, hiicre kiiltiirine
ilave edildigi zaman, hiicre balimmesini belirgin olarak
arttirmast {Goodwin, J.S., ve ark., 1978), PG’lerin hiicre
béliinmesi tizerine olan inhibitdr etkilerini daha anlamli
kilmaktadir. Bunun dtesinde fizvolojik konsantrasyon-
larda PGE,'nin in vitro olarak mitojene cevap verme
(Novagrodsky, A., ve ark, 1979), klonal gogalma
(Bockman, R.S., 1979), E-roset olusumu {Erten, U., ve
ark.,1980) ve lenfosit migrasyonu gibi (Van Epps, D.,
1981) cesitli T lenfosit fonksiyonlanm inhibe ettidi
gosterilmistir.  PGlerin,  lenfosit fonksiyonlarnin
Stesinde, serbest radikal olusumu, fagositoz, kemotaksis
gibi gesitli notrofil fonksiyonlarm: da inhibe ettig
gbsterilmistir (Mikawa, K., ve ark., 1994).



PG’ler klinikte cesitli amaclarfa kullamlmaktadar.
Sentetik bir PGE, analogu olamn misoprostol,
NSAll'larin olusturdufu  gastrointestinal lezyonlarin
dnlenmesinde ve tedavisinde siklikla kullamimaktadir
(Ryan, JLR., ve ark., 1987, Graham, D.Y., ve ark..
1988). Misoprostol’un bu amagla kullambsgi, “yerine
koyma™ tedavisinin bir tipi olarak kabul edilebiiir.
Misoprostol’'un  NSAI’lerin  kullamlmasmdan sonra
gastrointestinal kanalda diizeyleri azalan PG’lerin
yerine gegerek faydah olduklam genel olarak kabul
edilmektedir. PG’Jerin inflamasyornun mediatorii olarak
kabul edilmeleri durumunda, NSAID’lerle misopros-
tolun, Kklinikte cesitli inflamatuvar hastaliklarda
kultamldiklan gibi, birlikte kullamimalar1 durumunda
misoprostol’un NSAIT’ler tarafindan diizeyi azalulmig
PG’lerin yerine gecerek, NSAil’lerin antiinflamatuvar
etkilerini azaltacag ileri siiriilebilir. Anabilim dalimzda
siganlarda adjuvan artrit modelinde sabit dozda aspirin
ile degisik dozlarda misoprostol kombinasyonunun,
parametre olarak penge ¢evresi ve sekonder lezyon
indeksi kullamldig: zaman, tek bagma aspirine gore
daha faydal etki sapladif tespit edilmistir (Tagctlar, O.,
ve ark., 1993).

NSAIP'LERIN INFLAMASYONDA
SIKLOOKSIJENAZ INHIBISYONU
HARICINDEKI ETKILERI

PG’lerin caligilan gesitli modellerde antiinflamatuvar
etkilerinin olmas1 ve NSAII'lerle misoprostol kombi-
nasyonunun  sinerjistik etki gostermesi; NSAIll'lerin
antiinflamatuvar etkilerinde, siklooksijenaz inhibisyonu
haricinde, dier baz1 etkilerinin olabileceffini diiglindir-
mektedir, NSAil’lerin cesitli nétrofil fonksiyonlarmm
inhibe ettikleri  bilinmektedir.  Cahsilan  gesith
NSAIl'lerin siiperoksit olusumu, agregasyon, lizozim
salinimi ve cAMP olusumu gibi inflamasyonda dnemli
olabilecek cesitli parametreleri inhibe ettifi gosteril-
mistir (Abramson, S., ve ark., 1984; Abramson, 5., ve
ark., 1985; Kitsis, E.A.. ve ark., 1991). Daha &nce
deginildigi gibi, PG’ler de cesitli notrofi! fonksiyon-
lanim inhibe etmekte (Mikawa, K., ve ark., 1954} ve
sican adjuvan artrit modelinde oldugu gibi NSAIl’lerle
PG lerin kombinasyony, ndtrofil fonksiyonlan fizerinde
sinerjistik etkilesme gostermektedir (Abramson, S., ve
ark., 1984; Kitsis, E.A., ve ark., 1991). 12 NSAII'nin
nbtrofil  “respiratory  burst”  izerine  etkisinin
degerlendirildigi bir ¢ahsmada, bu ilaglann hepsinin
siklooksijenaz enzimini inhibe etmesine ragmen,
sozkonusu parametreyi bazm NSAll’lerin azaltugs,

bazlarmin  etkilemedigi, ¢ofunun ise arturdid
bulunmustur  (Twomey, B.M., 1992} NSAII'erin
sitostatik  etkisinde de, P(G’lerin rolii olmadift

bildirilmigtir (De Mello, M.C.F., ve ark., 1980).

PROSTAGLANDINLERIN MEDIATOR
SALINIMI UZERINE INHIBITOR ETKISI

PG'lerin  inflamasyonla ilgili degisik etkilerinin
tesinde, mediatér salimimi fizerine baskilayic1 eikisi
bulunmaktadrr. Hamster yanak kesesinde olusturulan
akut alerjik inflamasyon modelinde indometasinin
histamin salmumim  arttrdifs  ve ekzojen olarak
uygulanan PGE;’nin histamin salinumm inhibe ettigi
gbsterilmistir (Raud, J., ve ark., 1988). Bir bagka
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caligmada, insan bronsiyal biyopsi Omeklerinde
PGE, nin peptidoldkotrienlerin ve tromboksan B,
sahmmit inhibe ettifi gosterilmigtic (Schafer, D., ve
ark., 1996). E serisi PG’lerin mediatdr salinumim
arturdigim gosteren ilk galbigmalardan birisi, nétrofil-
lerde yapilmis ve gerek PGE,; ve gerekse PGE,'nin
insan ve sican ndtrofiflerinde ldkotrien By salmimim
inhibe ettifii gdsterilmistir (Ham, E.A., ve ark., 1983).
Arabilim dalmzda wiiriitiilen bir galismada, sigan
karagenin hava kesesi inflamasyon modelinde ekzojen
olarak uygulanan misoprostol’un eksudada tromboksan
B, olusumunu inhibe ettigi gosterilmistir (Sayar, K,
Melli, M., 1999).

NSAil’lerin PGlerin mediatdr salmmi {izerindeki
inhibitér etkisini énleyerek, mediatdr salimminda artiga
neden olmast beklenir. Cesitli cahismalarda NSAII
kullantmindan sonra §zellikle I6kotrienlerin salimminda
artig oldugu bildiriimigtir (Robinson, D.R., ve ark.,
1986; Sayar, K., Melli, M., 1999). Yalmz sigan
karagenin hava kesesi inflamasyon modelinde ekzojen
olarak uygulanan misoprostol, eksudada lékotrien B,
olusumunu  degigtirmezken, indometasin  eksuda
l6kotrien B, olusumunda belirgin artisa neden olmustur
(Sayar, K., Melli, M., 1999).

NSAfl kullammndan sonra lokotrien diizeylerinin
arttfy biliven bir kiinik dwum, aspirinle olusan
astmadir, Sozkonusu klinik tablo, Hteratiire aspirinle
olugari astma olarak gecmis olsa da, sadece aspirinle
degil, siklooksijenaz enzimini inhibe eden tiim
NsAll'ler tarafindan olusturulmaktadir (Szczeklik, A,
1989). Sozkonusu sendromu aciklamaya yonelik gesithi
hipotezler olmasina karsilk (Szczeklik, A., 1988;
Stadek, K., Szczeklik, A., 1993), bu hipotezlerin
hepsinde siklooksijenaz inhibisyonu nemli rol oyna-
maktadir. Aspirinle olugan astmast olan hastalarda
aspirin ve diger NSAII'lerle siklooksijenazin inhibisyo-
nundan sonra, hemekadar mekanizmas: agtk olmasa da,
sistemik lokotrien aktivitesinin gdstergesi olarak idrarda
6kotrien E,’iin (Christie, P.E., ve ark., 1991; Knapp,
H.R., ve ark., 1992) ve aspirin uygulamasmdan sonra
iokal olarak nazal lavaj sivisinda ldkotrien B, ve peptid
|6kotrienlerin  (Picado, C., ve ark, 1992} arttifn
gosterilmistir. Peptid 18kotrienler bronkokonsiriksiyon
(Drazen, I.M., ve ark., 1980), brongiyal reaktivitede
(Lee. T.H.. ve ark., 1987) ve mukus salgisinda arts gibi
(Marom, L., ve ark., 1982) astmanmn semptomlarim
taklit etmelztedirler.

PGE, inhalasyonunun aspirinle olusan  astma
tedavisinde, zorlu ekspirasyon volimiindl arttrdifn ve
idrarta LTE, itrahim énledigi bildirilmistir (Sestini, P.,
ve ark., 1996). Sézkonusu faydah etki, alerjenle olusan
astmada da bildirilmistir (Pavord, LD., ve ark., 1993).
Anabilim dalmuzda yiiritiilen bir ¢alismada, aspirinle
olugan astmal: hastalann periferik kan lSkesitlernin in
vitro olarak aspirin ile uvarmasindan sonra basale giire
daha fazla peptid lokotrien sahmmina neden oldugu
gosterilmigtir. Bu artis, alerjik astmah hastalarda ve
kontrel grupunda bulunmamistir. PGE, in vitro aspirin
inkiibasyonuyla olan peptid Idkotrien salmmim
konsantrasyon bagimir olarak inhibe etmektedir (Celik,
G., 1999), Bu bulgular; PGE, inhalasyonunun astrada



favdah etkisinin peptid 18kotrienlerin salinimint inhibe
ederek olabilecegini diigiindirmektedir.

