GULTEN ATES ULUCAY ISTANBUL UNIVERSITESI SAG. BiL. ENST. DOKTORA TEZi ISTANBUL-2018



T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERIi ENSTITUSU

(DOKTORA TEZi)

SEPSiS OLUSTURULMUS SICANLARDA BEYIN VE KAS
DOKUSUNDA iYONOTROPIK GABA RESEPTOR
BLOKAJININ ETKILERIi

GULTEN ATES ULUCAY

DANISMAN
PROF. DR. AYSE SULE TAMER

FiZYOLOJI ANABILiM DALI
FiZYOLOJi DOKTORA PROGRAMI

ISTANBUL-2018




TEZ ONAYI

DOKTORA TEZi ONAYI

istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Istanbul Tip Fakiiltesi, Fizyoloji Anabilim
Dali, Doktora Programinda Doktora dgrencisi Giilten ATES-ULUCAY tarafindan
Prof.Dr.Ayse Sule TAMER."in damsgmanhinda hazirlanan "Sepsis Olustuimus Sicanlarda
Beyin ve Kas Dokusunda lyonotropik GABA Reseptor Blokajinin Etkileri" baghkl tez
asagidaki jiri Giyeleri tarafindan 26/12/2018 tarihinde yapilan Tez Savunma Sinavinda bagarili
bulunmug ve Doktora Tezi olarak kabul edilmigtir.

Jiiri Bagkam
Prof.Dr.Levent ERTUGRUL
Istanbul Universitesi
istanbul Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali
, (UL
Jitri-Damgma Jiiri
Prof.Dr.Ayse Sule TAMER me.Dr.E]if OZKOK
Istanbul Universitesi Istanbul Universitesi
Istanbul T1p Fakilltesi Aziz Sancar DETAE SINIRBILIM AD
Fizyoloji Anabilim Dah
P,
N
Jiiri Jiiri
Prof.Dr.Asi)'q NURTEN Do¢.Dr.Giil ILBAY
Yeni Yiizyil Universitesi Kocaeli Universitesi
Thp Fakiiltesi Fizyoloji AD Tip Fakiltesi Fizyoloji AD



BEYAN

Bu tez caligmasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar biitiin safhalarda etik disi davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar i¢ginde elde ettigimi, bu tez ¢aligmasiyla elde edilmeyen biitiin
bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine
aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici

bir davranisimin olmadigi beyan ederim.

GULTEN ATES ULUCAY




ITHAF

Gegtigim okul siralarindan ¢esitli nedenlerle gecemeyen, oldugum yas1 géremeyen
insanlara,

Tiim kayiplarima ve
Necef Gozler’e ithaf ediyorum...



TESEKKUR

Bu calismada bana yardimci ve yol gosterici olan, ilgisini ve destegini
esirgemeyen ogrencisi olmaktan gurur ve mutluluk duydugum danismanim Prof. Dr.
Ayse Sule Tamer’e, ¢alisma boyunca yardimlar1 ve destegiyle yanimda olan Prof. Dr.
Elif Ozkok’e, histolojik calismalarda yardimer olan, Dr. Ogr. Uyesi Giil Ipek
Giindogan’a, Fizyoloji Anabilim Dali bagkanimiz Prof. Dr. Aytiil Uyar’a, tiim Fizyoloji

Anabilim Dal1 6gretim iiyeleri ve asistan arkadaslarima,

llgisini, destegini ve paylasimlarmi esirgemeyen Istanbul Yeni Yiizyil
Universitesi Fizyoloji Anabilim Dal1 baskan1 Prof. Dr. Asiye Nurten ve Dr. Ogr. Uyesi
Asli Zengin Tiirkmen’e, Istanbul Yeni Yiizy1l Universitesi Tip Fakiiltesi Dekani Prof.

Dr. Demir Budak ve tiim tip fakiiltesi 6gretim tiyeleri ve eski-yeni tiim asistanlarina,

Ates, Ulucay, Gozler ve Acar ailelerine, sevgili 6gretmenim Sakine Yagmur’a,
tim bu siirecte destegi hep benimle olan Selin Yagmur’a, gorsel ve isitsel

motivasyonumun kaynagi Pentagram grubuna,

Egitim hayatima her tiirlii destek ve katkilar1 sonsuz olan, beni yetistiren egitim
sevgisini kii¢iik yaslardan beri asilayan annem ve babama her zaman yanimda olan

kardesime, tiim zorluklar1 birlikte astigim yol arkadasim Doruk Ulucay’a,

Hayatima dokunan, yollarimizin kesistigi herkese ve tiim kahramanlarima,

ve bir kadin olarak egitim hayatimi bor¢lu oldugum Ulu Onder Mustafa Kemal

Atatiirk’e,

tesekkiir ederim.



Vi

ICINDEKILER
TEZ ONAY T e I
BEY AN e I
ITHAF et b bbbt bttt b bbbt bt v
TESEKKUR.....coviiiieteieeteeeete ettt s sttt n ettt es et as s s st s s s nseeas \Y,
ICINDEKILER ..ottt \Y
TABLOLAR LISTESI.....ciiiiiiiiiie it X
SEKILLER LISTEST ...ocviiitieceeee ettt X
SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI ...cc.cooiiiiiniiniinsieseenesseissesieons Xi
OZELR,........ Wh............oocconnr 0. ... .. .. ......... XIv
ABSTRACT .. XV
1. GIRIS VE AMACGC ...ciiiiiiececeeeseeeeeee et es e ss s sttt en et st es s st s s e sns 1
2. GENEL BILGILER .....cco.ttuiiiiiiiiiisciieisei ettt 2
2.1 SEPSIS .o 2
00 O T I 51 PR 2
2,120 TANIIM .t e e st e et e e sab e e e sar e e s bb e s bn e e e nre e 2
2.1.3. EIYOIOJ1.. it 3
2.1.4. EPIAEMIYOI0Ji..uviiuiiiicieciiccie ettt 4
2.1.5. PALOQENEZ .....vveieiiit ettt ettt e et e s na e ree e 5
2.1.6. PAOTIZYOIOJI ... 5
2.1.6.1. Pro ve Anti-inflamatuvar Hiicresel Sinyal / Sinyal Iletimi.................cc.cv..... 5)
2.1.6.2. Niikleer Faktor Kappa-B,........cccooriiiiiiiiiee e 7
2.1.6.3. Pro-ve Anti-Inflamatuvar Mediyatdrlerin Salinmast ............c..ccoevvrevererennnne, 8
2.1.6.4. Yiiksek Mobilite Grup 1 Proteini........cccccvvvviiiiiiiiniiciiiiciecsicseesee s 9
2.1.6.5. Bagisiklik ve Nonimmiin Efektor Hiicre Disfonksiyonu...........cccccoeivieneee 9
2.1.6.6. Ciddi Sepsiste Notrofil Disfonksiyonu ..........ccccocveiiiiiiiiicniiniceces 10
2.1.6.7. Hizlandirilmig Lenfositik APOPtOZ ........cccoviviiiiiiiiiiiiciiec e 10
2.1.6.8. Ciddi Sepsiste Diger Biyolojik Sistemlerle Etkilesimler............cc.cccoovennne 10
2.1.6.9. Ciddi Sepsiste Pihtilasma Kaskadi..........ccocoooveeiiiiiiis 10

2.1.6.10. Immunoinflamatuvar Yanitin Noral Regiilasyonu: Vagal Inflamatuvar
Refleks Ve Sempatik Sistemin Konak Yanitina Etkileri ..........cccoovniiiiiiiiiiinnnns 11



Vil

0 I = 0o [0 (0] & | SRR 12
2.1.8. Septik ENSETAlOPALE .....cc.eiveiviieiiiieicieeee e 14
2.1.8. 1. KINIK BEIIFTHEN ... 16
2.1.8.2. PALOGENEZ .....vveeiieeeeiie ettt ettt sttt 16
2.1.8.3. Serebral Endotelyal HUCTEIET .........coccviiiiiiiiiiiciic e 18
2.1.8.4. ASTIOSITIEN ... e 19
2.1.8.5. INOTONIAT ...vviiiiie it e e bn e e bne s 19
2.1.9. SEPLK MIYOPALI.....cviiiieiice e 21
2.2, SITOKINLER ..ottt sttt ses 21
2.2.1. Pro-inflamatuvar SItOKINIET ..........coiieiieeiicce e s 22
2.2.2. Anti-inflamatuvar SITOKINIEr...........cviiiiiiiie e 24
2.3. SINAPTIK ILETI PROTEINLERI......ccoiiiiiiiiiriniceesieieiseesee e 25
0 N S N ] = o 0] (= [ ] =T o ST 25
2.3.2. SINAPTOTIZIN ..t 27
2.4. GAMMA AMINO BUTIRIK ASIT (GABA) ...c.cocviiieeceeieeeeeee e, 28
2.4.1. GABA ReESEPLOTIOTL: ..ttt 29
2.4.1.1. GABAA RESEPIOIT vttt 30
2.4.1.2. GABAB RESEPIOTEL ...vvevieieiiiiesieeie st 30
2.4.1.3. GABAC RESEPIOTT: ..ot s 31
2.5  BICUCULLINE ..ottt sttt n s 31
2.6. REAKTIF OKSIJEN TURLERI (ROS) ....ceuiviiiiieiieieiceeee e 33
2.6.1. Lipid PeroKSIdaSYONU. .........coiiiiiiiiieieiesie et 34
2.7. ELEKTROFIZYOLOJIK KAYIT YONTEMLERI ......c.ccooiviiiiiieeieeceeeens 36
2.7.1. Elektroensafalogram (EEG).........ccccoveiieiiiiiie e 36
2.8. BIYOKIMYASAL BELIRTECLER ......cooviiiieiecececccecseeseeseess s 39
2.8.1. Noron Spesifik EN0IAZ (NSE) ........ccoviiiiiiiiiiieeeeeee e 39
2.8.2. SL00-B .viiieieteetetee ettt bbbttt e b r e re s 40
3. GEREC VE YONTEM .....cociiiieieiieteeee e e ettt sttt 41
3.1, Deney GIUPIarL: ..ocecciiiiiiciie s 41
3.2. Sepsis Modelinin olusturulmasi:.........cccoiiiiiiiieiic e 42
3.3. Bicuculline Uygulamasi:.........coiiieiiiiiiiiiieiee e 42
B ANESTEZIL ettt b e et a e ae e 42



viii

3.6. Elektrofizyolojik Kayitlarin AINmast: .........ccoooveiiiiiiiiiiiieceec e 42
3.7. Biyokimyasal Parametrelerin InCelenmesi: ............cccoeuevrirerercversierereeneeseeie s 43
3.8. DOKU HOMOJENIZASYONU: ...c.vvevveiieieeiesieesie et e se et ste et e e ste e e s e 43
3.9. ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) Calismalari: ...........cccceevvennen. 43
3.10. Bouge Metodu ile TBARS Diizeylerinin OIgHIMESi: ......covvevevrcerreierieeeeeeeenae. 43
3.11. Immiinfloresan BOYAMA:...........cc.cceveeiveiireiiiceesieie et 44
3.12.1. Preparat hazirlama: .........cocoveiiiiiiiiieiiiie e 44
3.12.2. Coklu Floresan Boyama:..........ccccocuiiiiiiiiiiiiiiii i 44
3.12.3. Protokol BasamakIari:..........ccccueiuiiiiiiiiiiic e 46
3.12. Istatistiksel INCEIEMEIET: ........cvvveeveeerieeceeretetes ettt 47
3.13. Kullanilan CIRAZIAT ...........cc.coiiiiiiieieieiiesie et 47
4. BULGULAR ..ottt bbbttt ettt nbe e nne s 48
4.1, Sepsis BUIGUIATT ..c..ooiiiiiiiiiiiic e 48
4.2. Deneysel BUIGUIAT ..o 49
5. TARTISMA ..ot b ettt b e bt se e be et e nne s be e b e 65
KAYNAKLAR L.ttt b et nb et bbbt b e e e enes 73
HAM VERILER ...ttt 88
FORMLAR ...ttt sttt e st et e et e e st e st e e nteeseesreenteenaeareeneans 89
ETIK KURUL KARART ..ottt 90
PATENT HAKKI IZNI ... 91
INTIHAL RAPORU ILK SAYFASI ..ottt 92

(07461 510 Y1 1 F OO 93



Tablo 1:
Tablo 2:
Tablo 3:
Tablo 4:
Tablo 5:
Tablo 6:
Tablo 7:
Tablo 8:
Tablo 9:

TABLOLAR LiSTESI
Gruplar arast EEG analizZi...........cccoiiiiiiiiiiiieic e 53
Gruplara gore beyin dokusunda TNF-a degerlerinin karsilagtirilmasi............. 54
Gruplara gore beyin dokusunda IL-10 degerlerinin karsilastirilmast .............. 54
Gruplara gore beyin dokusunda GABA degerlerinin karsilagtirilmasi ............ 54
Gruplara gore beyin dokusunda MDA degerlerinin karsilastirilmast .............. 55
Gruplara gore kas dokusunda TNF-a degerlerinin karsilastirilmast ................ 55
Gruplara gore kas dokusunda IL-10 degerlerinin karsilastirilmasi................... 55
Gruplara gore kas dokusunda GABA degerlerinin karsilagtirilmasi................ 56
Gruplara gore kas dokusunda MDA degerlerinin karsilastirtlmasi.................. 56

Tablo 10: Gruplar arast serum NSE degerleri ... 56



SEKILLER LISTESI

Sekil 2-1: Her 100.000 vakada sepis insidanst (ABD), Diinya Sepsis Giini

OrganizasyonU, 2014 ........cooii et aeenes 4
Sekil 2-2: inflamatuvar Sinyal Yolagt (Jay, 2006)%%) ......co.eveemrerrrnrrosreersnseisseessssiensen 7
Sekil 2-3: Endotoksinin dokular iizerine etki mekanizmast ..........cccceevveiieeiieniinnnneene. 14
Sekil 2-4: Sepsis ve Septik Ensefalopati [liskisi (Dal-Pizzol ve ark., 2014)** ............... 15
Sekil 2-5: Sinapsin yapisi, norotransmiter salinimi ve sinaptik proteinler .................... 27
Sekil 2-6: GABA iiretimi ve iliskileri (Is Your Brain Making Enough GABA? — Dr.
JOCKED) bbbt 29
Sekil 2-7: Sistemik Inflamasyondan — Beyin disfonksiyonuna giden mekanizmada
ROS/RNS’LErIN ROL ..o 35
Sekil 4-1: Deney Oncesi Olgiilen Viicut SicaklKIart (°C).........ceveeevercuerierererieeeieneenn. 48
Sekil 4-2: Gruplar aras1 16kosit sayilarinin karsilagtirtlmast ..........ccccoveviiieiieniininennne, 48
Sekil 4-3: Gruplara gore beyin dokusunda TNF-o ve IL-10 seviyeleri.............c.ccco.... 49
Sekil 4-4: Gruplara gore beyin dokusunda GABA ve MDA seviyeleri ..............ccc...... 50
Sekil 4-5: Gruplara gore kas dokusunda TNF-a ve IL-10 seviyeleri .........cccccevvvrveennen. 51
Sekil 4-6: Gruplara gore kas dokusunda GABA ve MDA seviyeleri.........ccoeverieieennnnn. 52
Sekil 4-7: Sepsisli Sicandan alinan non-invaziv EEG kayd1...........cccoiviiiiiiiiicnnnn, 53
Sekil 4-8: Gruplar arasinda beyin dokusunda DAPI, NEUN, S100-8 boyamalar1 x 10.57
Sekil 4-9: Gruplar arasinda beyin dokusunda S100-8 boyamalar1 x 10, x 40 ................ 58
Sekil 4-10: Gruplar arasinda beyin dokusunda DAPI, NEUN, Sinaptofizin boyamalar1 x
0 ettt Rttt R e Rttt eR e e Rt e n et e Rt e eRe e teeneenreenteeneeareeneens 59

Sekil 4-11: Gruplar arasinda beyin dokusunda Sinaptofizin boyamalar1 x 10, x 40 ...... 60
Sekil 4-12: Gruplar arasinda kas dokusunda DAPI, NEUN, S100-8 boyamalar1 x 10 .. 61
Sekil 4-13: Gruplar arasinda kas dokusunda Sinaptofizin boyamalari- X 10, X 40 ........ 62
Sekil 4-14: Gruplar arasinda immiinofloresan boyama skorlamasi (S100-8)................. 63
Sekil 4-15: Gruplar arasi immonofloresan boyama skorlamasi (Sinaptofizin-Beyin) ... 63

Sekil 4-16: Gruplar aras1 immiinofloresan boyama skorlamasi (Sinaptofizin-Kas)....... 64



SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI

ACCP: Amerikan Gogiis Hastaliklar1 Uzmanlari Dernegi
ACh: Asetilkolin

ADA: Adenozin deaminaz

ADP: Adenozin difosfat

ALT: Alanin aminotransferaz

AMP: Adenozin monofosat

APC: Aktive protein C

ARDS: Akut respiratuvar distres sendromu

AST: Aspartat Aminotransferaz

ATP: Adenozin trifosfat

BIC: Bicuculline

BMI: Bicuculline methiodide

CARS: Kompensatuvar anti-inflamatuvar yanit sendromu
CD14: Yiizey farklilagsma antijeni 14

CDC: Hastalik kontrol ve 6nleme merkezi

CK: Kreatin Kinaz

COX: Siklooksijenaz

DAPI: 4',6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride
DIC: Dissemine intravaskiiler koagiilasyon

EDTA: Etilen diamin tetra asetik asit

EEG: Elektroensefalogram

EPSP: Uyarici Postsinaptik Potansiyel

GABA: Gamma (y)- amino biitirik asit

GABAA: Gamma amino biitirik asit Reeptorii- A
GABAg: Gamma amino biitirik asit Reseptorii- B
GABA:: Gamma amino biitirik asit Reseptorii- C
GABA-T: GABA - transaminaz

GAD: Glutamik asit dekarboksilaz

Xi



GSH: Glutatyon

H202: Hidrojen peroksit

HMGBI: Yiiksek mobilite grubu kutu 1 proteini
HPLC: Yiiksek performansli sivi kromotografisi
ICAM-1: Hiicreler aras1 adezyon molekiilii-1
IFNy: Interferongama

IL: interl6kin

IPSP: inhibe edici Postsinaptik Potansiyel

i.p.: Intraperitonial

INOS: Nitrik Oksit Sentaz

JAK: Janus Kinaz

LBP: Lipopolisakkarid Baglayici Protein

LDH: Laktat dehidrogenaz

LPS: Lipopolisakkarid

M.O.: Milattan Once

MDA: Malondialdehit

MRNA: Mesajci riboniikleik asit

MSS: Merkezi Sinir Sistemi

MYDS88: Miyeloid farklilagma birincil tepki proteini 88

NAD: Nikotinamid adenin diniikleotit

NeuN: Noronal Nukleus

NF-kB: Niikleer Faktor Kappa-Beta (13)

NK: Dogal oldiirtictiler

NSCLC: Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri
NSE: Noron spesifik enolaz

PGEZ2: Prostoglandin E2

RAGE: Insanda ileri glikasyon son iiriinleri
RNS: Reaktif Nitrojen Tiirleri

ROS: Reaktif Oksijen Tiirleri

s.c.: Subkutan

Xii



S100-B: S100 kalsiyum baglayici protein 3

SCCM: Yogun Bakim Dernegi

SCLC: Kiigiik hiicreli akciger kanseri

SE: Septik ensefalit

SIRS: Sistemik inflamatuvar yanit sendromu

STAT: Sinyal doniistiiriicli ve transkripsiyon aktivatorii

TBARS: Tiyobarbitiirik reaktif tirtinleri

TH: yardimc1 T hiicreleri

TIR: Toll / interlokin 1 (IL-1) reseptdr homolojisi

TIRAP: Toll / interlokin 1 (IL-1) reseptor homolojisi adaptor protein
TLR: Toll benzeri reseptor

TNF-a: Timor nekrotizan faktor-alfa

TRAM: TRIF adaptér molekiilii

TREG: T-diizenleyici hiicreler

TRIF: TIR domeni igeren adaptor protein-indiikleyici interferon-b
VCAM-1: Vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1

a7nAChR: alfa-7-nikotinik asetilkolin reseptorii

a5SnAChR: alfa-5-nikotinik asetilkolin reseptorii

Xiii



Xiv

OZET

Ates Ulucay G. Sepsis olustulmus sicanlarda beyin ve kas dokusunda iyonotropik
GABAreseptor blokajinin etkileri. istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Fizyoloji AD. Doktora Tezi. Istanbul. 2018.

