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1. GIRIS

1.1. Akut Faz Yaniti

Organizmada homeostazisi tehdit eden iskemi, inflamasyon, enfeksiyon
gibi cesitli streclere kargi olugan nonspesifik savunma reaksiyonu akut faz
yaniti olarak adlandiniir. Akut faz yaniti ndéro-immuno-endokrinolojik
komponentlerden olusur. Bakteriyel bir enfeksiyon sirasinda, bakterinin
vicuda girmesi ile akut faz yaniti baslamis olur. lkinci basamak, o bélgede
I6kosit ve doku makrofajlarinin toplanmasi ve bakterinin fagosite edilmesidir.
Bakterinin fagosite edilmesi ile bir ¢ok antibakteriyel madde (lizozim,
laktoferrin, hidrojen peroksit gibi) ortama salinir. Bdylece immiunolojik nitelikte
lokal bir savunma reaksiyonu gelisir. Bu siirecte ortama salinan makrofaj ve
I6kosit kaynakh sitokinler, bu lokal yanitin sistemik bir savunma reaksiyonu
haline déniismesine aracilik ederler. Yanitin sistemik bir hale dénlisim ile
immin uyan santral sinir sistemine iletilmis olur. Bunun sonucunda
hipotalamo-pitliter-adrenal aks aktivasyonu gézlenir. Ayrica, uykuya egilim
artar ve spontan I6komotor aktivitenin ve seksiiel aktivitenin inhibisyonu ile
enerji kullanimi azaltiimisg olur. Santral kaynakli silreglerin arasina ates
yanitini da eklemek gerekir. Ates, enfeksiyona karsi konadin savunma
yetenegini artirir. Bunu [6kositlerin, lenfositlerin aktivitesini ve hareketliligini
artirarak, interferon salinimini artirarak, mikroorganizmanin {remesi igin
gerekli optimum kosullarin bozulmasini saglayarak gergeklestirir. Periferde
ise, olusan sinyalin, érnegin karacigere iletiimesi ile akut faz proteinleri
(haptoglobulin, C-reaktif protein, seruloplazmin) salinir. Bu proteinler
kompleman sisteminin aktivasyonuna, I6kosit adezyonunun ve kemotaksinin
artmasina neden olur. Ayrica plazma divalan katyon diizeylerinde azalma,
hipoglisemi gibi metabolik degisiklikler, organizmayr tehdit eden
mikroorganizmanin Uremesi igin gerekli optimum kosullarin ortadan
kalkmasina neden olur. Birinci tabloda gdsterilen diger komponentleri ile
birlikte tim bu degisiklikler bir amaca yénelik olarak c¢aligirlar. Bu amag,
organizmay: tehdit eden ve tim bu degisikiikleri baslatan uyarana karsi

WAS&Y@N



korunmaktir. Akut faz yamiti, iyi bir organizasyon ve koordinasyon sonucunda
olusan ve organizmanin direncini artirmaya ydnelik yasamsal énemi olan
kompleks, nonspesifik bir savunma reaksiyonudur. (36, 48, 56, 61, 90, 105)

1. tablo: Akut faz yaniti ad: altinda izlenen bazi patofizyolojik degisiklikler

A- IMMUNOLOJIK- HEMATOLOJIK

G-CSF salinimi artig!
Nétropeni

IL-1, IL-6, TNF salinimt artigi

Lékositoz

Trombositoz

Azalmig eritropoez

B- ENDOKRIN - METABOLIK

Plazma divalan katyon diizeylerinde
degisiklikler: demir, ginko diizeylerinde
azalma, bakir dlizeyinde artma

Akut faz proteinlerinin salinmasi

CRH, ACTH, kortizol, katekolamin
saliniminda artma
Glukokortikoid diizeyinde artma

Hipoglisemi, glukoneogenezis

Negatif nitrojen dengesi

Buyime hormonu salinimi artigi Lipit metabolizmasi degisiklikleri

Aldosteron salinimi artig Vazopressin saliniminda azalma

C- OTONOMIK
Kan akiminin derin venlere dogru yon
Yilizeyel damarlarda vazokonstriksiyon degistirmesi
Tagikardi ve kan basincinda artis Terlemede azalma

D- NOROLOJIK-DAVRANISSAL

Hipotalamo-pituiter-adrenal aks aktivasyonu

Sicak ortam arama

Titreme

Kiriklik hissi

Anoreksi, bulanti, kusma

Somnolans

EEG'de yavas dalga uykusu

Uyku uyanikitk déngistinde degisiklikier

Spontan I6komotor aktivitede inhibisyon

Bag agnisi

Termoregiilatuvar degisiklikler




1.2. Akut Faz Yanitina Eslik Eden Termoregiilatuvar Degisiklikler

Akut faz yanitinin klinik ve deneysel olarak en kolay izlenebilen ve
degerlendirilebilen parametresi atestir. Ates basitce vicut sicakliginin
artmas! olarak tanimianabilir. Endotermik (sicak kanh) canitlarda vicut
sicakligt cevre sicakligi degisikliklerinden etkilenmez ve baslica santral ve
otonomik mekanizmalarla ¢ok dar bir sinirda sabit tutulur. Bu kontrolden
primer olarak sorumlu bdlgenin preoptik anterior hipotalamustaki (POAH)
termosensitif noéronlar olabilecegi 6ne sirilmektedir. Beynin ¢gesitli
bélgelerinde termosensitif néronlar bulundugu ve bunlarin hipotetik “set
point’i olusturacak ve idame edecek sekilde ¢alistidi distniimektedir.
Termoregiilasyondan primer olarak sorumiu oldugu distnidlen POAH alanda
sicaja duyarli (%30), soduga duyarl (%10°'dan daha az) ve sicakhiga
duyarsiz néronlar (%60) bulunmaktadir. Vicut sicakliginin néronal bir
mekanizma ile kontroll, santral “set point” kavrami ile agiklanmaya
calisiimaktadir. Periferik sicaklik degisikliklerine gére bu néronlar gerekli
mekanizmalarin uyariimasina veya inhibisyonuna neden olurlar. Vicut
sicakhginin metabolik veya ¢evresel kosullara bagl olarak degismesi sonucu
bu néronlarin aktiviteleri degisir; sonugta vicuttaki 1st korunur veya
kaybedilir, ya da isi Uretilir. Sonugta vicut sicakiigi “set edilmis” dederde
sabit tutulur. Séyle ki, organizma sicaga maruz kaldiginda, sicaga duyarli
néronlar daha kolay depolarize olabilirler, atesleme hizlari artar, 1si
kaybettirici mekanizmalar c¢aligir. Ayni zamanda, soduga duyarli néronlarin
atesleme hizlan azalir. Sojuda maruziyet ise, soguga duyarlt néronlarin
atesleme hizlarini artirir ve 1s1 koruyucu/olugturucu mekanizmalar aktive olur
(13, 15).

Organizmada olusabilecek termoreglilatuvar degisiklikleri agiklamak icin
bazi kavramiar tanimlanmigtir. Bunlar séyle agiklanabilir:

Normotermi, “set point” ve viicut sicakhiginin ayni oldugu durumdur.

Hipotermi, viicut sicakliginin “set point” degerinden daha disik oldugu
durumdur. Soguga maruz kalma sonucunda viicut sicakliinin dismesi buna

ornek verilebilir.



Hipertermi, vicut sicakhiginin “set point® degerinden daha ylksek
oldugu durumdur. Saunada pasif olarak Is1 yliklenmesi sonucu olusan viicut
sicakligi artisi bu duruma &rnektir.

Ateste ise “set point” dedgerinde yikselme s6z konusudur. Pirojenik
uyarl sonucunda POAH"aki sicaga duyarli ndronlar inhibe olur, soguga
duyarl néronlar uyanlir, “set point” sicakligt artar ve vicut sicakligini
artirmaya yonelik 1si koruyucu/olusturucu mekanizmalar aktive olur. Bu
durumda viicut sicakhgi “set point’le aym diizeyde olabilir veya olmayabilir.
Bu tanimlamaya gére, atesin yikselme fazinda organizma hipotermiktir, isi-
koruyucu ve 1s1-olugturucu mekanizmalar devreye girerek vlcut sicakligi yeni
“set point’e ylkseltimeye calisiir. Vicut sicakhd bu yeni “set point”
diizeyine ulastiginda organizma normotermik olur. Ates olusturan neden
ortadan kalkip “set point” normal diizeyine geri déndigilinde organizma
hipertermik olur ve is1 kaybettirici mekanizmalar galigarak viicut sicakhdinin
da normal diizeyine inmesini saglar. Sonug olarak ates “set point” degerinin
artmas! sonucu, organizmanin sicakliginin koordineli ve kontrolli olarak
artigidir (56, 74).

Son yillarda c¢esitli deneysel bulgulara dayanarak “set point”in
normalden daha disik bir dedere ayarlanarak, organizmanin sicakhiginin
koordineli bir sekilde diigebilecedi gésterilmis ve bu 6zel hipotermik duruma
“anapireksi” adi verilmigtir. Bu durumda vicut sicakliginin yeni “set point’e
uygun olarak disurilmesi icin isi kaybettirici mekanizmalar ¢alisir, metabolik
Is1 Uretimi inhibe edilir ve vicut sicakligi azalir (57, 59).

1.3. Endojen Pirojenler

Organizmada ates olusturan biyolojik aktif maddelere pirojen adi verilir.
Pirojenler gevresel kaynakh oldugunda bunlara ekzojen pirojen denir. Virls,
bakteri, mantar gibi mikroorganizmalar, 6zellikle bu mikroorganizmalarin
hicre duvari komponentleri ve toksinleri, ayrica antijen-antikor kompleksleri
ekzojen pirojenler arasinda sayilabilir (25). Ancak ekzojen pirojenlerin
kendilerinin degil, organizmaya girdikten sonra sistemik dolasimdaki ve/veya
dokulardaki mononikleer fagositik hicrelerle karsilasmasi sonucunda

salinimina neden olduklari bazi maddelerin ategse neden oldugu



gosterilmigti. Bu maddelere endojen pirojenler denir. Akut faz yaniti
sirasinda salinan proinflamatuvar sitokinlerin endojen pirojen 6zelligi vardur.
Bilinen en potent endojen pirojen sitokin interldkin (IL)-1'dir. Diger
proinflamatuvar sitokinlerden IL-6 ve tUmér nekrozis faktdér (TNF)-a da gliglu
pirojenik 6zellige sahiptirler. Pirojenik etkili oldugu gésterilen diger sitokinler
ikinci tabloda belirtilmistir (11).

2. tablo: Endojen pirojenler

Interikinler iL-1a, IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8, IL-11

Interferoniar IFN-a., IFN-B, IFN-y

Tumor nekrozis faktdrieri | TNF-a,, TNF-B

Diger sitokinler GM-CSF, MIP-1a/B, CNTF, aFGF, LIF, onkostatin M
kardiyotropin-1

Ekzojen uyar ile salinan sitokinler primer olarak immun-inflamatuvar
yanitlarin diizenlenmesinden sorumiudurlar (30, 105). Bu siiregte pirojenik
nitelikte olanlar gesitli nérohiimoral mekanizmalarla POAH'taki termosensitif
néronlarin spontan aktivitelerini degistirir, “set point® daha yiiksek bir degere
ayarlanir ve ates olusur.

Periferde sitokinler araciliyt ile olugan pirojenik sinyalin POAH'a
iletilmesi icin su mekanizmalar éne siriimektedir:

1.3.1. Endojen pirojenik sitokinlerin gegitli transport sistemleri ile
dogrudan beyne gegmesi: Sitokinler molekiiler agirhg: 8 — 60 kDa arasinda
olan biyiuk hidrofilik proteinlerdir ve kan beyin bariyerini pasif diflizyonia
gecmeleri olast degildir. Sitokinlerin santral sinir sistemine gegisleri icin
6nerilen olasi mekanizmalar aktif transport veya koroid pleksus araciligiyla
beyin-omurilik sivisina gecip buradan santral dokulara dagiimdir (6). Bir
diger olas| gecis mekanizmasi, inflamasyon sirasinda kan beyin bariyerinin
gecirgenliginin artmasi ile sitokinlerin direk gegisleridir (105). Her ne kadar
sistemik yolla sitokin uygulamasindan sonra beyine bir miktar gegis oldugu
gosterilmig olsa da, bu miktar santral yolla atesi baglatmak icin yeterli
olmayabilir. Ayrica santral yolla sitokin enjeksiyonu sonucunda gelisen ates,
intraven6z uygulamadan sonra olugan atesten farkli &zelliklere sahiptir.

Ornegin, sistemik yolla sitokin enjeksiyonunu takiben olusan ates, santral



yolla uygulandiginda olugana gére daha erken baglar, maksimum degerine
daha gabuk ulasir. Ayrica sistemik yolla endojen veya ekzojen pirojen
enjeksiyonuna bagl olarak geligen ates sQreci ile e zamanl olarak santral
sinir sisteminde sitokin aktivasyonu goésterilememistir (3). Tum bu bulgular,
sitokinlerin dogrudan beyne gegislerinin atesin ndrobiyolojik mekanizmasi
olarak énemli oimadigini distindirmektedir (36).

1.3.2. Endojen pirojen sitokinlerin sirkiimventrikiiler organlaria
etkilegimi: Sirkimventrikiller organlar (organum vaskilozum lamina
terminalis [OVLT], subfornikal organ, area postrema, median eminens,
hipofizin posterior lobu, subkommisural organ ve pineal bez) orta hatta, 3. ve
4. ventrikiillerin gevresinde lokalize, ¢ok yodun olarak fenestre kapillerler
iceren, kan beyin bariyeri oimayan, damarsal, néronal ve glial hiicrelerden
olugsmus yapilardir. Bu yapilardan OVLT'nin ates olusumunda 6nemli bir rolii
olabilecegi gesitli caligmalarda gd&sterilmigtir (102). OVLT'nin ates
olusumundaki olasi rolu ile ilgili ¢esitli mekanizmalar &nerilmistir. Bu
mekanizmalardan ilki, icerdigi 6zel kapiller yapisi nedeni ile sitokinlerin
dogrudan POAH'a gegisidir. ikinci olasi mekanizma, sitokinlerin bu
organlardaki reseptorleri ile etkilegerek pirojenik sinyalin termoregtlatuvar
merkeze iletilmesidir. Bu organlardaki astrosit, glia ve diger néronal yapilarin
sitokin uyarisini takiben, kendilerinin sitokin sentezini artirarak yanit verdikleri
gosterilmigtir (82). Bu artigi takiben prostaglandin (PG) E, olusumu artarak
atesin baglatildigi 6ne sUrlGimistir. OVLT'de prostaglandin sentezi
yapabilecek siklooksijenaz enzim sisteminin bulunmasi ve OVLT ve
gevresindeki dokularin beyinde en fazla miktarda PGE; resept6rii igeren
bélgeler olmasi bu hipotezi destekleyen dier bulgulardir (36, 90, 72). Fakat
deneysel galigmalarda, ateg olugturmak icin sirkimventrikiler organlara
sistemik yolla enjekte edilmesi gerekenden daha vyiksek dozda
lipopolisakkarit (LPS) wveya IL-1B  enjeksiyonunun  gerekmesi,
sirkimventriktler organlarin immln uyarana karsi yanit olusumunda, ancak
ylksek diizeyde uyaran varliginda 8nemli olabilecegini disindurmustir (36).
Ayrica OVLT lezyonu yapiimig deney hayvanlarinda ates yanitinin bloke



edilememesi, hatta bazi durumiarda potansiye olmasi, etiyopatogenez
bakimindan bu bélgenin roltini tartigmall kilmaktadir (97).

1.3.3. Sitokinlerin Kan Beyin Bariyerini olusturan endotel
hiicreleriyle direk olarak etkilegimleri: Ekzojen pirojenik uyart ile salinan
sitokinler, endotelyal hiicrelerle etkileserek prostaglandin' sentezinin
artmasina neden olabilir. Burada artan prostaglandinlerin POAH’a gegcisi ile
ates yaniti baglatilabilir (36). Ancak serebral endotelyal hiicreler ile yapilan in
vitro calisgmalar endojen veya ekzojen pirojenle inkiibasyona bagli olarak
PGE: sentezinin artmadig! g&sterilmistir (7). Dolayisi ile bu yolun katkisi da
tartismalidir.