PROSTAGLANDINLERIN INFLAMASYONUN
MEDIATORU OLMADIGI KONUSUNDAKI
BULGULAR

PG’lerin inflamasyonun mediatorii olmadify ybniinde
kuvvetli bir kamt, esansivel yaf asitinden yoksun
diyetle beslenen siganlarda olugturulan inflamasyon
modellerinden  elde edilmigtir. Disi sicanlarn
hamileliginden baslayarak st verme donemini de
kapsayacak sekilde uzun siire ve yavru sicantarinda
beslenmeye baslandiktan sonra  prostaglandinlerin
prekiirstrleri olan bis-homo-y-linoleik asit ve arakidonik
asitten yoksun diyetle beslenmeleri; bu hayvanlarm
membran fosfolipidierine sdzkonusu yag asitlerinin
yerine, siklooksijenaz enzimine substrat teskil etmeyen
5.8-11-eikosatrienoik  asitin  gegmesine  neden
olmaktadir (Ziboh, V.A., ve atk., 1974). Esansiyel yag
asiti yetmezliine sokulan hayvanlarn plateletlerinin
kontrollere gdre cok daha az PG-endoperoksitlerin,
tromboksan A.'nin ve E serisi PG’lerin salimmina
neden oldugu (Bult, H., Bonta, LL., 1976), ayrica bu
hayvanlardan elde edilen eksudada PGE diizeylerinin
cok diisik oldugu bulunmustur (Bonta, L.L., ve ark,
1977). Esansiyel yag asiti yetmeziiine sokulan bu
hayvaniarda cesitli deneysel inflamasyon modellerini
olusturmak miimkiin  olmustur. Karagenin penge
pdeminin siddeti, esansiyel yaB asiti yetmezligine
sokulan hayvanlarda, kontrol grubuna gore daha diigiik
olmus, siklooksijenaz inhibitrié aspirin her iki grupta
aym etkinlikte penge 8demini dnlemistir (Bonta, LL.. ve
ark, 1976). Buna karsm iki kronik deneysel
inflamasyon modelinde, esansiyel yaJ asiti yetmezligine
sokulan hayvanlar kontrol grubuyla karsiiastinldiginda,
daha az eksiidasyon ve daha fazla hiicre proliferasyonu
olustugu saptanmustir (Bonta, LL., ve ark., 1977).

PG'lerin eksiidasyonla karakterize akut inflamasyonda
proinflamatuvar, proliferasyonia karakterize kronik
inflamasyonda  antiinflamatuvar ~ etkilerinin  oldugu
gézoniine alinirsa, esansiyel yag asiti yetmezligine
sokulan hayvanlardan elde edilen sézkonusu bulgular
celiskili gdzilkmemektedir. Yalmz PG diizeyinin.
kontrollerie karsiagtinidiginda cok diisik bulundugu bu
grup hayvanlarda inflamatuvar  cevapm sadece
siddetinin defismesi, PG’lerin inflamasyonda mediatdr
depil, modiilatdr rolii oynadiklarim diisiindirmektedir.
Aynca aspirinin gerek kontrol grubunda ve gerekse
pratik olarak PG olugumunun szkonusu olmadig
esansiyel yag asiti yetmezlifine sokulan hayvaniarda
benzer sekilde etki olugturmasi, aspirinin etkisinde
siklooksijenaz inhibisyonu haricinde bazi etkilerinin
onemli olabilecedini dilstindiirmektedir.

inflamasyonda PG’lerin katkisum degerlendirmek igin
siklooksijenaz-2 gen ¢ikarilmasi (deletion) yapilan
sicaniarda, pengeye karagenin injeksiyonundan 1 hafta
sonra penge vollimiinin  ve kalnhifimn arttud
bildirilmigtir  (Wallace, J.L., ve ak, 1998).
inflamasyonun mediatorii olarak kabul edilen endojen
bir maddenin etkinliginin “gen g¢ikanimasi” yoluyla
Snlenmesinin, inflamatuvar cevabi arttumas: hayli
iigingtir. Bu bulgu, siklooksijenaz-2 enzimi araciliftyla
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olusan PG’lerin normal hayvanlarda inflamaruvar

cevab siurladiim ditgiindiirmektedir.

PROSTAGLANDINLERIN FIZYOLOJIK
«“FEEDBACK” ETKILERI

PG’lerin degisik sistemlerde modulasyon yaptiklarma
dair cesitli ornekler bulunmaktadir. Sempatik sinir
uyarisi esnasinda dalaktan PGE salindigr bildirilmigur.
Salinan PGE’nin sempatik sinir uyaris1 sonucu dalaktan
noradrenalin  salimmm inhibe ettifi gOsterilmistir
(Hedgvist, P., 1970). Bu 6mekie PGE, noradrenalin
salimm {izerinde negatif “feedback™ etki gBstermekte
ve sempatik sinir uyansimn noradrepalin salgilauct
etkisini frenleyerek, noradrenalin sabnimina bagl
dokudaki olasi olumsuz etkileri 6nlemektedir. Buna
benzer bir modulasyon bobreklerde de gosterilmigtir.
Vasopressin, distal nefrondan PGE, salinimina neden
olmaktadir. Salman PGE, nin toplayic1 kanaliarda suya
kars1 permeabiliteyi azaltarak vasopressinin etkinligini
azalttify bildirilmigtir (Lum, G.M. ve ark., 197 7).

PG’lerin  modulator  etkileri, immunoinflamatuvar
olaylarda  da  gosterilmistir. ~ Farelere  koyun
eritrositierinin  injeksiyopunun,  dalakta  PG’lerin
olusumunda 80 kat artiga neden oldugu bildirilmistir.
Antijen uygulanmasimdan 6nce PG sentez inhibitéri
verilmesi; antijen uyarmuna bagh PG olugumunu
onlemis ve plak yapan dalak hiicresi sayisimu anlamli
olarak arttirmistr (Webb, D.R., Osheroff, P.I.., 1976).
Bu mekte antijen uyartmi, negatif “feedback” kontrol
mekanizmast olarak PG salimnuna yol agmusg, salman
PG antijen uyarnimma bagh olarak olugan plak yapic
hiicre sayisinda azalmaya neden olmustur. Benzer
fizyolojik “feedback™ mekanizmalarm: cesitli T lenfosit
fonksivonlarinda da gormek miimkiin olmaktadir
(Goodwin, 1.8, ve ark., 1977).

SONUC

Bu bulgularin 1f1 altimda PG'leri, inflamasyomun
mediatérii olmaktan ¢ok modulatérii olarak kabul etmek
daha dogru olacaktir. Suprafizyolojik, yiksek dozlarda
PG’ler antiinflamatuvar etkiler olugturabilmektedirler.
Benzer sekilde, siklooksijenaz enzimini inhibe ettikleri
dolayisiyla PG sentezini onledikleri dozlann izerinde
NSAli'ler, olasiikla siklooksijenaz  inhibisyonu
haricindeki etkileri nedeniyle antiinflamatuvar etkiler
olusturmaktadirfar. Mamafih, organizmanm normal
homeostazis mekanizmalan iginde PG’ler, diger cesitli

sistemlerde  oldufu  tizere, immuncinflamatuvar
olaylarda da fizyolojik modulatdr rol oynamaktadirlar.
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GASTROINTESTINAL INFLAMASYONDA ENDOTELIN-1’IN
ROLU
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Mukozal mikrosirkilasyonum kontrolit gastrointestinal
mukozal devamlilifin ve biktinliigiin korunmasinda
Snemli bir role sahiptir Bu nedenle endotel
hiicrelerinden lokal olarak salinan vazoaktif molekiiller
mikrosirkiilasyonun diizenlenmesinde Snemli bir islev
gorirler. Son willarda yapilan ¢ahgmalar -endotelin-1
(ET-1)in gastrointestinal kan akim ve fonksiyonun
diizenlenmesinde fizvolojik bir dneme sahip oldugunu
ghstermektedir {1,2). Ayrica, ET-1’in mikrovaskiiler
hasar ile karakterize cesitli inflamasyon modellerinin
patogenezinde de rol oynadif cesitli  aragtnicilar
tarafindap ileri stiriimiistiir. Bu inflamatuar degisiklikler
arasinda karaciger iskemi reperfiizyon (I/R) hasan (3 ),
hemorajik sok ile meydana gelen gastrik mukozal hasar
{4), kolit (3), ectanol (6) veya indometazin (7 ile
indiklenen gastrik  hasar  sayilabilir. Yapilan
caligmalarda ET-1 *in patogenezdeki rolind destekleyen
baglca {i¢ teme! buigudan bahsedilebilir; 1) kan veya
dokuda dlcillen ET-1 diizeylerinin gesitli inflamasyen
modellerinde  artmis  olarak  buhmmasi, 2) ET-1
inhibitdrleri veya reseptdr antagonistlerinin
kulianilmasin inflamatuar hasarm azalmasima neden
olmasi, 3) inflamatuar dokularda ET-1"e karst meydana
gelen reaktivitede bir artma saptanmasidir. Bu bulgulara
ilave olarak baz1 arastricilar ekzojen olarak verilen ET-
17in gastrointestinal dokularda meydana getirdigi hasart
aragtirmuslardr.  Yapilan ¢aligmalarda eksojen olarak
verilen ET-1’in gastrik vaskiler toniisii artnrarak
mukozal hasara yol agtigy, ince barsakta ise nekrotik ve
hemorajik lezyonlar ile karakterize degisikliklere neden
oldugu gdstedlmistir (8). ET-1 tarafimdan mey dana
getirilen mukozal hasarin superoksid dismutaz {SOD) ve
katalaz enzimleri ile azaltilmasi aymca platelet akive
edici  faktor (PAF) inhibitérleri ile kaisiyum
antagonistlerinin faydall bulunmasi, olugan hasarda

reaktif oksijen metabolitlerinin (ROM), PAF'm,
kalsiyumun ~ ve  muhtemelen polimorfoniikleer
l6kositlerin  (PMN)  onemii  roller  oynadifimi
diigiindiermiigtir (8).