Anahtar Kelimeler: Sepsis, Ensefalit, GABA, Bicuculline, Kas

Sepsis, konagin enfeksiyona karsi diizensiz yaniti ile baslayan hayati tehdit eden
organ yetmezligi olarak tamimlanir. Sepsisi takiben gelisen ensefalopati Merkezi Sinir
Sistemi ile birlikte pek ¢ok dokuyu etkileyen bir durumdur. Mortalite ve morbidite orani
oldukca yiiksektir. Calismamizda, lipopolisakkarid (LPS) uygulamasi ile sepsis
olusturdugumuz siganlarda inflamasyonun beyin ve kas dokusunda olusturdugu hasarin
iyonotropik GABAA reseptorii antagonisti olan Bicuculline’in etkilerini incelemeyi
amacladik. Deneysel olarak LPS ile sepsis olusturulan si¢canlar; kontrol, LPS (10 mg/ kg
1.p.), Bicuculline (1.5 mg/kg s.c.), LPS+Bicuculline olmak iizere 4 gruba ayrildi. LPS
10 mg/kg olarak 24 saat siireyle i.p. olarak uygulandi. Hemodinamik degisikliklerin
takibi amaciyla viicut sicakliklari rektal olarak Olgiildii. Norofizyolojik degisiklikler
EEG ile non-invaziv olarak kaydedildi. Kas ve beyin dokusunda sitokinlerden pro-
inflamatuvar TNF-a, anti-inflamatuvar IL-10 seviyeleri ile GABA diizeyleri incelendi.
Inflamasyon bulgular1 ve hasar takibi igin, 16kosit sayis1 ve serum N&ron Spesifik
Enolaz (NSE) diizeyleri 6l¢iildii. Morfolojik analiz i¢in NeuN, S100-8 ve sinaptofizin
antikorlar1 kullanilarak immiinofloresan boyama yontemi ile incelendi. Istatistiksel
analiz, tek yonlii varyans analizi ve post-hoc Tukey testi ile yapildi. Sonug¢larimizda,
LPS grubunda inflamasyonun beyin ve kas dokusunda inflamatuvar parametreleri
kontrol grubuna gore yiikselttigini ve immiinofloresan boyamada S-1008 tutulumunun
artmasi ve sinaptofizin tutulumunun azalmasi ile birlikte doku diizeyinde hasara neden
oldugunu gozlemledik. Elektrofizyolojik kayitlarda LPS grubunda akut non-fokal
nobetle uyumlu aktivite gozlemlenirken diger deney gruplarinda istirahat durumu ile
uyumlu aktivite bulunmaktadir. GABAA antagonisti olan Bicuculline Methiodide’in,
sepsisli sicanlarda goriilen norotransmiter dengesinin bozulmasi, pro-inflamatuvar
sitokin seviyelerinde artma, anti-inflamatuvar sitokin seviyelerinde azalma, lipid
peroksidasyon seviyelerinde artma gibi inflamatuvar siireci iyilestirici yonde bir ajan

olabilecegini diisiinmekteyiz.
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ABSTRACT

Ates Ulucay G. The effects of ionotropic gaba receptor blockade in brain and muscle
tissue in sepsis induced rats. Istanbul University, Institute of Health Science,
Department of Physiology. Doctoral Thesis. Istanbul. 2018.

Key Words: Sepsis, Encephalitis, GABA, Bicuculline, Muscle

The encephalopathy which develops following sepsis is defined as life-
threatening organ failure due to the irregular response of the host to infection which has
extremely high mortality-morbidity rate and affects the nervous system and muscle. In
our study, we aimed to investigate effects of inflammation on brain and muscle tissue
and the effects of GABAAa receptor antagonist Bicuculline in rats with sepsis.
Experimentally, sepsis induced with LPS on rats; they were seperated 4 groups: control,
LPS (10 mg/kg i.p.), Bicuculline (1.5 mg/kg s.c.), LPS+Bicuculline.
Electrophysiological recordings and body temperature measurements were completed at
24 hours after injection, Blood was taken from the heart for Leukocyte count and
Neuron specific enolase (NSE) levels measured. Brain and gastrocnemius muscle tissue
taken for TNF-o and I1L-10 and GABA levels were measured by ELISA method. Tissue
imaging was performed with S100-8, NEUN and Sinaptophysin by
immunofluorescence staining. One-way ANOVA and Tukey test was used for statistical
analysis. In our results, we observed in LPS group inflammatory parameters were
significantly increased in brain and muscle compared to the control and caused S-1008
imvolvement  increased and  synaptophysin  involvement  decreased in
immunofluorescence staining resulting in tissue level damage. In electrophysiological
recordings, activity consistent with acute non-focal seizures was observed in the LPS
group, while it was consistent with resting status in others. We thinks that Bicuculline
Methiodide that is a GABAA antagonist, may be a prophylactic agent in the sepsis
which caused to impaired neurotransmitter balance, increased pro-inflammatory

cytokine and lipid peroxidation, decreased anti-inflammatory cytokine levels.



1. GIRIS VE AMAC

Sepsis yogun bakim iinitelerinde sik karsilasilan ve 6liim nedeni yiiksek olan
semptomlarindan biridir. Ciddi sepsis ve septik sok, enfekte edici organizmalar ile
konak cevabinin ¢esitli unsurlar1 arasindaki karmasik etkilesimlerin bir sonucu olarak
gelismektedir. Konak organizma tarafindan mikrobiyal bir patojenik tehdite kars
birincil cevabi yansitmaktadir. Sepsisin klinik belirtileri, enfeksiyonun baglangi¢
bolgesine, enfeksiyon kaynagina, akut organ fonksiyon bozukluguna, hastanin altta
yatan saglik durumuna ve tedaviye baslamadan gecen siireye bagh olarak degisiklik
gosterir.

Sepsis sirasinda, etkilenen Merkezi Sinir Sistemi (MSS) Klinik olarak septik
ensefalopati veya sepsisle iligkili deliryum seklinde kendini gosterir. Septik hastalarin %
8-70'inde, septik ensefalopatinin, daha ¢ok tani dl¢iitlerine atfedilen genis varyasyon ile
gerceklestigi bildirilmistir. Ancak mekanizmasi tam olarak agiklanmamistir ve standart
bir tedavi plan1 olusturulamamustir.

Yapilan calismalarda septik ensefalopatisi olan hastalarda ve deney
hayvanlarinda MSS’nin temel inhibitdr nérotransmiteri olan gamma aminobiitirik asit
(GABA) seviyelerinin artmis oldugu bildirilmistir. Bu nedenle sepsisin neden oldugu
MSS hasarinin, ndrotransmiter diizeylerinin bozulmasi, ndronal inhibisyon artis1 ve
immiin yanitta azalma ile iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bicuculline, GABA norotransmiterinin ve asetilkolinesteraz’in iyi bilinen bir
antagonistidir. Kimyasal olarak 4 farkli formu bilinen Bicuculline’in iyonotropik
GABAA reseptorlerine baglanarak GABA’nin blokajint gergeklestirdigi bildirilmis ve
GABA blokaji yapmis olmasina ragmen konviilzan etkisi olmayan Bicuculline
methiodide en ¢ok kullanilan formu olmustur.

Calismamizda deneysel olarak gram negatif bakterilerin hiicre duvarindan elde
edilen lipopolisakkarid (LPS) ile sepsis olusturdugumuz siganlarda beyin ve kas
dokusunda iyonotropik GABAA, reseptor blokajinin etkilerini molekiiler, morfolojik ve

elektrofizyolojik diizeyde incelemeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER
2.1. SEPSIS

2.1.1. Tarihce

Modern donemde kullanimina daha ¢ok yogun bakim iinitelerinde rastlanilan
“sepsis” kelimesi tibbi anlamda kavram olarak oldukg¢a eski bir tarihgeye sahiptir.
Yunanca “bakterilerin varliginda hayvansal veya bitkisel organik maddelerin ¢iliriimesi"
olarak tanimlanan “sepsis” ilk olarak Homeros’un ilyada’sinda [onmw]- “sepo” olarak
kullanilmig daha sonra ise Hippocrates’in, Corpus Hippocratum’unda [onmed” wv]-
“sepidon” olarak yer almistir (M.O. 460-370). Aristoteles, Plutarch ve Galen de
Hipokrat'la ayn1 anlamda [onyic]- “sepsis” kelimesini kullanmiglardir.

"Sepsis" sozciigl, yaklasik 2.700 yil boyunca hemen hemen hi¢ degismemis ve

ayni anlamda kullanilarak giiniimiize kadar ulagmistir (1,2).

2.1.2. Tamim

Sepsis hakkinda genel ve ortak bir tanim olusturmak amaciyla 1991, 2001 ve
2016 yillart dahil toplam {i¢ adet konsensus toplanmigtir. Amerikan G6giis Hastaliklari
Uzmanlar1 Dernegi (ACCP) ve Yogun Bakim Dernegi (SCCM)’nin yaptig1 giincel ortak
tanimlama, “konagin enfeksiyona karsi diizensiz yanit1 nedeniyle olusan, hayat: tehdit
eden organ yetmezligi”dir (3).

Klinik olarak sepsisi tanimlayan terminoloji ¢ok ¢esitli sekillerde kullanilmakla
birlikte genellikle, enfeksiyon anlamindadir. Sepsisi karakterize eden bir dizi klinik
parametreyi tanmimlamaya yonelik ilk girisim 1989'da, Roger Bone ve arkadaslari
tarafindan sepsis sendromu terimi Onerisi ile bildirilmistir. Sepsis sendromu tanimindan
sonra, ACCP ve SCCM 1991'de standartlastirilmis tanimlar dizisi yaratmak amaciyla ilk
konsensus konferansini diizenledi (4).

ACCP-SCCM'ye gore enfeksiyon, mikroorganizmalarin veya mikrobik
toksinlerin normal-steril dokulara girmesi ile karakterize edilen bir mikrobik fenomen
olarak tanimlanmistir. SIRS olarak da bilinen sistemik inflamatuvar yanit sendromu,

sepsisin belirgin bir 6zelligi olarak kabul edilen inflamasyonla uyumlu fizyolojik



ozellikleri tanimlamak i¢in klinik olgiitlerin kullanmini kapsayan bir tanim olmustur..
Boylece SIRS, sepsis de dahil olmak iizere herhangi bir etiyolojinin sistemik bir
inflamatuvar yaniti, sepsis ise dogrulanmis / siiphe edilen bir enfeksiyon varliginda
sistemik inflamatuvar yanit olarak tanimlanmustir (5).

Organ islev bozuklugu ile iligkili sepsisler, ciddi sepsis, yeterli sivi
resilisitasyonuna ragmen sepsis ile indiiklenen hipotansiyonun eslik ettigi ciddi sepsis
ise, septik sok olarak adlandirilmistir. Bu konsensus daha yeni ve iliskili tanimlarla
smiflandirma yapmis daha sonra Sepsis-1 olarak anilmustir (4). Sepsis-2 ise 2001'de
gerceklestirilmis ve SIRS kriterlerinin asir1 hassas ve nonspesifik oldugu diisiiniilerek
ve Ozellikle ciddi sepsis ve septik sokun daha iyi gosterilmesi i¢in yeni belirteglerin
timii eklenmigtir. SIRS tabanli kriterler giincellenmistir (4,6).

2016 yilindaki konsensus yani Sepsis-3 ise bu kavrami temel bir ilke olarak
icermektedir. Bu nedenle, en yeni tanimlar, sepsisin erken fark edilmesi gerektigi ve
enfeksiyon karsisinda diizenlenmemis bir konak¢i yaniti oldugu seklindeki c¢ifte
zorunlulugu kavramsallastirmada gelistirilmis bir girisimi yansitmaktadir. Ardisik
Organ Yetmezligi Degerlendirme skorlamasi (SOFA), son adim olarak konagin yanitini
nicellestirmek i¢in kullanilmaktadir.

Sepsis sirasinda gelisen organ yetmezligi, en onemli klinik belirti olmakla
birlikte hastalifin seyri ve 6liimle dogrudan iliskilidir. Mekanizmasi hakkinda birgok
calisma olmasina ragmen nasil gelistigi hala tam olarak aydinlatilamamistir.

Giiniimiizde sepsis nedeniyle gergeklesen oliimler yiiksek orandadir (5).

2.1.3. Etiyoloji

Sepsis etiyolojisine genel olarak antibiyotik 6ncesi donem ve antibiyotik
donemi olarak iki farkli agidan yaklasilmaktadir. Antibiyotik 6ncesi donemde Gram-
pozitif bakterilerin sepsis insidansi daha yiiksek goriiliirken, antibiyotik déneminde
Gram-negatif bakteriler ve bazi Candida tiirlerinin antibiyotik direncinin katlanarak
artmasi sonucu bu tiirlerin sepsis insidansi artig gostermistir (7,8).

1986-1995 tarihleri arasinda bakterilerin sebep oldugu enfeksiyon hastaliklari
incelendiginde, kiiltiir sonug¢larindan elde edilen veriler siklikla; Escherichia coli,
Klebsiella, Enterococcus, Pseudomonas auresinosa ve Staphylacoccus aureus tiirlerinin

baskin olarak bulundugunu bildirmektedir (9). Bakterilerin neden oldugu enfeksiyon



odaklari, toplum ve hastane kaynakli olarak ayrim gostermektedir. Pnémoni, menenyjit,
deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, kolesistit, piyelonefrit, endokardit, kolanjit

toplum kaynakli en sik goriilen sepsislerdir (8,10).

2.1.4. Epidemiyoloji

Sepsis; Diinya’da sik karsilagilan, 6liim oran1 ve maaliyeti yliksek halk sagligi
sorunudur (11,12).

Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri (CDC), ciddi sepsisin yillik insidansini
100.000 kisi basina yaklasik 50-100 olgu olarak belirtmistir.

Sepsise bagli gelisen dliimlerin en 6nemli belirleyicisi olarak organ yetmezligi
gosterilmistir. Mortalite hiz1 organin fonksiyonunun derecesi ve kaybina bagli olarak
iliskilendirilmektedir ~ (15).  Yashi  popiilasyonunun,  kronik  hastaliklarin,
immiinosiipresyon tedavilerin, kemoterapilerin, transplantasyonlarin, ve invaziv
operasyonlarin artmasi mortalite insidansindaki artisa neden olmustur. Olgu/mortalite
orant ise ciddi klinik durumu olan hastalarda destek tedavilerinin ve farkindaligin

artmasi sonucu azalmistir (16,17).
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2.1.5. Patogenez

Sepsis, tamamiyla anlasilmamis, dogrusal bir seyri olmayan, dogustan gelen
bagisiklik sisteminin pro-inflamatuvar ve anti-inflamatuvar yanitlarinin, kompleman ve
koagiilasyon sistemlerin, metabolik degisikliklerin, hormonal ¢esitligin, mitokondriyal
disfonksiyonlarin (sitopatik hipoksi), epitelyel ve mikrosirkiiler disfonksiyonlarin
aktivasyonu ve disregiilasyonunu da kapsayan, patofizyolojik bir siirectir (18,19). Bu
sistemlerin her biri adaptif olarak karakterize edilebilmesine ragmen, diizensiz
aktivasyonlari, siddetli oksidatif hiicresel stresle sonlanan ortak yolak sonucu pozitif
geri bildirimli organ yaralanmasina neden olur (18).

Sepsisten septik soka dogru uzanan siiregte, bakteriyel tirlinler bir dizi olayi
baslatir, sok indiiklii hipoperflizyon, hiicresel hipoksi ve konak hiicre hasar1 tarafindan
salinan trilinler kaskadi hizlandirir. Ortaya ¢ikan hiicresel islev bozuklugu ve organ
hasar1 derecesi, zaman ilerledik¢e katlanarak artan ve dogrusal olmayan bir iliski
gostermektedir. Hiicre hasar1 ve disfonksiyonundaki logaritmik artig, erken antibiyotik
tedavisi ve hiicresel perfiizyonun restorasyonunun énemini gostermektedir (20).
Bakteriyemide, sepsisin gelisimi i¢in iki olay 6nemlidir:

a. Oksidasyona kars1 enfeksiyon direnci,
b. Bakterilerin eritrositlerden erken oksijen salinimini hizlandirmaktadir.

Bu iki olaym sonuglari sepsisin seyrini ve septik sok gelisimini belirlerler. Kan
plazmasi bilesenlerinin oksidasyonu ve eritrositlerdeki oksijen eksikligi dokularin

yaralanmasina neden olur (20).

2.1.6. Patofizyoloji

2.1.6.1. Pro ve Anti-inflamatuvar Hiicresel Sinyal / Sinyal Iletimi

Ligandlarin spesifik reseptorlerine baglanmasi (6rn., bakteriyel LPS, sitokinler)
hiicre dis1 ortamdaki degisikliklere cevap olarak olarak bir dizi hiicre i¢i olay1
baglatirlar. Bu molekiiler etkilesimler, gen iriinlerinin (yani protein iiretiminin)
yapismasindan tutunma ve kemotaksiye kadar uzanan spesifik hiicresel yanitlarin
uyarilmasini tetiklerler. Cok sayida hiicre i¢i sinyal yollari, baslangi¢ olaylari olarak, bir
hedef proteinin fosforilasyonu ile aktive olurlar. Bu aktivasyon tipik olarak bir enzimin

(bir kinaz) hedef proteine baglanmasiyla gerceklestirilir ve asagidakilere yol agabilir:



(1) Enzim aktivitesinin aktivasyonu veya degistirilmesi,

(2) Hedef proteinin stabilitesinde degisiklikler,

(3) Proteinin hiicre i¢i lokalizasyonu

(4) Diger proteinler ile etkilesimler.