1.3.4. Endojen pirojenik sitokinlerin periferal sinirlerle etkilegimi
(Nérojenik mekanizma): immiin uyarinin periferden santral sinir sistemine
ulagsmast igin dnerilen bir bagka mekanizma da periferal duyusal sinir liflerinin
uyariimasidir. Subdiafragmatik vagotominin ekzojen pirojenler ile ates
olusumunu inhibe ettigi gosterilmistir (92, 95). Ayrica vagus siniri {izerinde
bazi endojen pirojen sitokinlerin reseptdrleri oldugu da bilinmektedir (43). Bu
bulgulara dayanarak, vagus sinirinin periferal sitokin uyarisinin santral sinir
sistemine iletiminde 6nemli bir néral yol olabilecegi diustntimektedir (47).
Ancak bu iletimde enfeksiyonun lokalizasyonunun 6nemli olabilecegi 6ne
strdlmlstar. Vagotominin ekzojen pirojenlerle veya pirojenik sitokinlerle
olusan ates vyanitina etkilerini inceleyen ¢ogu c¢alismada, ajanlar
intraperitoneal yolla verilmigti. Ancak pirojenin intramiskaler vyolla
uygulanmasi ile olusan ates yaniti vagotomiden etkilenmemigtir (44).
Pirojenin intravendz veya dogrudan santral sinir sistemine uygulanmasi ile
olugan yamtlarin da vagotomiden etkilenmedigi gosterilmistir (100). Bunlara
dayanarak peritoneal veya torasik kavitedeki enfeksiyonlar sonucunda
salinan endojen pirojen sitokinlerle vagal yolun direkt olarak uyarilmasinin
6nemli olabilecegi dusinllmektedir. Buna Kkarsilik, hematojen kaynakl
enfeksiyonlara bagl olarak olusan pirojenik sinyalin santral sinir sistemine
iletiimesinde nd&rojenik yolun digindaki mekanizmalarin etkili olabilecegi

distntlmastlr (36, 46).



Bunlarin yani sira pirojen maddelerin intravenéz yolla uygulamasindan
sonra olusan ates yanitinin ve akut faz yanitinin bazi davranigsal
komponentlerinin vagotomi ile ortadan kalktigint gosteren gesitli caligmalar
da vardir. Bu durumda, vagal yolun kompleman aktivasyonu sonucunda
uyaridi§i  dustnuimektedir. Buna gére, intravenéz yolla pirojen
uygulanmasindan hemen sonra kompleman kaskadi aktive olmaktadir.
Komplemanin anaflatoksik komponentleri olan C3a ve Cba ile stimilasyonu
takiben karaciger kupfer hiicrelerinden salinan sitokinler, prostaglandinler ve
diger olasi endojen pirojen mediyatérier ile subdiafragmatik vagal afferentler
aktive olabilmektedir (9).

Baglangig sinyali ne olursa olsun, pirojenik uyart vagal afferentler
araciligt ile nukleus traktus solitaryusa iletilir. Buradan nukleus traktus
solitaryusia sinaptik olarak iligkili olan A1/A2 noradrenerjik hiicre gruplarina
aktarilir. Bu hiicre gruplari sinyali ventral noradrenerjik sinir lifleri araciiig ile
POAH'a iletir. Bu boigede salinan noradrenalin lokal PGE; salinimint artirir
ve ates olusur (10, 12).

Sonug olarak ates etyopatogenezinde, ekzojen uyarinin lokalizasyonun
da énemli olabilecedi birden fazla mekanizma rol oynamaktadir. Biyuk
olasilikla endojen pirojenler POAH yakinindaki damarsal yapidan zengin
sirkumventrikiler organlara (blydk olasilikla OVLT) etki ederek pirojenik
sireci baglatmaktadir. No&ral yol kullanilarak iletilen pirojenik sinyal
sonucunda POAH'ta PGE; salimminin artmasi bu mekanizmaya eglik

edebilir.

1.4. Endojen Kriyojenler

Ekzojen immun-inflamatuvar uyari sonucunda olugan akut faz yaniti
sirasinda endojen pirojenlerin yani sira endojen kriyojenlerin de salindigi
dastntlmektedir. Ekzojen uyar ile olugan vicut sicakligi artisinin belli bir
degerin Uzerine gikmamasi bu gekilde agtklanabilir. Endojen kriyojenik etkili
maddeler arasinda bazi hormonlar ve sitokinler vardir (3. tablo) (58, 65).

Ekzojen immin uyari ile dncelikle endojen pirojenlerin, buna sekonder
olarak endojen kriyojenlerin salindigi diistinilmektedir. Her iki grup maddenin

olusturdugu sinyallerin benzer himoral ve néral mekanizmalar araciligiyla



santral sinir sistemine iletildigi distntlmektedir. Vicut sicakliginda gézlenen
degisikliklerin her iki sinyalin net etkisi oldugu 6ne siriimustir. Endojen
kriyojenin ortadan kaldirildigi durumlarda atesin daha bllylk olmasi, daha
erken baglamasi bu hipotezi destekleyen buigulardir. Bazi durumlarda
endojen kriyojenik ve endojen pirojenik sinyallerin net etkisi hipotermi
yéniinde olabilir. Bu durum, “LPS ile olugsan termoregllatuvar yanitiar"
(bélum 1.7.) béluminde ayrintih olarak tartigilacaktir. Endojen kriyojenik
uyari genellikie hipotermi olugsumuna neden olmadan ates yanitinin
buytkiigund kontrol etmeye yoneliktir ki, bu tam olarak endojen kriyojenik
aktiviteyi ifade etmektedir (56, 59, 101).

3. tablo: Endojen kriyojenier

Hormonlar Arjinin vazopressin, a-MSH, glukokortikoidler

Sitokinter TNF-a, IL-10

Endojen kriyojen etkili maddelerden arjinin vazopressin ve a-melanosit
stimile edici hormonun normal vicut sicakligini etkilemeksizin, febril yanitin
cok ylksek dizeylere gikmasini engelledikleri distndimustir (57).

Glukokortikoidlerin diizeyi immin uyariya sekonder olarak aktive olan
hipotalamo-pititer-adrenal aks aktivasyonuna bagli olarak artar ve bu
uyariya bagl olusacak ates yanitinin bly{kligini kontrol eder. Bu etkisini,
hem periferde endojen pirojenik etkili sitokinlerin salinimini azaltarak, hem de
santral termoregillatuvar merkezlerde PGE; olusumunu inhibe ederek
gostermektedir (56).

TNF-a'nin endojen pirojen etkinliginin yani sira, endojen kriyojen
olabilecedi de 6ne surilmektedir. Clnkil, TNF-a antiserumu ile birlikte LPS
verilen sigcanlarda atesin daha blylk oldugu belirtiimigtir. TNF-a'y1 nétralize
edici ajanlar verilen veya TNF reseptér geni silinmis deney hayvanlarinda
atesin daha erken bagladiyi daha blylk oldugu gézienmistir (59, 64).
Endojen kriyojenik etkinligin yani sira TNF-a, periferal immin uyariya bagh

olarak gelisen hipoterminin mediyatérii de olabilir (29, 56, 64). TNF-a'nin
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endojen kriyojenik etkisini santral sinir sistemi digindaki mekanizmalari
kontrol ederek gergeklestirdigi dlstnlimektedir. TNF-a, santral sinir
sistemine gecebilecek bazi dijer endojen kriyojen maddelerin salinimini
artirarak etki ediyor olabilir. Ornegin, TNF-a’nin glukokortikoidlerin salinimini
artirdig! g6sterilmistir (56).

IL-10'un etkisi ise diger endojen kriyojenlerden biraz daha farkhdir.
Soyle ki, IL-10 enjekte edilen farelerde yiksek doz LPS ile olusan hipotermi
ve ateg yanitlarinin ikisinin birden inhibe oldugu gosterilmistir. Bu gézleme
dayanarak |L-10'un LPS'nin etkilerini antagonize edici bir etkinligi olabilecegi
6ne surdimustar (65).

Periferal immin uyar sonucunda santral sinir sisteminde endojen
kriyojenik sinyalin olusumu ile ilgili mekanizmalar atesteki gibi cok iyi
aydinlatiimamisgtir. Biyik olasilikla, immin uyan sonucunda pirojen sinyalle
birlikte kriyojen sinyal de olugmaktadir ve kriyojenik etki de hiimoral ve

néronal mekanizmalarla kontrol edilmektedir.

1.5. Nonsteroid Antiinflamatuvar ilaglar

Nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar, antipiretik, antiinflamatuvar,
analjezik etkileri olan, farkl kimyasal 6zelliklerde, fakat benzer terapétik etki
ve yan etki profiline sahip bir ilag grubudur. Prostaglandin olusumundan
sorumlu olan  siklooksijenaz = enziminin  inhibisyonu,  nonsteroid
antiinflamatuvar ilaglarlarin majér etki mekanizmalari olarak bilinmektedir. Bu
etki ik olarak 1971°de, iki ayri aragtirici grubu tarafindan (Vane; Smith ve
Willis) dusik konsantrasyonlarda indometazin ve aspirin |le,
prostaglandinierin olusumunun enzimatik dizeyde inhibe oldugunun
gosterilmesiyle  tanimlanmigtir  (61). Gok  ¢esitlli  calismalarda
prostaglandinlerin inflamasyon ve ates patogenezinde &nemli olduklarinin
gosterilmis olmasi, prostaglandin biyosentezinin inhibisyonu ile bu ilaglarin
klinik etkilerinin agiklanabilecegi hipotezini glclendirmistir. Daha sonraki
yillarda yapilan c¢aligmalar da bu hipotezi desteklemigtir. 1991'de
siklooksijenaz-2 geninin bulunmasindan sonra, siklooksijenaz enziminin,
siklooksijenaz-1 ve siklooksijenaz-2 izoformiarinin oldugu gésterilmigtir. Bu iki
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izoformun fizyolojik ve patofizyolojik 6nemi arastirimistir. Klasik nonsteroid
antiinflamatuvar ilaglar her iki enzimi de nonselektif olarak inhibe ederler. Bu
laglarin gogunda ortak olan yan etkiler (gastrointestinal toksisite gibi),
organizmanin  homeostazisinden  sorumlu  olan  prostaglandinlerin
inhibisyonuna baglanmistir. Yapisal olarak bulunan ve fizyolojik etkilerden
sorumlu prostaglandinleri sentezleyen siklooksijenaz-1 enzimini inhibe
etmeden, inflamasyon, agri, ates gibi patolojik durumlarda artan
prostaglandin sentezinden sorumlu siklooksijenaz-2 enziminin selektif olarak
inhibisyonunu saglayabilecek farmakolojik ajanlarin sentezlenmesi ile,
nonsteroid antiinflamatuvar ilaglara bagh yan etkilerin 6&nlenebilecegi
dislintiimustir. Boéylece organizmanin homeostazisini etkilemeksizin
patolojik durumun ortadan kaldirilabilecegi varsayiimaktadir. Bu amagla, bu
izoformlar tzerinde selektif etkili farmakolojik ajanlar gelistirilmistir. Kullanilan
test sistemine ve deney kosullarina goére ilaglarin selektiviteleri farkhhk
gbstermektedir. Bunun &tesinde, in vitro yontemlerle saptanan selektivite
orani in vivo kosullardaki selektiviteyi 6ngérmek bakimindan gegerli
olmayabilir. Tim bu kisitlayici faktdrlere karsin siklooksijenaz enzim
selektivitelerine gére nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar ¢ gruba
ayriimaktadir: |

1. Nonselektif siklooksijenaz inhibitérleri (piroksikam, asetil salisilik asit,
indometazin, diklofenak, ibuprofen vb.)

2. Siklooksijenaz-2 selektif inhibitérler (etodolak, meloksikam,
nimesulid, selekoksib, SC-58236, DFU, NS-398, L-745,337 vb.)

3. Siklooksijenaz-1 selektif inhibitérier (distik doz asetil salisilik asit,
valeril salisilat, SC-560).

Klasik olarak bilinen nonsteroid antiinflamatuvar ilaglarin kimyasal
yapilarina gére siniflandinimasi 4. tabloda yapilmistir. Bu tabloda, ilaglarin
cesitli test sistemlerindeki siklooksijenaz enzim selektiviteleri de gdsterilmigtir.
llaglarin kimyasal yapilari ile siklooksijenaz selektiviteleri arasinda bir iligki
olmadigi goriilmektedir. Besinci tabloda yeni gelistirilen ve siklooksijenaz-2
selektif oldugu &ne surllen ilaglar, altinci tabloda ise siklooksijenaz-1 selektif
ilaclar g&sterilmigtir (40, 51, 52, 84, 85, 109, 110, 112, 113).
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4. tablo: Baz klasik nonsteroid antiinflamatuvar ilaclarin kimyasal yapilanna gére
siniflandiriimalari. Siklocksijenaz enzim selektiviteleri ve bu selektivitelerin gésterildigi deney
sistemi de ayrica belirtiimistir.

Siklooksijenaz

Kimyasal grup llag selektivitesi * Kullanilan Sistem
166 Hilcre kalthri
Aspirin 42 Pirifiye enzim
Salisilik asit tlirevleri 25 Parcalanmis hiicre
Sodyum salisilat 2,8 Hiicre kiltarl
Para-aminofenol tiirevi Asetaminofen 74 Hicre kiltlr
2,2-60 Hucre kaltlr
Indometazin 0,51 -12,5 Insan tam kan
Rekombinant insan
Indol ve inden asetik 1,3-75 enzimi
asitler Sulindak 100 Hiicre kaltiirl
0,1 Insan tam kan
Etodolak Rekombinant insan
0,001 -0.,8 enzimi
Heteroaril asetik asit Diklofenak 0,7-2,2 Hicre kiltirii
ttrevleri Tolmetin 175 Hucre klittira
Ibuprofen 15 Hucre kiiltlirii
Propiyonik asit tirevieri | Naproksen 0,6 Hicre kltlrt
Flurbiprofen 1,3-317 Hicre kiltirl
Ketoprofen 20 Hiicre kiiltiri
Piroksikam 33 -600 Huicre kiltiri
Enolik asitler: 0,33-0,8 Hiicre kiltirt
- Oksikamlar Meloksikam 0,09 Insan tam kan
Rekombinant insan
0,01-0,003 enzimi
Alkalonlar Nabumeton 2 Hucre kaltlra
} 0,05-0.1 Hucre kltri
Digerleri: Nimesulid Rekombinant insan
suifonanilid 0,01-0,2 enzimi
bilesigi 0,06 — 0,19 Insan tam kan

*. Selektivite, her iki izoenzim icin ilaglarin ICsy dederlerinin orani olarak ifade edilmistir. Oran
siklooksijenaz-2/sikiooksijenaz-1 olarak gosterilmistir. llaglar, oran 1 olunca nonselektif, oran
1’in tizerine giktikga siklooksijenaz-1 selektif, oran 1'den kigtldilkce siklooksijenaz-2 selektif

olarak degerlendirilebilir.
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5. tablo: Yeni geligtirilen siklooksijenaz-2 selektif inhibitérlerin kimyasal yapilar ve
siklooksijenaz selektiviteleri. Siklooksijenaz selektivitesi ile ilgili bilgi 4. tabloda belirtildigi
gibidir.

Siklooksijenaz
Kimyasal grup flag selektivitesi Kullanilan Sistem
SC-58125 0,007 Insan tam kan
1,2-Diarilsiklopenten SC-58236 0,0005 Insan enzimleri
ttrevieri Selekoksib 0,003 Insan enzimleri
Rekombinant insan
Diarilizoksazol Valdekoksib 0,00004 enzimi
Rekombinant insan
4-Metil sulfonil tlrevi Rofekoksib 0,0001 enzimi
Sulfonamid tiirevleri NS-398 0,006 Insan tam kan
L-745,337 0,004 Insan tam kan
Aril sulfonamidier DFU <0,001 Insan enzimieri

6. tablo: Siklooksijenaz-1 selektif inhibit6rier. Siklooksijenaz selektivitesi ile ilgili bilgi 4.
tabloda belirtildigi gibidir.

llag Siklooksijenaz selektivitesi | Kullanilan Sistem
Valeril salisilat 7.5 ’ Hticre kulttirt
SC-560 700 Rekombinant insan enzimi

Atesin termoregilatuvar “set point”in artmasi sonucunda ortaya ¢ikan
viicut sicakligr yiukselmesi oldugunu belirtmistik. Nonsteroid antiinflamatuvar
ilaglar PGE; sentezini bloke ederek “set point’teki bu artigin normale
donmesini saglarlar. Bu ilaglar vicut sicakliginin egzersiz veya 1si
ylklenmesine bagli olarak artmasi durumlarina (hipertermi) etkili degildir.
Nonsteroid antiinflamatuvar ilaglarin antipiretik etkilerinin siklooksijenaz
enziminin, dolayisi ile artan PGEznin inhibisyonuna bagh oldugu
bilinmektedir (26, 51, 110).