Hemekadar bu gime kadar yapilan cahigmalar akut
gastrointestinal inflamasyonda ET-1 in Snemli bir roel
oynayabilecegini gostermisse de, ET-1'in intestinal
epiteliyal bariyer lizerindeki etkiteri bilinmemektedir.
Epitel bartyerin saglamiift intestinal hasarin hassas bir
gistergesi olarak kabul edilmektedir. Omegin epiteliyal

bariyer dzelligin bozulmasi gesitll toksik faktorlerin
transmural olarak dolasima gegmesine yol agarak sepsis
ile karakterize organ yetmezliklerine vol acabilmektedir
(9). Aynca ET-1%in gastrointestinal inflamasyonda
snemli bir rol oynadign diisiiniilen 1dkosit-endotel hiicre
iliskileri Gzerindeki etkisini inceleyen sistematik bir
aragtirmada  yapibmamuistir. flave olarak ET-1’in
vazokonstriktor etkisi, PMN aktivasyomma neden
olmast ve mikrovaskiiler permeabiliteyi artuncr etkisi bu
peptidin /R ile meydana gelen intestinal hasarda da
énemli bir rol oynayabilecegini disiindirmekeedir. Bu
bulgulann 11§51 altinda ¢aligmalanmizda; 1) ET-V’in
intestinal mukozal parametreler {mukozal permeabilite,
PMN infiltrasyonu oksidan stres) {izerindeki etkilerini
inceiemevi, 2) ET-1 ile meydana gelen mukozal bariyer
bozuklukta PMN’ler, - PAF ve imterselliler adezyon
molekiili-1 (JTCAM-1)’in roliini aragtirmayl, 3) ince
bersak /R hasarmda ET-1 ‘in olasi roliinii belirlemeyi
amagladﬂ(. T

ET-1’in Intestinal Parametreler Uzerindeki Etkileri:

ET-1’in aorta icine yerlegtirilen bir kaniil aracilify ile
superior mezenterik arterin (SMA} aortadan cikngt yere
lokal olarak, 100, 200, ve 400 pmol/kg/dak dozlannda
{10 dakika siireyle) inflizyonu, intestinal parametrelerde
gnemli depisikliklere yol agmusur. En belirgin
depigiklikler ET-1in 400 pmol/kg/dak dozunda ortaya
gikmus, bu dozda verilen ET-1, duodenal, jejunal ve ileal
segmentlerde  dlglilen  miyeloperoksidaz (MPO)
aktivitelerinde anlaml aruglara yol agmusur. ET-I
infiizyonunu takip eden 66 dakikalik zaman iginde *'Cr-
EDTA molekiiitipiin  kan-limen  klirensi  &l¢iilerek
hesaplanan mukozal permeabilite degerlerinde de
anjamh artiglar meydana gelmistir (sekil 1). ET-I
infiizyenu  soarast artan mukozal pefimeabilite
deperlerinde PMN’lerin rolinii aragtrmak i¢in deney
hayvanlart ET-1 infiizyonu ncesinde ndtropenik hale
getirilmis (antindtrofil serum, ANS, 12 saat araliklar ile
3 doz, Accurate Chem. Corp.) veya bir bagka deney
grubunda infiizyondan hemen nce ICAM-1’e karst
gelistirilen monoklonal antiker (MAb 1A29, 2.0 mgke,
iv, Upjoln Co, Kalamazoo) ile tedavi edilmis veya PAF
reseptor antagonisti WEB2086 (1¢ mg/kg, 1v, bolus)
verilmigtir (sekil 2A). Her g yalklamminda ET-1 ile
artan mukozal permeabilite degerlerinde anlamh
azalmatara neden olmustur.
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SEKIL 1. ET-1'in 100, 200, ve 400 pmol/kg/dak dozlarmda, 10 dak sureyle, SMA'e infiizyonunun, mukozal
permeabilite ' Cr-EDTA 'van kan-limen klirensi} izerindeki etkileri.
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[—1 ET-1 100 pmolkg/dak
ET-1 200 pmolfkg/dak
B £7-1 400 pmolikg/dak

ZAMAN (dak)
p<0.05 ve p<0.01, kontrol grubuna gore

SEKIL 2. Monoklonal antikor 1429 (anti-ICAM-1), antindtrofil serum (ANS) ve PAF antagonisii (WEB2086)
tedavilerinin, ET-1 (400 pmol/kg/dak) tarafindan degistirilen mukozal permeabilite ve doku myeloperoksidaz

aktiviteleri tizerine etkisi
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Bu deneylerin sonuglari, SMA igine ET-1 infizyonunun
ince barsak duvannda doza bagmhi olarak PMN
infilrasyonuna yol actifmi, aynca *ICr-EDTA
molekiiline karsi mukozal gegirgenliktede de artiga
neden oldufunu gdstermistir. ANS tedavisinin mukozal
permeabilite artislannda etkili olmas, PMN'lerin ET-]
iie meydana gelen permeabilite degigikliklerinin dnemli
bir aracis1 oldugunu diisiindiirmektedir. PMN’lerin bu
olaydaki rolinii belirlemek igin kullamlan bir diger
yaklasim ise ET-1 inflizyonu &ncesinde [CAM-1

MIYELOPERCKSIDAZ AKTIVITESI
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+ - +
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= <005 ve <{.0t kontrol {(KONT} grubuna gore
z.71; <0.05 ve <0.01 ET400 grubuna gore

spesifik monoklonal antikor kullamilmasi olmustur. MAb
1A29 tedavisi klirens deferlerinde &zellikle ik 30
dakikada belirgin olan anlamh digiisiere neden
olmustur. MAb 1A2%°un antiadeziv etkisi ET-1
infiizyonu sonrasinda artan doku MPO diizeylerinde
meydana gelen diigiisler ile de desteklenmigtir (gekil
2B). Ancak gerek ANS, gerekse MAb1A29 tedavileri
mukozal permeabilite degerlerinde kismi bir azalmaya
neden olmus, bu bulgutar PMN’lerden bagimsiz bagka
mekanizmalarinda rol oynayabilecegini diisiindlirmiistir.



Ayrica mukozal permeabilite  meydana gelen
degisiklikterin ~ zamana  bagh olarak  gelisimi
incelendiginde PMN’lerin ozellikle erken dénernde
mevdana gelen permeabilite degisikliklerinde daha
snemli olabilecefini gostermistir.

ET-1 ile olusan permeabilite degisikliklerinde PAF'm
rolintt arastrmak amaciyla deney hayvanlar PAF
reseptdr antagonistt WEB2086 ile tedavi edilmistir.
WER2086un ET-1 ile meydana gelen permeabilite
depisikliklerini anlamli olarak azaltmasi, ET-1 ile
meydana gelen intestinal hasarda PAF'mnda rol
oynayabilecegini ditglindGrmistiir. PAF antagonistinis
szellikle permeabilite  Olgimlerinin  daha  gec
donemlerinde etkili olmas, ayrica ET-1 ile artan MPO
degerlerine etkisiz olmast (sekil 2B), ET-1 ile meydana
gelen PMN infiltrasyonunda PAF digt bagka aractlarin
roi oynayabilecegini diigiindiinmistir.

Sonug olarak deneyset bulgularumz ET-1 ile olugan
intestinal inflamasyonda, PMN infiltrasyonu ve mukozal
barfyer bozuklugun Onmemii bir rol oynadigim
gBstermigtir. Ayrica, ET-1 inflizyonunu takiben artan
mukozal gecirgenligin PMN’ler, 16kosit-endotel hiicre
adezvonu ve PAF’1da igeren bir mekanizma sonucu
ortaya ¢kt ileri siirlilebilir.

fnce Barsak I/R Hasarinda ET-1 ‘in Rolii:

fskemik barsagm reperfizyonu, kapiller (filtrasyon
hizinda artma, (lenf akimmin artmasi), damar digina
protein sizmasi (&dem), inflamatuar hiicre nfiltrasyonu
ve dokuda gesitli kimyasal mediyatérlerin agifa cikigt ile
karakterize akut inflamatuar bir yamta neden olmaktadr.
ET-1 in uzun sireli giiclii vazokonstrikedr etkisi, PMN
infiltrasyonuna yol acabilmesi, ve mikrovaskiiler ve
mukozal permeabiliteleri arturer etkisi bu peptidin /R
hasannda da oOneml bir rol  oynayabilecegini
duistindiirmektedir. Wistar Albino sicanlarda, SMA’in
30 dakika iskemik birakilmasi, bunu takip eden 30
dakikalik reperfilzyon siiresinin  sonunda onermli
mukozal hasara yol agmustir. Ince barsakta meydana
gelen hasart karakterize etmek igin doku MPO
diizeyleri, mukozal permeabilite 8lgiiimds, doku
smeklerinden histolojik kesitler almarak hasar indeksi
aragtirlmustir. Ayrica ince barsak kan akimi ve rezistansl
SMA cevresine yarlegtirilen akim dlger (Transonic
Systems Inc.) vasitast ile iskemi sirasinda ve bunu takip
eden 30 dakikalik reperfiizyon periyodu boyunca tayin
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editmistir. Yapilan caligmalarda 30 dakika iskemi ve
reperfiizyon, doku MPO  aktivitesinde. mukozal
permeabilitede ve portal kan ET-1 ditzeylerinde
{radyoimmunassay kit, Amersham) anlamli artiglara
neden olurken histolojik olarak ince barsak mukozasinda
hemoraiik nekroz ve vilius kayb (skor; 4) ile karakterize
bir hasara vol agmugtir. Ayrica ince barsak kan akumi
reperfiizyon  periyodunda belirgin  olarak azalma
goistermigtir (kontrole gore). Ince barsak 'R hasarinda
ET-1"in rolimi daha iyi karakterize edebiimek icin
deney hayvanlan I/R Oncesinde ET-A  reseptor
antagonisti BQ485 (150 nmol/kg bolus ve 10 nmol/kg
infiizyon), ET-B reseptor antagomisti BQ788 (150
nmol/kg bolus ve 10 nmol/kg inflizyon) ve kan akim
deneylerinde buna ilave olarak ET-A ve B reseptir
antagonisti bosentan ile tedavi edilmiglerdir. Ayrca
antagonistlerin olas1 etkilerini daha 1iyi karakterize
edebilmek i¢in alman sonuglar, TR hasarma etkili
oldugu iyi bilinen SOD ve anti-ICAM-1 MADb (1A29)
tedavilerinin sonuglan ile karslastmilmugtir. Yapilan
deneyler, ET-A ve ET-B reseptdr antagonistieri ile
tedavinin, /R nedeniyle artan doku MPO diizeyleri
iizerinde etkili oldugunu ortaya koyarken (sekil 3A},
ET-B reseptor antagonistinin bura ilave olarak mukozal
permeabilite  (sekil 3B} ve doku kan akim
degisikliklerinde de etkili oldufunu gostermigtir. Aynca
sonuclanimiz, iyilestirici etkinin SOD ve anti-ICAM
tedavileri ile karsilastirlabilir boyutta oldufunu da
gostermigtir. Benzer sonuglarn mikroskopik skorlama
sonuglarmun  degerlendirilmesi ile de gbzlenmesi ve
normalde reperfiizyon siasinda gbzlemen kan akim
bozukluklarmin ET antagonistleri ile diizeltilebilmesi,
uygulanan IR modelinde ET-1’in  &nemli bir rol
oynadifim diisiindtirmigtiir.