Bir ¢ok sinyal yolagi, enzim aktivasyonunda yer alan kinaz ve substrat (lar) in
Kinaz-substrat etkilesiminin protein iriinleri oldugu 2 veya daha fazla kinaz igeren bir
dizi sinyalleme kaskadlar1 igerir.

Kinaz kaskadlari, ligand-spesifik reseptorlerin (6rn. Gram-negatif LPS
(Lipopolisakkarid) / TLR -4 (Toll benzeri reseptor-4)) baglanmasindan sonra aktive olur
ve ek olarak, hiicresel homeostaz bozulmalari (6rnegin, oksidasyon durumundaki
degisiklikler) kinaz kaskadlarinin aktivasyonuna yol acabilir (21).

Kinaz kaskadlar1 arasindaki etkilesimler, belirli bir kaskadin artan aktivitesinin
"tersine" kaskadlarda aktivitenin baskilanmasini saglayacak sekilde meydana gelebilir.
Ek olarak, kinaz- kinaz- kinaz etkilesimi, kinazlarin ilgili hiicre-i¢i bolgelerdeki adaptor
proteinleri lizerinde lokalizasyonu ile kolaylastirilir. Hiicresel sinyallemenin yukaridaki
akisinin acgiklanabilmesi sepsiste konak¢i-patojen etkilesiminden sonra ortaya cikan ilk
olaylarin anlasilmasi igin gereklidir (22).

Ciddi sepsiste endotoksinin, spesifik ligandlarina (TLRS) baglanmasindan sonra,

ve sinyalleme kaskadlariin aktivasyonunu takiben esas olarak transkripsiyon faktorleri
ile niikleer ve sitoplazmik diizenleyici proteinler olmak iizere hiicre i¢i proteinlerin
anahtar aktivitesinin modifikasyonu vardir (21).
TLR'ler icin, sinyalleme esas olarak 4 adaptor proteine baglidir: miyeloid farklilasma
birincil tepki proteini 88 (MyD88); ve 3 adet MyD88 proteini: (1) toll / interlokin 1 (IL-
1) reseptor homolojisi (TIR) domeini igeren adaptor protein (TIRAP); (2) TIR domeni
iceren adaptor protein-indiikleyici interferon-8 (TRIF); ve (3) TRIF ile ilgili adaptor
molekiili (TRAM). MyD88 bagimli ve MyD88 bagimsiz sinyal iletim yollar1 prototipik
transkripsiyon faktoriiniin, niikleer faktor-kB (NF-kB) aktivasyonu ile sonuglanir. Ek
olarak, cesitli anahtar hiicresel islevler ve hiicresel sinyallemenin (kaspazlar,
fosfoinositid 3-kinaz [PI3K] ve Rho GTPazlar) yonlerini diizenleyen 6nemli enzim
sistemleri aktive edilir (21,22) (Sekil 2.2).
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(LPS: Lipopolisakkarid, TLRs: Toll- like reseptor, MyD 88: myeloid birincil yanit
gen 88, IRAK: Kinaz-1 ile iligkili IL-1 reseptorii, ROS: Reaktif Oksijen Tiirleri NF-
kB: Nuklear Faktor- Kappa B)

2.1.6.2. Niikleer Faktor Kappa-B,

Niikleer Faktor Kappa-B (NF-kB), ciddi sepsis ve septik sokla iliskili birgok
inflamatuvar yanitin ekspresyonunun modiile edilmesinde yer alan prototipik
transkripsiyon faktoriidiir. Pro protein ailesinin (P50, P105, P52, P100, P65 [Rel A], C-
Rel) tiyelerinden olusan homo veya heterojen dimerler olarak bulunur ve inflamasyonda

onemli rol oynar ve NF-kB'nin c¢esitli kombinasyonlari, transkripsiyon aktivitesi



derecelerinde farklilik gosterir (NF-xB1-P50 1 P105, NF-KB2-P52 1 P100, Rel A
[P65]). Hiicresel aktivasyonun yoklugunda NF-kB, IkB ailesinin inhibitorleri ile
etkileserek latent formda sitoplazmada bulunur (IkB-a, 1kB-b, IkB-g, IkB-3, Bcl-3,
p100, p105). MyD88-bagimli ve MyD88-bagimsiz kinaz yolaklari, bakteriyel iirtinler
(LPS, peptidoglikanlar), sitokinler (Timor nekroz faktor-o [TNF-of, 1L-8, IL-18),
reaktif oksijen tiirleri ve iskemi gibi hiicresel ortamda degisiklikler ¢esitli uyaranlarla
TLR ligasyonunu takiben NF-«xB'yi aktive eder. Uyaranlardan bagimsiz olarak,
aktivasyon, IkB molekiillerinin fosforilasyonu ve ardindan 26S proteozomu tarafindan
bozunmasi ile gergeklesir. Bu adim NF-xB'nin niikleer translokasyonu, spesifik gen
promoter bolgelerine baglanmasi ve gen transkripsiyonu ile sonuglanir. NF-kB, baskin
olarak pro-inflamatuvar gen tiriinlerinin birkaginin indiiksiyonunda rol oynar.

Septik hastalarda NF-«xB aktivasyonunun derecesi, septik sokta hasta sagkalimi
ile iligkili goriinmektedir. Asirt NF-kB aktivasyonunun patofizyolojik sonuglarina ek
olarak, yetersiz stimiilasyon da septik sokta artmis morbiditeye yol agabilir (23).

Calismalar, kusurlu NF-xB sinyallemesinin, sepsiste immiin baskilanmaya yol
actigin1 ve immiin efektor hiicrelerde istenmeyen sonuglari olan apoptozu destekledigini
gostermektedir. Bu nedenle, Ozellikle hastaligin seyrinde erken donemde asir
aktivasyon ya da sepsiste asir1 negatif regiilasyon, konak doku hasari ya da
immiinoparaliz ve bunun sonucunda dogrudan doku hasar1 ile birlikte asir

inflamasyona neden olabilecegi diigiintilmiistiir (24).

2.1.6.3. Pro-ve Anti-inflamatuvar Mediyatorlerin Salinmasi

Ciddi sepsis ve septik sokta hiicresel sinyallerin sonuglari, daha fazla immiin
efektor hiicrenin aktive edilmesi ve bunlarin enfeksiyon yerine yerlestirilmesi i¢in artan
miktarda mediyatoriin sistemik dolasimda sentezlenmesi ve serbest birakilmasidir. Bu
oldukca giiclii molekiiller normal olarak dolasimda diisiik konsantrasyonlarda
bulunurlar, fakat yiiksek konsantrasyonlarda veya uzun siireli maruz kalma ile
potansiyel olarak zararli biyolojik etkiler yaratabilirler (23). Sepsisin seyrinde erken
donemde inflamatuvar mediatorlerin asir1 ekspresyonu, septik sokun gelisiminde dnemli
bir rol oynar. Boylece mediyator salinimi sitokin kaskadi olarak adlandirilmistir (24).
Sepsiste, erken klinik olaylardan sorumlu sitokinler, yiiksek pro-inflamatuvar 6zellik

gosteren TNF-a ve IL-18 ile sepsiste sitokin salinim paternlerine 151k tutmustur.



Pro-inflamatuvar sitokin salinimimi takiben karsi inflamatuvar mediyatérlerin
salimim1 da gozlenmistir. Ek olarak, septik sok gelisiminde spesifik sitokinlerin kaynag,
yapist ve etkileri daha net anlasilmigtir. Secilen yeni sitokin molekiilleri ve iyi bilinen

mediyatorlerin rolii ile ilgili yeni fikirler asagida ele alinmistir (21).

2.1.6.4. Yiiksek mobilite grup 1 proteini

Yiiksek mobilite grubu 1 proteini (HMGBI1), niikleer baglayici bir protein olarak
3 yil once kesfedilen niikleer ve sitoplazmik bir proteindir ve elektroforez jelleri
tizerindeki hizli hareketliligi nedeniyle bu ismi almistir. HMGBI, okaryotlarda en
yaygin bulunan proteinler arasindadir ve niikleozom olusumunu stabilize ederek gen
transkripsiyonunu kolaylastirmada énemli bir rol oynar.
Daha yeni bulgular HMGB1'in aktif inDNA rekombinasyonu, onarimi, replikasyonu ve
gen transkripsiyonunun, N terminusun (HMG kutular1) pozitif yiiklii domenlerinin
tekrarlar1 ile kolaylastirildigint  gostermektedir. HMGBI1, mikrobik patojenlerin
aktivasyonu iizerine nekrotik (ancak apoptotik olmayan) hiicreler ve makrofajlar,
dendritik hiicreler ve dogal 6ldiiriicii hiicreler tarafindan pasif olarak salinir. HMGB1'in
bilinen biyolojik etkileri, hiicre kiiltiirlerinden elde edilen verilere dayanmaktadir.
HMGBI, makrofajlar / monositler ve endotelyal hiicrelerde TNF ve IL-8 dahil olmak
tizere pro-inflamatuvar sitokinlerin salinmasini uyarir.
HMGBI1 ayrica insanda gelismis glikasyon son friinleri (RAGE) ve adhezyon
molekiilleri (vaskiiler hiicre adezyon molekiili-1 [VCAM-1], hiicreler arasi adezyon
molekiilii-1 [ICAM-1]) i¢in hiicresel reseptoriin ekspresyonuna baglanabilir ve endotel
hiicrelerini indiikleyebilir. RAGE'in indiiklenmis ekspresyonu transkripsiyon faktorii
NF-KB ve MAPK'lerin aktivasyonunu kolaylastirir. Bu gézlemler, HMGB1'in bagirsak
bariyeri fonksiyonu iizerinde 6nemli olumsuz etkileri oldugu ve koagiilasyon sisteminin

diizenleyicisi pro-inflamatuvar bir sitokin olarak rol oynadigini diisiindiirmektedir (21).

2.1.6.5. Bagisikhik ve Nonimmiin Efektor Hiicre Disfonksiyonu

Sitokin salinmasimna yanit olan normal immiin efektér yaniti ciddi sepsiste
kaybolur. Disfonksiyonlar, notrofillere ve makrofajlara antijen sunan hiicrelere kadar

(dendritik hiicreler) her hiicre tipini igerebilir. Hiicresel disfonksiyon, hiicresel aktivite
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de artis veya hiicresel yanitta azalma ile iliskili sitokin homeostazindaki dengesizlige

benzer bir yapidadir (21).

2.1.6.6. Ciddi sepsiste notrofil disfonksiyonu

Notrofiller, dogustan gelen bagisiklik sistemindeki anahtar hiicrelerdir.
Adhezyon, kemotaksi, fagositoz ve sitotoksik molekiillerin salimini i¢eren koordineli
bir dizi ile patojenleri taniyarak ve yok ederek hareket ederler. Sistemik dolagimda
yaklasik 7 saat ge¢irmesi ile nétrofillerle apoptotik hiicre 6liimii izlenebilir.

Ciddi sepsiste notrofil fonksiyonunun regiilasyonu kaybolur, bu da asir1 noétrofil
aktivasyonuna yol agar. Boylece aktive edilmis noétrofiller endotelyal disfonksiyonu
indiikler, sitotoksik molekiilleri serbest birakir ve inflamatuvar konak¢i organ hasarina

yol agar (21).

2.1.6.7. Hizlandirilmis lenfositik apoptoz

T-yardimct lenfositler, dogustan gelen bagisiklik sisteminin antijen-sunan
hiicreleri tarafindan aktivasyonunun ardindan adaptif immiin tepkisi de anahtar rol
oynar. Aktivasyonun ardindan, ilk lenfosit cevabi pro-inflamatuvardir. Ciddi sepsiste

yaygin immiin olmayan hiicresel disfonksiyon goriiliir (25).

2.1.6.8. Ciddi sepsiste Diger Biyolojik Sistemlerle Etkilesimler

2.1.6.9. Ciddi sepsiste pithtilasma kaskadi

Dogal antikoagiilan sistemler vaskiiler hasarin yoklugunda pihti olusumunu
onler ve vaskiiler yaralanma sonrasi olusan pihtilarin lizizini gergeklestirir. Hemostatik
slirecin prokoagiilan ve antikoagiilan kollar1 arasindaki denge ciddi sepsiste bozulur.
Agir enfeksiyona verilen inflamatuvar yanit, koagiilasyon sisteminin sistemik islev
bozuklugu ile sonuglanir. Septik sokta koagiilasyon disfonksiyonunu olusturan olaylar
antifibrinolitik sistemlerin baskilanmasi sonucu olusan diizensiz yanit ile baslar (26-28).
Inflamatuvar yanitta salinan sitokinler, ciddi sepsis ve septik sokta tetiklenebilen
koagiilasyona aracilik ederler. Sepsiste, koagiilasyon ve inflamatuvar sistemler

arasindaki etkilesimin iki yonlii oldugu anlasilmaktadir. Pihtilasma proteazlarinin
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(trombin veya TF) veya antikoagiilan proteinlerin (aktive protein C [APC]) spesifik
mononiikleer hiicreler veya endotelyal hiicrelerin reseptorlerine baglanmasi, sitokin
liretimini veya inflamatuvar hiicre apoptozunu etkileyebilir. Endotelyal hiicreler, aktive
olmus Idkositler tarafindan eksprese edilen ve salinan sitokinlere cevap verir.
Endotelyal hiicreler, adezyon molekiillerini ve inflamatuvar yaniti1 destekleyen biiyiime
faktorlerini ve pihtilasmay1 da etkileyebilir. Endotelyal hiicreler, sepsiste koagiilopati ile
iligkili 3 ana patojenik yolda belirgin rol oynamaktadir: Doku faktorii aracili trombin
olusumu, disfonksiyonel antikoagiilan yollar ve fibrinoliz inhibisyonu.

APC, pihtilagma faktorlerin Va ve VIlla’y1 etkisiz hale getirmek i¢in kofaktor
protein S ile birlikte hareket ederek protrombinaz kompleksi tarafindan siirdiiriilen
trombin olusumunu onler.

APC ayrica, sitokin liretimini inhibe ederek, notrofil aktivasyonunu ve lokosit
adezyonunu Onleyerek inflamasyonu inhibe edebilir. Sepsiste koagiilason kaskadindaki
diger mediyatorler arasinda ise antitrombin ve doku faktorii yolu inhibitorii bulunur.

Inflamatuvar ve koagiilasyon kaskadlar1 arasindaki bu karsilikli capraz iliski,
kesintisiz bir sekilde, doku hasari, organ disfonksiyonu ve hiicresel 6liimle sonuglanan

bir kisir dongiiyii temsil eder (21,26-28).

2.1.6.10. immunoinflamatuvar yamitin néral regiilasyonu: Vagal inflamatuvar

refleks ve sempatik sistemin konak yamitina etkileri

Pro-inflamatuvar mediyatorlerin asir1 salinimindan kaynaklanan doku hasarini
onlemek i¢in hareket eden hiimoral mekanizmalara ek olarak yapilan arastirmalar,
inflamasyonun noral modiilasyonunda rol oynadigini gostermektedir (29).

Hayvan sepsis modellerinde yapilan ¢aligmalarda, bu modellerde vagal uyarimi
takiben TNF ekspresyonunun 6nemli 6l¢iide inhibe oldugu gosterilmistir (30,31) ve bu
hayvanlara genetik manipiilasyon veya vagotomi yoluyla vagal stimiilasyona bagisiklik
kazandirildiginda ise, artmis pro inflamatuvar sitokin cevabi gelismistir (32).

Caligsmalarda vagal uyarilma sonucu salinan asetilkolinin (ACh), makrofajlar ve
diger bagisiklik efektor hiicreleri tarafindan eksprese edilen ACh reseptorleri ile
etkilesimi girdigi bildirilmistir (33,34).

Sitokinleri baskilayan kolinerjik reseptorlerin en 1iyi bilineni, nikotinik

asetilkolin reseptoriiniin a7 (a7 NAChR) alt birimidir. Sempatik noéronlar ve adrenal
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medulladn salinan ndorotransmiterler katekolaminlerdir. Ayrica bagisiklik efektor
hiicreleri de ciddi sepsiste bir katekolamin kaynagidir. Septik sok daha sik endojen
katekolamin depolarmin tiikkenmesi ve muhtemelen katekolamin direnci ile

karakterizedir (28, 35).

2.1.7. Endotoksin

Endotoksinler, oldiiriicii soka neden olabilen gram-negatif bakterilerin dis
zarmin yaklagik % 75'ini  olusturan glikolipid yapida lipopolisakkarid (LPS)
makromolekiillerdir (36). LPS'in yapisin1 genellikle hidrofobik lipid A bdlgesi,
oligosakarit ¢ekirdek ve en distaki O-antijen polisakkaridi olusturmaktadir (37). Lipid
A, LPS'nin mikrobiyal membrana baglanmasini saglayan hidrofobik di-glukozamin
tabanli bir lipiddir. E. coli'nin yiizeyinde yaklasik 106 birimlik lipid A molekiili
barindirdig1 bilinmektedir. Lipid A ¢esitlilige sahip bir molekiildiir. Cesitlilik kismen
yag asidi yan zincirlerinin sayisindan ve terminal fosfat rezidii varligindan kaynaklanir
(38).

Lipid A, dogustan gelen bagisiklik sistemi tarafindan taninan LPSmin tek
bolgesidir ve pikomolar konsantrasyonlart TNF-a ve IL-1 B gibi pro-inflamatuvar
sitokinler tiretmek ve bir makrofaji tetiklemek igin yeterlidir (39). Dogal bir bagisiklik
tepkisini tetiklemek i¢in, tek basmna LPSmin lipid A kismu yeterli olmakla birlikte,
enfeksiyon esnasinda adaptif bagisiklik tepkisi genellikle O-antijene yonlendirilir. LPS
tanima icin anahtar kalip tanima reseptorii Toll benzeri reseptor 4'diir (TLR4).
Dolasimdaki LPS, serumdaki LPS baglayict protein (LBP) ile ¢oziiniir hale getirilir.
Endotoksin daha sonra, CD14 olarak adlandirilan lokositler itizerine ekstrinsik bir
glikosilfosfatidilinositol ile bagli membran proteinine aktarilir. CD14 ayrica ¢6ziiniir
formda mevcut olabilir. CD14, LPS'yi MD2'ye aktarir, bu daha sonra TLR4-MD2
reseptor kompleksini olusturmak i¢in TLR4'e baglanir ve LPS tanimay: tetikler.
Cozinir MD2, TLR4'le kovalent olmayan bir sekilde baglidir, ancak TLR4'in
yoklugunda bile dogrudan LPS'ye baglanmaktadir. LPS-MD2-TLR4 kompleksi
olustuktan sonra, kompleksin tamami Toll-interleukin-1 reseptér (TIR) alanlan ile
etkilesim yoluyla sitoplazmik adaptér molekiillerini dimerize eder (40,41). LPS'nin
taninmasi iizerine TLR4 aktive edildiginde, ya bir MyD88 (miyeloid farklilasma primer
yanit geni 88) bagimli ya da MyD88'den bagimsiz bir yol izler. MyD88'e bagli yol, pro-
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inflamatuvar sitokinlerin salinmasina yol acan NF-kB ve mitojen ile aktive olan protein
kinaz genlerinin aktivasyonunu uyarirken, MyD88 bagimsiz yolagi da (TRIF yolu-Toll-
interleukin-1 reseptor alanini igeren, adaptor- interferon P tiretecek), Tip-1 interferon-
indiiklenebilir genlerini ve bunu takiben NF-«xB {iiretimini aktive eder. LPS'nin Lipid A
bileseni doku faktorii ve pro-inflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunu uyararak
endotelyal hiicre hasarina neden olup, apoptozu baslatir. Dolasimdaki enfeksiyonda
lipid A varligi endotoksin sokuna neden olabilir. Siganlardaki TLR4'te, 82 amino asit
uzunlugunda hiper degisken bélge, lipid A'nin taninmasindan sorumludur (42). Asil
zincirlerin yapisi uzunlugu ve sayisi, insan TLR4 sinyallemesinde kritik dneme sahiptir.
CAMP’ler, Okaryotlar tarafindan {iretilen bir grup peptiddir. Patojenlere karsi dogustan
gelen bagisiklik tepkilerinin dnemli bir bilesenidir. Katyonik 6zelliklerinden dolayz,
CAMP’ler, anyonik hiicre duvart ve fosfolipid zar icine girerek bakteri ylizeyini
bozarak patojeni oldiiriirler. Arastirmalar, lipid A'nin modifiye edilmesi i¢in ¢ok diisiik
bir CAMP konsantrasyonunun yeterli oldugunu bildirmektedir. Lipid A’nin
modifikasyonlari, S. Typhimurium da dahil olmak {izere birka¢ gram negatif bakteri
icinde PhoP-PhoQ olarak adlandirilan gevresel sensor kinaz regiilatorii olan iki bilesenli
bir sistemdir. Bu iki bilesenli sistem S. Typhimurium'un CAMP'lere kars1 direncini
arttirir ve ayrica patojenin insan ve fare makrofajlari i¢inde hayatta kalmasini saglar
(43) (Sekil 2.2).