Parasetamol, metamizol gibi antiinflamatuvar &zellikleri olmayan ve
sistemik olarak siklooksijenaz ve dolayisi ile prostaglandinleri inhibe
etmedikleri digindlen ajanlarin da santral sinir sisteminde prostaglandin
sentezini inhibe ederek antipiretik etki saglayabilecekleri dustnlimektedir
(110, 17, 81). Parasetamoliin, godu siklooksijenaz enzim preparatinda zayif
inhibitér etki géstermesine karsin, beyinde prostaglandin sentezini inhibe
edebilmesi beyinde heniiz karakterize edilmemis baska bir siklooksijenaz

izoformunun olabilecedi hipotezini gindeme getirmistir (110, 94).
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Siklooksijenaz-2 selektif farmakolojik ajanlarin da nonselektif
siklooksijenaz enzim inhibitdrleri ile kargilastirilabilecek dlizeyde antipiretik ve
antiinflamatuvar etkileri oldugu cesitli insan ve hayvan calismalarinda
gosterilmistir (79, 91, 2'0). Siklooksijenaz-1 selektif ilaclarin da bazi
inflamatuvar durumlarda yararl olabileceklerine dair galismalar vardir (96).
Fakat siklooksijenaz-1 selektif ajanlarin antipiretik etkinliklerine dair bir
caligmaya rastlanmamustir.

Nonsteroid antiinflamatuvar ilaglarin etki mekanizmalarinin klasik olarak
siklooksijenaz inhibisyonuna bagli oldugunun bilinmesine kargin, son
zamanlarda nonsteroid antiinflamatuvar ilaglarin proinflamatuvar sitokinlerin
salinimlarn Gzerine de etkilerinin oldugu gésterilmis ve bu etkinin de terapétik
etkinliklerinden sorumlu olabilecegi 6ne surtimustir. Ornegin, gesitli in vitro
galigmalarda aspirin ve salisilik asitin TNF-a. gen ekspresyonunu inhibe ettigi
bildirilmigtir. Yine in vitro kosullarda indometazinin IL-1 ve naproksenin IL-1,
TNF-a ve IL-6'nin salimmini inhibe ettigi gosterilmistir (30). Baska bir
calismada ise diklofenak ile [L-8 ve IL-6 diizeylerinin azaldi§i, nimesulidle
yalniz IL-6 duzeylerinin azaldigi belirtilmigtir (49). /n vivo kosullarda da
nonsteroid antiinflamatuvar ilaglarin sitokinleri inhibe edebildigini gtsteren
baz! galigmalar vardir. Ornegin nimesulid LPS ile indiiklenen TNF-o artigini
inhibe etmigtir (5). Daha 6nce laboratuvarimizda yaptigimiz bir ¢alismada E.
coli O111:B4 LPS'si ile olugan hipotermi yanitinin ve buna eslik eden serum
TNF-a artiginin indometazin ve nimesulid ile bloke edildigi g&sterilmistir (31,
32).

Nonsteroid antiinflamatuvar ilaglarin sitokin salinimini hangi mekanizma
ile inhibe ettikleri tam olarak bilinmemektedir. Bu konudaki varsayimlardan iiki
prostaglandin sentez inhibisyonunun sitokin salinimini da inhibe edebilecegi
seklindedir. Bu varsayim prostaglandinlerin sitokin salinimini artirict yénde
etki yapmalan gézlemine dayanmaktadir. PGE;'nin baz! proinflamatuvar
sitokinlerin salinimint artirdigi bilinmektedir (114). Ote yandan gésterilen yeni
bir etki mekanizmasi nonsteroid antiinflamatuvar ilaclarin sitokin salinimini
direkt olarak inhibe edebilecegini dustndirmektedir. Aspirin, salisilik asit,

sulindak, ketoprofen, ibuprofen, tepoksalin, mesalamin gibi baz1 nonsteroid
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antiinflamatuvar ilaglarin nikleer faktdr kappa B'yi (NFxB) inhibe ettigi
gosterilmistir (63). NF«B bir transkripsiyon faktériidiir. Immiinolojik bir uyariya
kargi hicrenin erken defans reaksiyonlarindan sorumiudur ve c¢ok cesitli
genlerin ekspresyonuna neden olur. Bunlar arasinda sitokin eksprese eden
genler de vardir. Aspirinin NFxB inhibisyonuna bagl olarak TNF-o gibi
sitokinlerin ekspresyonunu inhibe ettigi bilinmektedir (93, 115, 68).

Sonug olarak nonsteroid antiinflamatuvar ilaglarin etkilerinden primer
olarak siklooksijenaz enzim inhibisyonu sorumiu tutuimakla birlikte sitokin
saliniminin inhibisyonu da bu ilaglarin farmakolojik etkinliklerinden sorumlu
olabilir. ~ Sitokin saliniminin  modilasyonu bakimindan siklooksijenaz
selektivitesinin belirleyici bir rolt olup olmadid: bilinmemektedir.

1.6. Ekzojen Pirojen Olarak LPS’ler

Akut faz yanitinin deneysel modelizasyonu amaci ile genellikle gram
negatif bakterilerin dis membraninin bir bileseni olan LPS kullaniimaktadir.
Gunki, deney hayvanlarina LPS enjeksiyonu ile akut faz yaniti sirasinda
olugsan degisikliklere benzer bir tablo olugmaktadir (7. tablo) (25).

7. tablo: Deney hayvanina sistemik yolla LPS verildiginde olusan in vivo degisiklikler:

Hipotalamo-pituiter-adrenal aks aktivasyonu
Uyku-uyaniklik déngiist degisiklikleri
Davranigsal degisiklikler

Anoreksi

Metabolik degigiklikler

Termoreglilatuvar degisiklikler

oo ks 0N~

Gram negatif bakterinin hiicre duvari ve sitoplazmik membranindan
olugan yapisina hiicre zarfi denir (1. sekil). Hicre zarfi dis membran, orta
tabaka ve plazma membranindan olugur. Hicre zarfinin primer islevi
sitoplazmik membrani dis etkilerden korumaktir. Dis membran gram negatif
bakterilere 6zgudur. Dig membranda primer olarak LPS ve porinler (por
proteinleri) bulunur. Ayrica patogenezden sorumlu olabilecek aggresin,
evazin gibi toksinler ve proteaz B-laktamaz, fosfataz gibi enzimler bulunur.

Dis membrandan LPS ve protein vezikiileri salgilanabilir. Ayrica bakteri
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lizisine bagh olarak hiicre duvari parcalaninca da ortama LPS yayilir. LPS,

ampifilik karakterde (bir ucu hidrofilik, bir ucu hidrofobik), antijenik 6zellige
sahip, 10°-10® Da molekiller agirhgr olan blyitk bir molekuldiir. LPS te
bélimden olusur:

e O-Antijen . N
|

Kor yLPs { Dis
kmembran
00— KDO J
Lipit-A
Porin )

" Peptidoglikan
y Periplazm
Lipoprotein
=— OMP A Protein
v, Sitoplazmik membran
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1. sekil: Gram negatif bakteri zarfi

1. Bolge: O-spesifik polisakkarit (O-antijen): Serolojik spesifite
primer olarak bu bélgededir. Kimyasal kompozisyonu tirler ve alt tirler
arasinda farkiilk gésterir. Klasifikasyon, bu bélgenin icerdigi seker
yapisindaki degisikliklere gore yapilir.

2. Bolge: Kor-polisakkarit: Birinci bélgeye gére daha az yapisal
farklihk gdstermekle birlikte serolojik spesifiteden kismen sorumiudur. ic ve
dis ¢ekirdek bdlge olarak ikiye ayriir. Ig bdlgede bulunan 2-keto-3-deoksi-
oktulosonik asit bakterinin canliligi icin gereklidir. Bu yapiy! sentezleyemeyen
mutantlarin yagsayamadigi gosterilmistir.
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3. Bolge: Lipit A (biyoaktif merkez/endotoksin): Kimyasal
kompozisyonu gram negatif bakierilerde farklilk g&stermez. Lipit A’nin,
LPS'nin hemen hemen tim biyolojik etkilerinden sorumlu oldugu varsayilir.
Lipit A'nin izolasyonundan sonra LPS’nin endotoksik aktivitesinden de bu
béigenin sorumlu oldugu gdésterilmistir. Her ne kadar bu izolasyondan sonra
“endotoksin” teriminin yalniz lipit A icin kullaniimasi gerektigi énerilse de, bazi
calismalarda tim LPS yapisi icin endotoksin deyimi kullaniimaktadir (113,
86).

1.7. LPS ile Olugsan Termoregiilatuvar Degisiklikler

LPS ile deneysel olarak olusturulan akut faz yaniti modelinde,
termoregilatuvar degisiklikler en siklikla degerlendirilen parametrelerden
biridir. LPS ile olugan termoregilatuvar degisiklik genellikle ates yéniindedir.
Ancak gorilen pirojenik yanitin ézellikleri tlirden tGre farkliik g&sterebilir.
Bunun é&tesinde, bazi tirlerde LPS ile hipotermik yanit olusur. Kalitatif ve
kantitatif anlamdaki bu farkliliklarin olasi nedenleri, LPS’'nin yapisindaki
degisiklikler, verilis yolu, dozu ve farkli tlirde deney hayvani kullaniimasi
olarak belirlenmigtir (56).

1.7.1. LPS’nin kimyasal yapi farklhiliklari: LPS’nin izole edildi§i gram
negatif bakterinin serotipine ve izolasyon teknigine bagl olarak LPS’ler
yapisal farklihklar g6sterebilir.

LPS gram negatif bakteriden trikloroasetikasit veya fenol ekstraksiyon
yéntemi ile izole edilmektedir. izolasyon yénteminin LPS ile olusan yantlari
etkileyebilecegi gdsterilmistir (50). Bu ¢aligmaya gére, E. coli O127:B8'den
fenol ekstraksiyon yéntemi ile elde edilen LPS, trikloroasetikasit yontemi ile
elde edilen LPS’ye gére daha potent bir pirojendir.

LPS’ler ayni ybéntemle izole edilmelerine ragmen termoregllatuvar
yanitlarda heterojeniteye neden olabilirler. Daha &énce laboratuvarimizda
yapilan caligmalarda E. coli O55:B5 serotipinin LPS’si 250 pg/kg dozda
intraperitoneal yolla enjekte edildijinde yalmz ates olusurken, E. coli
0127:B8 serotipinin LPS’si ayni dozda dual yanit ve E. coli O111:B4
-~ serotipinin LPS’si yalniz hipotermi olusturmustur (33).
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Sonug olarak, LPS'nin kimyasal yapisindaki farkhliklar, olusan yanitlarin
heterojenitesinden sorumlu olabilir.

1.7.2. Verilig yolu: LPS’nin verilis yoluna gére olusan termoreglilatuvar
yanitlarin paterninin degigebilecegini gésteren gesitli calismalar vardir. Ayni
deney sisteminde, LPS intramiskiiler yolla verildiginde, intraperitoneal ve cilt
alti yolla enjeksiyonlara gére daha bilyik bir ates yaniti olusmasina neden
olmustur (98, 75). Laboratuvarimizda da rektal &lgiim yontemi ile viicut
sicakligr degisikliklerini kaydettigimiz deneylerimizde, LPS intraperitoneal
yolla 2 pg/kg gibi disik bir dozdan itibaren ates yaniti olustururken,
intravendéz yolla ancak 250 pg/kg dozda ates olusabildigi gézlendi.
Hipotermik yanit icin de aymi durum gegerliydi. LPS intraperitoneal yolla
verildiginde 50 ng/kg dozda hipotermi izlenirken, intravenéz yolla ancak 1
mg/kg gibi bir dozda hipotermiye neden oldu (yayinlanmamig bulgu). Verilis
yolunun heterojen yanitlara neden olmasi, daha énce “Endojen Pirojenler"
(1.3.) béluminde anlatiidigi gibi, immin uyarinin santral sinir sistemine iletim
yollarindaki farkliliklardan kaynaklanabilir.

1.7.3. Doz: Kullanilan LPS’nin dozu termoregilatuvar yanitlarin
paternini belirleyen énemli faktérlerden biridir. Grnégin E. coli O111:B4
LPS'sinin siganlarda 2, 50 ve 250 pg/kg dozlarda intraperitoneal yolla
enjeksiyonunu takiben rektal sicaklik Gzerine olan etkilerini inceledigimizde,
en duglk dozda ates, orta dozda dual yanit (yani atesten énce hipotermi) ve
en yiksek dozda ise yalniz hipotermi olusturdugu laboratuvarimizda yapilan
calismalarda gdsteriimisgtir (33).

1.7.4. Kullanilan deney hayvani: LPS ile deneysel olarak olusturulan
termoregilatuvar degisiklikler viicut sicakliinda artma veya azalma yéniinde
olabilir. Her ne kadar gesitli caligmalarda LPS ile insan, tavsan, kedi, kdpek
ve kobayda ates olugtudu belirtimigse de, kemirgenlerde (sican ve fare)
diger tlrlerden farkli olarak ates olusamadigi, ya da ¢ok az olustugu
gézlenmistir (99, 76, 3, 56).
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Bu durum igin &nerilen cesitli agiklamalar vardir:

a- Segilen pirojenin ve dozunun o tiir igin uygun olmamasi:

Bazi enfeksiyéz ajaniar bir tirde hastalik hatta 6lum olusturabilirken,
bagka bir tir ayni ajana dogal olarak direngli olabilir. Ya da bir hayvan tiri
ayni enfeksiyéz ajana digerinden daha duyarii olabilir. Ornegin LPS tavsanda
¢ok duslk dozlarda (5 ng/kg) verildiginde ates olustururken, aym dozda
siganda hig etki olugturmaz. Oysa siganda pirojenik yanit olusturan LPS dozu
(50 png/kg) ile tavsanda endotoksik sok gelisir (57).

b- Deneysel kogullar: Ortam sicakhg: degisiklikleri, yeni bir gevreye
adaptasyon sireci, hayvana deney protokolil geredi dokunmak ve hayvanin
spontan hareketlilijini kisitlayici deneysel yaklasimlar deney hayvaninda
strese yol agabilecek uyaranlardir (69). Stresli bir hayvanda pirojenik uyarana
karsi ates olusmayabilir; ¢linkil stres glukokortikoidlerin salinimina neden
olur ki, glukokortikoidler febril yanitin potent inhibitérleridir. Ustelik, stresin
kendisi kemirgenlerde hipertermiye yol acabilir ve pirojen ile olusmasi
beklenen ateg yanitini bu hipertermi maskeleyebilir (15, 24, 41).

Siganlarda ve farelerde ates yanitinin giic olusmasinin yani sira, bu
hayvanlara LPS enjeksiyonu ile olusan termoregilatuvar yanitin hipotermi
oldugu gézlenmistir. Viicut sicakliginda gériilen bu azalmanin nedeni gok iyi
anlagiimamakla birlikte, laboratuvar kosullarinin gok iyi olmamasina (dusik
oda sicakhidi gibi), hayvanin metabolik sorunlarina (malnutrisyon), veya stres
yanitina bagli olabilecegi éne surllmustir (56, 15, 41). Ayrica hipoterminin,
LPS'nin vaskiiler yapiya direk toksik etkileri nedeni ile olusabilecek
vazodilatasyona sekonder olarak pasif i1si kaybi sonucunda olusabilecegi de
dusuntlmastir. Ancak bu, yiksek dozda (500 pg/kg veya daha yiiksek) LPS
enjeksiyonu ile ortaya ¢ikabilir (37).

Akut faz yanitinin termoregilatuvar komponentlerinin incelendigi
¢aligmalarda, uzun sire deneysel bir artifakt oldugu dustnulerek géz ardi
edilen hipoterminin, kontrolli ¢evre kosullarinda yapilan deneylerde, ézellikle
LPS ile kemirgenlerde belirgin bir yanit olarak gériimesi, bu yanitin spesifik,
koordine ve regule bir viicut sicaklidi azalmasi, yani “anapireksi” olabilecegini

dusUndtrmastar. Yani siganlar, LPS ile stimllasyona karsi termoregulatuvar
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anlamda hipotermi veya atesle yanit vermektedirler. Olusan bu hipotermik
yanit sirasinda, periferik isi kaybi olmadigi, hatta metabolik olarak isi
Uretiminin azaldigt gdésterilmistir. Bu durum, yanitin “set point’te azalma
sonucu geligen koordine bir siireg oldugu dislncesini gliglendirmektedir (28,
99, 87). Hipotermik yanitin periferik mediyatérii olasilikla makrofajlardan
salinan TNF-a'dir. Clnki, yanit sirasinda TNF-a diizeyi artmakta, TNF-a
antiserumu verildijinde yanit ortadan kalkmaktadir. Artan TNF-a'ya bagl
olarak salinan prostaglandinler, I6kotrienler, arakidonik asitin epoksijenaz -
metabolitleri ve arjinin vazopressin yanitin santral mediyatérleri olarak rol
oynayabilirler (106, 80, 60, 29).