Sonuc olarak deneylerimizden elde edilen bulgular IR
ile olugturulan akut inflamatuar yamtin patogenezinde
LT-1 dizeylerinde meydana gelen artigin  Onemii
olabilecegini gdstermekredir. Buna iiave olarak dzellikle
ET-B reseptér antagonistinin ve daha az oranda da ET-
A reseptSr antagonistinin olgiilen hasar parametreleri
fizerinde etkili olmast I/R hasari ile meydana gelen doku
degisikliklerinde ET reseptér antagonistlerinin tedavi
amact ile kullarilabilecegi diigfiincesini ince barsak
dokusunda da desteklemistir. :
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SEKIL 3. BQ485 (ET-A reseptr antagonisti), B()788 (ET-B reseptér antagonisti), monoklonal antikor (MAb) 1AZ9
(anti-ICAM-1) ve SOD (superoksid dismutaz) tedavilerinin I'R nedeniyle defisen MPO aktivitesi ve reperfiizyon

sirasinda lcillen mukozal permeabilite degerleri fizerine etkileri.
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ZAMAN (dak) ’
* p<0.01, kontroi grubuna gore. * p<0.05, kontrol grubundaki uygun zaman noktasina gére.
T p<0.05, ¥R grubuna gére.  p<0.05 ve vt p<0.01, reperfiizyon grubundaki zaman
noktasina gore.
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YARARLI VE ZARARLI vONLERI iLE ENDOTOKSIK
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Prolog

Bu yaziun amacl ve kapsam, Tiirk Farmakoloji
Derneginin diizentemekte oldugu "Farmakoloji Egitim
Sempozyumlan“mn genel amacl olan "bu konudaki
konusmacimn konuyla ilgili bilgi birikimini dinleyicilere
aktarmak ve ileride bu konuda ¢aligmak isteyecek
aragtiriciara vol gostermek” ile uyumlu olmak iizere
saptanmg olup, septik gokun cesitli deneysel modelleri
kullarlarak yaptigim galismalann bulgularima toplu bir
bakist icermektedir.

Temel Bilgiler

"Sistemik Inflamatuvar Yamt Sendrornu” organizinanin
herhangi bir zedeleyici satasmaya (yamk, "“crush"
sendromu, infeksiyon, v.d.) karst verdi@ biyolojik
cevabin  bitiinfidlir, Bu  kavram; endotoksemi,
bakteriyemi, viremi, fungemi, sepsis, septik gok ve goklu
organ yetmezligi gibi genis bir yelpazede yer alan gok
cesitli patolojilerin ortak kiinik gOriintisini iemsit
etmektedir (1). Her ne kadar Gram (+) bakteriler, bazi
viriisler ve mantarlar ¢oklu organ yetmezligi tablosu
olusturma potansiyeline sahipseler de, Gram  (-)
bakterilern meydana getirdifi "sistemik inflamatvvar
yanit sendromu”, stk goriilmesi ve yitksek mortalitesi
dolayisiyla Snem arz  etmektedir (2). Dolayisiyla,
sempatomimetik mediyatorler basta olmak {izere gesitli
hormonlar, otakoidler, prostanoidler, sitokinler ve
organizmamn diger tim savunma sisternlerini harekete
gecirmesi ile karakterize olan Gram {-) sepsis ve
endotoksemi sonucu geligen “goklu organ yetmezlig
tablosu”, inflamasyonun ulagabilece@i en ug noktayi
teskil etmektedir (3).

Endotoksinin biyolojik etkileri

Endotoksin, Gram (-) bakterilerin hiicre dig duvanmmn en
nemli komponenti olup temel olarak lipopolisakkarit ve
gesitli oranlarda bakteri duvar komponentlerini igerir
(4). Lipopolisakkarit (LPS) ise her serotip igin farkl
antijenik §zellik tagiyan bir oligosakkarid zinciri, daha
icte benzer bakteriler arasinda aymt yapiy: ghsteren bir
kor oligosakkaridi ve de en igte, tim serotipler i¢in aym
ozellize sahip lipid komponenti, "Lipid A" bulunur.
Endotoksinin  biyolojik  etkilerinden Lipid A
fraksiyonunun sorumlu oldugu kabul edilmektedir ve
deneysel galismalarda endotoksin ile LPS birbirlerinin
biyolojik eslenigi olarak kabul edilmektedir (5).

Lipopolisakkarit (LPS) in etki mekanizmasi

Gram (-) bakterilerin yikimm sonucu kana gegen LPS,
LPS-Baglayic Protein (LBP) ile kompleks olugturur.
Serumda ¢oziniir halde dolagan (sCD14) ve myeloid
hiicre membramnda da bulunan (mCD14) adezyon

molekiiliiniin bu kompleks igin reseptdr rolll oynadifn ve
dolayisiyla LPS 'nin indikledigi bir dizi reaksiyon igin
temel basamaklardan birini tegkil ettigi bilinmektedir.
LPS, bu yolla, makrofaj, notrofil ve endotel hiicrelerini
aktive ederek sitokinlerin (TNFa., IL-1, TL-6, vb.), lipid
metabolitlerinin (18kotrienler, prostaglandinler,
trombosit aktive edici faktdr, vo.), proteazlann (elastaz,
kollajenzz, vb.), toksik Op metabolitlerinin (H-04, OH,
vb.), nitrik oksit ve adezyon molekiillerinin (selektinler,
immunoglobulin geni siiper ailesi, integrinler, CD14,
vb.) sentezi ile saliverilmelerini artinir. Ayrica, plazma
protein  sistemlerini  de etkileyerek  kompleman,
koagiilasyon, kallikrein-kinin ve endojen opioid
sistemlerini de aktive eder. Ote yandan monontkleer
fagositik hiicrelerden endotoksin etkisiyle TNFa, IL-1
vb. agifa gikar. Bunlar, ateg ve hemeodinamik etkilerle
seyreden akut faz reaksiyonuna, Tokosit aktivasyonuna,
trombosit aktive edici faktor, prostaglandin, proteaz
sentezi ve fibroblast proliferasyonuna yol agar (6).
Kompleman kompounentleri gibi vazoaktif maddelerin
serbestlesmesi  de, arterial ve vendz dilatasyona,
vaskiiler gegirgenligin artmasina, trombosit ve graniilosit
agregasyopu ile aktivasyonuna neden olur. Aktive
notrofiller, adezyon molekiilleri aractligyla birbirlerine
ve endotel hiicrelerine yapiskan hale gelir. Bunu takiben
arasidonik asit metabolitlerinin, toksik () tirlinlerinin ve
lizozomal enzimlerin sentez ve saliverilmesi de zlamr.
flerleyen donemde kapiller —sizmtt ile plazma
ekstravaskiiler alana sizar. Arterio-vendz damar gantlari
ile de doku perfizyonu  bozulur. Mikrovasikiiler
dolasimda meydana gelen bu diizensizlikler, endotel

kaynakl nitrik oksitin de iginde bulundugu pek gok
mediyatériin katkisiyla olur. Endotelde meydana gelen

zarar, intrinsik ve ekstrinsik pihtilagma mekanizmalanm

harekete gegirerek yaygin damar i¢i koagiilasyona sebep

olur ve agregasyon sonucu kapillerlerde yavaglayan kan

akumn ile doku hipoksisi daha da artar. Bunlarla birlikte

endotoksin, tasikardiye, kardiak indeksin artigina, kan

basincinda ve sistemik vaskiiler direngte diigmeye sebep

olurken, kalbin atim hacmi baglangigta degismez. Daha

sonra gelisen myokard islev bozukiugu ile atim hacmi

diiger. Ilerleyen donemde, myokard depresyonu,

mikrovaskiiler bozukluklara bagl perfizyon yetersizligi

ve meydana gelen direkt doku hasar1 ciddileserek,

akcigerler, santral sinir sistemi, bgbrekler gibi hayati

dokularda ok kotii prognozun isareti kabul edilen gokiu

organ yetmezligi sendromunu meydana getirir (6).

Yukarida Gzetlenen temel etki mekanizmalanna bakarak
endotoksinin organizma i¢in sadece zararh etkilerinin
oldugu diistiniilebilir ancak biraz "quixotic” baks ile bu
mekanizmalann bazilanndan organizmamn yararina
olabilecek biyolojik etkilerin elde edilmesi de olasidur.



Asagnda, bu iki ihtimal ana bashklar halinde
verilmektedir.

Zararh etkiler 1: Endotoksin vazokonstriktériere karst
vaskiiler cevapsizltk olusturur.

Sepsis sendromunun nihai noktasi olan septik sok,
hipotansivon  ve vazokonstriktér  islemiere karsi
cevapsizbk ile karakterizedir ve bu durun deney
hayvanlarma endotoksin verilerek taklit edilebilir.
Ancak bu cevapsizlik biitiin vazokonstrikior ajankar igin
ayni olmaywp &rpegin alfa-1, alfa-2 adrenoseptdr
agonistleri  (7) ve sempatik sistemin  elektriksel
stimiilasyonu ile olusan kan basinci artiglars i¢in farkl
(8) ancak endotelin igin gegerli degildir. Diger bir
deyisle endotelin cevaplan endotoksinden
etkilenmemektedir (9). Endotoksinin bu etkisinin
temelinde artrmg nitrik oksit yapimmn (10) yam swra
tiimdr nekroz faktdrii - alfa mm da etkisinin oldugu
bilinmektedir (11). Ilging olarak endotoksinin bu etki
katibi L-tipi Ca2™ kanallarin blokéri olan nikardipinin
etki kalibma benzemektedir (12).. Ote yandan,
endotoksin tarafindan saftverilen mediyatorierin bir
zamanlar popiiler olan ancak en dramatik etkililerinden
biri olan trombosit aktive edici faktdr ise endotoksinin
bu etkilerini taklit etmekte yetersiz kalmstr (13).

Zararh etkiler 2: Endotoksin vazodilatirlere kargt
vaskiiler cevapsizlik olusturur.

Benzer sekilde damarsal yapilarin vazodilatdr ajanlara
karsg olan cevaptan da endotoksin  tarafindan
azaltilmaktadir. Ancak vazokonstriktdr cevapliltkta olan
gorimtiintin aksine, endotoksinin duyarsizlastincl etkisi
tiim vazodilator ajanlara karst ayn siddette olugmaktadir
(14).

Zararh etkiler 3:
cevapsizltk olugturur.

Endotoksin  ekstravaskiiler

Endotoksinin  vazoaktf ajanlara karst olusturdugu
yamtsizlik hali sigan anokoksigeus kasi gibi damar-digt
diiz kas preparatlarinda da meydana gelmektedir (15).
Nitekim endotoksin bu preparatta, aifa agonistler,
guanetidin veya elektriksel alan stim@ilasyonu ile olusan
kasilma cevaplan ile yine elektriksel alan stimiilasyonu
ile olusan nitrerjik gevseme cevaplarml da anlamlt
derecede bozmaktadir. Bu etkilerin temelinde L-arjinin-
nitrik  oksit yolagmin bulundupuna iligkin deliller
mevcuttur (15).