LPS inflamatuvar hiicrelerin, IL-8, IL-6, IL-1p, IL-1, IL-12 ve IFNy gibi bir dizi
pro-inflamatuvar sitokinlerin eksprese etmesine neden olur; ancak TNF- o, endotoksik
sok sirasinda kritik 6neme sahip oldugu bildirilmektedir (44). TNF-a inflamasyon
sirasinda doku hasarina neden olur. Bazi klinik arastirmalarda ve sepsisin hayvan
modellerinde, anti-TNF antikorlarinin, septik sokun tedavisinde yardimci oldugu
gosterilmistir. TNF reseptoriin yoklugu endotoksin yanitint azaltir (45).

LPS ile indiiklenen sok sirasinda TNF-a; I1L-10 ve IL-4, gibi anti-inflamatuvar
sitokinleri indiiklemenin yani sira pro-inflamatuvar sitokinlerin, IL-1, IL-6 ve IL-8'in
ekspresyonunu tetiklemektedir (Sekil 2.3). Sitokin indiiksiyonunun yani sira, TNF-o da
nitrik oksit (NO) ve prostaglandin E2 (PGE2) tiretimini katalize eden nitrik oksit sentaz
(iNOS) ve siklooksijenaz (COX-2) "1 tetikler. Hem NO hem de PGE2 vazodilatatorlerdir
endotel-16kosit baglanmasint inhibe ederek nétrofillerin  enfeksiyon bdolgesine
gociindeki azalmaya neden olur (46,47). LPS, TNF-o ile kombinasyon halinde,

bagirsak, akcigerler ve timus da dahil olmak {izere ¢esitli dokularda endotel tabakasinin
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apoptozunu indiikler (Sekil 2.3). Endotoksin sokunu iyilestirmek icin g¢esitli stratejiler
hem preklinik hem de klinik aragtirmalarda test edilmistir. LPS'nin septik sokun
patofizyolojisinde énemli bir faktér olduguna dair giiglii kanitlar bulunmaktadir (48).

gram-negatif basiller 4
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Sekil 2-3: Endotoksinin dokular iizerine etki mekanizmasi

(TNF: Tiimér Nekroz Faktor- a, IL-10: Interlokin- 10, APC: Adenomatdz Polipozis Koli )

2.1.8. Septik Ensefalopati

Sepsisin ensefalopatisi, ¢oklu organ yetmezligi ya da hipotansiyon ve diger
sistemik fenomenlerin eslik ettigi “ge¢ ensefalopati” Oncesinde ortaya ¢ikan “erken
veya septik ensefalopati” olarak smiflandirilabilir. Erken veya septik ensefalopati,
hepatik veya bobrek fonksiyon bozuklugu, hipotansiyon veya hipoksi ile agiklanamayan
bir kavram olarak goéreceli olarak yenidir (49).

Septik ensefalopati beyindeki inflamatuvar mediatorlerin etkisinden veya
beyindeki aracilari tarafindan bu mediatorlere sitotoksik yanittan kaynaklanir.

Sepsis ve tiirevleri, sepsis sendromu, septik sok ve akut respiratuar distres sendromu
(ARDS), yogun bakim iinitelerinde Sliimlerin % 10- % 50'sini olusturan mortalitenin

onde gelen nedenlerindendir (50). Septik ensefalopatinin septik hastalarin % 8 - % 70’
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inde goriildiigli ve yogun bakim iinitelerinde hastalar arasinda sik goriilen ensefalopati
sekli oldugu bildirilmistir (49,51). Septik ensefalopatinin bildirilen insidansindaki
bliylik varyasyonun sebebinin kullanilan sepsis ve ensefalopati tanimlarindan
kaynaklanmis olabilecegi bildirilmektedir (49,52,53). Bunun nedeni ise birgok kritik
hasta, sedasyon, mekanik ventilasyon veya noromiiskiiler kavsak blokaji gibi noral
disfonksiyon belirtilerini maskeleyen etkiler altinda oldugundan septik ensefalopati
tanist alamamasidir.

Septik hastalarda bobrek veya karaciger yetmezligi, ARDS, elektrolit
bozukluklari, asit-baz degisiklikleri, hipo/hiperglisemi, hipotansiyon, hipoksemi,
hipo/hipertermi veya endokrin anormallikler de olabilir. Bunlarla iliskili kosullar,
sepsisin beyin {izerindeki etkilerinin izole olarak incelenmesini zorlastirmaktadir.
Bununla birlikte, ensefalopatinin baslangici siklikla bu anormalilerin oniindedir, bu da
septik ensefalopatiye bu anormalliklerin neden olmadigini diisiindiirmektedir (53) (Sekil
2.4).

SEPSIS

|

inflamatuvar mediyatorler(TNF-u, IL-1B)

Septik Ensefalopati

Sekil 2-4: Sepsis ve Septik Ensefalopati iliskisi (Dal-Pizzol ve ark., 2014)*
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2.1.8.1. Klinik Belirtiler

Septik ensefalopati tanisi, ekstrakraniyal enfeksiyon ve bozulmus mental durum
kanit1 gerektirir. % 50°nin {izerinde bir oranda hastalarda kan kiltiiri pozitif
bulunmustur. Beyin lezyonlarinin aksine, ensefalopatide norolojik bulgular simetriktir.
Karaciger, bobrek veya endokrin bezlerinde yetmezlikle sonuglanan ensefalopatide
bulunan asteriks, tremor ve multifokal miyoklonus, sepsiste nadir goriiliir. Hipoksemi,
hipotansiyon, periferik organ yetmezligi ve eksojen ilaglar saf dis1 birakilmalidir.
Lomber ponksiyon, bilgisayarli tomografi veya manyetik rezonans; menenjit, ensefalit,
beyin apsesi ve subdural ampiyem gibi farkliliklar1 6nemli sekilde ayirt edebilmeyi
saglar. Elektroensefalografi septik ensefalopatiyi belirlemede o6nemlidir ve klinik
degerlendirmenin zor oldugu yogun bakim tiinitelerinde 6nemli bulgudur.

Elektroensefalografik anormalligin derecesi veya daha siddetli olgularda
Glasgow Koma Skalasi skoru ile derecelendirilebilen ensefalopatinin siddeti mortalite

ile iliskilidir (52,55).

2.1.8.2. Patogenez

Septik ensefalopatinin patofizyolojisine bir¢cok faktér neden olabilir. Septik
ensefalopatinin yaygin serebral mikroabselerden kaynaklanabilecegi ileri siirilmiistiir
(56). Gram-negatif bakteriyemi, Grampozitif bakteriyemi, fungemi veya herhangi
saptanmis bir organizma bulunmayan hastalarda septik hastalarla benzer oranlarda
septik ensefalopati gelistigi rapor edilmistir (49). Bu bulgular, ensefalopatinin pankreatit
gibi enfeksiy6z olmayan durumlarda ortaya c¢ikmasi ile birlikte (57), enfekte edici
organizmalarin ve / veya toksinlerinin dogrudan ensefalopatiye neden olmadigim
disiindiirmektedir. Enfeksiyon veya diger nedenlerden kaynaklanan sistemik
inflamasyon, septik ensefalopatinin sebebi olarak ortaya ¢ikmaktadir. Sepsiste 16kositler
tarafindan salinan inflamatuvar mediatorlerin endotelyal hiicreler ve astrositler tizerinde
derin etkileri vardir. Bu hiicrelerin hasarlanmasi, bozulmus néronal fonksiyona neden
olur (58). Inflamasyon baslangigta lokal bir siire¢ olmakla birlikte, ciddi
enfeksiyonlarda, yagun doku hasarinda ve biiyiik miktarda nekrotik doku varliginda,
karaciger, akciger, bobrek ve kalp iizerinde olumsuz etkilere neden olan sistemik bir
inflamatuvar mediator salinimi saglar. Akcigerler, karaciger ve dalak diisiik performans
gosterir ve lizozomal enzimler ve oksijensiz serbest radikalleri serbest birakan aktive

l16kositler biriktirir. Retikiiloendotelyal sistemin organlarmin aksine, beyin l6kosit
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birikimine direnglidir (59). Yapilan calismalarda trombosit aktive edici faktor,
interlokin-8, interlokin-1 ve tiimor nekroz faktér- o’nin intraserebral enjeksiyonunun
farelerde beyin parankimi ic¢ine I6kosit infiltrasyonuna neden olmadigini gostermistir
(60). Bunun birkag nedeni vardir. Ilk olarak, merkezi sinir sistemi potansiyel antijenleri
ayiran lenfatik bir sistemden yoksundur. Ikincisi, merkezi sinir sistemi, kan-beyin
bariyeri  tarafindan  inflamatuvar  hiicre infiltrasyonundan  korunmaktadir.
Serebrovaskiiler endotelyal hiicre pinositozu sepsiste artmasina ragmen, immiinolojik
olarak ilgili molekiillerin ge¢mesine izin vermekle birlikte, hiicreler arasi siki
baglantilar morfolojik olarak bozulmadan kalir ve bu nedenle muhtemelen inflamatuvar
hiicrelere bir engel teskil eder (61). Ugiinciisii, merkezi sinir sisteminin hiicreleri,
bagisiklik tepkilerinin indiiksiyonunda ve diizenlenmesinde temel bir rol oynayan major
doku uyusmazlig1 kompleks antijenlerinin ¢ok diisiik seviyelerini ifade eder. Son olarak,
serebrovaskiiler endotel, periferal vaskiiler endotele kiyasla VCAM-1 ve ICAM-1 gibi
cok diistik seviyelerde 16kosit adhezyon molekiilleri igerir. Sepsis sirasinda beyinde
16kosit birikimi olmamasina ragmen, inflamatuvar mediatorler kan beyin bariyerini
gecerek beyin tizerinde olumsuz etkilere neden olurlar (56,61).

Intraserebral interlokin-1 veya interlokin-2' nin deney hayvanlarina enjekte
edilmesi, septik ensefalopatinin elektroensefalografik degisikliklerini ve sporadik
etkilerini taklit ettigi ve hipotalamus iizerindeki etkisiyle 1s1 artisina neden oldugu
bildirilmistir. Tavsanlarda TNF-o'nin subaraknoid enjeksiyonu serebral oksijen alimini
ve serebral kan akigini azaltir ve intrakraniyal basinct ve beyin omurilik sivist laktatini
arttirir. TNF-a, endotelin tiretimini artirir ve diiz kas hticreleri tarafindan nitrik oksit
olusumunu inhibe eder (59,50).

Dolasimdaki aktive 16kositler, eritrosit hiicre membranlari ile reaksiyona giren
ve endotoksin uygulanan normal insan eritrositlerinin deformabilitesini azaltan
oksijensiz radikaller olusturur. Serebral mikrodamarlardaki eritrositlerin fekal peritonitli
domuzlarda genisledigi ve yuvarlaklastigi goriilmektedir. Bu anormal sekilli eritrositler
mikrodamarlar boyunca sikisip hareket edememekte, bu da sepsiste meydana gelen

serebral hipoperflizyonu siddetlendirebilmektedir (49,56,60,61).
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2.1.8.3. Serebral Endotelyal Hiicreler

Normal serebral mikrodamar endoteli, diger bircok dokulardan farkli olarak,
hiicreler arasi siki baglantilara sahiptir ve birkac¢ pinositotik vezikiil igerir. Septik
ensefalopatinin kan-beyin bariyerinin yikilmasi ile iligkili oldugu goériilmektedir. Septik
ensefalopatisi olan hastalarda beyin omurilik sivisinda yiliksek protein seviyelerine
rastlanmustir ayrica kolloidal demir oksit, **C-amino asitler ve *®l-albiimiiniin septik
kemirgenlerde dolasimdan beyin parankimasina gegtigi bildirilmistir (62).

Normalde dolasimdaki katekolaminlerin diisiik dozlarinin serebral kan damarlari
tizerinde higbir etkisi yoktur, ¢linkii bunlar kan beyin bariyeri tarafindan merkezi sinir
sisteminden serbestlerler. Dolasimdaki katekolaminlerin yiiksek konsantrasyonlari,
arteryel kan basincinda bir artis ve dolayisiyla vaskiiler duvarlarin distansiyonundan
kaynaklanan serebral kan damarlarimin genislemesine neden olabilir. Kan-beyin
bariyerinin bozulmasi, sepsiste meydana gelen yiiksek diizeydeki endojen
katekolaminlerin ve yogun bakim {initelerinde uygulanan cesitli vazopresorlerin
serebral vaskiiler direncini dogrudan etkilemesine neden olur. Norepinefrin gibi al-
adrenoseptor aktivitesi olan ajanlarin, kan-beyin bariyerini gectikleri ve sepsiste
serebral vazokonstriksiyona neden olduklari bildirilmistir (63). Buna karsilik, kan-beyin
bariyeri geg¢irgenliginin etkilenmedigi hemorajik sok sirasinda, norepinefrin serebral
vaskiilatiir lizerinde higbir etkiye sahip degildir (64).

Kopeklerde, domuzlarda ve insanlarda, endotoksik sokun, serebral kan akiminda
azalmaya neden oldugu ve ortalama arteriyel basinca etkili olmadig1 gosterilmistir, bu
da serebral 6demin olabilecegini diisiindiirmektedir. Sepsiste kafa i¢i basing artar, bu
ortalama arter basincinin ylikselmesinden sonra serebral kan akimindaki artisa karsidir.
Bu hipotez ayrica, domuzlarda endotokseminin arteriyel hipotansiyona ragmen
intrakranial hipertansiyona neden oldugu gercegi ile desteklenmektedir (61).

Sepsis sirasinda bozulmus serebral oksijen kullannminin bir baska nedeni
mitokondriyal fonksiyonun inhibisyonu olabilir. Sigan karacigerinden, diiz kastan ve
pulmoner epitelyumdan, endotoksemi ve pro-inflamatuvar sitokinlerin, muhtemelen
nitrik oksit aracili mekanizmalarla mitokondriyal disfonksiyona yol actigma dair

kanitlar vardir (65).
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2.1.8.4. Astrositler

Astrositler merkezi sinir sisteminde Onemli destekleyici ve homeostatik
hiicrelerdir. Yaralanmalar1 birka¢ mekanizma ile ndronal hasar1 siddetlendirebilir. ilk
olarak, yiliksek noronal aktiviteye sahip bolgelerde, ndronlardan hiicre dis1 alana bir
potasyum akis1 vardir. Potasyum astrositler tarafindan alinir ve endotel hiicrelerine
aktarilir. Daha sonra yerel kan damarlarint genisletmek icin vaskiiler liimene salinir
(65).

Astrosit sonu ayaklarinin yaralanmasi, bu baglanma siirecini bozabilir ve bu
nedenle sinaptik aktiviteyi azaltabilir. Ugiinciisii, astrositler serebral endotelyumdaki
kan-beyin bariyeri 6zelliklerini indiiklemede 6nemlidir ve hasarlari sepsiste kan beyin
bariyeri gecirgenligini artirabilir (66). Astrositler inflamatuvar mediator reseptorlere
sahiptirler. Insan astrosit kiiltiirlerinde, rekombinant insane interferon-y, interlokin-18
ve toksik olan reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu indiikler (67). Kemirgen hiicre
kiiltiirleri ile yapilan calismalarin sonuclar1 astrositlerin néronlarin savunmasizligini,
hipoksik, eksitotoksik ve serbest radikal aracili yaralanmalar1 etkiledigini
gostermektedir (56). Bu nedenle, sepsiste noronal hasarin modiile edilmesinde

astrositlerin rolii ile ilgili agiklayici ¢aligmalar yeterli degildir.

2.1.8.5. Noronlar

Septik ensefalopati, bilinci ve dikkati kontrol eden retikiiler aktivasyon
sisteminin rahatsizliklari ile iligkilidir. Siganlarla yapilan ¢alismalarda ¢ekal ligasyon ve
ponksiyonun, raphe g¢ekirdekleri tarafindan glukoz kullanimin1 ve beyindeki serotonin
dongiisiinti arttigi gosterilmistir. Ayn1 hayvan modelinde sepsiste, lokus seruleus
tarafindan glikoz kullanimi1 ve tiim beynin norepinefrin iceriginin azaldigi bulunmustur
(68,69).

Hepatik ve liremik ensefalopatide artmis serotoninerjik ve azalmis noradrenerjik
norotransmisyon da bildirilmistir. Bununla birlikte, ndrotransmisyondaki bu
degisikliklerin ensefalopati veya epifenomen nedenleri olup olmadigi belirsizdir.
Degistirilmis seviyelerde tirozin, triptofan ve fenilalanin, sepsiste bulunan
norotransmisyondaki degisiklikleri aciklayabilir, ancak bu tiir degisiklikler sepsiste
cereyan eden karaciger ve bobrek yetmezligine sekonder olabileceginden, veriler

dikkatle yorumlanmalidir. Bu aromatik amino asitlerin plazma ve beyin
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konsantrasyonlar1 septik hastalarda ve ¢ekal ligasyon ve ponksiyondan sonra siganlarda
artmasinin nedeni, kas yikimi sonucu dolagimda birakilmasidir (70).