Sonug olarak, LPS ile siganlarda gérilen hipotermi biyik olasilikia
reglle bir yanittir (anapireksi) ve ates gibi, akut faz yanitinin bir komponenti

olarak ele alinabilir.

1.8. LPS ile Olusan Ates ve Hipoterminin Santral Mediyatérii
Olarak Prostaglandinlerin, Siklooksijenaz-1 ve Siklooksijenaz-2

Enzimlerinin Olasi Rolleri

1.8.1. Prostaglandinlerin rolli: Eldeki veriler, ekzojen uyarinin ne
oldugundan ve sinyalin santral sinir sistemine nasil iletildijinden bagimsiz
olarak, akut faz yanitina eglik eden termoregulatuvar degisikliklerden primer
olarak prostaglandinlerin sorumlu oldugunu dlistindtirmektedir (21, 1086, 72).

Prostaglandinler kompleks bir enzim kaskadi sonucunda arakidonik
asitten sentezlenir. Bu kaskadin iki ana enzimi fosfolipaz A ve
siklooksijenazlardir. Fosfolipaz A; arakidonik asitin hlicre zarindaki
fosfolipitlerden ayriimasini saglar. Arakidonik asit daha sonra siklooksijenaz
enzim aktivitesi ile PGG2 ve PGHy'ye metabolize edilir. PGH,'den bir grup
sentetaz ve izomerazlar ile ¢esitli prostaglandinler olusur.

Pirojenik yanit sirasinda POAH'da prostaglandin sentezinin artti§s
bilinmektedir. LPS ile olusan pirojenik yanit sirasinda prostaglandin sentezi
artiginin selektif oldugu ve 6zellikle PGE; diizeyinin arttigi gésterilmistir (22,
23, 108). PGEZnin atesin final mediyatérii oldugu 6ne siriimektedir.
PGE2'nin santral yolla enjekte edildiginde, tur farki géstermeksizin potent bir
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hipertermik yanit olugturmasi, PGE; sentezinin ya da etkinliginin azalmasi
sonucunda pirojenik yanitin inhibe olmasi bu hipotezi destekleyen bulgular
olarak 6ne sirulebilir (107). Bu sirada dizeyleri artan diger prostaglandinierin
de mediyat6r roli olabilir (PGF2z,, PGl gibi) (54, 39, 45). Ancak bunlarin
enjeksiyonu sonucunda hafif bir pirojenik yanit, hatta hipotermi olugmast bu
olasiligin yliksek olmadigini distndirmektedir.

Hipotermik yanitin da prostaglandin bagimli bir yanit oldugu &ne
slrilmektedir. Hipotermik yanita POAHda PGD, artisi eslik etmekte,
indometazin uygulamasi ile hipotermi ve PGD, artigi inhibe edilmektedir
(106). PGD2'nin santral yolla enjeksiyonu siganlarda hipotermiye neden
olmaktadir (38). Ancak diger prostaglandinler de (PGl;) hipotermi
olusturabilirler (16, 53). Hipotermik yanittan arakidonik asitin siklooksijenaz
metabolitlerinin yani sira I8kotrienlerin ve epoksijenaz yolaginin Urtnlerinin
de roli olabilecegi dusinilmektedir. (80, 60). Dolayisi ile hipotermi
olusumuna siklooksijenaz Urlnlerinin yam sira, arakidonik asitin diger
metabolik yollarinin driinleri de katkida bulunabilir.

1.8.2. Siklooksijenaz izoenzimlerinin rolii: LPS ile olusan ates ve
hipotermik yanitlarin ¢esitli siklooksijenaz enzim inhibitérieri ile inhibe
edilebilmesi, her iki yanitin da siklooksijenaz enzim artnleri araciligi ile
olugtugunu disiundirmektedir. Ancak bu calismalarda genellikle nonselektif
siklooksijenaz enzim inhibitdrieri kullanildigi icin her bir izoenzimin katkisina
iliskin yeterince bilgi yoktur.

Bazal kosullarda her iki izoenzim de beyinde yapisal olarak
bulunmaktadir (55). Bu &zellikle siklooksijenaz-2 enzimi igin ilging bir
durumdur; ¢tinkit bu enzim bir ¢ok organ ve dokuda indiiklenebilir formdadir
(109). Siklooksijenaz-2'nin beyinde ayrica indiiklenebildigi de gésterilmistir.
Ornegin LPS enjeksiyonundan sonra siklooksijenaz-2 ekspresyonu 6zellikle
perivaskiler endotelyal ve meningeal hiicrelerde artmaktadir (83, 18, 71).

LPS ile artan siklooksijenaz-2 ekspresyonunun, pirojenik yanita eglik
ettidi de gosterilmigtir. Bu durumda uygulanan selektif siklooksijenaz-2
inhibitérleri ile pirojenik yanitin inhibe oldugu gésterilmistir (71, 18). Ayrica
siklooksijenaz-2 geni silinmis farelerde pirojenik yanitin gértlmedigi
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bildirilmistir (66). Bu bulgular beyindeki siklooksijenaz-2 enziminin LPS ile
olusan termoregtlatuvar yanitlardan sorumiu prostaglandinlerin sentezinde
rol oynayabilecegini digtindurmektedir (18, 71, 83).

Ates yanitinin olugumunda siklooksijenaz-1 enziminin de roli
olabilecedi dustnulebilir. Ozellikle ategin hizh bir baslangic gésterdigi
durumlarda gereken prostaglandin sentezinin siklooksijenaz-1 araciligi ile
olabilecegi ileri strtimustur (9). Ayrica LPS uygulamas! sonrasinda beyinde
siklooksijenaz-1 enziminin ekspresyonu da artmaktadir (111). Fakat
siklooksijenaz-1 geni silinmig farelerde ates yanitinin hi¢ degismemesi, bu
yanitin  olusumunda siklooksijenaz-1 enziminin rolinin olmadigini
dustundurmektedir (66). Siklooksijenaz-1 selektif inhibitdrlerin pirojenik yanit
Gzerine olan etkilerini inceleyen bir galigmaya da literatiirde rastlanmamistir.

Ote yandan prostaglandin bagimii oldugu distnilen hipotermik
yanittan hangi siklooksijenaz izoenziminin sorumlu olabilecegine iligkin hig¢ bir
literatlr bilgisi yoktur.

LPS ile olugan hipotermi ve ates yanitlarinin olasi mekanizmalarinda
arakidonik asit metabolitlerinin rolini gésteren bir gsema 2. sekilde

gosterilmigtir.
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1.9 Amaglar:

Sunulan literatir bilgileri ve 6n ¢aligma bulgularimiza dayanarak bu tez
calismasi kapsaminda sunlari amagladik:

1. Sicanlarda LPS'nin rektal sicaklik Uzerine olusturdugu heterojen
termoregliatuvar etkilerin stres yanitina bagh olup olmadigini anlamak
amaciyla, vicut sicakiigini telemetrik yéntemle kaydederek dicim metoduna
bagli stresi minimalize etmek ve deneyleri bu kosullarda tekrarlamak.

2. Telemetrik kayitlarda da gézlenen dual termoregulatuvar yanita eslik
eden davranigsal degdisiklikleri belirlemek ve bu yanitlar sirasinda serumda
proinflamatuvar sitokin artist olup olmadigini test etmek.

3. Prostaglandin bagimli oldugu disunilen dual termoregilatuvar yanit
modeli Uzerine, siklooksijenaz-1 ve siklooksijenaz-2 selektif enzim
inhibitérlerinin etkilerini incelemek ve her iki enzimin hipotermi ve ates

etyopatogenezindeki olasi rollerini ortaya koymak.
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2. MATERYAL ve METOD

Deneysel olarak vicut sicakliginin élgimi icin kullanmilan gesitli
yontemler mevcuttur. Siklikla rektal yoldan uygulanan bir termometre ile
6lgim yapilir. Ancak bu dlcim, &zellikle siganlarda, stres yanitina neden
olabilir. Stres yaniti, gézlenen vicut sicaklii degisikliklerini etkileyebilir. Bu
gcaligmada, deney hayvaninda stres olusturma riski olmaksizin 6lglim
yapabilmenin mimkin oldugu gésterilmig (15, 42) bir yontem olan telemetri
ile vicut sicakligi Slglimastir. Telemetrik yontem Ulkemizde g¢ok yaygin
olarak kullaniimadigindan éncelikle yéntem hakkinda bilgi verilecektir:

2.1. Telemetri

Telemetrik sistem, deney hayvanina yerlestirilen bir radyo vericisi, bu
vericinin yaydid! sinyalleri toplayarak bilgisayara ileten bir alici, bu alicidan
gelen bilgileri igleyen bir ara birim karti ve bu karttan gelen verileri kaydeden
bir bilgisayar yazilimindan olusur. Bu deneylerde kullanilan telemetrik sistem,
Mini-Mitter (Sunriver, OR, ABD) firmasindan satin alma yolu ile temin
edilmigtir. Bu sistem Vitalview adli bir bilgisayar programi araciligi ile
caligmaktadir. VM-FH 3000 modeli bir verici, TR-3000 serisi bir alici ve DP
24 Dataport modeli bir veri toplayicist kullaniimigtir.

Bu telemetrik sistemle vicut sicakliginin yani sira motor aktivite, kalp
hiz1, kan basinci, gida ve su alimi gibi parametreler de monitérize edilebilir.
Ayrica fiziksel mekanin aydinlatma ve sicaklik gibi parametrelerinin kontrolii
de bu sistemle yapilabilir.

2.1.1. Viicut sicakhd 8lgiimii: Implante edilen vericinin yaydigi sinyal
yine vericide bulunan bir sicaklik algilayicisi araciligi ile kontrol edilir.
Vericiler diigtk sicaklikta daha uzun araliklarla sinyal yayar, sicaklik arttikga
sinyal araliklari daralir. Her vericinin belli bir sicaklikta belli bir frekans yayma
6zelligi vardir. Bilinen iki sicaklikta (disik ve yiksek) vericilerin yaydiklari
frekans 6ligllerek kalibrasyon yapilir. Deney sirasinda vericilerin o zaman
diliminde yaydidi frekans ve daha 6nce belirlenmis kalibrasyon degerleri bir

formile konarak sicaklik santigrat derece olarak hesaplanir. Bir vericinin
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agirhgr hayvan agirhginin %5'ini gegmemelidir. Bizim laboratuvarimizda
kullandigimiz verici 2,2 g agirhgindadir ve 50-500 g agirliktaki hayvanlarda
kullanilabilir.

2.1.2. Vericinin implantasyonu: Verici oral ya da cerrahi yolla (cilt alti,
intraperitoneal) implante edilebilir. Bu g¢ahismada vericiler periton igine
implante edildi. Implantasyondan énce vericinin kalibrasyonu yapildi. Verici 1
haftadan uzun sire periton iginde kalacagi i¢cin organizma ile uyumliu ve
vericiyi korozyondan koruyacak bir madde olan elvaksla kaplandi. Vericinin
sterilizasyonu igin soguk sterilizasyon uygulandi. Bu amagla 12 saat slireyle
%2'lik aktif glutaraldehit solisyonu (Cidex, Johnson & Johnson, ABD) icinde
bekletildi. Implantasyon iglemi cerrahi olarak, steril bir ortamda yapildi. Deney
bir haftalik postoperatif iyilesme siliresinden sonra gercgeklestirildi.

2.1.3. Telemetrik sistemin avantajlar: Bu sistemin en biylk avantaj,
deney hayvanina c¢ok sik dokunmaya bagh olusabilecek stres riskini ortadan
kaldirmasidir. Bagka bir avantaj uzun sireli (3-5 ay) kayit olanag
saglamasidir. Kisa araliklarla (en az 1 saniye) 6icim yapilabilmesi ve birden
fazla parametrenin ayni anda izlenebilmesi telemetrik sistemin sagladi§
diger kolayliklardir.

2.1.4. Telemetrik sistemin dezavantajlan: Kayit sisteminin 6zelligi
nedeniyle operasyon sonrasinda hayvanlarin kafeslerinde tek tek tutulmalari
gerekmektedir. Bu durum izolasyona bagli bir stres yanitina neden olabilir.
Fakat operasyondan sonra hayvanlar deneye alinmadan &6nce, en az bir
hafta sire ile iyilegsmeleri igin beklendiginden, bu dénemde izolasyona adapte
olma olasiliklari yiksektir. Ayrica literatirde yéntem ayni sekilde uygulandigi
icin sonuglar karsilagtirilabilir durumdadir. Bunun diginda sistemin cesitli
basamaklarinda teknik problemler olabilir. Bu ¢alisma sirasinda en siklikla,
vericilerin sinyal iletmemesi problemi ile karsilastik. Bunun en énemli nedeni
pil bitmesi idi. Sik araliklarla pil dedistirmek sureti ile bu problem ¢&zlld(.

2.1.5. Verici yerlegtirme operasyonunun basarn oranlari ve
komplikasyonlar: Bu bilgiler 6zetle yedinci tabloda verilmistir. Ayrintiiar ise
soyle siralanabilir: Bu ¢alismada yapilan deneyler icin 41 seansta toplam 193
adet sican opere edildi. En sik kargilastigimiz komplikasyon operasyon
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sirasinda gelisen kanamaydi (toplam 22 siganda, %11). Kanama genellikle
anestezik maddelerin intraperitor;eal enjeksiyonuna bagh travma sonucu
gelisen periton ici serbest kanama odaklan seklindeydi. Karin duvari
kesisinin linea alba Gzerinden yapilamamasina bagh olarak karin duvarini
olusturan kaslardan kaynaklanan kanamalara da rastlandi. Operasyon
sirasinda gérilen kanamaya bagli olarak postoperatif dénemde
komplikasyon gézlenmedi.

Ikinci siklikta gérilen komplikasyon, kesi yerinde yizeyel cilt
enfeksiyonu gelismesiydi (toplam 6 sigan, %3). Enfeksiyon, kesi yerindeki cilt
dokusunda lokalize, 1-2 mm ¢apinda, piriilan madde i¢ceren apseler seklinde
idi. Ciltte lokalize enfeksiyonlarin postoperatif iyilesme déneminde vicut
agirhg artisini ve deneyler sirasinda izlenen parametreleri etkilemedigi
belirlendi. Otopside enfeksiyon odaklannin cilt alti yayiim gd&stermedigi
gb6zlendi.

Operasyondan sonraki ilk iki saatlik dénemde (erken postoperatif
dénem) 2, ge¢ postoperatif dénemde 2 adet mortalite oldu (toplam mortalite
sayisi: 4, %2). Erken dénemdeki mortalite nedeni biiylk olasilikla anestezi
olusturmak amaci ile kullanilan ilaglar ile ilgiliydi. Ge¢ dénemdeki
mortalitelerin nedeni olarak bir vakada karin i¢i kanama, dierinde karin
duvari sitiirl yetersizligi belirlendi.

Bunlann haricinde 2 sigan c¢esitli nedenlerle kullanilamadi (%1).
Bunlardan birinde operasyon sirasinda mesane kisti oldugu belirlendi ve
dtenazi uygulandi. lkinci sicanda ise operasyonun basarli gegmesine
ragmen, postoperatif dénemde arka ekstremitelerinde spastisite geligti.
Otopside durumu agiklayabilecek bir bulguya rastlanmadi.

Sonugta, operasyona alinan 193 sigandan 187'si deneylerde
kullanilabildi (%97). Bu verilere dayanarak intraperitoneal telemetri vericisi
yerlestirmek amaci ile gerceklestirdigimiz operasyonlarin ve operasyon

protokoltinin verimli ve bagarili oldugu éne surilebilir.
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8. tablo: Intraperitoneal telemetri vericisi implantasyonu operasyonu sirasinda ve
sonrasinda gériilen komplikasyoniar.

Komplikasyon: Sayi Oran
Operasyon sirasinda kanama 22 % 11
Kesi yerinde ylizeyel cilt enfeksiyonu 6 % 3
Mortalite (erken ve ge¢ postoperatif dénem) 4 % 2
Diger 2 % 1
Toplam 34 % 17

2.2. Deney Hayvanlari

Agirliklar1 200-300 g olan erigkin erkek Wistar albino siganlar kullanildi.
Siganlar, Ankara Universitesi Tip Fakiltesi Farmakoloji ve Klinik Farmakoloji
Anabilim Dalinin hayvan yetigtirme 0nitesinde “outbred” yoéntemle elde
edildiler. Bir kisittama olmaksizin standart sigan yemi ve musluk suyu ile
beslendiler. Oda sicakligi 21+£3°C olan ve yaklasik %60 nem iceren klimali bir
odada, 12 saat aydinlik-karanlik déngisiinde (aydinlik periyot 07:00-19:00

arast) barindirildilar.