Zararh etkiler 4: Endotoksin mezenterik  iskemi
olusturur.

Her ne kadar septik sok yaygin vazodilatasyona bagh
hipotansiyon ile karakaterize ise de, bu hastalarda
mezenterik  damar  vatagmda  iskemi  oldufumu
diisiindiiren ¢esitli kiinik ghzlemler meveuttur. Nitekim
deneysel sigan endotoksemi modelinde barsak yatagumn
damarsal rezistansinm arthg ve bu ariigin ise endotelin
peptidlerden kaynaklanmasi olasidir. Tlging bir gzlem
olarak indilklenebilir nitrik oksit sentaz blokoril olan
aminoguanidininin bu rezistans arbgim engelledigi
saptanmustir {16).
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Zararh etkiler 5: Endotoksin barsak duvarindan
bakteriyel translokasyona sebep olur.

Barsak mukozasmun beslenmesi kapiller dolagpimdan
zivade % 80 oranmda barsak liimeninden emilen gidalar
ile karsilanmaktadir (17). Dolayisivla bu dokunun
fizyolojik bariyer fonksiyonunun barsak liimenin igerigi
ile doku kan akimina bafimh oldugu sonucuna
vanlabilir. Ozellikle endotoksemide gdzlenen Olgiide
siddetli mezenterik rezistans arugina bagl barsak
iskemisinin barsak duvanmm bitinififiinii bozmas1 ve
limende bulunan firsatg1 mikroorganizmalarm dolasima
gegmesine izin vermesi olasidir. Bu hipotezin dofru
oldugn deneysel olarak cok digik dozda endotoksin
verilmesi sonucu mezenterik lenf nodiar, dalak,
karaciger ve sistemik dolagimda canl  koloni
olusturabilir bakterilerin bulundugunun gosteritmesi ile

kamtlanmagtir (18). Benzer sekilde bu fenomen de

aminoguanidin  on-tedavisi ile engellenebilir  olup
endotelin peptidlerinin bir sekilde katkilarmin oldugunu
diistindiirmektedir (18). Ote yandan hemorajik sok gibi
hipoperflizyon durumlarmda da bakteriyel
translokasyonun  oldugu  ve olayin  boyutlarmin
hayvanlann a¢ birakilmalanyla arthf1 ancak graniilosit-
koloni stimilan fakidr tedavisinin bu olaymn siddetini
azalthi da bulunmustur (19).

Zararh etkiler 6: Endotoksin karaciger ve dulakta
histopatolojik hasar olusturur.

Diisik dozlarda endotoksinin meorfolojik  olarak
dokularda hasar olusturmasi iyl bilinmekte olup
karaciger ve datak bu etkiyi izlemek acisindan pratik
olarak ¢alisitmasi kolay organlardir. Endotoksin bir kag
saat igerisinde her iki organda da parankim harabiyeti,
hemokonjesyon, inflamatuvar lenfositik infiltrasyon ile
karakterize olan afirhk artp olugmurmaktadir.  Bu
degisiklikler karacigere 5zgi "spotty nekroz" ve dalaga
zgii "kapsill icine kanama" olarak ta gozlenebilir. Tim
bu patolojik degisikliklerin L-arjinin-nitrik oksit yolagi
ile bir iliskisi olmayip endotelin reseptdr antagonisti
bosentan tarafindan tamamen bloke edilebilmesi olasidir
(20).

Zararh etkiler 7: Diisitk doz endotoksin dn-tedavisi,
daha sonraki yitksek dozun yapacagi hasart arturir.

Onceki caligmalar, diisiik doz endotoksin uygulanmasi
sonucu organizmanmm savurnma sistemlerinin yeniden
diizenlendigini bildirilmistir (21). Bu noktadan yola
gikarak, diigik doz  endotoksin on-tedavisi  ile
endotoksinin  kimi etkilerine karst "tolerant" hale
getirilmig farelerin, aradan bir kag giin gegtilten sonra
uygulananan yiksek doz endotoksinin etkilerine daha
dayamkh hale geimeleri beklenebilir. Ancak bu hipotez
beklentimizin aksine yanhs gikmustir. $oyle ki, diisiik
doz endotoksin on-tedavisi gdrmiis farelere dort gin
sonra yiiksek doz endotoksin uygulandiginda mezenterik
kan akmlan kontrol grubuna oranla daha da digik
seviyeye inmig yani, endotoksinin "normalde”
olugturdugu barsak iskemisi daha da siddetlenmistir. Bu
sonuglar, diisitk doz endotoksin dn-tedavisinin sanki bir
"promoter” gibi davrandifim gostermistir (22).



Yararh etkiler 1: Endotoksin antiaritmik etki gosterir.

Cesitli sempatomimetik aminlerin uyarist somucu kalp
kasinda siklik AMP miktarlarindaki artigm  aritmik
etkiler yaptigi bilinmektedir. Dolayistyla bu dokuda
siklik GMP miktanimn artmasimim gdrecel olarak siklik
AMP diizeylerini azaltmasi ve antiaritmik  etkiler
- gbstermesi kuvvetle muhtemeldir. Nitekim endotoksin
ile uyariian indiiklenebilir nitrik oksit sentazin, ozellikle
miyokard dokusunda bol miktarda nirk  oksit
olusturmass sonucu ¢dziinebilir guanilat siklazin aktive
olmas: ve hiicre-ici siklik GMP diizeyinin artmasma yol
acar. Iste bu temel hipotez cercevesinde, endotoksin
uygulamasimn - anestezi  altinda  koroner arterleri
baglanmak ve daha sonra agimak suretiyle miyokard
iskemisi ve reperflizyonu olugnulan  sicaniardaki
aritmik aktiviteye etkisinin incelenmesi sonucu bariz
antiaritmik etkinlik bulunmustur (23). Yapisal nitrik
oksit sentaz blokérii olan L-NAME in bu aritmojenik
aktiviteyi etkilememis olmasi (24) ve endotoksinin
olugturdugu  antiaritmik etkinin indiiklenebilir nitrik
oksit sentazin selektif blokorleri olan deksametazon ve
L-kanavanin ile bloke edilebilmesi (23) endotoksinin
organizma igin yararli olabilecek bu etkinlifinde nitrik
oksitin  onemli roli oldugunu telkin etmektedir.
Dolayisiyla  lipopolisakkaritin  toksik olmayan
derivelerinin antiaritmik amagla kullamm igin temel
veriler olusmus bulunmaktadir.

Epilog

Tiim bu &zellikleri goz Onimde bulunduruldugunda
endotoksin, kardiyovaskiler farmakoioji alamnda
yapilacak deneysel arastumalar i¢in cok yonlit ve
kullamish bir aragirma aracidir denilebilir (25).

TESEKKUR

Bu metinde Ozetlenen calismalar degigik tarihlerde
Eczacibasi  Bilimsel Arastwma ve Odil Fonu,
TUBITAK-SBAG Proje No: 1231, Ulusal Cerrahi
Dernegi-DIF-SANOFT, Hacettepe Universitesi
Arasirma  Fonu  Profe  No: 96.01.101.017 ile
97.01.101.005 ve NOVARTIS Farmakoloji Dali Proje
Destekleri tarafindan desteklenmis deneysel galigmalarm
sonuglanna dayanmaktadir.

REFERENCES

1. Davies MG, Hagen P-0. Systemic inflammatory response
syndrome. Br J Surgery 1997, 84: 920-935.

2. Bone RC. The pathogenesis of sepsis. Ann Intern Med
1991, 115: 457-469.

3. Carrico CJ. Meakins JL, Marshatl JC, Fry D, Maier RV.
Multiple organ failure syndrome. Arch Surg 1986, 121:
196-214.

4. Glauser MP, Zapetti G, Baumgarmer J-D, Cohen 1.
Septic shock: pathogenesis. Lancef 1991, 338: 732-735.

5. Raetz CRI, Ulevitch RJ, Wright S, Sibley CH, Ding A,
Nathan CF. Gram-negative endotoxin: an extraordinary
lipid with profound effects on enkaryotic signal
transduction. FASEB J 1991, 5: 2652-2660.

6. Parrillo JE (1993). Pathogenetic mechanisms of septic
shock N Engl J Med 328: 1471-77

7. Gue MO, Furman BL, Parratt JR. Endotoxin-induced
impairment of vasopressor and vasodepressor responses
in the pithed rat Br.J Pharmacol 1990, 101: 913-919.

8.

10.

i1

12,

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

22.

23.

24.

25.

15
Guc MO, Furman BL, Parratt JR. Reversal of endotoxin-
induced impairment of responsiveness to Sympatheuc
stipulation by L-nitroarginine methyl ester and
vasopressin in pithed rats. Br J Pharmacol 1991, 102:
320P.
Gue MO, Furman BL, Stoclet J-C, Parratt JR. Endotoxin
depresses vascular reactivity to phenylephrine, clonidine
and Bay K 8644 but not to endotelin. Br J Pharmacol
1989, 98: 628P.
Guc MO, Furman BL, Parratt JR. Medification of alpha-
adrenoceptor-mediated pressor responses by NG_nitro-L-
arginine methyl ester and vascpressin in endotoxin-
treated pithed rats. Eur ] Pharmacol 1992, 224: 63-69.
Gue MO, Furman BL, Parratt JR. Anti-tumour necrosis
factcr antibody prevenis endotoxin-induced impairment
of vasodepressor responsiveness to 5-hydroxywryptamine
Circ Shock 1990, 31: 232.
Furman BL, Guc MO, Parratt JR. Similarities between
endotoxin and nicardipine in impairing vascular
reactivity. Cire Shock 1990, 31: 224
Bouvier C, Guc MO, Furman BL, Parratt JR. Platelet
activating factor impairs responses to noradrenaline in
the anaesthetized rat but not does not mediate endotoxin-
induced hyporeactivity. Circ Shock 1994, 42: 14-19.
Gue MO, Furman BL, Parratt JR. Endotoxin-induced
impairment of vasodepressor responses in the pithed rat.
Eur J Pharmacol 1991, 204: §3-70.
Guc MO, Furman BL, Parratt JR. Endotoxin impairs the
responses of rat anococcygeus muscle to elfectrical field
stimulation. Fur J Pharmacol 1991, 202: 397-401.
Kavuklu B, Iskit AB, Guc MO, Cakmakct M, Sayek L
Inhibition of inducible nitric oxide synthase by
aminoguanidine atenuates endotoxin-induced decrease
in mesenteric blood flow. Br J Surg 1997, 84: 888.
Roediger WEW. Role of anaerobic bacteria in the
metabolic welfare of the colonic mucosa in man. Gut
1980, 21: 793-797. :
Kavukiu B, Agalar C. Guc MO, Sayek L. Evidence that
aminoguanidine inhibits endotoxin-induced ~bacterial
translocation. Br J Surg 1998, 85: 1103-1106.
Agalar F, Iskit AB, Agalar C, Hamalogiu E, Guc MO.
The effects of G-CSF treatment and starvation on
bacterial translocation in haemorrhagic shock. J Surg Res
1998, 78: 143-147.
Iskit AB, Sungur A, Gedikoglu G, Guc MO. The effects
of bosentan, aminoguanidine and IL-canavamine on
mesenteric blood flow, spleen and liver in endotoxaemic
mice. Eur J Pharmacol 1999, baskida.