Baslangictaki enerji gereksinimleri i¢in sepsiste serebral kan akimi yeterli olsa
bile noéronlar, yiiksek sinaptik aktivite sirasinda fonksiyonel olarak simirlanabilir.
Bozulmus serebral kan akimi karmagik bilginin islenmesini engelleyebilir ve bdylece
sepsiste meydana gelen noéronal aktivitede azalma olmadig: siirece serebral kan akisinda
azalmaya neden olan septik ensefalopatinin semptomlarina katkida bulunabilir. Septik
hasta tizerinde yapilan bir c¢alismada, serebral kan akiminin baskilanmis olmasina
ragmen, PaCO; degisikliklere kars1 serebrovaskiiler yanitinin bozulmadig1 gésterilmistir
(65).

Endojen benzodiazepin ligandlari ile gamma- amino biitirik asit (GABA) aracili
ndrotransmisyonun artmasi, bozulmus motor fonksiyonuna ve hepatik ensefalopatide
biling azalmasina katkida bulunabilir (71). Septik ensefalopatide GABA nin rolii heniiz
tam olarak agiklanamamistir. Glutamat, beyindeki sinapslarin % 75'inde norotransmiter
olarak kabul edilir (72). Hasarli noronlar tarafindan salinan glutamat ve astrosit
glutamat tasiyicinin tersine taginmas, hepatik ensefalopati de dahil olmak iizere bir¢ok
bozuklukta néronal hasara (eksitotoksisite) neden olur. Ancak septik ensefalopatide rolii
degerlendirilmemistir (73,74).

Ensefalopati siklikla sepsisin ilk belirtisidir (64) ve ensefalopatisi olan septik
hastalarda ensefalopatisi olmayanlara gore daha yiiksek mortaliteye sahiptir (65,68,69).
Bu bulgular septik hastalarda ensefalopatinin  6liim sebebi olabilecegini
diistindiirmektedir.

Sepsiste, beyin hasar1 en az diger organlardaki hasar kadar siklikla ortaya cikar.
Lokositlerin iirettigi serbest radikaller eritrositlere zarar verir ve bdylece beyine oksijen
verilmesini sinirlar. Lokositler tarafindan salinan inflamatuvar mediatorler, beyin
tarafindan mitokondriyal fonksiyonu ve oksijen ekstraksiyonunu bozar. Bu mediyatorler
kan-beyin bariyerini de agarlar, bu da peri mikrodamar &demine ve astrosit son
ayaklarimin bozulmasma neden olur. Sonu¢ olarak, bu degisiklikler genis ndronal
yaralanmaya neden olur ve bu nedenle, sepsisden kurtulan hastalarin uzun siireli
noropsikiyatrik / ndorolojik bozukluklara sahip olma risklerinin yiiksek oldugu
bildirilmistir (61).



21

2.1.9. Septik Miyopati

Sepsiste gozlemlenen kas zayifligina bagli semptomlar ve zayiflik sendromlari,
hastalardaki mortalite ve uzun siireli morbiditenin ana nedenidir, ancak bu sendromlarin
gercek olusum orani ve prevalansi bilinmemektedir (75,76). Sendromlarin klasik tanilar
biiylik olgiide elektrofizyolojik testlere dayanmaktadir ve birincil bir ndropatik siire¢
veya birincil miyopatik siirecin varligiyla tanimlanmistir (77). Yapilan yeni bir
calismada ARDS iyilesme sonrasi hastanin kas biyopsileri incelenmis ve tim kas

biyopsilerinin bozuldugu bulgular vardir (78).

2.2. SITOKINLER

Sepsiste, sitokinlerin neden oldugu doku ve organ hasari yeni sitokinlerin
salinmasini tetikler. Bu sitokin firtinasi veya sitokin kaskadi, enfeksiyonla iligkili ¢esitli
belirtilerden sorumludur. Sonucta, bu sitokinlerin degeri belli bir esigi gectiginde ciddi
bir klinik sendrom ya da sepsis gozlemlenebilir. Sitokinler, mortalite ve morbidite
tizerinde dramatik bir etkiye sahiptir.

Sitokinler, hiicrelerin haberlesmesi amaciyla genis ¢apta {iretilen kiigiik
proteinlerdir (<40 kDa). ve birkag farkli kategori altinda incelenir: interlokinler,
interferonlar, kemokin, biiyiime faktorleri ve tiimor nekroz faktorii.

En oOnemli sitokin grubu, enfeksiyoz siirecler sirasinda salgilanan
Interlokinlerdir. Lokositler ve endotelyal hiicreler tarafindan serbest birakilirlar ve hiicre
sinyalizasyonuna, immiin hiicrelerin aktivasyonuna, proliferasyonuna ve oliimiine
katkida bulunurlar (79).

Sitokinlerin etkileri, hiicre yiizey reseptorlerine baglanarak baslar. Ardindan,
hiicre i¢i kaskadlarin aktivasyonuna neden olan reseptor aktivasyonu, sonunda biyolojik
bir etkiye yol agar. Sitokinlerin ¢ogu antijenlere yanit olarak salgilanir ve sitokinlerin
gen ekspresyonu, proteinlerin hizli transkripsiyonu ve translasyonu ile kuvvetli bir
sekilde diizenlenir (80). Sitokinler sepsis patogenezinde 6nemli bir rol oynar ve pro-
inflamatuvar sitokin agi1 (TNFa, IL-1f, IL-6, IL-8, IL-12 ve IL-17 dahil) tarafindan
diizenlenirler. Bu diizenlenmenin ardindan IL-1 reseptdr antagonisti dahil olmak iizere
anti- inflamatuvar sitokinler ((IL1ra, IL-4, IL-10, IL-13 ve TGF-B) salinir (81). Pro-
inflamatuvar sitokinlerin yardimi, hiicresel stresorler sirasinda veya antijenlerin

tespitinden sonra bagisiklik sistemini diizenler. Anti-inflamatuvar sitokinler antijenler
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elimine edildikten sonra homeostaziye geri donmek i¢in bagisiklik yanitini modiile
ederler (80).

Uzun bir siiredir iki sepsis fazi1 isimlendirilmistir: birinci faz, sitokin firtinasinin
ortaya ¢iktig1 pro-inflamatuvar sitokinlerin iiretimi ile karakterize edilen sistemik
inflamatuvar yanit sendromu olarak adlandirilmistir.

Daha sonra SIRS fazi, immiinolojik dengeyi saglayan anti-inflamatuvar
sitokinlerin tiretimi ile kompensatuvar anti-inflamatuvar yanit sendromu (CARS) denen
ikincil bir fazi takip eder.

Pro-inflamatuvar ve immiinsiipresif sitokinlerin  sekresyonu, sepsisin
baslangicindan hemen sonra baglarlar. Sonug¢ olarak, bu iki karsit yanitin net etkisi

genellikle hiperinflamatuvar faza ve ikincil immiinosupresif faza yol agar (82).

2.2.1. Pro-inflamatuvar sitokinler

Pro-inflamatuvar sitokinler, inflamasyonu, travmayir ve enfeksiyona karsi
bagisiklik cevabini diizenlemede temeldir. TNF-a ve IL-1 hedef hiicrelere baglanir daha
fazla inflamatuvar mediatorlerin iiretimini aktive eder bu nedenle inflamasyon
cevabinda 6nemli bir rol oynar. Pro-inflamatuvar sitokin iiretimi, sepsis ile sonuglanan
bir dizi patojen-duyarli hiicrelerin uyarilmasi ile es zamanli olusur (83).

Konakta endotoksin gibi bir uyart sonucu TNF- a ve IL-18 gibi erken veya
proksimal sitokinlerin iiretimine yol acan sitokin kaskadi baslatilir. Endotoksine ek
olarak proksimal sitokinler de, 1L-6 ve IL-8 dahil olmak iizere distal sitokinlerin
tiretimini aktive eder. TNF-a ve IL-18 gibi erken salinan sitokinler, sepsisin neden
oldugu patofizyolojik mekanizmanin ¢oguna aracilik etmektedir (78,83). Spesifik olarak
IL-1B, amplifikasyon kaskadi uyarir ve IL-6, IL-8 gibi c¢esitli inflamatuvar genlerin
sentezini indiikler (78). Sepsis sirasinda proksimal sitokinler uyaranlara maruz kaldiktan
sonra 30-90 dakikalik bir siire i¢cinde salinir. Bu sitokinler makrofajdan tiiretilir ve
dikkate deger bir dizi biyolojik etkiyi tetikler. Ek olarak, lipid medyatorleri, geg-distal
sitokinler, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve hiicre adezyon molekiilleri aktivasyonundan
sorumludurlar. Cok sayida ¢alisma IL-1p ve TNF-a'nin sepsisin siddetinin belirleyicileri
oldugunu gostermistir (78,82,83). Bununla birlikte, septik hastalarda mortaliteyi
onlemek i¢in anti-TNF-a ve anti-IL-1B kullanimi, hastaligin ge¢ evresinde sitokinleri

bloke edebildigi i¢in ¢ok yararlidir (84). TNF-a, esas olarak hedef hiicreler lizerinde
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pleiotrofik etkileri olan mononiikleer fagositler tarafindan salinan 17-kDa’luk
proteinden olusan pro-inflamatuvar sitokindir. TNF-a bir¢ok enfeksiy6z ve enfeksiyoz
olmayan inflamatuvar hastalikta rol oynar (83). Sitokin IL-1 ile sinerjistik olarak, ana
inflamatuvar sitokinlerin gen ekspresyonunu uyarmak igin spesifik reseptorler yoluyla
sinyal yollarini isaretleyerek inflamasyonda birincil fonksiyona sahiptir (79). TNF-a,
dogustan gelen bagisiklik yanitinda rol oynar, makrofajlar ve lenfositlerin
farklilasmasina yardimci olur. TNF-a ve diger sitokinler arasindaki etkilesim, pro-
inflamatuvar efektéor molekiillerin {iretiminde rol oynar. Bu nedenle, TNF-q,
inflamatuvar cevabi koordine etme ve sitokin kaskadini aktive etmede onemli bir role
sahiptir (82).

Insanlar iizerine yapilan calismalarda rekombinant TNF-a’nmn 16kopeni ile
birlikte SIRS, ates, hemodinamik parametrelerde anormallikler, koagiilopati ve
karaciger enzimlerinde yiiksekligi sebep olabilecegi gosterilmistir (83). TNF-a, ciddi
sepsiste goriilen organ disfonksiyonuna neden olabilir. Bakteriyel endotoksin ile
indiiklenen deneysel insan ve hayvan sepsis modellerinin ¢ogu, infiizyondan 60-90
dakika sonra plazma icinde TNF- o 'nin hizla aktive oldugunu goéstermektedir. Ayrica,
sepsiste TNF-a konsantrasyonu sepsis siddeti ile koreledir ve TNF-a yiikselmesi koti
prognozdur (83).

Interlokin 1 (IL-1), polimorfoniikleer, mononiikleer ve diger hiicre tipleri ile
sentezlenir ve birka¢ dokuya etki eder. IL-1, ayn1 IL-1 reseptdrlerini aktive eden ve
dolayisiyla ayni biyolojik aktivitelere sahip IL-1 o ve IL-1B proteinleri ismiyle
adlandirilir. Caligmalar endotoksin inflizyonundan sonra insanlarda IL-1’in arttigini
gostermistir. TNF-a'ya benzer sekilde, IL-18, IL-6, IL-8 ve TNF-a dahil olmak tizere
diger sitokinlerin salinmasini uyarir (83).

IL-1pB, dort saatlik endotoksin enjeksiyonundan sonra zirveye ulasir ve yirmi iki
saat boyunca hastalar i¢in yliksek kalir ve daha sonra hayatta kalanlarda normale doner.
Sonug olarak, sepsisli hastalarda plazmalarinda IL-1 artmistir ve IL-1 konsantrasyonu
ile sepsisin siddeti arasinda bir korelasyon vardir, ancak mortaliteyle bir iliski
goriilememistir (83).

Geg pro-inflamatuvar sitokinlerden olan IL-6 ve IL-8, erken pro-inflamatuvar
sitokinler olan TNF-a ve IL-16 doruk noktasina ulastiktan sonra, onlarda pik yaparlar.
Daha ayrintili olarak, IL-6, esas olarak doku makrofajlari, endotoksin ve TNF-a gibi

erken sitokinlere yanit olarak lenfositler, fibroblast ve endotelyal hiicreler dahil olmak
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tizere birgok hiicre tipi tarafindan salinan 21-kDa glikoproteindir (84). Aslinda, IL-6,
akut faz protein indiiksiyonu, B- ve T-lenfositlerin stimiilasyonu, hematopoezis
modiilasyonu ve pirojen islevi de dahil olmak iizere ¢esitli biyolojik etkilere sahiptir
(83). Ayrica IL-6, hem inflamatuvar hem de anti-inflamatuvar sitokin olarak
smiflandirilir ve bakteriyel sepsis ile baglantilidir (79).

Yapilan ¢alismalarda, saglikli goniilli kisilerde endotoksin enjeksiyonu ile
aktivasyon sonrasi, plazma IL-6 seviyelerinin 4 saatte pik yaptigi bildirilmis (83).
Sepsiste, plazma IL-6nin profilinin dogrudan TNF-o ve IL-1B tretimi ile iliskili
olabilecegi goriilmektedir ve sepsiste IL-6'nin kesin rolii belirsizligini korumaktadir
(85). Insanlarla yapilan gesitli ¢alismalarda, sepsiste IL-6'nin konsantrasyonu, sitokin
kaskad1 baslangicinda iyi bir gosterge gibi goriinmektedir ve konakg1 inflamatuvar yanit
ile sepsis siddetinin iliskisini yansitabilir (83).

IL-8, endotoksin ve erken sitokinler dahil olmak iizere uyaranlarin ¢oguna kars1
endotelyal, fagositik ve mononiikleer hiicrelerin yanit1 olarak bir ¢ok hiicre tarafindan
tiretilen proteindir. IL-8'in birincil fonksiyonu kemoatraktan olarak kimyasal sinyaller
yolu ile notrofilleri iltihap alanlarina ¢ekmesidir (82). Ayrica, ARDS olan hastalarda
bronkoalveolar lavaj sivisinda IL-8 oldugu ve ¢oklu organ disfonksiyon sendromlarinda
da rol oynadig bildirilmistir (83).

Insan sepsisinde, IL-6 ile ayni IL-8 iiretimi, TNF-a ile aktive edilir. Bununla
birlikte, birgok calisma, sepsisli hastalarda IL-8 seviyesinin yiikseldigini ve bu
yiikselmenin mortalite orani ile korele oldugunu bildirilmistir (86). Sepsiste IL-8'in ana
rolliniin, noétrofilleri aktive edip doku yaralanmasina neden olabilecek enfeksiyon
bolgesine yonlendirmek oldugunu gostermektedir (86).

Sepsis sirasinda, makrofajlar, dendritik hiicreler ve lenfoblastoid hiicreler 1L-12
tiretimi yaparlar. Bu sitokinin ana islevi dogal 6ldiirii (NK) hiicrelerini aktive etmek ve
zayif T hiicrelerinin tip 1 yardime1 T hiicrelerine (TH1) farklilasmasini indiiklemektir.

Sonug olarak, bu hiicrelerden yiiksek miktarda INFy salinir (87).

2.2.2. Anti-inflamatuvar sitokinler

En cok calisilan anti-inflamatuvar sitokinler interlokinler, IL-1RA, IL-4 ve IL-

10'dur. Bununla birlikte, anti-inflamatuvar sitokinler, kompansatuvar bir anti-
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inflamatuvar yanit sendromu yaratarak, nedensel ajanlara karsi tepkileri yavaslatirlar
(85).

IL-1RA bagisiklik hiicreleri veya epitel hiicreleri tarafindan serbest birakilir ve
IL-1R'ye baglanma kabiliyeti nedeniyle IL-1a veya IL-1B inflamatuvar sinyallerin
etkisini bloke edebilir. IL-4, baskin olarak TH2 tarafindan serbest birakilir ve hem T ve
B hiicrelerinin ¢ogalmasini hem de T hiicrelerinin TH2 ye doniismesini
saglayabilmektedir. Ayrica, IL-4, ¢6ziinebilir ve hiicresel pro-inflamatuvar aktivitelerin
cok giiclii bir down regiilasyonuna katkida bulunur. IL-4"lin sepsiste rolii agik degildir.
Bununla birlikte, birgok ¢alisma sepsis patofizyolojisinde gostermektedir (88,89).

IL-10 merkezi anti-inflamatuvar sitokindir ve dendritik hiicreler, makrofajlar, B-
lenfositler, T-diizenleyici hiicreler (TREGS) ve dogal oldiiriicii T hiicreleri (NKT
hiicreleri) dahil olmak iizere bir¢ok bagisiklik hiicresi tarafindan iiretilir. Bu nedenle IL-
10, sepsisin erken evrelerinde pro-inflamatuvar sitokin tiretimini modiile etmeye
yardimci olur, boylece hedefler tekrarlayan pro-inflamatuvar uyaranlara daha toleransl
olur ve pro-inflamatuvar etkileri sinirlar. Son g¢alismalar, IL-10'un sepsis hastalarin
plazmasinda anlamli bir artis oldugunu gostermislerdir (83). Bunun yaninda
calismalarin ¢ogunda, sepsiste IL-10'un ana roliiniin hastanin bagisiklik durumunu
destekledigini gostermektedir. Bu nedenle IL-10’un arastirmalara dahil edilmesi, sepsis
patogenezinde o6nemlidir (79). Septik sok nedeniyle gerceklesen oOliimlerde IL-10
salinimi yapilmadigi gézlemlenmistir. IL-10 saliniminin ¢esitli endotoksik sok ve sepsis

modellerinde mortaliteyi azalttig1 bildirilmistir (84).

2.3. SINAPTIK iLETi PROTEINLERI

Memelilerde ve mayalarda sinaptik vezikiillerin endositoz- ekzositozunda ve
iletiminde ortalama 60 kadar c¢esitli sinaptik proteinin yer aldigi bilinmektedir. Bir
cogunun molekiiler tanimlamasi1 ve rolii heniiz tam olarak yapilamamis olsa da
onemli rolleri olan ve sinaptik marker olarak kullanilan belli proteinler asagida

verilmistir (90,91):

2.3.1. SNARE Proteinleri

SNARE= "SNAP (Soluble N-ethylmaleimide-Sensitive Factor Attachment

Protein) REsept6rii" proteinlerinin gorevi ekzositoz sirasinda vezikiillerin membrana
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fizyonuna aracilik etmektir. Fonksiyonu en iyi bilinen SNARE’ler sinaptik
vezikiillerin presinaptik membrana baglanmasini saglayanlardir. Bu  nedenle
SNARE proteinleri botulismus ve tetanus toksini gibi bakteriyel toksinlerin
hedefidir (92,93).

1. SNAP-25
2. Sintaksin-I
3. Snaptobrevin/VAMP (R-SNARE)

Bu 3 protein membran flizyonunu olusturan temel bilesenlerdir.

» Presinaptik ugtaki vezikiiler proteinler:
*Sinaptotagmin: Kalsiyum sensorii olarak gorev alir. Kalsiyumun baglandigi proteindir.
*Sinaptobrevin  (VAMP-2): Depolarizasyon ve Ca'" girisi sirasinda sintaksin ve
SNAP25’e baglanir.