2.3. Operasyon Protokolii

Deneyden en az bir hafta 6nce ketamin+ksilazin (80+10 mg/kg
intraperitoneal) anestezisi altinda periton bosluguna telemetri vericisi
yerlestirildi. Vicut sicaklidi élgiminiin gerekmedidi protokollerde kullanilan
siganlara, operasyonun etkilerini taklit etmek amaci ile “sham operasyon”
yapildi; genel anestezi altinda karin duvari insize edilerek periton agildi. Ayni
sittir materyalleri kullanilarak kapatildi. Siganlar en az 1 haftalik postoperatif
iyilesme siiresinden sonra, ameliyat dncesi vlcut adirliklarina ulastiklarinda

deneylerde kullaniidilar.

2.4. Abdominal Sicakhk Olglim Protokoli

Siganiar polietiien kafeslerde tek tek tutuldu. Abdominal sicaklik
telemetrik sistem kullanilarak él¢lldl. Kafesin altina konan bir alici tarafindan
kaydedilerek bir ara ylz kart! ile bilgisayara aktarilan sinyallerin frekansi
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bilgisayar ortaminda her bes dakikada bir santigrat dereceye gevrilerek
kaydedildi.

2.5. Agik Alan Aktivitesi (Open Field Activity)

Siganlarin agik alan aktiviteleri 1x1m boyutlarinda pleksiglas bir kutu
icinde video kamera araciligi izlendi. Kayit edilen video gérinttleri eszamanli
olarak bir video gériintli analiz programi (Videomex-V, Columbus Instruments
International Corporation, ABD) vyardimi ile bilgisayar ortaminda
degerlendirildi. Bu degerlendirme sonucunda, siganlarin katettikleri mesafe
uzunluk cinsinden, ambulatuvar ve stereotipik hareketliik veya timi ile
hareketsiz gegirdikleri siireler zaman cinsinden birer parametre olarak ifade
edildi.

2.6. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve ilaglar

E. coli O55:B5 (lot: 56H4096, Sigma, ABD) ve O111:B4 (lot: 3922-25-0,
Difco, ABD) serotiplerinden fenol ekstraksiyon ydntemi ile elde edilmis
LPS'ler kullanildi. Tum LPS'ler aseptik kosullarda, 2 mg/ml konsantrasyonda
sulandinidilar ve kullanilana kadar -70°C de saklandilar. Sonraki diliisyonlar
steril apirojen serum fizyolojik ile yapildi. LPS’ler intraperitoneal yolla enjekte
edildiler.

Valeril salisilat (2-valeriloksibenzoik asit, Cayman Chem., ABD)
%0,025'lik Tween 20 ile siispanse edildi ve 20, 40, 80 mg/kg dozlarda cilt alti
yolla enjekte edildi.

SC-58236 (4 - [5 - (4 - klorofenil), 3 - (triflorometil) - 1H - pirazol - 1 - yil]
benzensulfonamid, Searle, ABD) %0,025'lik Tween 20 ile siispanse edildi ve
10, 20, 40 mg/kg dozlarda cilt alti yolla enjekte edildi.

DFU (5,5-dimetil-3-(3-fluorofenil)-4-(4-metilsulfonil) fenil (5H) furanon,
Merck Frost, Kanada) %0,025'lik Tween 20 ile siispanse edildi ve 1, 5, 10
mg/kg dozlarda cilt alti yolla enjekte edildi.

Diklofenak sodyum (Deva Holding ilag Grubu, Tirkiye) steril apirojen
serum fizyolojik ile dilue edilip 3 mg/kg dozda cilt alti yolla enjekte edildi.
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2.7. TNF-a Olgimii

Hafif eter anestezisi uygulanan si¢anlardan intrakardiyak ponksiyonia
alinan kan érnekleri élglim igin kullanildi. Ornekler bir saat siireyle 4°C'de
bekletildikten sonra santriflij (5 dakika, 10000 rpm) edildi ve serumiar ayrilip
6lclim zamanina kadar —70°C'de bekletildi. TNF-a kantitasyonu “enzyme-
linked immunosorbent assay” (ELISA) yéntemi ile yapildi. Sigan icin spesifik
ELISA kiti (Biosource, ABD) satin alma yoluyla temin edildi. Testin
hassasiyeti 4 pg/ml'dir.

2.8. Tromboksan (TX) B, Olgtimii

Hafif eter anestezisi uygulanan siganlardan intrakardiyak ponksiyonia
alinan kan érnekleri 6lgtim igin kullaniidi. Ornekler bir saat sireyle 37°C de
bekletildikten sonra santriflij (5 dakika, 10000 rpm) edildi ve serumlar ayrilip
6lcim zamanina kadar —70°C de bekletildi. TXB; kantitasyonu “enzyme
immun assay” (EIA) yéntemi ile ticari kiti (Cayman Chem., ABD) kullanilarak
yapildi. Testin 6lciim alt sinirt 13 pg/mi'dir.

2.9. Deney Protokolii

Deneyler sabah saat 09:00'da baglatiidi. Vicut sicakliklan stabil bir
seyre ulastiktan sonra LPS velveya ila¢ enjeksiyonlan yapildi. Tim
enjeksiyonlar 11:00-13:00 saatleri arasinda tamamlandi. Enjeksiyonlari
takiben vicut sicakligi 24 saat sireyle, 5 dakikalik araliklaria kaydedildi.
Kayitlanin 10 saatlik bélumleri istatistiksel analiz igin kullanildi. Kontrol
deneylerinde steril apirojen serum fizyolojik veya Tween 20 (%0,025
konsantrasyonda) enjekte edildi. Tum deneyler, sicakligi 24-26°C’de
(sicanlar icin subtermonétral ¢evre sicakligr) tutulan bir laboratuvarda
gerceklestirildi.

Acik alan aktivitesi 6lciimi igin polietilen kafeslerde §'li gruplar halinde
tutulan opere edilmemis si¢anlar kullaniidi. E. coli O111:B4 LPS'si enjekte
edilen siganlarda, hipotermi ve ates yanitlarinin baslangic dénemlerinde
aktivite kayltlarl yapildi. Kontrol hayvanlari icin bu kayitlar enjeksiyondan 80
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veya 240 dakika sonra yapildi. Ac¢tk alan aktivitesi 6 dakika slre ile kayit
edildi.

Farmakolojik ajanlarin termoregilatuvar yanitlara etkilerinin incelendigi
deney grubunda ilaglar LPS ile eszamanli olarak enjekte edildi ve vicut
sicakligi degisiklikleri 10 saat boyunca kaydedildi. Yalniz, DFU'nun 10 mg/kg
dozunun ge¢ dénemde enjeksiyonunun etkilerini incelemek amaciyla yapilan
deneylerde ilag, LPS enjeksiyonundan 2 veya 4,5 saat sonra enjekte edildi.

TNF-a 6lcimi icin LPS ile olugsan hipotermi ve ates yanitlarinin
baglangic zamaninda kan d&rnekleri alindi. Hipotermi gdézlenmeyen
sicanlardan da (kontrol veya ilag uygulanan gruplar) enjeksiyondan 80 dakika
sonra 6érnekler alind..

TXBz 6lcimi icin kan &rnekleri ilag enjeksiyonundan 80 dakika sonra
alind.

Deney protokolli, Ankara Universitesi Tip Fakultesi Lokal Etik Komitesi

tarafindan onaylanmustir.

2.10. Istatistiksel Analiz

Bazal viicut sicakhdi enjeksiyondan 20, 40 ve 60 dakika énce alinan 3
degerin ortalamasi olarak hesaplandi. Her 20 dakikada bir kaydedilen viicut
sicakligi degerleri, bazal sicaklik degerlerinden ¢ikarildi ve anlik degisim (AT)
olarak ifade edildi. Bulgular, her bir grubun ortalamasi + ortalamanin standart
hatasi olarak ifade edildi. Vicut sicakiigi egrilerini olusturan ortalama
degerlerin ¢oklu karsilagtirmalan tek yénli varyans analizi (tek yonli
ANOVA) kullanilarak yapildi. Takiben Newman-Keuls post hoc testi
kullanilarak anlamli noktalar belirlendi.

Acik alan aktivitesi parametreleri her bir grup icin ortalamaxortalamanin
standart hatasi olarak ifade edildi. Kontrol ve hipotermi, kontrol ve ates
gruplarinin kargilagtirmalar varyans analizi (F testi ile) ve takiben Student's ¢
test ile yapildi.

Serum sitokin degerlerinin miktar ve sayi olarak kargilastiriimasi
nonparametrik olarak dasundldit ve Mann-Whitney U ve Fisher-Pitman
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randomizasyon testleri kullanildi. Coklu karsilastirmalar icin o degeri
Bonferroni prosediirii uygulanarak diizeltildi.

Her bir test igin istatistiksel anlamliik sinin %95 olarak kabul edildi
(p<0,05).
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3. SONUGLAR

3.1. E. coli 055:B5 ve E. coli O111: B4 Serotipi LPS'lerin Viicut
Sicakligina Etkisi

Steril apirojen serum fizyolojik enjekte edildikten sonraki 600 dakika
icinde olugan viicut sicakligi dedgisiklikleri kontrol olarak alindi. Kontrol
sicanlarinin  bazal ~vicut sicakhi§l 37,79+0,14°C olarak d&lgtlda.
Enjeksiyondan sonra vicut sicakliinda 360 dakika boyunca belirgin bir
degisiklik olmadi. Daha sonra, sirkadiyen ritme bagh olarak viicut sicakhgi
artmaya basglad! (AT: 0,69+0,09°C, 480. dakikada).

3.1.1. E.coli 055:B5 LPS: LPS 50 pg/kg dozda ates yanitina neden
oldu (bazal viicut sicakhgi: 37,38+0,24°C). Vicut sicaklidi, enjeksiyondan 80
dakika sonra azalma egilimi géstermesine ragmen (AT: -0,48+0,26°C, 100.
dakikada) kontrole gére bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildi (3.
sekil). Viucut sicakhgi LPS enjeksiyonundan 140 dakika sonra artmaya
basladi, pik degerine (AT: 1,61£0,14°C) 220 dakikada ulasti. Enjeksiyondan
460 dakika sonra bazal degerlere déndd.

3.1.2. E. coli O111:B4 LPS: LPS 50 ug/kg dozda verildiginde (bazal
viicut sicakhgr: 37,23+0,19°C), dual termoregilatuvar yanita neden oldu (3.
sekil). Vlicut sicakhidi enjeksiyondan 80 dakika sonra azalmaya bagladi ve bu
azalma pik degerine (AT: -0,9410,18°C) 20 dakika iginde ulasti, yanit 40
dakika strdd. Vicut sicakligi enjeksiyondan 200 dakika sonra artmaya
bagladi ve ateg pik degerine (AT: 1,33+£0,22°C) 160 dakika sonra ulagti.
Enjeksiyondan 460 dakika sonra vilcut sicakiiyl bazal degerlere geri déndu.
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E. coli LPS 50 ug/kg ip
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3. sekil: E. coli 055:B5 ve O111:B4 serotiplerinden elde edilen LPS'lerin 50 pg/kg dozda
intraperitoneal yolla enjeksiyonundan sonra olusan viicut sicakiigi degisiklikleri. Tum
enjeksiyonlar “0” aninda yapiimigtir. Her bir nokta ortalama + ortalamanin standart hatasi
olarak verilmigtir. X ekseninin hemen tzerindeki yatay ¢izgi karanlik periyodu belirtmektedir.
E. coli O111:B4 LPS'si ile olugan yanitin ilk 120 dakikasinda n:21, 140-260 dakikalar
arasinda n:14'tdr.

* : p<0,05 (kontrol grubu ile karsilastiridiginda)

§: p<0,05 (E. coli 0111:B4 LPS'si ile karsilastinidiginda)

Her bir egrideki farkl olan noktalar su sembollerle ifade edilmigtir:

(——) E. coli 0111:B4 LPS

(==-=) E. coli 055:B5 LPS

3.2. E. coli 0O111:B4 LPS'si ile Olugan Dual Termoregiilatuvar
Yanitin Karakterizasyonu

3.2.1. Acik alan aktivitesi: E. coli O111:B4 LPS'si ile olusan hipotermi
(80. dakika) ve ates (240. dakika) yanitlarinin baglangic dénemlerinde
6lctlen actk alan aktivitesi parametrelerinde kontrol dederlerine gére anlamii

bir fark olmadigi gézlendi (4. sekil).
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ambulatuar stereotipik hareketsiz

katedilen mesafe hareketlilik hareketlilik

4. sekil: E. coli O111:B4 LPS'si ile olugan hipotermi ve ates yanitlarinin baslangig
déneminde 6lgillen agik alan aktivitesi degisiklikleri. Sonuclar, ortalama + ortalamanin
standart hatasi olarak veriimigtir. Olgiim siiresi 6 dakikadir.

3.2.2. TNF-a diizeyleri: E. coli O111:B4 LPS'si ile olusan hipotermik
yanitin baslangic déneminde serum TNF-a dizeyinde anlamli bir artis
oldugu gdézlendi. TNF-o. 13 kontrol 6rnedinin yainizca 1'inde &lgtlebilir
dizeydeydi (8 pg/mi) (9. tablo-A). Fakat LPS ile olusan hipotermik yanitin
baglangic déneminde alinan 16 érnegin 15'inde TNF-a 6lciiebildi (dagilim
araligr: 1347-4174 pg/ml, medyan: 3113 pg/ml) ve kontrole gére anlamli
olarak yiksekti (9. tablo-B). Ates yanitinin baslangic déneminde ise serum
TNF-a dlzeylerinde herhangi bir artis saptanmadi (9. tablo-C). Séyle ki
alinan 7 érnekten yalniz 2'sinde TNF-a 6lcllebildi (40 ve 54 pg/ml), diger 5
drnekte TNF-a dlcllebilir dizeyin altindaydi.

3.3. E. coli 0O111:B4 LPS’si ile Olusan Dual Termoregiilatuvar Yanit
Uzerine Siklooksijenaz Enzim inhibitérlerinin Etkileri:

3.3.1. Valeril salisilat: Siklooksijenaz-1 enziminin selektif inhibitori
olan valeril salisilatin 20, 40 ve 80 mg/kg dozlari ile hipotermik yanit
tamamen inhibe oldu (5. sekil). Valeril salisilat 20 ve 40 mg/kg dozlarda ates
yanitinin daha erken baslamasina ve daha uzun siirmesine neden oldu.

Fakat bu dozlarda olugan atesin blyuklugine etki etmedi. Valeril salisilatin
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dozu 80 mg/kg'a ¢ikarildiginda ise, atesin tek basina LPS ile olusan yanita

tamamen benzer bir sekilde olusmasina neden oldu.

E. coli O111:B4 LPS + Valeril Salisilat

20 1@ LIPS, M8 s
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5. sekil: E. coli O111:B4 LPS'si enjeksiyonu ile olusan hipotermi ve ates yanitlan tGzerine 20,
40 ve 80 mg/kg doziarda uygulanan valeril salisilatin (VS) etkiteri. Tum enjeksiyonlar “0”
aninda yapiimistir. Sonuglar, ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir. X
ekseninin hemen (zerinde gorilen vyatay ¢izgi karanlik periyodu belitmektedir. LPS
grubunun deney saytiari ile ilgili detay 3. seklin alt yazisinda belirtildigi gibidir.

*: p<0.05 (kontroi grubu ile kargilastirildiginda).

Her bir edri icin anlamli olan noktalar asagdidaki sembollerle ifade edilmigtir.

(—) LPS

(o ) LPS + valeril salisilat (20 mg/kg)

(—-) LPS + valeril salisilat (40 mg/kg)

(—--9 LPS + valeril salisilat (80 mg/kg)

3.3.2. SC-58236: Siklooksijenaz-2 selektif bir inhibitér olan SC-58236
10 ve 20 mg/kg dozlarda cilt alti yolla enjekte edildiginde hipoterminin daha
kisa strdigl gozlendi (6. sekil). Fakat maksimum hipotermik yanit degismedi
(sirastyla AT: -0,57£0,21°C ve AT: -0,51£0,18°C). En yiksek dozda ise (40
mg/kg) hipotermik yanitin tamamen inhibe oldugu géziendi. Kullanilan tim
dozlarda SC-58236, atesin ge¢ ddnemini tamamen inhibe etti (340.
dakikadan basglayarak gézlem siresi sonuna kadar). Buna karsilik, 20 ve 40
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mg/kg dozlarda pirojenik yanitin erken baglamasina neden oldu (sirasi ile 60
ve 20 dakika erken).