21. Zingarelli B, Chen H, Chaputi AP, Halushka PV, Cook

JA. Reorentation of macrophage mediator production in
endotoxin tolerance. Prog Clin Biol Res 1995, 392: 529-
531.

Baykal A, Iskit AB, Kaynaroglu, Guc MO, Sayek I,
Sanac Y. Effects of adrepaline or endotoxin tolerance
states on mesenteric blood flow in endotoxaemia. Surg
Res 1999, 69: 134-137.

Iskit AB, Guc MO, Hhan M. L-capavanine and
dexamethasone attenuate endotoxin-induced suppression
of ischaemia-reperfusion arrhythmias. Eur J Pharmacol
1997, 326: 183-190.

Iskit AB, Guec MO. Comparison of sodium
pentobarbitone and urethane anaesthesia in a rat model of
coronary artery occlusion and reperfusion arrhythmias:
Interaction with L-NAME. Pharmacol Res 1996, 33: 13-
18.

Guc MO. Endotoxin: u versatile tool in circulation
resezrch Polish J Pharmacol 1998, 50: (Suppl.), 18.



16

INFLAMASYONDA SERBEST RADIKALLERIN ROLU
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Serbest radikallerin inflamasyonuda igeren 100’4 askin
hastahfin patogenezinde rol oynadil bilinmektedir
(Halliwell ve Gutteridge 1989; Haliiwell ve ark., 1992).
Son yillarda reaktif oksijen tiirleri (ROT), serbest
radikaller yaninda hidrojen peroksit, hipoklordz asit ve
singlet oksijen gibi bir veya daha fazla eslenmemis
elektron icermeyen fakat ekstra ve intraseliiler ortamda
serbest radikal olusturma kapasitesine sahip molekdlleri
de igerecek sekilde genisletilmistir (Halliwell , 1997).

ROT olusumu endojen antioksidanlann kapasitesinl
asinca farkli mekanizmalarla doku hasan olugtururlar.
Buniar arasmda, DNA hasan, lipid peroksidasyon,
protein hasari, enzim oksidasyonu, intraseliller tiyol
bilegiklerinin tiketimi ve nikleer fakibr «B akti-
vasyonuyla monosit ve makrofajlardan proinflamatuar
sitokin saliverilmesini stimiile etmek sayilabilir. Birgok
ROT oldukga kisa yan &mre sahip olmalanna kargin
(10° — 10° s) serbest radikal zincir reaksiyonunu
baglatarak doku hasarina yol acabilir (Pryor, 1986).
Burada oksidatif stresde ve serbest radikal biyokimya-
sinda rol oynayan baslica tiirler anfatilacak ve bunlann
inflamasyondaki rolleri hakkinda bilgi verilecektr.

Siiperoksit anyonu
Oksijen molekiiliiniin ekstra elektron almasiyla olugur.
03 + e w———— Og .

ROT hiicresel metabolizmanin normal firiinleri olarak
sivekli olarak olusurlar. Oksidatif fosforilasyon
sirasmda mitokondriyal sitokrom oksidaz enzimi ile
molekiiker oksijen dort elektron alarak suya indirgenir.
Bununla birlikte bu yolaktan oksijenin yaklagik %1-51
sizarak, enzimatik olmayan, basamakli ve her basamak-
ta tek elektronun kullamlci@ bir bagka yolaga girerek
toksik ara irinler olustururlar. Bu reaksiyonlari ilkinde
siiperoksit olusur (Reilly ve ark, 1991). Fakat
inflamasyonda en Onemli siiperoksit kaynags aktive
notrofiller ile makrofajlardir ve daha az 8lglde
eozinofiller, monositler ve lenfositler rol alirlar,
Niotrofil, makrofaj gibi fagositlerde siiperoksit clusumu
membrandaki nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
(NADPH) oksidaza baghdir. Bu oksidaz kronik
granulomatoz hastaligmda fonksiyonel degildir ve bu
hastalarda notrofiller opsonize bakteriyi alirlar fakat
§ldiiremezler {Halliwell, 1997).

2NADPH+ 20, [ADPHokide 5 NADP+2H +20;

Nitrik oksit sentazin bilinen ¢ izoformu, substrat veya
baz: kofaktorlerin yoklugunda oksijenden siiperoksit
olusturdugu gdsteritmigtir (Pou ve ark., 1992; Xia ve
Zweier, 1997; Vasquez-Vivar ve ark., 1998).

Siiperoksit hidroksil radikaline oranla reaktivitesi daha
zayiftir, membranlan gegemez ve az sayida hiicresel
hedeflere hasar verir. Genelde reaktivitesi smirhdir ve
sadece birkag bilesikle (NO gibi) hizli reaksiyona girer.

Spontan olarak sulu ortamda hidrojen peroksit ve singlet
oksijene dismute olur ve hiicre hasart olusturur.

0, + Oy + 2H —_— H,0, + ]03

Siiperoksit metal iyonlarmun katalize ettiZi reaksiyon-
larla hidrojen peroksit ile reaksiyona girerek hidroksil
radikaline déniigiir {(Haber —~Weiss reaksiyonu).

Og'- + H302 >» OH+OH + 02

Fe veya Cu

Siiperoksit nitrik oksitle etkilesip peroksinitrit ve
hidroksil radikali olusturabilir. Siiperoksitin DNA veya
proteinlerle direkt reaksiyona girtp girmedigi kesin
degildir. Siiperoksitin ortamdan uzaklagtiriimas: spontan
olarak veya siiperoksit dismutaz (SOD) ile hidrojen
peroksite dismutasyonuyla olugur.

20, + 20 22 5 H0,+ O,
Hidrojen peroksit

Hidrojen peroksit fagositlerden salinan stiperoksitin
dismutasyonuyla olusur ve birgok fizyolojik fonksiyona
sahiptir. Baz1 enzimler (ksantin oksidaz, glikolat gibi)
direkt olarak hidrojen peroksit olustururlar (Halliwell,
1997). SOD tarafindan olugturulan hidrojen peroksit
daha ¢ok intraseliiler ortamda bulunan katalaz enzimi ile
suya ve oksijene doniigtiriiliir.

2H,0 + 0,

Katalaz

2H,0, sy

Ekstrasellitler ortamda katalazin gorevini daha ¢ok

selenyum bagmli enzim olan glutatyon (GSH)
peroksidaz tstienir.
2GSH + H,0, —-Stpedksitez o GSSG + 2H,0

Hidrojen peroksit, zayif bir oksidan olmasina kargin
hiicre  membranmmdan  kolayca  difiize  olabilme
yeteneginden dolayr hasar olusturucu potansiyeli
yiiksektir. Fenton reaksiyonuyla metal iyonlarinin
buiundugu yerlerde hidroksil radikaline baflt doku
hasan olusturur. Hidrojen peroksit proteinlerin tiyol
gruplanmi  okside  eder, intraseliller  olaylam
indiiklemesinden dolayr metabolik sinyal olarak etki
gosterebilecegi ileri  strfilmisrtiir  (Halliwell  ve
Gutieridge, 1989). :

Hidroksil radikali

tfidroksil radikali en reaktif okside edici radikaldir ve in
vive kosullarda 10° M's™" gibi yiiksek bir reaksiyon
hiziyla hemen hemen her molekile saldinr.
inflamasyonda hidroksil radikali baghica iy mekaniz-
mayla olugur: 1) Ozellikle Fe ve Cu gibi metal iyonu
katalizorliigiinde. Haber-Weiss reaksiyonu fizyolojik
ortamda oldukca yavas geligtifinden biyolojik
sistemlerde Fe'? veya Cu” aracihfiyla meydana gelen
modifiye Fenton reaksiyonu aracihfnyla hidroksil
radikali olustufu kabul edilmektedir. Dolayistyla
siiperoksit ve hidrojen peroksitin in vivo olugturdugu
hasarin cogunun hidroksil radikali tizerinden oldugu



kabul edilir. 2) HOCP'nin siiperoksit radikali ile
reaksiyonuyla, 3) peroksinitritin dekompozisyonuyla
(Reilty ve ark., 1991; Halliwell, 1997).

Fel+ H,0, ———>» Fe”+ OH+OH

Hidroksil radikali lipid peroksidasyon olarak bilinen
Kklasik serbest radikal zincir reaksiyonunu baglatabilir.
Membran fosfolipidlerin yakininda hidroksil radikali
olustugu zaman peroksil radikali, lipid hidroperoksitler
gibi radikaller olugturur. Hidroperoksitlerin akiimiilas-
yonu membran fonksiyonunu bozabilir ve sitotoksik
aldehidler olusturabilir (Halliwell ve Gutteridge, 1989).
Lipid percksidasyonun son Griinleri  olarak PGFa-
benzeri bilesikler olusabilir (Morrow ve ark., 1990).

Lipid peroksil radikali

~ Realdtif serbest radikaller ve metabolitler membranda bir
hidrojen  uzaklagtwmalarryla lipid peroksidasyonu
baslatirlar. Olusan lipid radikal (L) oksijenle reaksiyona
girerek lipid peroksil radikalini (LOO") olusturur.

L +0, ——>» LOO
LOO +LH ———>» LOOH + L

Lipid peroksil radikali bagka bir lipidden (LH) hidrofen
atomunu uzaklastirr ve lipid hidroperoksit (LOOH) ile
bagka bir lipid radikali olusturur. Bu  zincir
reaksiyonunun NO’un  lipid peroksil radikali ile
etkileserek inihibe ettifi gosterilmistir (Hogg ve ark.,
1693).