» Presinaptik Membranda sinaptik proteinler:
*Sintaksin: Vezikiiliin membran boyunca iletiminde rol alir.
*SNAP- 25: Vezikiiliin membrana baglanmasinda rol alir.

*Sinapsin: Vezikiiliin membrana baglanmasinda rol alir.

Vezikiil ekzositozundan sonra fiizyon deliginin kapanmasinda:

*Kompleksin

Vezikiiliin tasinmasinda rol alan proteinler;
*Sinaptofizin
*Sinaptogrin
*RAB-34a, b

Vezikiiliin geri alinmasinda (Endositozda) gorevli olan proteinler:

-Klatrin: Vezikiiler membranin bosluklarini kapatir.

-Dinein: Kaplanmis vezikiiler membrani sikistirir.

-Sinapsin: Kaplanmis vezikiiler membran1 presinaptik terminalin sitoplazmasina tasir.

Vezikiile baglanir ve vezikiilii hiicre iskeletindeki aktin filamanlarina baglar (90-92).
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Sekil 2-5: Sinapsin yapisi, nérotransmiter salinim ve sinaptik proteinler

(Kaynak: http://what-when-how.com/neuroscience/neurotransmitters-the-neuron-part)

2.3.2. Sinaptofizin

Sinaptofizin (sip I), sinaptik vezikiillere lokalize integral membran
glikoproteinidir. Vezikiiliin presinaptik membranla birlesti§i zaman olusan kompleksin
bir parcgasini olusturdugu bilinmektedir. Sinaptik terminaller i¢in spesifik ve hassas bir
isaretleyicidir. Sinaptik iletide vezikiillerin taginmasinda major rolii olan proteindir.
Sinaptofizin konsantrasyonlarinin Alzheimer gibi nérodejeneratif hastaliklarda belirli
beyin bolgelerinde azaldigi bildirilmistir (93). Noroendokrin tiimorler igin de genis
spektrumlu O6nemli bir belirte¢ olarak kullanilmaktadir. Giiglii sensivitesi olmasina

ragmen, spesifikligi azdir (94).
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Sinaptofizin dort transmembran bolgesi igeren bol miktarda sinaptik vezikiil
membran proteini olusturur. Sip I, en az dort sip I alt birimini iceren vezikiil
membraninda yiikksek molekiiler agirlikli bir kompleks ve son zamanlarda
synaptobrevin/VAMP olarak tanimlanmis diisilk molekiiler agirligi olan bir protein
olusturur. Sip I, sitoplazmik C-terminusunda hem serin / treonin hem de tirozin kinazlar
tarafindan fosforile edilir. Sinir terminalinde, fosfotirozin tasiyan baslica proteinlerden
birini temsil eder. Sip I'e ek olarak, sinaptik vezikiiller sinaptoporin veya sinaptofizin II
(syp II) olarak adlandirilan olduk¢a homolog bir membran protein igerirler. Sip I ve sip
II beyinde farkli dagilimlar gosterir: Sip I hemen hemen tim sinapslarda bulunur ve
bulunur, oysa sip II sadece secilmis noronlarda yiiksek seviyelerde ifade edilir, bu da sip
II'nin daha o6zel bir isleve sahip oldugunu gosterir. Hipokampiiste, yosunsu lif
terminallerinde yliksek diizeyde sip II, daha diisiik miktarlarda diger sinapslar bulunur.
Her ne kadar sip Il sip I'e benzer bir heteromultimerik alt birim yapi1 sergilerse de, iki
sinaptofizin farkli komplekslerde bulunur ve heteromultimer olusturmaz (95).

Literatiirdre sinaptofizinin kalsiyum i¢in voltaj duyarli bir kanal 6zelligi

gosterdigi de bildirilmistir (96).

2.4. GAMMA AMINO BUTIRIK ASIT (GABA)

Beyin ve retinada presinaptik inhibitor olarak en 1iyi bilinen nérotansmitter olan
GABA 1883 yilinda bulunmustur. Tiim sinapslarin % 30-40'inda olusur. GABA;
glutamatin, glutamik asit dekarboksilaz (GAD) ile alfa-dekarboksilasyonundan olusur
ve GABA-transaminaz (GABA-T) ve siiksinik semialdehid dehidrojenazin (SSADH)
ardisik etkileri ile siiksinat haline metabolize edilir. GAD aktivitesinin, GABA'nin
stabil-durum konsantrasyonunun, aktif (holo-GAD) ve inaktif formlarin (apo-GAD)
piridoksal-5'-fosfat-bagimli ara formlarina doniisiimilyle in vivo diizenlenmesinden
sorumlu olduguna inanilmaktadir. GAD hiicre govdesinde sentezlenir ve aksonal
transport ile ndronun terminaline ulasir. Akson terminallerinde glutamatin a- karboksil
grubunu ¢ikarir ve sonugta GABA’y1 olusturur. GAD’in formlarindan apo-GAD
beyinde bulunan toplam GAD'm en az % 50'sini olusturur. GAD aktivasyonu inorganik
fosfat tarafindan uyarilir ve ATP tarafindan inhibe edilir. GABA ve aspartat ATP, apo-
GAD olusumunu saglar ve stabilize eder ATP olmaksizin, apo-GAD, 37° C' de birkag
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dakikalik bir yar1 dmre sahiptir. Apo-GAD Pridoksal fosfat ile iki asgamada holo-GAD’a
aktive olur (92,97).

Baglanma inhibisyon
ve sakinlesme
yiiksek Cu*?/ giisiik Zn*™? wesse- | efektine sebep olur

inflamasyon Probiyotikler Enfeksiyon
g,m"‘“ e RSEEEA KX
Glutamin Glutamat »
sentaz dekarboksilaz / at
. —
Glutamin Glutamat GABA GABA reseptodrii
B6+ Magnezyum
Glutamat
scutaz / \ GABA takviyesi
Magnezyum Kronik stres
B6 Vitamini Eksikligi  eksikligi ve glukoKortikoid
yiiksekligi
Key:
wp- Tesvik/ === inhibisyon/ w3 Bozulma

uyarma tiilkenme

Sekil 2-6: GABA iiretimi ve iliskileri (Is Your Brain Making Enough GABA? —Dr.
Jocker)

2.4.1. GABA Reseptorleri:

GABA etkisini 3 reseptdr tizerinde gosterir.
o GABAAReseptorii
o GABAg Reseptorii
e GABAC Reseptorii

GABAA ve GABAg reseptorleri MSS’de yaygin olarak bulunurken GABAc
reseptOrlerinin hemen hemen tamami eriskin omurgalilarda retinada yer almaktadir.
GABAA ve GABA( reseptorleri iyonotropik reseptorlerdir ve integral anyon kanallari

ile iligkilidir. GABAGg reseptorleri ise metabotropiktir ve G proteinleri izerinden etkisini

gosterir (92,97).
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2.4.1.1. GABAA Reseptorii:

GABAA reseptorleri, ayn1 zamanda nikotinik asetilkolin reseptorlerini ve glisin
reseptorlerini de iceren “Cys loop ligand-kapili iyon kanali” siiperfamilyasinin iyesidir.
GABAA karmasik yapida olup 6 a, 3 B, 3 v, 1 6,1 &1 6,1 w alt birimlerinden
olusmaktadir. Iki adet HABA baglanma bdlgesi bulunur. GABAA reseptdr kanallarinin
amino ucunda bliylik bir ekstraseliller domaine sahiptirler. Ligand baglama bdlgesi
burada yer almaktadir. Ekstraseliiler kismini 4 hidrofobik transmembran bolgesi izler
(M1, M2, M3, ve M4). Ikinci transmembran parcanin (M2) kanal boslugunu olusturan
kisim oldugu disiiniilmektedir. Reseptdr kanalinda nétral veya pozitif yiikli bazik
rezidiler bulunmakta ve anyonlara afinite gostermektedirler. Bu kanallarin
ekstraselliler kismi GABA  baglanmasinin  gerceklestigi  kisimdir. GABA,
benzodiazepinler, barbitiiratlar ve alkol GABAA reseptoriiniin farkli yerlerine ba
glanirlar ve Cl- kanalmi agarlar; boylece hiicre i¢ine Cl- gecisini arttirarak inhibitor
sinaptik iletiyi olusturur. Benzodiazepin ve barbituratin etkisi GABA reseptoriine
baglandiginda bu etki daha giiclii olur. Deoksikortikosteron ve steroid yapida bir
hormon olan progesteron anestezik ve yiiksek dozlarda uyku getirici 6zelliklerini
GABAA reseptorleri tizerinden gosterirler (92,97).

Baz1 epileptojen maddeler MSS’de GABA nin etkinligini azaltirlar. Ornegin: B6
vitamin eksikligi olusturan maddeler (INH) ve spesifik GABA antagonistleri
(Bicuculline tiirevleri, a-aminovalerik asit) GABA sentezini inhibe ederek epileptojen
etki olusturabilmektedir. Deney hayvanlarinda da epileptik aktivite olusturmak igin
pentetrazol kullanilmaktadir. Bilinen en iyi antagonisti Bicuculline’dir (92,97,98).

2.4.1.2. GABAg Reseptorii:

GABAg reseptorleri GABAA antagonisti bicuculline ve bazi GABAa'ya 6zgi
agonistlere kars1 duyarsizhigr ile tanimlanmistir. GABA analogu (-) baklofen (B- (4-
Kloro-fenil) -y-aminobiitirik asit) giliglii ve secici bir GABAg agonisti olarak
bulunmustur (93).

GABAg reseptorleri dolayli olarak K* kanallarina baglanir. Aktive edildiginde, bu
reseptorler Ca*? iletkenligini azaltabilir ve G proteinlerinin aracilik ettigi hiicre ici
mekanizmalar yoluyla cAMP {iretimini inhibe edebilir. GABAg reseptorleri,

postsinaptik ve presinaptik inhibisyona aracilik edebilir. Presinaptik inhibisyon, sinir



31

terminalleri iizerindeki GABAg reseptorleri lizerinden, Ca*? 'nn girisinde azalmaya
neden olur ve norotransmiterlerin salinmasini durdurur. GABAg reseptoriiniin
klonlanmas1 ve metabotropik glutamat reseptorlerine yapisal benzerligi, reseptor alt
tiplerinin farmakolojik yapilanmasinda yeni ilaglarin gelistirilmesini saglar. Bu

yanitlarin bazilari olmasa da hepsi GABA A reseptorleri olan p alt-birimi yapisal analogu
ile agiklanabilir (92,97,98).

2.4.1.3. GABAc Reseptorii:

GABA'ya hem Bicuculline hem de baklofene karsit duyarsiz olan farmakolojik
cevaplar GABAc reseptorleri  olarak  adlandirilmistir  (92,97,98). GABAA
reseptorlerinden daha basit yapida olup {i¢ r biriminin degisik bilesimlerde yaptigi
pentamerlerdir. Retinal bipolar hiicrelerde bulunurlar. CI- kanallariyla etkisini gosterir.
Bikukulin ile bloklanmaz, pikrotoksin ile bloke olur, cisaminokrotonik asid (CACA) ile

aktive olur

Viicut sivilarinda y-aminobiitirat olarak bulunur.Beynin her bdlgesinde bulunan
noronlar, GABA'y1 ndrotransmisyonu regiile etmek i¢in kullanabilir. Noronal sinapsta
artan GABA, noronun aksiyon potansiyelinin olusturmasini engeller, uyarilmasini
zorlastirir. Bir tek néron binlerce noronla sinaps yapabilir. Bunlardan bazilar1 uyarici
(veya depolarize edici) ndrotransmiterler; digerleri ise inhibitoér (veya hiperpolarize
edici) norotransmiterleri serbest birakir. GABA birincil inhibitor norotransmiterdir, yani
noronun aksiyon potansiyelini azaltir. Aksiyon potansiyeli, belli bir seviyenin altina
diistiigiinde, esik potansiyeli olarak bilinen noron, aksiyon potansiyelleri liretmeyecek

ve boylece yakindaki néronlari uyarmayacaktir (92,97,98).

2.5. BICUCULLINE

Bicuculline ve onun suda ¢oziinebilen nitrojen tiirevi olan dort formu, gesitli
dokularin inhibitér nérotransmiter1 olan,, y-aminobiitirik asit (GABA)’in postsinaptik
yanitlarinin gii¢lii ve spesifik antagonistleri olarak tanimlandirilmistir. Bu bilesikler
ayrica gliclii konviilzan Ozelliklere sahiptir. Bicuculline’in biyolojik aktivitesi i¢in

alternatif agiklamalar dnerilmistir (99-101).
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Bicuculline’in, hem omurgalilarda hem de omurgasizlarda inhibitor
norotransmiter GABA'ya postsinaptik yanitlar iizerinde giiclii ve spesifik antagonistik
etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Inhibisyonu, GABA'min salimmi veya
metabolizmasi tizerindeki etkilerle iliskili degildir (99-101).

GABA inhibisyonu disinda, Bicuculline'in, asetilkolinesterazlarin inhibisyonu ve
asetilkolin etkisinin kuvvetlenmesi, aksonlarin veya kaslarin membran iletkenligi
tizerindeki dogrudan etkileri gibi GABA reseptorlerinden bagimsiz etkileri oldugu
gozlenmistir ancak sinaptozomlardan GABA salinimina herhangi bir etkisi olmadigi
bildirilmistir (103).

Bicuculline, farmakolojik olarak daha az aktif madde olan Bicucine olusturmak
icin fizyolojik pH ve sicaklik kosullar altinda hidroliz edilir. Calismadan 6nce pH 7'ye
notralize edilmis ¢ozeltiler kullanilarak yapilan deneylerde Bicuculline aktivitesi
tizerindeki negatif sonuglar dikkatle yorumlanmalidir. Uygun kosullar altinda, kloriir
iletkenligini igeren tiim GABA sinapslari bicuculline duyarli olabilir (103,104).

Bicuculline’in korunmadig siirece in vivo olarak Bicucine’e doniisecek olmasi
nedeniyle Bicucuine aktivitesinin daha fazla calisilmasi gerektigi diisiiniilmiistiir. Bu
doniistimiin ayrica, daha stabil olan metokloriiriin daha ¢ok konviilzan aktivite
gostermesini agiklayabilecegi ileri siiriilmiis ve eger Bicuculline aktif yapr ise, biyolojik
aktivitesi bir¢cok analizde goz ardi edilebilecegi belirtilmistir. Bu nedenle, ¢alismalarda;
Bicucine, metokloriir ve Bicucine metil esteri analiz edilmis ve sonuglarda bu ilaglarin
Bicuculline’den daha ¢ok aktif olmadiklar1 goriilmiisttir (101).

Bicuculline ve metokloriirde bildirildigi tizere 4 Bicucuculline tirevi de
asetilkolinesterazt inhibe eder. Ancak bunlart konviilzan oldugu anlamina
gelmemektedir. Bicuculline ve tiirevleri ile indiiklenen asetilkolinesterazin
inhibisyonunun 6zellikle Bicuculline Methiodide olmak {izere konviilzyonlara neden
olmadigr bildirilmektedir (101). Bicuculline benzeri ilaglar ayrica yiiksek
konsantrasyonlarda (Bicucine ve Bicuculline methiodide) zayif bir sekilde, GABA'nin
fare beyin homojenatlarinda membrana bagl parcaciklara Na™'-bagimli tutulumunu
inhibe eder. Bunun yaninda Bicucine metil ester beyin homojenatlarinda GABA
transportunu inhibe eder. Svenneby ve Roberts hem GABA'nin hem de glisinin aliminin
0 ° C'de beyin homojenatlar1 ile Bicuculline tarafindan inhibisyonunu gozlemlemistir

(101). Bununla birlikte, 20-200 pM'daki Bicuculline bilesiklerinin, GABA
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reseptorlerinin antagonizminden baska ¢esitli etkilere sahip olduguna dikkat etmek
gerektigi vurgulanmaktadir (101,105).

Sonug olarak Bicuculline’in GABAerjik sinapslarda post sinaptik yanitta etkili
oldugu bunu da ndrotranmsitterin tanindig1 bolgeleri ve iyon kanallarininin gegirgenlige

sahip kisimlarim etkileyerek yaptigi ileri stirilmektedir (99-105).

2.6. REAKTIF OKSIJEN TURLERI (ROS)

Pro-ve anti-inflamatuvar yollarin aktivasyonu siki bir sekilde kontrol edilir ve
diizenlenir. Bu yollar koagiilasyon / fibrinolitik sistem, lipit mediyatorleri, akut faz ve
1s1 sok proteinleri, nétrofil-endotelyal hiicre aktivasyonu, hipotalamik-hipofiz-adrenal
eksenin aktivasyonu, immiin ve immiin olmayan hiicre apoptozu, artan nitrik oksit
iiretimi ve oksidan / antioksidan yol dahil olmak iizere diger homeostatik yollarla
yakindan baglantilidir (106). Ciddi sepsis ve septik sokun, bu sik1 entegre homeostatik
mekanizmalarin ~ diizensizliginden kaynaklandigr disiinilmektedir. Bu karmasik
konakgi-patojen etkilesimleri, inflamatuvar aracilarin yan sira reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) ve reaktif nitrojen tiirlerinin (RNS) de aciga cikmasina yol agmaktadir.
Notrofiller ve monosit / makrofajlar, 16kositler tarafindan iiretilen mikrobik patojenleri
dogrudan yok edebilecek antimikrobiyal maddelerden olan patojenik RNS'nin tahrip
edilmesinden sorumludurlar. Sepsis sirasinda ROS’un asir1 iiretimi c¢oklu organ
yetmezligine sebep olabilir. 1L-1, IL-6, TNF ve ROS da dahil olmak iizere inflamatuvar
mediatorler, ¢oklu organ hasarlarina yol acan sitotoksisiteye neden olur. ROS ve
RNS'min organlara dogrudan sitotoksisite indiikledigi bilinmektedir ve ayrica hiicre
sinyal yollarin1 da degistirebilirler. Ilging bir sekilde, ROS kaynagi sepsis sirasinda
ortaya ¢ikan hiicresel sitotoksisite derecesinin bir anahtar1 olabilir ve ROS'un LPS
uygulamasinin neden oldugu in vivo NADPH oksidaz smirli akut inflamatuvar
yanitlardan tiiretildigi, bu enzim kaynagindan tiiretilen ROS'un sitotoksisite ve
azaltilmig glutatyon (GSH) seviyesindeki degisiklikler gibi c¢esitli indirgeme
reaksiyonlarini simirladigim diisiindiirmektedir (107). Inflamatuvar konak¢1 savunmasi
ve enerji metabolizmast gibi bir¢ok hiicresel siireg, basit elektron transfer reaksiyonlari,
radikal siirecler ve tiyol / disiilfid degisimleri igeren tiim hiicre lizerinde gergeklesen
redoks islemlerini igerir. Dogru islevi saglamak icin, canli hiicre hiicre i¢i redoks

dengesini izlemek, kontrol etmek ve korumak zorundadir. Bununla birlikte, septik
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sokta, ROS ve antioksidan savunma mekanizmalar1 arasinda bir dengesizlik meydana
gelir ve oksidatif strese neden olur. (Sekil 2.8). Bu dengesizligin nedeni asirt ROS

tiretimi ve / veya antioksidan sistemlerde bir eksikliktir (108).