E. coli O111:B4 LPS + SC-58236

2-0 - . LPS’ n:g -----------------------

1.5 4 ——LPS+SC 20 mg/kg, n:8
—o—LPS+SC 40 mg/kg, n:7
—a— kontrol, n:13
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6. sekil: E. coli O111:B4 LPS'si enjeksiyonu ile olugan hipotermi ve ates yanitlar Gizerine,
10, 20 ve 40 mg/kg dozlarda uygulanan SC-58236'nin etkileri. Tiim enjeksiyoniar “0” aninda
yapilmigtir. Sonuglar, ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak verilmigtir. X ekseninin
hemen Uzerinde gdrilen yatay ¢izgi karanlik periyodu belirtmektedir. LPS grubunun deney
sayilari ile ilgili detay 3. seklin alt yazisinda belirtildigi gibidir.

*: p<0.05 (kontrol grubu ile kargilastiridiginda).

Her bir egri icin anlamii olan noktalar agagidaki sembollerle ifade edilmistir.

(—) LPS

(#w) LPS + SC-58236 (10 mg/kg)

(=—- ) LPS + SC-58236 (20 mg/kg)

(—--) LPS + SC-58236 (40 mg/kg)

3.3.3 Valeril Salisilat ve SC-58236 kombinasyonu: LPS ile esg
zamanl olarak valeril salisilat 40 mg/kg, SC-58236 10 mg/kg dozda cilt alt
yolla uygulandi. Bu durumda hipotermik yanit tamamen inhibe oldu (7. sekil).

Ates yanitinin daha erken bagladidi ancak geg¢ fazinin tamamen inhibe

oldugu gérulda.
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E. coli 0111:B4 LPS + Valeril Salisilat + SC58236
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7. sekil: E. coli 0111:B4 LPS'si enjeksiyonu ile olugan hipotermi ve ates yanitlarn {izerine,
valeril salisilat (40 mg/kg) ve SC-58236 (10 mg/kg) kombinasyonunun etkileri. Tum
enjeksiyonlar “0” aninda yapimistir. Sonuglar, ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak
verilmistir. X ekseninin hemen Uzerinde gérllen yatay cizgi karanlik periyedu belirtmektedir.
LPS grubunun deney sayilar ile ilgili detay 3. seklin alt yazisinda belirtildigi gibidir.

* 1 p<0.05 (kontrol grubu ile karsilastinildiginda).

Her bir egri igin anlamii olan noktalar agagidaki sembollerie ifade edilmigtir.

(—) LPS

(=) LPS + valeril salisilat + SC-58236

3.3.4. DFU: Siklooksijenaz-2 enziminin selektif inhibitéri olan DFU, LPS
ile es zamanh olarak 1 mg/kg dozda uygulandiginda hipotermi ve ates
yanitinda herhangi bir degigiklik olusturmadi§i géziendi. Doz 5 ve 10 mg/kg'a
cikariidiginda ise hipotermik yanitin tamamen inhibe oldugu, fakat ates
yanitinin daha erken baslayip, daha uzun sirdiigi gézlendi (8. sekil).
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E. coli O111:B4 LPS + DFU
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8. sekil: E. coli O111:B4 LPS'si enjeksiyonu ile olusan hipotermi ve ates yanitlan Uzerine, 1,
5 ve 10 mg/kg doziarda uygulanan DFU’nun etkileri. Tum enjeksiyonlar “0” aninda
yapilmigtir. Sonuglar, ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir. X ekseninin
hemen Uzerinde gérilen yatay cizgi karanlik periyodu belirtmektedir. LPS grubunun deney
sayilari ile ilgili detay 3. seklin alt yazisinda belirtildigi gibidir.

* : p<0.05 (kontrol grubu ile karsilagtiridiginda).

Her bir egri icin anlamli olan noktalar asagidaki sembollerle ifade edilmistir.

(—) LPS

(e ) LPS + DFU (1 mg/kg)

(.-) LPS + DFU (5 mg/kg)

&---) LPS + DFU (10 mg/kg)

DFU 10 mg/kg dozda, LPS enjeksiyonundan 2 saat sonra enjekte
edildiginde atesin biraz daha erken baglamasina neden oldu. Ancak atesin
ge¢ donemini kismen inhibe etti. DFU, LPS'den 4,5 saat sonra enjekte
edildifinde ates yaniti Uzerine herhangi bir degisiklik olugturmadi (9. sekil).



40

E. coli O111:B4 LPS + DFU

201 g 1PS, n:9 e
—=— LPS+DFU 10 mg/kg 2. saat n:7

1.5 +——LPS+DFU 10 mg/kg 4.5. saat n:5
—&— kontrol, n:13
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9. sekil: E. coli O111:B4 LPS’si enjeksiyonu ile olugan hipotermi ve ates yanitlan {izerine,
LPS enjeksiyonundan 2 ve 4,5 saat sonra 10 mg/kg dozda uygulanan DFU’nun etkileri. LPS
enjeksiyonu “0” aninda yapilmigtir. Sonuglar, ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak
verilmigtir. X ekseninin hemen (zerinde gérilen yatay cizgi karanlik periyodu belirtmektedir.
LPS grubunun deney sayilari ile ilgili detay 3. seklin alt yazisinda belirtildigi gibidir.
*: p<0.05 (kontrol grubu ile kargilastirilidiginda).

: DFU enjeksiyon zamanlarini belirtir.
Her bir egri i¢in anlamli olan noktalar agagidaki sembollerle ifade edilmigtir.
(—) LPS
(=) LPS + DFU 2. saatte,
(—--) LPS + DFU 4,5. saatte.

3.3.5. Diklofenak: Siklooksijenaz enziminin nonselektif inhibitérii olan
diklofenak 3 mg/kg dozda LPS ile egzamanl olarak cilt alti yolla verildiginde
hipotermik yanitin daha ge¢ baglamasina neden oldu (10. sekil). Fakat ilacin
hipotermik yanitin baytkligine bir etkisi olmadi. Diklofenak uygulamasi ile
ates yanitinin tamamen inhibe oldugu gézlendi.
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E. coli 0111:B4 LPS + Diklofenak
207 _aLPS, n:9
—5— LPS+diklofenak, n:7
—a— kontrol, n:13
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10. sekil: E. coli 0111:B4 LPS’si enjeksiyonu ile olugan hipotermi ve ates yanitlar izerine, 3
mg/kg dozda diklofenagdin etkisi. TUm enjeksiyonlar “0” aninda yapimistir. Sonuglar,
ortalama * ortalamanin standart hatasi olarak verilmigtir. X ekseninin hemen {zerinde
gérillen yatay ¢izgi karanlik periyodu belirtmektedir. LPS grubunun deney sayilan ile ilgili
detay 3. seklin alt yazisinda belirtildigi gibidir.

*: p<0.05 (kontrol grubu ile kargilastinidiinda).

Her bir egri icin anlamii olan noktalar agagidaki sembollerie ifade edilmigtir.

(—) LPS

e ) LPS + diklofenak

Kullanilan ilaglarin en yiksek dozlari tek basina enjekte edildiginde
vicut sicakligi {izerine etkisiz oldugu gézlendi. Ayrica suspanse edici ajan
olarak kullanilan Tween 20 (%0,025) tek basgina uygulandidinda vicut
sicakligini ya da LPS ile olugan dual termoregllatuvar yanitlari degistirmedi

(veriler gekil olarak gésterilmemigtir).
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3.4. E. coli 0111:B4 LPS’si ile Olugan Hipotermik Yanita Eslik Eden

Serum TNF-q Artisina Siklooksijenaz Enzim inhibitérierinin Etkileri:

3.4.1. Valeril Salisilat: Valeril salisilat 20 mg/kg ve 40 mg/kg dozlarda
cilt alti yolla uygulandidinda, LPS ile olugsan hipotermik yanitin baslangi¢
déneminde gdrilen serum TNF-a dlizeyindeki artisi etkilemedigi gézlendi (20
mg/kg. icin dagilim araligi 1283-4393 pg/ml, medyan: 2048 pg/ml; 40 mg/kg
igin dagilim arahgi: 579-3038 pg/ml, medyan: 1572 pg/ml) (9. tablo-D ve E).

3.4.2. SC-58236: SC-58236 da 10 mg/kg ve 40 mg/kg dozlarda cilt alti
yolla enjekte edildiginde serum TNF-a dizeyindeki artisi degistirmedi (10
mg/kg igin dagthm araligi: 558-3339 pg/ml, medyan: 2193 pg/ml; 40 mg/kg
igin dagihm araligi: 663-3659 pg/ml, medyan: 1790 pg/ml) (9. tablo- F ve G).
9. tablo: E. coli O111:B4 LPS’si ile olugan hipotermi ve ates yanitlarinin baglangig
dbnemlerindeki serum TNF-a degisiklikleri ve hipotermik yanitin baslangic déneminde

gériilen serum TNF-o artigina siklooksijenaz enzim inhibitért ilaglarnin etkileri. TNF-a
lctlebilen serum &rnegdi sayis parantez iginde belirtilmigtir.

UYGULAMA n TNF-a degerleri (medyan, pg/ml)

A | Kontrol 13 8(1)

B | LPS (hipotermi) 16 3113 (15) *

C | LPS (ates) 7 47 (2)

D | LPS + valeril salisilat (20 mg/kg) 8 2048 (8) *

E | LPS + valeril salisilat (40 mg/kg) 7 1572 (5) *

F | LPS + SC 58236 (10 mg/kg) 7 2193 (6) *

G | LPS + SC 58236 (40 mg/kg) 8 1790 (7) *

H | LPS + DFU (10 mg/kg) 6 1279 (6) * #

I | LPS + diklofenak (3 mg/kg) 9 1069 (7) * #

A grubunda 5, B grubunda 12 siganda "sham operasyon" uygulanmaksizin kan drnekleri
alindi. Ayrica C, E, F, | gruplaninda sham operasyon yapiimamig sigcanlar kullanildi.

*: p< 0,05 (kontrolle kargilastinidiginda)

#: p< 0,05 (LPS ile kargilagtirildiginda)

3.4.3. DFU: DFU 10 mg/kg dozda uygulandiginda hipotermik yanitin
baglangi¢ déneminde gé6zlenen serum TNF-a artisinin inhibe oldugu
saptandi (dagihm arahgi: 752-2004 pg/ml, medyan: 1279 pg/mi) (9. tablo-H).
Fakat bu inhibisyon kismi bir inhibisyondu; ¢lnki, serum TNF-o degerleri

kontrol degerlerinden anlamii olarak hala ylksekti.
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3.4.4. Diklofenak: Diklofenak 3 mg/kg dozda verildiginde artan serum
TNF-a dizeylerini kismen inhibe ettigi gézlendi (dagihm araligi: 626-3354
pg/ml, medyan: 1069 pg/ml) (9. tablo-I).

Kullanilan ilaglarin tek baglarina serum TNF-o dizeylerine bir etkisi
olmadigi gézlendi (bulgular tabloda gésteriimemigtir).

3.5. Selektif Siklooksijenaz Enzim inhibitérierinin Serum TXB,
Diizeylerine Etkisi

Valeril salisilat (20 mg/kg) ve DFU (10 mg/kg) uyguiandiginda serum
TXB, dizeylerini kontrole gére anlaml olarak inhibe oldugu géziendi (10.
tablo-B ve D). SC-58236 ise 10 mg/kg dozda uygulandijinda serum TXB;
diizeylerini etkilemedi (10. tablo-C).

10. tablo: llag enjeksiyonlarindan 80 dakika sonra alinan kan 6rneklerinden dlgiilen serum
TXB; de§erleri. Sonuglar, ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir.

UYGULAMA n TXB; (ng/ml)
A | Kontrol 9 78+0,8
B | Valeril salisilat (20 mg/kg) 7 73+£0,3*
C | SC58236 (10 mg/kg) 7 76+1,2
D | DFU (10 mg/kg) 7 74+02*

*: p< 0,05 (kontrolle karsilastiriidiginda)



4. TARTISMA

4.1. LPS ile Olugan Termoregiilatuvar Yanitlarin Heterojenitesi

Bu caligsmada elde edilen 8nemli bulgulardan ilki, LPS'nin sicanlarda
olusturdudu heterojen termoregilatuvar yanitlardan, viicut sicakliginin élgtim
metodundan kaynaklanabilecek olas bir stres yanitinin sorumlu olmadiginin
gbsterilmig olmasidir. Viicut sicakhg! telemetrik olarak kaydedildiginde de
ayni dozlarda verilen LPS'lerden biri ile sadece ates, digeri ile dual yanit
(yani énce hipotermi, ardindan ates) gézienmektedir. Bu bulgular, daha énce
vicut sicakhgini rektal yolla d&lgerek LPS’lerin etkilerini inceledigimiz
caligmalarin sonuglart ile uyumludur (33). Olasi bir stres yanitinin
eliminasyonundan sonra da LPS'lerin vicut sicakligt {izerinde heterojen
nitelikte  degisiklikler olusturmasi, LPS’lerin siganlarda olugturdugu
termoregulatuvar yanitlarin serotip spesifitesi gosterdigini dustindtirmektedir.

Farkli E.coli serotipi LPS'leri ile olusan heterojen termoregiilatuvar
yanitlarin olasi nedenleri arasinda, LPS'lerin kimyasal yap: farkhliklarinin
6nemli olabilecegi &ne surilebilir. LPS'erde yapi degisikligine neden
olabilecek faktdrlerden biri izolasyon teknigidir. LPS, gram negatif bakteriden
trikioroasetikasit veya fenol ekstraksiyon yontemleri ile izole edilmektedir.
Fenol ekstraksiyon yéntemi ile izole edilen LPS'nin, trikloroasetikasit yéntemi
ile elde edilen LPS'den daha potent pirojenik aktiviteye sahip oldugu
gosterilmistir (50). Bizim calismamizda kullanilan her iki LPS de fenol
ekstraksiyon ydntemi ile izole edildiginden, gérdagimiiz heterojeniteden
ekstraksiyon yénteminin sorumiu oldugunu disinmiyoruz.

LPS'nin izole edildi§i gram negatif bakterinin serotipine gére de
LPS'lerin yapisinda farkhliklar olabilir. LPS, gram negatif bakterilerin hiicre
duvarinda bulunan ve kimyasal olarak lipit ve polisakkaritlerden olusan
kompleks bir yapidir. LPS'nin polisakkarit bélgesi serolojik spesifite agisindan
6nemiidir ve yapisi tirler ve alt tirler arasinda farklliklar gésterir. Lipit A'nin
ise genel yapisinin gram negatif bakterilerde farklilik géstermedigi distnulur.
Klasik olarak LPS'nin patofizyolojik etkilerinden lipit A kismi sorumlu
tutulmaktadir (113, 25, 86). izole lipit A fraksiyonunun enjeksiyonunun deney
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hayvanlarinda pirojenik yanit olusturdugu bildirilmigtir. Ancak lipit A
enjeksiyonunun kemirgenlerde hipotermiye neden oldugu da bilinmektedir
(37). Bu durumda digik dozda dahi hipotermi olusturan bazi LPS’lerde
(E.coli O111:B4 gibi) rélatif olarak lipit A iceriginin daha fazla olabilecegdi 6ne
surilebilir. S. cholera suiss LPS’sinin siganlarda dual yanita neden olurken,
lipit A kisminin uzaklagtirilmasi ve sadece polisakkarit b6limiin enjeksiyonu
ile yanitin sadece ates olarak gézlendigi bildirilmistir (34). Bu bulgu LPS
yapisinda bulunan lipit A béliminin siganlarda olusan dual yanitin
hipotermik béliminden sorumlu olabilecegini dustndiirmektedir. Ote yandan
LPS’lerin olusturdugu heterojen termoregilatuvar yanitlardan polisakkarit
bélimin sorumiu olabilecedi de 6ne siirllebilir. Her ne kadar polisakkarit
bélimin endotoksik aktivitesi olmadigi éne sliriimis olsa da, lipit A’'nin tam
bir endotoksik aktivite gdsterebilmesi icin polisakkarit bélimle kimyasal
olarak butinliginin korunmasi gerektigi belirtiimistir (26). Bunun yan! sira
eksojen pirojenlerin polisakkarit kisimlarinin da antijenite haricinde cesitli
etkileri olabilecegi, 6rnedin sicanlarda ates ve sitokin artisina neden
olabilecegi gosterilmistir (4, 35). LPS’nin polisakkarit bélumi de pirojenik
etkinliktedir‘(34). E. coli O111:B4 LPS'sinin polisakkarit bélimunin, 50 pg/kg
dozdaki LPS’nin icerdigi polisakkarite egsdeder miktarda intraperitoneal yolia
enjeksiyonu ile hipotermik yanitin ortadan kalktigi, kiiclk ve kisa streli bir
pirojenik yanitin olduju goésterilmigtir (yaymnlanmamis bulgu). LPS'ler
arasindaki temel kimyasal farkliiklarin, polisakkarit bélimden kaynaklandigi
gercedi gbz o©nine alinirsa, heterojen termoregilatuvar yanitlardan bu
bélimin sorumlu olabilecegdi dne sirtlebilir. E. coli 055:B5 LPS'si ile sadece
pirojenik yanit olugsmasinin nedeni, polisakkarit b&limin bu LPS’de lipit A'ya
gore daha fazla olusu ile agikianabilir. Kullandigimiz LPS’lerin kimyasal
yapllarinin ve bu yapilarin rélatif oranlarinin tam olarak bilinmemesi
nedeniyle bu hipotezlerimiz simdilik test edilebilir durumda degildir.
Sigcanlarda LPS enjeksiyonu ile termoregtlatuvar anlamda hipotermi ya
da ates gorilebilir. Bazi durumlarda ise hipotermi ve ates birlikte dual bir
yanit kalibi icinde gézlenmektedir. [ki farkih LPS'nin ayni doz araligi ve ayni
deneysel kosullarda olusturdugu farkl nitelikteki termoregilatuvar yanitlarin
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incelenmesi, organizmanin akut faz stratejilerini anlamamiza ve bu stratejiler
tizerine etkili olabilecek ilaglarin etki mekanizmalarinin  ortaya

konulabilmesine katkida bulunabilir.