LOO + NO —>» LOONQ —>» LONO;
Nitrik oksit ve percksinifrit

Fagositik  hiicrelerde L-arjiniden NO  olustugu
bilinmektedir (Wright ve ark., 1989, Stuehr ve ark,
1990). NO prekiirséri L-arjinin  ve NO dondrlen
lokositlerden ~ROT  saluumim  inhibe ederler
(Demiryiirek ve ark., 1997). Bu etki muhtemelen direkt
alarak NADPH oksidaz inhibisyonuna baglidir (Clancy
ve ark., 1992). Nitrik oksitin siiperoksitle reaksiyonu
peroksinitrit {izerinden hidroksil ve nitrojen dioksit
radikatlerini olusturur (Beckman ve ark., 1990; Merenyi
ve ark., 1998). Peroksinifrit proteinlerdeki veya serbest
naldeki ftirozini orto pozisyonundan nitrolryarak  3-
nitrotirozini olusturur. Peroksinitrit notrofillerde etkin
bir ‘priming’ ajandir ve bu etkisine firozin rezidillerinin
pitrasyonu aracilik eder (Rohn ve ark., 1999). Endojen
peroksinitrit ve reaktif nitrojen tlir]erinin bir gostergesi
olarak 6lciilen 3-nitrotirozinin diizeylerinin inflamasyon
gibi serbest radikal ve metabolitlerinin  varhimda
degisip degismedigi Onem tasumaktadir. Yaphgumz
caligmalar 3-nitrotirozinin de ROT ve metabolitieriyle
etkilestigini gdstermistir.

NO + 0, —» ONOO +H" —> OH+NO;

DNA hasan olusturan oksidanlar (peroksinitrit, hidrojen
peroksit, hidroksil radikali, HOCI) hiicrede niikleer bir
enzim olan poli(ADP-riboz) sentazt (PARS) aktive
ederler. PARS enzimi nikotinamid adenin dintikleotidi
(NAD") substrat olarak kullamr. Sonugta bu olay ATP
tiiketimine ve hiicrenin oliimiine yol agabilir. PARS
snhibitsrlerinin lokal ve sistemik inflamasyonda tdem
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olusumunu, mononiikleer hiicre infiltrasyonunu ve doku
hasarim azalttigs bildiritmistir (Szabo ve Dawson, 1998,
Szabo, 1998; Demirytirek ve ark., 1998). Cahsmalar-
miz en c¢ok kullanilan PARS inhibitérlerinden  3-
aminobenzamid ve nikotinamidin 18kosit serbest radikal
salimmy tzerinde inhibitdr etkili oldugu ve HOCI ve
H,0, gibi reakiif metabolitlerle direkt etkilesebildigini
postermektedir. PARS inhibitorleri tedavide antiinfla-
matuar etkili yeni bir ilag grubunu olusturacak potansi-
yeldedir (8zabo, 1998). Lokositlerde glukokortikoidler
tarafindan NO’pun ishibisyonu bu ajanlarin antiinfla-
matuar mekanizmasima katkida bulunabilir (McCall ve
ark., 1991} .

Hipokloréz asit

HOCl ndtrofillerden ve  monositlerden salman
miyeloperoksidaz enziminin hidrojen peroksit {izerine
etkisiyle olugur ve ekstraseliiler olarak  salmur.
Miyeloperoksidaz inhibitdri olan azid ile olusumu
engellenebilir (Demiryiirek ve ark., 1994).

H,0, + CI' + H —Mdopsoieldet 5 HOC] + H,0

Eozinofillerde tercihan bromiirii okside eden ve HOBr
olusturan benzer bir enzim olan eozinofil peroksidaz
icerir. Endojen aminterle reaksiyona girerck kuvveli
oksidan ve bakterisit etkili kloraminleri ofugtururlar.
HOCL, nitrit ile reaksiyona girerek nitril klorid (Cl-
NO,), klorin nitrit (CI-ONO) ve NO, gibi radikal ve
reaktif ara driinler  olusturdufunun gosterilmesi
(Eiserich ve ark., 1996, 1998) nitritin in vivo kosullarda
inflamasyonu  etkiliyebilecegini ortaya koymaktadir.
Hipohaloz asitler kuvvetli antibakteriyel ajan olmasina
karsin (Weiss, 1989), diigiik konsantrasyonda bazi
proteinlerin  forksiyonunu bozarlar, Yiksek
konsantrasyonda ise hiicre lizisine yol agarlar. Hicre
membranimda tiyol gruplarmn kuvvetli ckside edicidir,
membran transport sistemlerini inhibe eder ve tirozin
rezidiilerini klorlanmasma neden olur (Halliwell ve
Gutteridge, 1989).

Singlet oksijen

Serbest radikal oimamasina karsin kuvvetli okside edici
ajandir ve birgok molekiille etkilesir. Membran
lipidlerine etki ederek peroksitleri olugturur. Singlet
oksijen inflamasyonda peroksinitritin veya hipokiordz
asitin hidrojen peroksit ile reaksiyonuyla olugabilir (Del
Maestro, 1980, Di Mascio ve ark., 1994). NO ve
hidrojen peroksitin etkilesmesiyle de signlet oksijen
olugabilmektedir (Noronha-Dutra ve ark., 1993).

inflamasyon gibi birgok ROT ve metabolitlerinin
birlikte butunabildigi patolojik durumlarda radikallerin
veya metabolitlerin birbirleriyle etkilesmeleri ve yeni
firiinler olusturmalant inflamasyonun mekanizmasim
anlagiimas1 agismdan Onemlidir. Bu aragtirmalar yeni
antiinflamatuar  ilagiarn  bulunmasima katkida
bulunacak®ir.
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Bu metin kapsamu i¢inde, gram (-) bakteri lipopoli-
sakkaridi (LPS) ile siganlarda olusan termoregilatuvar
degisiklikler, akut faz reaksiyonunun bir parametresi
baglamnda ele almacak ve termoregiilasyon farmakolo-
jisi ile ilgili termincioii, bazi metodolojik vaklagimlarla
birlikte tariigilacakiir.

Akut faz reaksiyonu ve ates:

Organizmamin inflamatuvar ‘bir uyarana Kargi erken
dénemde (birkag saat iginde) olugurdugu nonspesifik
yamtlar topluca "akut faz reaksivonu" (AFR) adix
almaktadir. AFR, primer olarak santral sinir sisterni
tarafindan koordine edilen, otoriomik, endoksin ve
immunolojik komponentler  igeren kompleks ve
koordine bir stiregtir.

AFR sirasinda vertebralilarda termoregilatuvar anlamda
en siklikla izlenen degisiklik atestir (pirojenik yamt).
Bilindii kadan ile ates, ekzojen bir pirojene karst
(6rnegin LPS) organizmada proinflamatuvar endojen
pirojenlerin saluum ile, hipotalamusta (biyiik olasilik-
la) prostaglandin E; artgma bagli olarak, hipotalamik
sicaklik (hipotetik) termostatiun daha yiiksek bir degere
ayarlanmast sonucu, vicut sicaklizmin aktif olarak
yiikselmesidir. Bu noktada atej tammimm "hiperter-
mi"den ayrmak gerekir. Hipertermi durumunda da
viicwt sicakhiginda bir artig izlepmir. Amncak bu artis
organizmaya isimn pasif olarak yiikienmesi sonucu
olusan sicakhik artisidir (glinege fazlaca maruz kalma
sonucu olusabildifi gibi). Hipotalamik termostatin ayarl
degismemigtir. Oysa ateg sirasinda, defisen ayar
noktasina ulasabilmek igin, organizmada metabolik 151
{iretimi artarken, 151 kaybi azaltihr. Bu siiregler, organ
sistemierinin biiyik bir uyum iginde caligmasi ile
gerceklegtirilir.

Pirojenik cevap, (deneysel veya klinik anlamda) saatler
iginde geligir ve yine saatler boyunca sirer. Atesin
yiiksek olarak seyrettigi dépemlerde, viicutta salman
bazi maddeler viicut sicakhfmn normale ddnmesini
saplarlar. Bu maddeler "endojen kriyojen" adi alirlar.
Arginin vazopressin Ve a-melanosit stimiile edici
hormon endojen kriyojenler olarak bilinirler. Endojen
kriyojenlerin, normal seyreden  viicut sicaklifim
diisiiriict bir etkilerinin olmadigint vurgulamak gerekir.

Atesin, viicudun nonspesifik savunma stratejileri
bakimindan bilylik bir yagamsal degeri olduguna
inantlmaktadir. Ornegin, bakterilerin gogalabilmesi icin
optimal sicaklik 37.0°C civanndadir. Viicut sicakligimin
1 derece artign ile mikroorganizmalarin enfeksiyon
olugturma olasihig1 azalulmig olmaktadir.

Bazi sitokinlerin, pirojenik yanitin endojen mediatorleri
(endojen pirojenler) clarak rol oynadifma iliskin
deneysel bulgular vardir. Ozellikle interlokin-1§ invivo
deney sistemlerinde tammlanmig en potent endojen
pirojen olarak bilinmektedir. Bunun yam sira interlkin-
6, makrofaj inflamatuvar protein-1 ve siliyer norotrofik
faktor de endojen pirojen olarak diisiiniilen sitokinler
arasmdadir. Tiimor nekrozis faktor-aifamm (TNF-o) ise
&zel durumunu vurgulamak gerekir: TNF-a pirojendir.
Ancak ates sirasinda uygulandifinda endojen kriyojenik
aktiviteye sahip oldugu da gosterilmistir.

Adr gegen sitokinlerin, pirojenik yaniti baglatci sinyal
molekiilleri olmalarimn yam sira proinflamatuvar etki-
lere de sahip olduklan hatirlanmahidir. Yani, inflamas-
yon mediatdrii olan bazi endojen maddeler aym
zamanda pirojenik etkinlik gostermektedirler.

Endojen pirojenler ile gelisen ateg cevabmn santral
mediatsrleri biiyik olasihikla prostaglandinierdir. Ancak
drnegin makrofaj inflamatuvar protein-1 ile olugan ates
cevabinda prostaglandinlerin ol olmadi: da bilinmek-
tedir. Yine de nonsteroidal antiinflamatuvar ilaglarin
antipiretik etk mekanizmast olarak, prostaglandin
sentezini inhibe edici dzeiliklerinin primer bir dnemi
oldugu digiinilmektedir.