2.6.1. Lipid Peroksidasyonu

Antioksidan yanitin yetersizligi, beyni sepsiste oksidasyona duyarlt hale getirir.
Oksidatif stres baslangicta, enfeksiydz bir hareket iizerine asir1 miktarda ROS / RNS
iireten notrofiller gibi fagositik hiicreler tarafindan tesvik edilir; bu mekanizma
muhtemelen istilact patojenleri yok etmede gorevlidir (109). Ayrica, istila eden patojen,
hiicresel hasara neden olan H,0,, gibi proksidantlar dahil olmak {izere, endotoksin ve
ekzotoksinler salabilir. ROS / RNS, ¢oklu doymamis yag asidi yan zincirleri igindeki
hidrojen grubunun (LH) nispeten diisiik E10'una bagli olarak beyin damarlarinda ve
beyin parankimi boyunca hiicre zar1 hasarina neden olacak sekilde termodinamik olarak
dengelenir (110). L-H'den daha yiiksek bir E10'a sahip olan herhangi bir oksitleyici tiir,
lipid peroksidasyonunu baslatabilir. .OH bu 6rnekte bir baslatici olarak kullanilir:

“L-H+. OH = L. + H20” L daha sonra daha fazla L-OOK olusturabilir; bunun
sonucunda da membran lipitlerinin oksitlendigi bir lipit peroksidasyon zincir reaksiyonu
ortaya ¢ikar. Bu durum membran akigkanligini arttirir ve membrana bagli proteinlerin
inaktivasyonunu tetikler, boylece membran biitiinliigiinii ve islevini bozar (111). Bu
mekanizmalar araciligiyla, sepsis deneysel calismalarinda serbest radikaller ortaya
konulan yaygin kan-beyin bariyeri hasarina katkida bulunabilir (112). Buna gore, B-
glukan ile yapilan tedavinin, deneysel olarak septik sicanlarin beyinlerinde (6rnegin,
kan-beyin bariyerinin bozulmasini 6nleyerek) vazojenik 6dem ve hemorajiyi azalttigi
bulunmustur (110-114). B-glukan, mantarlarin ve bazi1 tahil bitkilerinin hiicre
duvarlarindan tiiretilen antioksidanlardir. Antioksidan etkilerini nasil kullandig:
bilinmemektedir, ancak plazma membrani lipit ¢ift tabakasmma baglandigr ve a-
tokoferoliinkine benzer bir sekilde lipit peroksidasyonunu spesifik olarak inhibe ettigi
diistiniilmektedir (111). Su ana kadar yapilan g¢alismalarda lipid peroksidasyonunun
sepsiste serebrovaskiiler endotelyum ve beyin parankimi {izerine etkileri direkt olarak
calistimamistir. Bununla birlikte, lipid peroksitler, malondialdehid gibi reaktif aldehit
triinlerine doniistiigiinden, varliginin baz1 dolayli kanitlar1 vardir. Tiyobarbitiirik asit

reaktif irtinleri (TBARS) grubuna aittir, yani tiyobarbitiirik asitle reaksiyona girerek, ex
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vivo olarak tespit edilebilen bir fliloresan iriin verir. Sepsisli hastalar ve septik
hayvanlarin beyin homojenatlarinda beyin omurilik sivisinda TBARS konsantrasyonu
artar (113,115).

Yiikselmis TBARS seviyeleri, spesifik beyin bolgelerinde, yani hipokampus,
serebral korteks ve serebellumda, sicanlarda deneysel sepsisin indiiklenmesinden 6 saat
sonra ortaya ¢cikmistir (115). Beyindeki sepsis iliskili lipit peroksidasyonu hakkindaki
mevcut caligmalarin neredeyse tamami sadece TBARS dlgiimlerine dayanmaktadir.
TBARS analizleri nispeten nonspesifiktir, ¢linkii malondialdehit disindaki aldehidler
viicut stvilarinda bulunur, bunlarin ¢ogu yanlis pozitif okumalar iiretebilen kromojenler
olusturur. Ayrica, TBARS analizleri sonucu lipit peroksidlerin ayrismasi nedeniyle
kendi baglarina TBARS iiretebildigi bildirilmistir (110,111).

E Sistemik inflamasyon ]

ROS/RNS

v

Antioksidan Eksikligi

|

Lipid Peroksidasyonu <

‘J L N&ronal apoptoz

Noroinflamasyon
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Azalmis NO biyoyararlanimi
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Mitokondriyal Disfonksiyon 2 Farrs

|

Beyin Disfonksiyonu A

Sekil 2-7: Sistemik Inflamasyondan — Beyin disfonksiyonuna giden mekanizmada
ROS/RNS’lerin Rolii
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2.7. ELEKTROFIZYOLOJIK KAYIT YONTEMLERI

2.7.1. Elektroensafalogram (EEG)

Elektroensefalografi (EEG), yaklasik 140 yil once doktor olan Richard Caton
tarafindan kesfedilmesinden bu yana uzun bir yol kat etti. 1875'te, maymunlar ve
tavsanlarin agik beyinlerinden ilk EEG kaydi ahindi. 1924'te, Hans Berger beynin
elektriksel aktivitesini arttirmak i¢in basit radyo ekipmani kullanarak insan kafa derisi
tizerinden ilk EEG kaydini yapti ve kagida yazili bir ¢ikt1 elde etti. EEG kullanimi ile
izlenen beyin aktivitesinin, hastanin rahatlamasi, uyku-uyaniklik, oksijen eksikligi gibi
hasta durumu degistiginde tutarli, giivenilir ve fark edilebilir bir sekilde degisebilecegi
iddia eedilmistir (116). Bu bulus 6ntimiizdeki yillarda yapilacak arastirmalarin ve bugiin
EEG kullaniminin gesitli uygulamalarinin ortaya ¢ikmasina neden oldu.

Ortalama insan beyni yaklagik 86 milyar norona sahiptir ve aralarindaki
iletisimin anahtar1 beyin aktivitesidir (117). Bunlar kendiliginden elektriksel 6zellikleri
olan uyarilabilir hiicrelerdir ve aktiviteleri manyetik alanlarin yani sira elektrik
alanlarina da yol acar ve elektrotlarinin kullanimiyla kaydedilebilir. EEG, kafa derisi
lizerine yerlestirilen elektrotlarin kullanimiyla Glgiilen ve zaman iginde grafiklenen,
piramidal hiicreler olarak adlandirilan ndronlarin  popitilasyonlarinin  elektriksel
aktivitesinin kaydidir.

Iki ana noronal aktivite tiirii vardir: aksiyon potansiyeli ve postsinaptik
potansiyeller. Aksiyon potansiyeli, esas olarak membranin sodyum ve potasyum
iyonlarina gecgirgenliginde meydana gelen degisikliklerin aracilik ettigi bir ndronun ¢ok
hizli depolarizasyonunun sonucudur. Hiicre, negatif istirahat durum potansiyelinden
belli bir dereceye kadar depolarize oldugunda ortaya cikar. Bu esige ulasildiginda,
aksonun baslangicindan akson terminaline kadar aksiyon potansiyelinin (yaklagik 1 ms)
hizli bir sekilde ateslenmesi s6z konusudur. Postsinaptik potansiyellere bir¢ok
norotransmiter sistemi aracilik eder ve sinaptik aktivasyonun bir sonucu olarak,
genellikle membran potansiyellerinde daha yavas degisiklikler meydana getirir (118).

EEG, giivenilir olarak, sadece postsinaptik potansiyelleri kaydedebilir.
Postsinaptik potansiyeller, membran disindaki elektriksel yiikteki degisimi temsil eder
ve bu, 200 ms'ye kadar hiicre dis1 alanda siirer. Pozitif veya negatif olan ekstra hiicresel
elektriksel yiik, kafa derisine yerlestirilen elektrotlarla 6l¢giilen degerdir. Piramit sekilli

hiicreler kutuplar1 olmas1 bakimindan kiiciik piller gibidir - eger dendritin bir ucu pozitif
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ise digeri negatiftir. Bir piramidal hiicrenin tepesindeki dendrit disindaki yiikiin pozitif
veya negatif olmasi iki faktdre baghdir; birincisi, bir inhibitdr veya uyarici uyaranin
baska bir hiicrenin aksonundan sinaptik birlesme noktasina gelip gelmedigi ve ikincisi,
sinapsin hiicre govdesi icin proksimal veya distal olup olmadigi. Ornegin, dendritin
distal ucuna yakin bir uyarict uyaranin (korteksin ylizeyine yakin) gelmesi durumunda,
zarin gecirgenligindeki degisim, Na* 'nin hiicre i¢ine akmasini saglar (piramidal hiicre
bir pil gibi davrandigindan, dendritin proksimal ucundaki hiicre dis1 bosluk pozitif
olacaktir). Kafa derisi tizerindeki EEG elektrotu, ayni seyler ayn1 zamanda, elektrotun
altinda bulunan hiicrelerin ayn1 makro-kolonundaki ¢ok sayida piramidal hiicrelerde
ayn1 anda gergeklesiyorsa, negatif bir hiicre dis1 potansiyel kaydedecektir. Boylece
EEG, uyarici ve inhibitor postsinaptik potansiyellerin cebirsel toplamini temsil eder.

EEG, bugiiniin arastirmalarinda birgok yoniiyle 6nemli bir rol oynar. Beyin
aktivitesinin (veya eksikliginin) izlenmesi, beyin felci, kafa travmasi, epileptik aktivite,
ensefalopati, uyku bozukluklarint belirlemede yararli olarak tipta kullanilir. Hafiza ya
da dikkat gibi cesitli biligsel islevlerin arastirilmasinda yararlidir; dil ve klinik
arastirmalarda da kullanilir (116,117). EEG aktivitesi, EEG cihazinin ekraninda,
voltajda (6zellikle mikrovoltaj) dlgiilen degisen frekans ve genlik dalga formlar1 olarak
goriiniir. EEG dalgalar1; frekanslarina, genliklerine, dalga sekline ve ayrica
kaydedildikleri kafa derisi bolgelerine gore smiflandirilir. En bilinen EEG dalga
smiflandirmasi frekansi kullanir (6r. Alfa, beta, teta ve delta).(118)

Dalga formu siklig1 ve sekli hakkindaki bilgi, hastanin yas, uyaniklik veya uyku
durumu ve kafa derisi tlizerindeki konumu ile 6nem diizeyini belirlemek icin
birlestirilmistir. Normal EEG dalga formlar, bir¢ok dalga sekli gibi, frekanslari,
genlikleri ve konumlari ile tanimlanir. Frekans (Hertz, Hz) normal veya anormal EEG
ritimlerini tanimlamak i¢in kullanilan onemli bir 6zelliktir. 8 Hz ve daha yliksek
frekanslardaki ¢ogu EEG dalgasi, uyanik bir yetiskinin EEG'sindeki normal bulgulardir.
7 Hz veya daha az siklikta olan dalgalar, normalde g¢ocuklarda veya uykuda olan
yetiskinlerde goriinse de, uyanik eriskinlerde anormal olarak siniflandirilir.

Bir dalganin morfolojisi, evre 2 uykusunda kafa derisinin iizerinde goriilen
verteks (V) dalgalar1 gibi belirli sekillere benzeyebilir veya cesitli ensefalopatilerin
varliginda meydana gelen trifazik dalgalar olarak gézlemlenebilir.

Cogu beyin dalgasi arasinda degisen frekanslar 0.5-500 Hz'dir. Bununla birlikte,
asagidaki frekans kategorileri klinik olarak en ¢ok iligkili olanlardir (116-118).
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Alfa dalgalari - 8-13 Hz

Beta dalgalar1 - 13 Hz'den biiyiik
Teta dalgalar - 3.5-7.5 Hz

Delta dalgalar1 - 3 Hz veya daha az

Alfa dalgalar:

Alfa dalgalari, yetiskinlerde daha sik goriiliir. Basin her iki tarafinda ritmik olarak
ortaya cikarlar, fakat Ozellikle sag elini kullanan bireylerde nondominant taraftaki
amplitiidde biraz daha yliksektir. Posterior kafa bolgelerinde alfa frekansi bir harmonik
olusturdugunda normal bir alfa varyanti kaydedilir. Anteriordan daha ¢ok posterior
olma egilimindedirler ve 6zellikle gozler kapali iken, gevseme durumunda 6ne ¢ikarlar.
Alfa aktivitesi dikka durumunda normal olarak kaybolur (6rnegin, zihinsel aritmetik,
stres, gozlerin agilmasi). Cogu durumda, normal bir dalga formu olarak kabul edilir.
Istisna olarak, ¢ogu zaman ponsta (6rn., Intraserebral hemoraji) hipoksik-iskemik
ensefalopati gibi yikici siireglerdan kaynaklanan alfa komadir. Alfa komada, alfa
dalgalar1 uyaranlara yanit vermeyen hastalarda hem anterior hem de posteriorda esit

olarak dagilir (116-118).

Beta dalgalan
Beta dalgalar1 tiim yas gruplarinda goriilmektedir. Genlikleri kiiciik olma egilimi
gosterirler ve genellikle simetrik ve anterior olarak daha belirgindirler. Barbitiiratlar ve

benzodiazepinler gibi ilaglar, artmis beta dalgas1 aktivitesi gosterirler (116-118).

Teta dalgalan

Teta dalgalar1 normalde her yasta uykuda goriilir. Uyamk yetiskinlerde, asir1
dalgalanmalar halinde bu dalgalar anormaldir. Teta ve delta dalgalar1 yavas dalgalar
olarak bilinir (116-118).

Delta dalgalan

Bu yavas dalgalarin frekans1 3 Hz veya daha azdir. Normalde yetiskinlerde ve ayrica
bebeklerde ve ¢ocuklarda derin uykuda goriiliirler. Uyanik yetigkinlerde delta dalgalar
anormaldir. Cogu zaman, tiim dalgalar i¢inde en biiyiik genligine sahiptirler. Delta

dalgalar1 fokal (lokal patoloji) veya diffliz (genel disfonksiyon) olabilir.
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Morfoloji

Bu béliim, K kompleksi, V dalgalari, lambda dalgalari, uykuda pozitif oksipital keskin
gecisler, 1g, ritim, sivri uclar, keskin dalgalar ve belirli delta dalgalar1 (polifazik ve
monofazik sekiller) dahil olmak iizere bazi normal dalga formlarini tanimlar. Bu
dalgalar sekilleri ve formlar1 ve ikincil olarak frekanslari ile taninirlar. Bazi ortamlarda

normal olabilen ve digerlerinde anormal olan dalgalar (6rnegin sivri uglar, keskin

dalgalar) igerirler (116-118).

2.8. BIYOKIMYASAL BELIRTECLER

2.8.1. Noron Spesifik Enolaz (NSE)

Noron spesifik enolaz (NSE), glikolitik enzim enolazin hiicre spesifik bir
izoenzimi oldugu bilinmektedir. Omurgali organizmalarda, farkli genler tarafindan ifade
edilen, enolazin {i¢ izozimi mevcuttur: Enolaz a, MSS ve tim dokularda bulunur;
Enolaz-B, kas spesifik ve Enolaz y, noron spesifiktir. Noral farklilasmanin geg evresinde
ortaya ¢ikan vyy- ve ay-dimerleri noral olgunlagma i¢in uygun bir gostergedir. NSE
noronlar ve periferal ndroendokrin hiicreler i¢in oldukga spesifik bir belirtectir. Normal
kosullar altinda spesifik dokularda NSE bulgularimin bir sonucu olarak, malign
proliferasyon ile NSE'nin viicut sivilarinda artmis seviyeleri ortaya ¢ikabilir ve bu
nedenle ilgili néroendokrin tiimorlerin (NETs) tani, evreleme ve tedavisinde onemlidir.
NSE seviyelerindeki artis, kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserinde (NSCLC)
bildirilmistir. Kiiclik hiicreli akciger kanserinin (SCLC) tani, prognozu ve takibinde en
giivenilir timor belirleyicidir. NSE diizeyi tiimor boyutu, metastatik alan sayis1 ve
tedaviye yamt ile iliskilidir. Yiiksek konsantrasyon insidansi yaygin ve metastatik
hastalikta daha fazla olmasma ragmen, norolablastomun tiim asamalarinda NSEmin
yiikselmis serum seviyeleri bulunmustur. Ayrica, kordon kaninda NSE tayini,
yenidoganda noroblastom tanisini dogrulamak igin bir olasilik sunmaktadir. NSE'nin
beyin hasar1 igin kantitatif dl¢limler sagladigi ve / veya kardiyak arrest ve travmatik
beyin hasart i¢in kardiyopulmoner resiisitasyon sonrasi iskemik inme, intraserebral
hemoraji, septik sok, nobetler, komadaki hastalarda tan1 ve sonu¢ degerlendirmesinin

gelistirilmesi gosterilmistir. Artmis NSE serum seviyeleri melanom, seminom, renal
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hiicreli karsinom, Merkel hiicre tiimori, karsinoid tiimorler, disgerminomlar ve immatiir
teratomlar, malignan femoromositoma, Guillain-Barré sendromu ve Creutzfeldt-Jakob

hastaligi ile iliskili bulunmustur (119-121).

2.8.2. S100-8

S100-B dahil S100 proteinleri kalsiyum baglayici protein ailesinin tiyeleridir.
S100-B, astrositlerde ve Schwann hiicrelerinde baskin olarak tespit edilir.
Noroektodermaldir ve mezodermal orijinlidir dolayisiyla kondrositler, adipositler ve
melanositler gibi baska hiicreler tarafindan eksprese edilebilir (121,122). S100- hiicre
i¢i enzim aktivitesini diizenleyebilir, sitoskeletal elementlerle etkilesir ve kalsiyum
homeostazinda rol oynar. Ek olarak, gelismis glikasyon son iiriinleri (RAGE) i¢gin
reseptorlerle baglanmasina bagli olarak néronal hasari uyarir. Bununla birlikte, S100-
B'nin nanomolar diizeylerinin belirtilen etkilerinin aksine, hiicre dist S100-B'nin
mikromolar diizeylerinin noronlarda apoptozu indiiklemek gibi zararl etkileri olabilir.
Daha once yapilmis bazi calismalarda S100-B'nin beyin travmasi, serebral inme,
hipoksik iskemik ensefalopatide degeri dogrulanmistir (121,134). Sepsisli ¢alismalarda
da degerlerinin yiiksek bulundugu bildirilmis ancak yeterli ¢alisma bulunmamistir.
S100-8 salgilanmasi ile ilgili kesin mekanizma hala bilinmemektedir, ancak noral

dokuya saldirildiginda olusan oksidatif stres ile iligkili goriinmektedir (123,124).
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3. GEREC VE YONTEM

Tez c¢alismamiz i¢in T.C. Istanbul Bagcilar Egitim ve Arastirma Hastanesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan 2017/12 numarali etik kurul izni alindi.
Calismamizda erigkin, ortalama 230 gr. agirhiginda erkek Sprague dawley siganlar
kullanildi. Siganlar T.C. Istanbul Bagcilar Egitim ve Arastirma Hastanesi Deneysel
Arastirma ve Beceri Gelistirme Merkezi’nden temin edildi. Beslenme sekli i¢in standart

sigan yemi ve su kullanilmis olup herhangi bir kisitlama yapilmamaistir.