4.2. E. coli 0111:B4 LPS’si ile Olugan Dual Termoregiilatuvar

Yanitin Ozellikleri

Aslinda literatirde LPS ile kemirgenlerde hipotermi olustugu
bildirilmigtir. Fakat bu hipoterminin LPS'nin endotoksik etkilerine sekonder bir
yanit olabilecegdi digtincesi ile bu yanitin biyolojik anlami géz ardi edilmistir.
Hipoterminin bu sekilde disinilmesinde en buyuk faktér, LPS ile olugan
hipotermik yanitin yiksek doz LPS ile (500 ug/kg, intraperitoneal yolla)
olustugunun goézlenmesidir (37). Ancak son vyapillan c¢alismalarda
hipoterminin TNF-a, arjinin vazopressin aracilig ile baslatilan, prostaglandin
bagimli (olasilikla PGD3), metabolik isi Uretiminin azaltiimasi ile gergeklesen
bir yanit oldugunun gésteriimesi, yiksek doz LPS'ye baglh olarak olusan
hipoterminin de spesifik bir termoregilatuvar yanit olma olasiligini
diusiundirmistir. Bu bulgular kemirgenlerde, LPS uyarisina bagh olarak
viicut sicakhginin yikselmesi yerine disirllmesinin zaman zaman tercih
edildigini géstermektedir (106, 28, 88, 59, 8).

Biz caligmalarimizda, toksik sok olusturmayacak kadar dustk bir LPS
dozu ile (50 ug/kg, intraperitoneal yolla) dual bir yanit paterni izledik. Bu yanit
paterninde erken dénemde hipotermi, bunu takiben ates olugmaktayd: (33).
Bu yanit kalibinin sicanlarda LPS ile olusan akut faz yanitinin
termoregllatuvar stratejilerinin her ikisinin de ayni anda anlagilabilmesinde
onemli olabilecegini diislinerek bir model olarak kullanmaya karar verdik. Bu
nedenle E. coli O111:B4 serotipi LPS'sini kullanarak ¢ahsmalarimizi
sUrdirdik. Once dual termoregilatuvar yanit sirasinda olusan davranissal
degisiklikleri acgik alan . aktivitesi Uzerinden degerlendirdik. Bdyilelikle bu
yanitlar sirasinda santral sinir sisteminin aktivite durumunu ¢ok genel olarak
anlamayt amagladik. LPS ile olugsan akut faz yaniti sirasinda cesitli
davranigsal degisiklikler oldugu gbézlenmis ve bu degisikliklerin genelde
depresyon yoninde oldugu bildiriimistir (61). Fakat bu calismada ne
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hipotermik yanitin baslangi¢ déneminde ne de ates yaniti sirasinda dlgiilen
agik alan aktivitesi parametrelerinde anlaml bir degisiklik olmadidi izlendi.

Bu durum, izledigimiz, termoregiliatuvar vyanitlara, santrai bir
depresyonun eslik etmedigini géstermektedir. Farelerde yapilan bir galisma
LPS ile olugsan I6komotor aktivite depresyonunun, fareler kendi
kafeslerindeyken daha belirgin oldugunu géstermistir. Fareler yeni bir ortama
transfer edildiklerinde, inhibisyonun siddeti azalmaktadir (62). Bu bulgu bizim
sonuglarimizla paraleldir. Akut faz yanit! sirasinda gériilen I6komotor aktivite
inhibisyonu muhtemelen eneriji tasarrufuna yénelik bir stratejidir. Ancak, bazal
kosullarda adaptif olabilecek bu yanit, yeni bir ortama adaptasyon sirasinda
maladaptif olabilir. Clnkll kemirgenlerde yeni bir ortama adaptasyon, temel
olarak l6komotor aktivitenin artisi ve ortamin bu yolla taninmasi ile
gerceklesir. Loékomotor aktivitenin bdyle bir durumda depresyonu, yeni
ortamdaki olasi bir tehdidin fark ediimemesine neden olabilir. Bu durumda
LPS'nin santral depresan etkisinin yeni olan ortamlarda belirgin olmamasi
adaptif bir strateji olarak yorumlianabilir. Agik alan aktivitesinde inhibisyon
goértlmemesinin bir bagka nedeni kullanilan LPS dozu ile iligkili olabilir.
Siganlarda ve farelerde yapilan calismalarda LPS’nin dozu arttikga agik alan
aktivitesindeki depresyonun daha belirgin oldugu belirtiimigtir (62, 116). Bizim
kullandigimiz LPS dozu acik alan aktivitesinde belirgin degisiklikier
olusturmak icin distuk kalmig olabilir. Son olarak, acik alan aktivitesinin
izlendigi dénemlerde bir inhibisyon gérmiyor olmamiz, hipotermi ve ates
yanitlarinin diger dénemlerinde de agik alan aktivitesinde bir inhibisyon
olmayacagi anlamina gelmez.

LPS ile olusan termoregllatuvar yanitlar sirasinda serumda
proinflamatuvar sitokin diizeylerinin arttigi ve olusan degisikliklerden bu
endojen proinflamatuvar sitokinlerin sorumiu olabilecegi bilinmektedir. Ates
sirasinda IL-1B, IL-6, IFN-y ve TNF-oa'nin arttigi gdsterilmigtir (56). Vicut
sicakliginda spesifik ve reglile bir azalma oldugu dustniilen hipoterminin de,
ates gibi, endojen mediyatérler araciligl ile olduju &ne surlimistlr ve

hipotermi sirasinda spesifik olarak TNF-a'nin arttidi bildirilmistir (29, 64).
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LPS ile olusturdugumuz dual yanit modelinin ateg bélumiinin baslangi¢
déneminde belirgin bir proinflamatuvar sitokin artisi belirleyemedik. Bu bulgu
énceki galigmalarimizin sonuglari ile uyumiudur (31). Hipotermik yanit bioke
edildiginde atesin daha erken bagliyor olmasi bulgusuna dayanarak, bizim
serum Orneklerini daha ge¢ bir ddnemde almis oldugumuz anlasiimaktadir.
Bu durumda &rneklerimiz atesin gergek baslangic dénemine rastlamamis
olabilir. Ote yandan, hipotermik yanitin baglangic déneminde belirgin bir
TNF-a artigi tespit edildi. Ayni dénemde IL-1B ve IFN-y dizeylerinde bir
degisiklik saptayamadik (31). Hipotermik yanita selektif bir TNF-a artisinin
eslik ediyor olmasi literatlr bulgulari ile uyumiudur ve LPS ile olusan
hipotermik yanitin  TNF-a bagimli  bir yanit olabilecedi hipotezini
desteklemektedir (29). Bu hipotezi destekleyen diger bulgular, LPS.
hipotermisinin TNF-a. antikoru ve TNF-a baglayici protein ile bloke edilmesi
ve TNF-a uygulamasinin hipotermik yanit olusturmasidir (104).

Sonugta, LPS ile termoregilatuvar anlamda aymi anda hipotermi ve
ateg olugsmakta, olugan hipotermiye sitokin artigi eslik etmektedir. Bu
hipotermi blyik olasilikla LPS'nin diger etkilerine sekonder bir yanit degildir.
Gunki her seyden 6nce hipotermik yanit serotip spesifitesi gostermekte ve
olugan hipotermi sirasinda LPS’nin diger etkilerine bagh degisiklikler
olusmamaktadir. Ornegin bu hipotermiye endotoksik sok eslik etmemektedir,
clinkii, davranigsal bir depresyon yoktur ve kuyruk cildi araciligi ile i1s1 kaybi
olmamaktadir (yayinlanmamig bulgu). Ayrica, - hipotermiye endotoksik
bulgularin da eglik ettidi durumda dahi, bu hipoterminin “set point”in daha
dustk bir dedere ayarlanmasi sonucunda gelistigi bildiriimigtir. Ayrica
hipotermi sirasinda organizmada isi Uretiminin azaldi§i da bilinmektedir.
Bunlara dayanarak LPS ile siganlarda olugan hipoterminin termoregtilatuvar
anlamda ates gibi regiile bir yanit oldugu sonucuna vanlabilir. Bu durumda
hipotermi, sicanlarda LPS ile olugan akut faz yanitinin bir komponentidir.

O halde, bizim modelimizde oldugu gibi hipotermi ve atesin ayni anda
olmasinin nedeni nedir?

Hipoterminin TNF-a aracili bir yanit olmasi, bu hipoterminin endojen

kriyojenik bir aktiviteye bagli olabilecegini dislindirmektedir. Clinkli TNF-a
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endojen pirojenik aktivitesinin yani sira, endojen kriyojenik aktiviteye de
sahiptir. Bunu destekleyen bulgular LPS ile olusan hipotermik yanitin TNF-a
ile bloke olmasi, TNF-a resepttrii eksprese edemeyen farelerde LPS’nin
daha biylk bir pirojenik yanit olusturmasidir (64). Bu durumda TNF-o ile
olugan hipotermik yanitin, var olarak atesin blyukluguniu kontrol etmeye
yonelik bir stratejik anlami olmalidir. Ancak bu modelin farmakolojik
karakterizasyonu amaciyla yaptigimiz ¢alismalar her iki yanitin birbirinden
bagimsiz olabilecegini dugindlrmustir. Soyle ki, hipotermik yanitin bloke
edilmesi atesin daha erken baglamasina ve bazen daha biiylk olmasina
neden olmustur. Buna karsilik atesin bloke edilmesi daha uzun sireli bir
hipotermik yanita neden olmaktadir. Yani yanitlardan birinin inhibisyonu
digerinin daha .belirgin olarak izlenmesi ile sonuglanmistir. O halde hipotermi
ve ateg birbirinden bagimsiz olarak gelisebilmekte ve siganlarda Uyarana
bagli olarak bu stratejiler arasinda tercih yapilabilmektedir.

Bu reglile hipoterminin yagamsal énemi olabilir, ¢linkit TNF-a. aracilidi
ile olugan bu hipotermik yanitin nétrofillerin fagositik iglevini artirdiklar
gosterilmigtir. Bu bulgular hipoterminin de ates gibi immun mekanizmalarin
iglevlerini artirici/kolaylastirici  etkisi olabilecegini dustndirmektedir (73).
Ayrica, gesitli caligmalarda LPS enjeksiyonundan sonra hipotermi gérillen
durumlarda, e§er bu hipoterminin olusumu disaridan yapilacak cesitli
midahalelerle engellenirse deney hayvanlarinin hayatta kalma oraninin
azaldigi da bildirilmigtir (59, 88).

4.3. LPS ile Olugan Dual Termoregiilatuvar Yanitta Siklooksijenaz
izoenzimlerinin Rolii

Dual termoregulatuvar yaniti ve bunun-hipotermi komponentine eslik
eden serum TNF-o artigi bulgularini bir parametre olarak ele alip, cesitli
farmakolojik ajanlarin etkilerini inceledigimiz 6n ¢alismalarda, indometazin ve
diklofenak gibi nonselektif siklooksijenaz enzim inhibitérierinin dual yanitin
her iki komponentini de inhibe edebildiklerini gézledik. Hipotermi, atese gére
daha duyarli olarak bu ilaclarla inhibe olabilmekteydi. Bu sonuglar mevcut
literatlir bulgulan ile birlikte degerlendirildiginde dual yanitin her iki
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komponentinin de prostaglandin bagimli birer yanit olabilecedi sonucuna
variidi. Bu deneylerde ayrica indometazin ve diklofenagin serum TNF-o
artigini kismen inhibe edebildigi de gdsterildi (31, 32).

Santral sinir sisteminde prostaglandin sentezinden sorumlu olan
siklooksijenaz-1 ve siklooksijenaz-2 enzimleri yapisal olarak bulunmaktadir
(55, 109). Ayrica siklooksijenaz-2 enzimi LPS gibi ekzojen uyarlara veya
endojen olarak salinan TNF-a. gibi proinflamatuvar sitokinlere bagl olarak
indiklenebilmektedir (83, 71, 18, 19).

Tez calismasinin son bdliminde, prostaglandin bagimh oldugu
disuntlen bu yanitlar Uzerinde bir kez de siklooksijenaz enziminin selektif
inhibitérlerinin etkisini inceleyerek, bu yanitlara her iki izoenzimin olasi
katkilarini ortaya koyabilmeyi amagladik. Ayrica inhibitérlerin serum TNF-a
diizeyini azaltici etkileri olup olmadigini da belirlemeye ¢alistik.

4.3.1. Hipotermiye ve serum TNF-a artigina siklooksijenaz
inhibitorlerinin etkileri: Siklooksijenaz-1 enziminin selektif inhibitérii valeril
salisilatin kullanilan 3 dozda da hipotermik yaniti bloke etti§i géziendi. Bu
inhibisyona serum TNF-a diizeyinde bir azalma eslik etmiyordu. Fakat en
distk dozda serum TXB; dizeyi anlamli olarak disikti. Siklooksijenaz-2
enzim inhibitérleri ise ancak yiksek dozlarinda hipotermik yaniti tam olarak
bloke edebildiler. Bu dozlarda serum TXB; diizeyinin de inhibe oldugu
goézlendi. TXBz'nin inhibe olmadigi dozlarda ise siklooksijenaz-2 inhibitéri,
hipotermik yanitt kismen inhibe edebildi. Ote yandan SC-58236'nin
hipotermiyi inhibe ettigi dozlarda serum TNF-a dizeyini etkilemedigi gérilda.
Ancak diger siklooksijenaz-2 inhibitérii DFU'nun en yiliksek dozunda TNF-a'y
kismen inhibe ettidi bulundu. Nonselektif bir siklooksijenaz inhibitéri olan
diklofenak, hipotermik yaniti ve serum TNF-a artigini parsiyel olarak inhibe
edebildi. Bu inhibisyonun grafik Gzerinde ¢ok belirgin olarak gérilmemesine
ragmen bu durumu, diklofenak ile hipotermiden sonra geligsen ates yanitinin
tima ile bloke edilmesine baglayabiliriz. Sadece ates yanitinin inhibe edildigi
durumda daha uzun bir hipotermik cevap izlenmektedir. Diklofenak bu yanitin
slresini de kisaltmaktadir. Ancak bu durumda da dikiofenagin hipotermi
tizerinde olusturdugu inhibisyon parsiyeldir. Diklofenak, kullaniidigi bu dozda
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daha ziyade selektif siklooksijenaz-2 inhibitérierine benzer bir aktivite
gOstermektedir.