Ates cevabina deneysel yaklagim:

Deneysel olarak aies olusturmak icin genellikler LPS
kullambir, LPS nin pirojenik etkinligine en duyarh
deney hayvam da tavsandr. Ancak son zamanlarda ¢ok
cesitli nedenlerle bu aragtirma alaminda da rodentler
(s1gan ve fare) daha siklikla kullamlmaktadir.

Sicanlarda termoregiilasyon fizyolojisi ve farmakolojisi
deneyleri tasarlarken, laboratuvar kosullan ile ilgili baz
standardiar gereklidir. Oncelikle, hayvanfarn muhafaza
edildigi mekanda 12 saatlik karanhk/aydinhk dongisi
olmalidr. Ciinkii normal viicut sicaklifimin sirkadien bir
ftmi  vardir ve karanhk periyoda dofru  vicut
sicaklipimda 1 derecelik bir artg olmaktadir. Bu nedenle
tiim deneklerin biyoritm bakimimdan senkronize olmasi
gerekir. Ortama dhgaridan getirilen bir siganm bdyle bir
senkronizasyon i¢in 1 haftalik bir streye gereksinimi
vardsr. Yine biyoritm sebebi ile, pirojenik yamt icin
hangi madde kullamlsa kullanilsin, enjeksiyonlarm
sabah 10.00 ila 12.00 arasmda yapilmasi gerekir. Aksi
halde olasi bir pirojenik cevap, ritmik degigikliklerin
icinde maskelenebilir.

Deneylerin yapilacag laboratuvarin sicakhfmin  ise
tercihan 24-26°C  arasinda tutulmasi gerekmektedir.
Daha diisiik gevre sicakhfinda yapilan deneylerde daha
kiigiik bir pirojenik yamt elde edilmektedir.



Standardize edilmesi gerekli bir diger nokta, sicanlarda
olabilecek stres vamtiun diizeyi ile ilgilidir. Stres yaruti
olabildigince elimine edilmelidir. Siganlar strese maruz
kalinca hipertermik bir cevap olusur. Bu nedenle pirojen

enjeksiyonuna bagh olarak geligecek vicut sicakhiyy

artist, hipertermik cevap iginde maskelenebilir. Ya da
saliverilen stres hormonlarmin antipiretik Szellikleri
sebebi ile ates cevabi inhibe edilebilir. Bu sebeplerle
deneylerde kullarulacak sicanlarin, muhafaza edildikleri
kafeslerde deneylerin yapilmasi, deneylerden Once
laboratuvara birkac defa getirilerek, tagimaya veya
hayvanlarla temasa bagh olarak gelisebilecek  stres
yamtinin azalulmast saglanabilir,

Deney hayvaplarmda  viicut dlgiim

youtemleri:

sicakh@

En siklikla termometre yardmm  ile rektal yoldan
sleilir. Bu metod kullamlan deney hayvanimn
anatomik  Szelliklerine uygun bir rektal probun
uygulanmasiru gerektirir. Boyle bir probla tavsan ya da
kedi gibi biiylik deney hayvanlarinda stirekli bir kayit
yapilmas: sorun yaratmaz. Ancak rodentlerde probun
belirli zaman araliklariyla uyguianmast onerilir. Bizim
* deneylerimizde rektal sicakhik Glgtimleri 20 dakikaltk
araliktarla, 4-5 cm lik bir rektal probla dl¢lilmiigtiir.

Stres yamtmn azaltilmas: icin rektal proba hayvanin
deneyden 3-4 giin Oncesinden adapte edilmesi
gerekmektedir, Ttim bu dnlemlere ragmen, rektal yoldan
slciimlerde stabil bir bazal sicaklik elde edilebilmesi
icin 6-8 6l¢lim yapilmast gerekmektedir.

Vilcut sicaklifimin, stres cevabirun timi{l ile elimine
ederek dicilmesi telemetrik yontem kullanarak miim-
kiindiir. Bu yontemde, deney hayvammn viicut bogluk-
larndan birine (Smegin periton igine) frekans: vicut
sicaklify ile degisen bir radyo vericisi yerlegtirilir. Daha
sonra bu vericiden gelen sinyaller degerlendirilerek
vilcut sicaklig herhangi bir fiziksel temas olmaksizin
kaydedilir.

Viiciit sicaklify defisimleri srrasinda, kuyruk sicaklifn
ve cevre sicaklify da aym anda kaydedildiginde, deneZin
cild yolu ile 151 kaybedip kaybetmedigini antagilabilir.
Bu ii¢ parametre asagidaki formi! yardimi ile "s1 kaybi
indeksi" olarak ifade edilebilir.

Kuyruk sicakligy - ortam sicaklig1

Is: kaybn indeksi:
Rektal sicaklik - ortam sicaklig

Indeksin yiikselmesi cild yolu ile 1s1 kaybiun artmast
anlamma gelir.
Lipopolisakkaridin
fizerine olan etkileri:

siganlarda viicut sicakhifn

Literatlir incelendiginde sigantarin LPS nin pirojenik
etkisine direncli oldugu izlenimi almmaktadir. Bir ok
arastirict LPS ile siganlarda pirojenik bir yamt elde
edemedikierini; hatta bazilan ates yerine hipotermi
gozlediklerini bildirmektedirter. Ancak son ¢ahismalar,
stresin azaliimas: ve cevresel kosullanin daha standart
hale getirilmesi durumunda siganiarda da LPS ile ates
olusabilecegini gostermektedir.
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Bizim 6n calismalarimizda ise, belirlenen deneysel
standartlara uymarmza karsin, farkli LPS lerin aym
dozda farkli termoregilatuvar cevaplara sebep oldugunu
gozlendi. Bu durumda, cevaplarm kullanilan LPS tiriine
de bagl olabilecegini diistindik. Bunu sistematik olarak
3 farkli LPS kullanarak, doz cevap iligkisi baglaminda
gdzlemeyi planladik.

Deneylerimizde Wistar albino erkek sianlar kullanld:.
E. colinin O111:B4, 055:B5 ve 0127:B8 serotiplerinin
fenol ekstraksiyonu yontemi ile elde edilen LPS leri, 2,
50 ve 250 pg/kg dozlarda intraperitoneal yolla enjekte
edildi. Viicut sicakhi elektrikli bir termometre (Eliab)
araciin  ile rektal yoldan veya periton  igine
yerlestirilmig vericiler yardimu ile telemetrik (Mini
Mitter) yontemle $l¢lildii. Deneyler, sicaklign 24-26°C
de tutulan bir laboratuvarda yapildi.

E. coli 055:B5 LPS si her ii¢ dozda da pirojenik bir
cevap olusturdu. Diger iki LPS ise sadece 2 pgikg
dozunda pirojenik yamta sebep oldu. Doz yilkseldikee
yanrt dual bir nitelik kazand:. Yani baglangigta doz
bagiml bir hipotermik cevap gdzlendi. Bunu, yine doza
bagimli olarak daha ge¢ ortaya ¢ikan bir ates cevaby
izledi. Bu bulgular, LPS ile olusan termoregiilatuvar
yamtlardaki  heterojenitenin, LPS lerin  yapsal
farkhlikian ile iliskili olabilecefini distindiirdi.
Gozlenen hipotermik yamtlarda stres faktriintin rolil
olup olmadigim analiz etmek amactyla her i LPS 50
pe/kg dozunda enjekte edilerek  viicut sicaklify
telemetrik olarak kayit edildi. Bu durumda, her 3 LPS
ile dual bir yamt paterni tespit edildi. Bu bulgu
hipoterminin stres ile iligkili olmadigimu dilstindiirdii.

LPS ile olusan hipotermik cevabm &zelliklerini
belirlemsk amaciyla deneyler sirdiriildit. Bu deneyler
icin E. Coli O111:B4 LPS si 50 ug'kg dozda kullamldi.
Gelisen hipotermi sirasinda, cild yolu ile 11 kaybi
olmadipy tespit edildi. Hipoterminin baslangig
déneminde alinan kan drneklerinde ELISA yontemi ile
yapilan kantitasyonlarda serum TNF-a seviyesinin
arthi, intertokin-1p ve mterferon-y seviyelerinin
degismedigi saptand:. Hipoterminin farmakolojik olarak
karakterizasyonu amaciyla, L-NAME (10 mg/kg) ve
indometazin (0.5 mgkg) cild aln yolla; LPS
enjeksiyonu ile e zamanh olarak uygulandi. L-NAME
hipotermik cevabt degistirmedi. Indometazin ise
hipotermiyi ve hipotermiye eglik eden TNF-o artigmm
bloke etti, Bu durumda pirojenik cevap daha erken
baslad: ve daha potent olarak izlendi.

Sonug:

Farkh LPS ler ile sicanlarda farkh mitelikte
termoregulatuvar yamtlar gbzlenebilir. Bu nedenle,
kullamlan LPS  nin  belirlenmesi  deneylerin
kargilagnlabilir olmas: bakimindan gereklidir. LPS
sepsis olusturmayan dozlarda siganlarda atesle birlikte
hipotermik bir yamita sebep olmaktadir. Bulgulanmz bu
hipoterminin LPS nin vazodilator etkisine sekonder
olarak gelismedigini gdstermektedir. Hipotermiye
serumda selektif bir proinflamatuvar sitokin artiq eglik
etmektedir. Bu sitokin, endojen kriyojen olarak da
fonksiyon gorebilen TNF-a dir. TNF-o mn saluum
inhibe edildiginde ates cevabi daha belirgin olarak



ortaya Gikmaktad. Bu durum hipotermi ve atesin,
inflamatuvar bir uyarana Kkargi geligtirilen adaptif
cevabn iki farkll stratejisi olarak ele almabilecegini
diigiindiirmektedir. Fonksiyonel olarak hipotermik
cevap, olusacak pircjenik yamim bitylikliginiinin
kontrol edilmesi gibi bir Sneme sahip olabilir.

Bulgular, hipoterminin, ates gibi spesifik bir termo-
regulatuvar yamt olabilece§ini akla getimmektedir.
Viicut sicakliginda bu sekilde olugabilecek koordineli
diismelere terminolojik olarak "anapireksi” denilmekte-
dir. O halde anapireksi sicanlarda (upki ates gibi) AFR
nun bir parametresi olarak degerlendiritmelidir.

Bu caliyma, TUBITAK (SBAG-1881) ve Ankara
Universitesi  Arastirma  Fonunca  (97.09.00.34)
desteklenmigtir.
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