Bu builgulara dayanarak hipotermik yanitta siklooksijenaz-1 izoenziminin
siklooksijenaz-2'ye oranla daha énemli bir rol oynayabilecegini 6ne siirmek
mimkundir. Selektif siklooksijenaz-2 inhibitérleri ile, ancak selektivitelerini
kaybettikleri dozlarda hipoterminin timi ile kaybolmasi bu iddiayi
desteklemektedir. Her ne kadar siklooksijenaz-1 izoenzimi fizyolojik
etkilerden sorumlu olsa da, bazi immin-inflamatuvar durumlarda
etyopatogenez agisindan énemili olabilecegi 6ne surlimustir (112, 96, 27).
Ayrica siklooksijenaz-2 geni silinmis farelerde LPS ile ates yerine hipotermi
oldugu gésterilmistir (66). Bu da siklooksijenaz-1 izoenziminin hipotermik
etkilerden sorumlu olabilecegini destekleyen bir bagka bulgudur.

Hipotermik yanitta siklooksijenaz-1 izoenziminin rélatif olarak daha
énemli bir rol oynuyor olmasi, LPS ile siganlarda diger tirlerden farkl olarak
hipotermik yanitin gérilme nedenlerini agiklayabilir. Kemirgen beyninde
cesitli uyaranlarin etkisiyle akut dénemde predominant olarak sentezlenen
siklooksijenaz Urtinidniin PGD, oldugu bilinmektedir (1, 2, 78). PGD2'nin
hipotermik etkili oldugu cesitli ¢alismalarda gosteriimigtir (38, 106). LPS
enjeksiyonunu takiben beyinde siklooksijenaz-2 indiiklenmesi yaklagik 4 saat
icinde maksimuma ulasmaktadir (18, 19, 71, 83). Bu durumda daha erken
dénemlerde goérilen etkilerin yapisal siklooksijenaz enzimleri aracilig ile
olustugunu ileri sirmek mumkindir. Her ne kadar siklooksijenaz-2 beyinde
yapisal olarak bulunsa da bazal kosullarda termoregiilatuvar bdélgelerde
bulunmamaktadir (14). O halde LPS ile ilk iki saat iginde gdzlenen
termoregililatuvar  etkiler siklooksijenaz-1 araciigit ile  salgilanan
prostaglandinlere bagh olmalidir. Kemirgen beyninde siklooksijenaz-1
aktivasyonu ile predominant olarak PGD; sentezlenecegi igin yanit hipotermi
olarak gérllebilir. Ge¢ dénemlerde indikienen siklooksijenaz-2 izoenzimine
bagli olarak sentezlenen prostaglandinlerin kompozisyonu degisebilir. LPS ile
olusan ates yanitina paralel olarak PGE; artisi ancak 4. saatte maksimuma
ulagmaktadir (108). Sican peritoneal makrofajlarinda bazal kosullarda
siklooksijenaz-1 aracilig! ile daha belirgin olarak PGD; olugmaktayken, LPS
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ile stimulasyonu takiben siklooksijenaz-2'nin indiklendigi ve buna paralel
olarak PGE; olugumunda belirgin artis oldugu bildirilmistir (70).

Nonsteroid antiinflamatuvar ilaglarin  farmakolojik  etkinliklerinde
siklooksijenaz inhibisyonunun yani sira periferik sitokin salinimini bloke edici
etkilerinin de roll olabilir. Cesitli galismalarda nonsteroid antiinflamatuvar
ilaclarin sitokin sentezini inhibe edebildikleri gésterilmistir. Yapilan in vitro
calismalarda bu ilaglarin sitokinleri inhibe edebildikleri konsantrasyonlar hayli
ylksektir (63, 93, 115). Ayrica in vivo kosullarda da bu ilaglar farmakolojik
etkilerinin géraldigtu doziarin ¢ok Ustlindeki dozlarda sitokinleri tamamen
inhibe edebilmiglerdir (5). Bu bilgilere ve bizim bu galigmada elde ettigimiz
bulgulara dayanarak, bu ilaglarin LPS ile olugan serum TNF-a artigini inhibe
edici etkilerinin farmakolojik etkinliklerine fazlaca katkida bulunmadigini ileri
siirmek mimkindidr. Clnkd, DFU'nun TNF-a artisini kismen inhibe ettigi
dozda hipotermiyi tamamen bloke ederken, diklofenak TNF-o. artisini ve
hipotermiyi kismen bloke edebilmistir. Ote yandan TNF-« artisini inhibe edici
etkinin siklooksijenaz enzim selektivitesinden bagimsiz olabilecegini
sOylemek mumkindar. Selektif inhibitérler selektivitelerini  kaybettikleri
dozlarda TNF-a artigini bloke edebilmektedirler.

4.3.2. Atese siklooksijenaz enzim inhibitorlerinin etkileri:
Siklooksijenaz-1  selektif enzim inhibitéri  valerii salisilat, dual
termoregtlatuvar yanitin ikinci kismi olan ates yanitini verildigi hi¢ bir dozda
inhibe edemedi. Ustelik disiik ve orta dozu ile ates yanitini daha erken
bagladlgl ve daha uzun slrdigd gézlendi. Bu muhtemelen hipoterminin
inhibisyonuna bagdli bir durumdur. Siklooksijenaz-2 selektif inhibitdrler ise
kullaniidiklar tlim dozlarda atesin baslangi¢ bélimini inhibe edemediler.
Siklooksijenaz-1 ve siklooksijenaz-2 selektif inhibitérlerin kombine edildigi
durumda da atesin baglangi¢ bdlimi inhibe olmadi. Siklooksijenaz-2 selektif
inhibitdrler atesin ancak ge¢ déneminde bir inhibisyon olusturabildiler. SC-
58236 LPS'yle eszamanl olarak enjekte edildiginde bu etkiyi g&sterirken,
DFU LPS'den 2 saat sonra enjekte edildiginde etkili olabildi. Bu durum
ilaclarin farmakokinetik &zellikleri ile agtklanabilir. SC-58236'nin eliminasyon

yari édmriniin ¢ok uzun oldugu bilinmekiedir. Bu nedenle siklooksijenaz-2
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selektivitesinin yiiksek olmasina ragmen klinik kullanimi yoktur. Buna karsilik
nonselektif siklooksijenaz enzim inhibitérii diklofenak ates yamtini timi ile
bloke etti.

Bu buigular siganlarda LPS ile olusan ates yanitinda siklooksijenaz-1
enziminin roli olmadigint dustndurmdstir. Buna bagl olarak selektif
siklooksijenaz-1 inhibitorlerinin  antipiretik olmadiklarini  6ne slirmek
mimkindir. Ote yandan siklooksijenaz-2 izoenzimi ise atesin
baglangicindan ziyade idame ettirilmesinden sorumlu gibi gériinmektedir. Bu
durumda selektif siklooksijenaz-2 inhibitérierinin antipiretik etkinligi, baglamig
bir atesin inhibisyonu bakimindan daha &nemli olabilir. Her ne kadar
siklooksijenaz-2 geni silinmis farelerde LPS ile olugan ates yanitinin ortadan
kalktigr goériinse de, bu durumda hipotermik yanitin ortaya c¢tktigini
vurgulamak gerekir (66). Bu degisiklik, olusan ama sirdirilemeyen bir
pirojenik yaniti maskeleyebilir. Ayrica siklooksijenaz-2 selektif enzim
inhibitérlerinin, atesin ancak plato fazinda verildiklerinde etkili oldugunun
gosteriimis olmasi  bizim bulgularimizi  desteklemekte ve atesin
siklooksijenaz-2  aktivitesine bagh olarak baglamadigi  hipotezini
glclendirmektedir (20).

Diklofenagin ates yaniti (zerine olusturdugu etkiyi aynca tartigmak
gerekir. On deneylerimizde ve bu calismada diklofenak nonselektif
siklooksijenaz enzim inhibitéri olarak kullamimigtir. Siklooksijenaz-1 ve
siklooksijenaz-2 enzimlerinin selektif inhibitérleri kullanilarak, her iki
izbenzimin rolintin olmadigi gbsterilmis ates yanitinin baslangic dénemine
diklofenak etkili olmustur. Bu durumda diklofenagin bu etkisini siklooksijenaz-
1 ve siklooksijenaz-2 inhibitéri etkisinden bagimsiz olarak tartismak gerebilir.
Cunkii siklooksijenaz-1 ve siklooksijenaz-2 selektif inhibitérierin birlikte
verildigi durumda da ateg yanitinin baglangic ddéneminde bir inhibisyon
izlenememistir. Diklofenagin bu etkinligi farmakolojik olarak L-NAME'in
etkisine benzemektedir. Ayni yanit kalibinda L-NAME atesi timu ile bloke
etmekte ve buna bagli olarak hipotermiyi uzatmaktadir (yayinlanmamis
bulgu). Siganlarda ve kobaylarda pirojenik yanttin olugumunda endojen nitrik
oksidin nemli oldugu bilinmektedir (67, 89). Ote yandan diklofenagdin bazi in
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vitro sistemlerde nitrik oksit olusumunu bloke ettigi gosterilmigtir (77). O halde
diklofenagin bizim deney modelimizde antipiretik etkinligi, ilacin nitrik oksit
Uzerinden olugan farmakolojik bir etkisi olarak tanimlanabilir. Bir diger olasihk
diklofenagin bilinen siklooksijenaz izoenzimlerinin diginda bagka bir
siklooksijenaz tizerinden etkisini géstermesidir (110, 94).

Sonu¢ olarak bu caligmada elde edilen buigulara gére LPS'nin
siganlarda olugturdugu termoregllatuvar yanitlar serotip spesifitesi
gdstermekte ve bu yanitlar hipotermi ve/veya ates seklinde gorilebilmektedir.
Sitokin aktivasyonu ile birlikte olan hipotermik yanit siganlarda (pirojenik
yanita benzer sekilde) yasamsal degeri olan bir akut faz stratejisi olabilir.
Hipotermi ve ates, santral sinir sisteminde olasilikla prostaglandinler araciligi
ile gerceklesen yanitlardir.  Prostaglandin  sentezinden  sorumlu
izoenzimlerden siklooksijenaz-1'in hipotermide rélatif olarak daha énemli rol
oynarken, ateste bir rolii olmadi§i ne siirilebilir. Ote yandan siklooksijenaz-
2 izoenzimi atesin baglamasindan c¢ok surddrtlmesi icin gerekli gibi

goérinmektedir.



55

OZET

Bu calismada iki farki E. coli serotipinin (O111:B4 ve O55:B5) LPS’leri
ile siganlarda heterojen termoregilatuvar yanitlar olusabilecegi g&sterildi.
Vicut sicaklidi telemetrik yéntemle kaydedildiginden bu heterojenitenin, olasi
bir stres yanitina bagli olamayacag: dustndldi. E. coli O111:B4 LPS’si ile
olusan dual termoregilatuvar yanitin (hipotermi ve ates) karakterizasyonu
amaciyla, yanitlarin baslangi¢ donemlerinde agik alan akftivitesi ve serum
sitokin dlzeyleri 6lclildii. Dual yanitin her iki komponentine de agik alan
aktivitesinde bir degisiklik eslik etmiyordu. Hipotermik yanitin baslangicinda
serum TNF-a diizeylerinin belirgin olarak artti§i izlendi.

Dual termoregilatuvar yaniti model olarak kullanarak siklooksijenaz
inhibitéri ajanlarin etkilerini inceledigimizde, siklooksijenaz-1 selektif inhibitér
valeril salisilatin 20, 40, 80 mg/kg dozlarda, artmis serum TNF-a diizeylerini
etkilemeksizin hipotermiyi tamamen inhibe ettigi, ancak ates yanitini
etkilemedigdi gézlendi. Siklooksijenaz-2 selektif inhibitér SC-58236 dustik
dozlarinda (10, 20 mg/kg) hipotermiyi kismen inhibe ederken, en ylksek
dozunda (40 mg/kg) artmis serum TNF-a dlzeylerini etkilemeksizin
hipotermiyi tamamen inhibe etmekteydi. SC-58236 atesin baglangig
béliminl etkilemeksizin ge¢ dénemini tiim dozlarda inhibe etti. Bir diger
siklooksijenaz-2 selektif inhibitér olan DFU, 1 mg/kg dozda dual yanit Gizerine
etkisizken, 5 ve 10 mg/kg dozda hipotermik yam‘tl tamamen inhibe etti. DFU,
siklooksijenaz-2 selektivitesini kaybetti§i 10 mg/kg dozda serum TNF-a
duzeylerini kismen inhibe edebildi. DFU 10 mg/kg dozda LPS'den iki saat
sonra verildiginde ates yanitinin ge¢ déneminde kismi bir inhibisyon sagiadi.
Valeril salisilat ve SC-58236'nin birlikte verildigi durumda hipotermi tamamen
inhibe oldu, atesin baslangi¢ dénemine bir degisiklik olugsmadi, fakat atesin
ge¢ donemi inhibe oldu. Nonselektif siklooksijenaz enzim inhibit6ri
diklofenak (3 mg/kg) hipotermiyi kismen inhibe ederken, ates yanitinin
tamamen inhibe olmasina neden oldu.

Sonug olarak, LPS ile si¢anlarda heterojen termoregilatuvar yanitlar
izlenebilir. Bu durum biiyiik olasilikla LPS'lerin yapisal farkliliklari ile iligkilidir.
LPS ile olusturulan akut faz yanitinin bir komponenti olarak
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degerlendirilebilecek hipotermi de, ates gibi, yagamsal éneme sahip regiile
bir yanit olabilir. Hipotermi ve ates santral sinir sisteminde olasilikla
prostaglandinler araciidi ile gelisen yanitlardir. Prostaglandin sentezinden
sorumlu siklooksijenaz izoenzimlerinden siklooksijenaz-1'in, hipotermide
rélatif olarak daha dnemli bir roli olabilir. Buna karsilik pirojenik yanitta
belirgin bir énemi olmadi§: ileri strulebilir. Siklooksijenaz-2 izoenzimi ise
atesin baslatiimasindan ¢ok slrdurilmesinden sorumlu gibi gérinmektedir.

Anahtar sézciikler: Akut faz yaniti, lipopolisakkarit, ates, hipotermi,
telemetri, agik alan aktivitesi, timor nekrosis faktor-a, selektif siklooksijenaz
inhibitorleri, valeril salisilat, SC-58236, DFU, diklofenak, prostaglandinler,
tromboksan By, sican.



57

SUMMARY

In this study, it has been shown that various serotypes of E. coli
(O111:B4 and 055:B5) LPSs could induce heterogenous thermoregulatory
responses, ie., hypothermia and/or fever in rats. The open field activity and
serum TNF-a levels were measured at the initial phases of the hypothermia
and fever for characterisation of the E. coli O111:B4 LPS-induced dual
thermoregulatory response. There was no change in the open field activity
parameters at the initial phase of both components of dual thermoregulatory
response. The TNF-a levels were markedly increased at the initial phase of
hypothermia. The effects of various cyclooxygenase (COX) enzyme inhibitors
on the dual thermoregulatory response were also evaluated. COX-1 selective
inhibitor valeryl salicylate (20, 40, 80 mg/kg) inhibited the hypothermia at all
doses tested without an inhibition of increased serum TNF-a levels. Valeryl
salicylate did not inhibited fever at any dose. COX-2 selective inhibitor SC-
58236 inhibited the hypothermia partially at lower doses (10, 20 mg/kg), but
completely at the highest dose (40 mg/kg) without inhibiting increased serum
TNF-a levels. SC-58236 completely abolished the late phase of the fever at
all doses tested. DFU, another COX-2 selective inhibitor, found to be
ineffective on the dual response at the lowest (1 mg/kg) dose. DFU inhibited
the hypothermia completely at higher doses (5, 10 mg/kg). DFU caused an
inhibition on the increased serum TNF-a levels at 10 mg/kg dose in which the
COX-2 selectivity may have been lost. DFU could only be effective on the
fever response when injected two hours after LPS. The combination of
valeryl salicylate and SC-58236 caused a complete inhibition of the
hypothermic response and the late phase of the fever without affecting the
initial phase of the response. Nonselective COX inhibitor diclofenac (3 mg/kg)
inhibited the hypothermia partially, but completely abolished the fever
response.

In conclusion, LPS-induced thermoregulatory responses may be
heterogenous and seems to be serotype-specific in rats. Hypothermia could
be evaluated as a component of LPS-induced acute phase response, and
should have a survival value, like fever. Hypothermia and fever are possibly
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prostaglandin-dependent, centrally-mediated responses. COX-1 isoenzyme
may be relatively more important in hypothermia. Besides this, COX-1
isoenzyme does not seem to have a role in fever. COX-2 may be important

for the maintenance of fever.

Key words: Acute phase response, lipopolysaccharide, fever,
hypothermia, telemetry, open field activity, tumor necrosis factor-a, selective
cyclooxygenase inhibitors: valeryl salicylate, SC-58236, DFU, diclofenac,

prostaglandins, tromboxane By, rat.
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