3.1. Deney Gruplar:
Kontrol Grubu (n=6): Bu gruba herhangi bir madde uygulanmadi ve si¢anlar

ad libitum beslendi.

LPS Grubu (n = 8): Bu gruptaki siganlara, 10 mg/kg dozunda i.p. LPS (LPS,
E.coli serotip, 055: B5, Sigma / Aldrich), 1 ml’lik hacimdeki % 0,9’luk NaCl

¢ozeltisinde ¢oziilerek uygulandi. ilk enjeksiyondan 24 saat sonra sicanlar dekapite

edildi.

Bicuculline Grubu (n=8): Bu gruptaki siganlara, 1,5 mg/kg s.c. Bicuculline
Methiodide (Sigma / Aldrich), 1 ml’lik hacimdeki % 0.9’luk NaCl ¢o6zeltisinde

¢oziilerek uygulandi. i1k enjeksiyondan 24 saat sonra siganlar dekapite edildi.

LPS+Bicuculline Grubu (n=8): Bu gruptaki siganlara 10 mg/kg ip. LPS
uygulamasmin hemen ardindan 1.5 mg/kg s.c. Bicuculline Methiodide uyguland. ilk

enjeksiyondan 24 saat sonra si¢canlar dekapite edildi.

Bicuculline Methiodide, LPS ile es zamanli olarak 1,5 mg/kg i.p. olarak
uygulandi*. Hayvanlar LPS enjeksiyonundan 24 saat sonra, ketamine (90 mg/kg) (i.p.)
+ xylazine (10 mg/kg) (i.p.) ile anesteziye alindi. Anestezi altinda Oncelikle
elektrofizyolojik kayit olarak elektroensefalografi (EEG) noninvaziv olarak mikro
elektrodlar araciligiyla kaydedildi. Kayitlarin tamamlanmasinin ardindan anestezi
altindaki siganlarin kalbinden Etilen Diamin Tetra Asetik Asit (EDTA)’li, kuru ve
Heparin’li tiiplere kan Ornekleri alinarak sicanlar sakrifiye edildi. Her iki bacaktan

Gastroknemius kasi, total beyin dokular1 alindi. Kas ve beyin dokular: histopatolojik
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degerlendirmeler i¢in % 10’luk formaldehit icinde diger prosediirler i¢in ise ise — 80
°C’de saklandi.

Kuru tiiplere aliman kanlar 3000 rpm’ de 10 dk. santrifiij edilerek serumlari
ayrildi. EDTA’ll ve Heparin’li tiipe alinan kanlarla beraber ayni giin biyokimyasal

incelemeleri gergeklestirildi.

3.2. Sepsis Modelinin olusturulmasi:

Deneysel olarak sepsis modeli olusturmak igin bakteri hiicre duvari makro
molekiilii olan Lipopolisakkarit, hormonal farkliliklar1 ekarte etmek i¢in segilen erkek
Sprague dawley siganlara 10 mg/ kg i.p. olarak tek doz uygulandi. Enjeksiyon 6ncesi
ve sonrast viicut sicakliklar1 ve solunum sayilari takibe alindi. Ilk enjeksiyondan 24 saat

sonra hayvanlar dekapite edildi.

3.3. Bicuculline Uygulamasz:
GABA-A Reseptor antagonisti olan Bicuculline Methiodide (Sigma) 1,5 mg/kg
s.c. olarak tek doz uygulandi. Enjeksiyon oncesi ve sonrasi viicut sicakliklari ve

solunum sayilar1 takibe alindi. Ilk enjeksiyondan 24 saat sonra hayvanlar dekapite
edildi.

3.4. Anestezi:
Siganlara ketamine (90 mg/kg) (i.p.) + xylazine (10 mg/kg) (i.p.) ile anestezi
uygulandi. Anestezi derinligi g6z kapagi ve ayak refleksi parametrelerinin

degerlendirilmesi ile saptanda.

3.5. Viicut Sicakhklarmm Olgiilmesi:

Kontrol grubu hayvanlarinda anesteziye alinmadan hemen once, Bicuculline
Methiodide ve LPS enjeksiyonu yapilan; LPS, Bicuculline, LPS+ Bicuculline
gruplarinda enjeksiyonun hemen Oncesinde ve anestezinin hemen 6ncesinde olmak

tizere 2’ ser kere rektal olarak dijital termometre araciliiyla viicut sicakliklar 6l¢tildii.

3.6. Elektrofizyolojik Kayitlarin Alinmasi:

Tiim deney gruplarindaki hayvanlar sakrifiye edilmeden once hafif anestezi
altinda non-invaziv olarak yapistirict yardimi ile traslanmis kafa derisine tutturulmus
mikro elektrod kullanilarak (MLA4103 — AD Instruments, Avustralya) Power Lab
Analiz sistemi ile (LabChart - Life Science Data Acquisition and Analysis Software —


https://www.adinstruments.com/products/labchart
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AD Instruments, Avustralya) kaydedilmis, dalga analizleri yapilmis ve goriintiiler elde

edilmistir.

3.7. Biyokimyasal Parametrelerin Incelenmesi:

Deneye alinanan anestezi altindaki sicanlarda kalpten yaklasik 2 cc kan 16kosit
sayist Ol¢iimii icin EDTA’l tiipe; Scc kan Noron Spesifik Enolaz (NSE) parametresi
icin kuru tiipe kan alindi. Kuru tiipe alinan kanlar 10 dk. 3000 rpm hiz ile santrifiij
edilerek serum fazi ependorflara ayrilarak degerlendirilmek tizere EDTA’l1 tiiplerdeki
kanlarla birlikte Istanbul Tip Fakiiltesi Biyokimya AD’ na gétiiriildii. Serum ve kan
ornekleri Biyokimya AD’ da otoanalizatorler (Roche Cobass Integra Systems, Roche

Diagnostic / Mannheim, Germany) ile ¢alisildi.

3.8. Doku Homojenizasyonu:

TNF- o, IL-10, GABA, ELISA analizleri ve MDA seviyelerinin dlglimii i¢in
beyin ve kas dokular1 tartildi 0,15 M KCI ¢ozeltisi ilave edildi ve Janke & Kunkel
marka doku homojenizatorii ile homojenize edilerek % 10’ luk doku homojenatlar
hazirlandi. Daha sonra 3000 rpm’de 5 dk santrifiijleme iglemi ile siipernatantlar1 ¢aligma

icin ayrildi.

3.9. ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) Calismalari:
Antijen-antikor iliskisini, antikora baglanmis bir enzimin aktivitesini aragtirmak

temeline dayanan kantitatif 6l¢lim yontemidir.

Pro-inflamatuvar sitokin olan TNF-a kas ve beyin dokusunda sigan i¢in spesifik
ELISA Kkiti (Yh-biosearch, Shangai, China) ile galisildu.

Anti-inflamatuvar sitokin olan IL-10 kas ve beyin dokusunda siganlar igin
spesifik ELISA kiti (Yh-biosearch, Shangai, China) ile ¢alisildi.

GABA kas ve beyin dokusunda siganlar i¢in spesifik ELISA kiti (Yh-biosearch,
Shangai, China) ile ¢alisildi.

3.10. Bouge Metodu ile TBARS Diizeylerinin Olgiilmesi:

Beyin ve kas dokusunda dokusunda lipit peroksit seviyeleri, TBARS diizeyleri
Olgerek hesaplandi. Bu yontemde, beyin ve doku homojenatlar trikloroasetik asit
(TCA, Sigma), konsantre hidroklorik asit (HCI, Merck) ve 15 dakika kaynatilmis
butillenmis hidroksitoluen (Sigma) igeren tiyobarbitiirik asit tepkin maddesi (TBA,
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Sigma, Aldrich) ile reaksiyona sokuldu ve daha sonra sogutulup santrifiijlendi. TBARS
seviyeleri, 532 nm'de spektrofotometri (Shimadzu, JAPAN) kullanilarak siipernatant
fraksiyonundan 6l¢iildii. TBARS konsantrasyonlart nmol / g doku olarak ifade edildi.

3.11. immiinfloresan Boyama:

3.12.1. Preparat hazirlama:

Beyin dokusu %10’luk formaldehit i¢inde 1 gece tutularak fiksasyon islemi
gerceklestirilmistir. Doku takibi islemlerinde dokudan fiksatifin ¢ikarilmasi igin
akarsudan ve ardindan 24 saat siirecek artan alkol serilerinden gegirilmistir. Dokudan
alkoliin uzaklastirilip daha sonra dokunun gémiilecegi parafinin dokuya iyi islemesi i¢in
ksilen ile 1 saat muamele edilmistir. Etiivde 58 °C’lik saf parafin i¢inde dokular 2 saat
bekletilmistir. Dokular bloklama islemi i¢in hazir hale geldiginde parafin i¢ine gomiiliip

kiip bloklar elde edilmistir.

Boyama yapmak i¢in mikrotom kullanilarak bloklardan 10 um kalinlikta kesitler

alinip poly-I-lizin kapli lamlara aktarilmigtir.

*Noronlardaki dejenerasyonu saptayabilmek icin: S100B antibody (orb388636)
biorbyt, Unipoert ID: P04271, Entrez: 6285, Mouse, (sekonder antibody Dylight 649,
goat anti-mouse 1gG (H&L) Abbkine # A23610)

*Canli noronlar1 saptayabilmek icin: NeuN antibody (orb48522) biorbyt,
Unipoert ID: AGNFN3, Entrez: 146713, Rabbit (sekonder antibody yesil-FITC),

*Sinaptofizin saptayabilmek i¢in: SYP (orb69251) biorbyt, Entrez: 6855, Mouse
(sekonder antibody Dylight 649, goat anti-mouse IgG (H&L) Abbkine # A23610)

kullanilarak kesitlerde ¢oklu floresan boyama yapilmustir.

3.12.2. Coklu Floresan Boyama:

Kesitler parafinden ksilen ile arindirildiktan sonra kesitler beyazlayana kadar
kslien ucurulmustur. Ardindan -20°C’de soguk metanolde 10dk bekletilmistir.
Rehidratasyon iglemi i¢in son olarak kesitler 2 dakika distile suda tutulmustur. Ardindan
epitoplarin agilmasi i¢in 5 dakika %0,2 lik tween20 ile inkiibe edilerek distile su ile
yikanmistir. 1 x sitrat tamponu (Citrate Buffer, pH 6,0) ile mikrodalga firinda 20 dakika
kaynatilmistir. Oda sicakligina gelen kesitler iki kez 10 dk, PBS (Phosphate Buffered
Saline, pH 7,6) ile yikanmuigtir.
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Sulandirma oran1 optimize edilen primer antikorlardan énce NEUN (%2 serum
iceren PBS ile dilue) kesitlere damlatilmis ve tizerleri cover slip ile kapatilip bir gece
+4°C’de tutulmustur. Ertesi glin NEUN sekonder antikoru 2 saat oda sicakliginda
inkiibe edilip PBS ile yikanmis ve ardindan SYN (%10 kec¢i serumu iceren PBS ile
dilie) veya S100 (%0,3 TritonX-100, %1 serum iceren PBS ile diliie) kesitlere
damlatilmig ve iizerleri cover slip ile kapatilip bir gece +4°C’de tutulmustur. Ertesi giin
primer antikorlarin sekonder antikorlar1 2 saat oda sicakliginda inkiibe edilip PBS ile
yikanmistir. Cekirdek boyasi1 Dapi ile inkiibe edilip preparatlar solmay1 engelleyici ve
mounting medium ile kapatilmistir. Histolojik degisiklikler FITC, H&L ve DAPI

uyumlu filtreleri olan floresan mikroskobunda degerlendirilip fotograflanmustir.
Primer antikorlar:
S100B (orb388636) biorbyt, Unipoert ID: P04271, Entrez: 6285, Mouse
Dilution range: 1-2pg/ml
Size: 100 pg
SYP (orb69251) biorbyt, Entrez: 6855, Mouse
Dilution range:1:200- 1:1000
Size: 100 ul
NeuN (orb48522) biorbyt, Unipoert ID: A6GNFN3, Entrez: 146713, Rabbit
Dilution range:1:50- 1:200
Size: 100 pl
Sekonder antikorlar:
Dylight 649, goat anti-mouse 1gG (H&L) Abbkine # A23610
Amax:652nm Emax.670nm
Dilution range: 1:50-1:1000
Size: 100 pl
Dylight 488, goat anti-rabbit 1gG Abbkine # A23220
Amax:493nm Emax.518nm

Dilution range: 1:50-1:1000
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Size: 100 pl

3.12.3. Protokol Basamaklari:

1)
2)
3)
4)
5)

6)
watt

7)
8)
9
10)

Kesitler 1 gece taze ksilende etiivde inkiibe

Beyazlayana kadar oda 1s1s1 kurutma

-200C’de soguk metanolde 10dk inkiibe

Rehidratasyon: 2 dakika distile suda

5 dakika %0,2 lik tween20 ile inkiibe edilerek distile su ile yikama

1 x sitrat tamponu (Citrate Buffer, pH 6,0) ile mikrodalga 4x5 dk 700

20 dk kadar bekleme oda sicakligina soguma
Distile su ile yikama
2x5 dk PBS (pH 7,6)

Primer antikor 1 gece +4

--Synaptophysin 1:200 (%10 serumda) Sekonder dy649; 1:200 (2 saat oda

sicakligy)

*P 100ul goat serum + Syl Synaptophysin + 895 PBS = 1000 pl
*S 5ul dy649 + 995 PBS =1000 pl
--S100 1:100 (%0,3 TritonX-100, %1 serumda) Sekonder dy649; 1:500 (2 saat

oda sicakligr)

*P 10pl goat serum + 10ul S100 + 3ul TritonX-100 + 977 PBS = 1000 pl
*S 2ul dy649 + 998 PBS =1000 pl

11)
12)

2x5dk PBS

Primer (2.) antikor 1 gece +4

--Neun 1:100 (%2 serumda) Sekonder dy488; 1:200 (2 saat oda sicakligi)
*P 20ul goat serum + 10ul Neun + 970 PBS = 1000 pl
*S Sul dy488 + 995 PBS =1000 pl

13)
14)

2x5dk PBS

Uzerini kaplayacak kadar Dapi ¢alisma soliisyonu eklenir. 5 dk folyaya

sarili karanlikta bekletilir.
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15)  Dapi uzaklastirilir

16) 3 kez 3 dk PBS ile yikanr.
17)  1dk distile su

18)  Kapatma

3.12. istatistiksel incelemeler:

Istatiksel degerlendirme SPSS (Statistical Package for Social Sciences)
22.0 paket programi kullanilarak tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA)
ile yapilmistir. Farkliligin hangi gruptan kaynaklandigin1 saptamak amaciyla ise
post-hoc Tukey HSD testi kullanilmis olup, anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak

kabul edilmistir.

3.13. Kullanilan Cihazlar

e POWER LAB- (BADABEM- LabChart - Life Science Data Acquisition and
Analysis Software — AD Instruments)

e HOMOIJENIZATOR (Janke & Kunkel)

e SPEKTROFOTOMETRE (SHIMADZU, JAPAN)

e OTO-ANALIZOR (Roche Cobass Integra Systems, Roche Diagnostic /
Mannheim, Germany)

e MIKROTOM

e FLORESAN MIKROSKOBU ( Istanbul Yeni Yiizyil Universitesi- Yasam
Bilimleri Laboratuvari- Olympos)

e ETUV

e SOGUTMALI MiKROFUJ ( ROCHE)

e SANTRIFUJ

e pH METRE ( Hanna)

e ELISA READER

e KANALLI OTOMATIK PIPET

e OTOMATIK PIPET

e SOGUTUCU +4, -20, -80 ( BEKO)

e HASSAS TARTI

e KARISTIRICI


https://www.adinstruments.com/products/labchart
https://www.adinstruments.com/products/labchart
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4. BULGULAR

4.1. Sepsis Bulgular:
e LPS ile sepsis olusturulan grupta sicanlarin metabolik egilimlerine gore

hiptermi ya da hipermiye girdigi gézlemlendi. (Sekil: 4-1)

39
38
37
W KONTROL
36
HWLPS
35 4 Bicuculline
344 mLPS+B
33
32 A
1 2 3 4 5]

Sekil 4-1: Deney Oncesi Olgiilen Viicut Sicakliklari (°C)

e Lokosit sayist LPS grubunda Kontrol ve LPS gruplarina goére anlamli

(p<0,05), Bicuculline grubuna gore ileri derece anlamli bulundu
(p<0,01). (Sekil: 4-2)
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Sekil 4-2: Gruplar arasi 16kosit sayilarinin karsilastiriimasi

*:p<0,5 **: p<0,01
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4.2. Deneysel Bulgular
e TNF-a seviyeleri beyin dokusunda LPS grubunda diger gruplara gore artis

gostermistir. Ancak anlamlilik bulunamamaistir (p>0,05).

e |L-10 seviyeleri beyin dokusunda LPS grubunda diger deney gruplarina gore
anlamli derecede azalmistir (p<0,05). (Sekil: 4-3)

(o]
J

TNF-a ng/g doku (Beyin)
H
1

800+

600-

400+

200-

IL-10 pg/mg doku (Beyin)

Sekil 4-3: Gruplara gore beyin dokusunda TNF-a ve IL-10 seviyeleri
*: p<0,5, **: p<0,01 ***: p<0,001
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. GABA ve MDA seviyeleri beyin dokusunda LPS grubunda diger gruplara gore
artig gostermistir. Ancak anlamlilik bulunamamustir (p>0,05). (Sekil: 4-4)

8000+

6000- e

4000+

20004

GABA nmol/g doku (Beyin)
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Sekil 4-4: Gruplara gore beyin dokusunda GABA ve MDA seviyeleri
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. TNF-a seviyeleri kas dokusunda LPS grubunda kontrol grubuna gore

anlamli olarak artis gostermistir (p<0,05).

. IL-10 seviyeleri kas dokusunda LPS grubunda diger deney gruplarina
gore anlamli derecede azalmistir (p<0,05). (Sekil: 4-5)

4000+ *
I -
A
X 3000- T
=2
<
o 2000-
>
c
(3]
u 1000-
Z
|_
0 T T T
N ; ;
& > Q’ 3’
N b 2
& N
600+
§ * ——
3
2 400-
(]
T
(o]
E
2 200-
2
=
0 T T T
\ . .

Sekil 4-5: Gruplara gore kas dokusunda TNF-a ve I1L-10 seviyeleri
*: p<0,5
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. GABA seviyeleri kas dokusunda LPS ve Bicuculline gruplarinda diger

gruplara gore ileri dercede anlamli artis gostermistir (p<0,01).

. MDA seviyeleri kas dokusunda LPS grubunda diger deney gruplarina
gore ileri derecede anlamli olarak artmustir (p<0,001). (Sekil: 4-6)
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Sekil 4-6: Gruplara gore kas dokusunda GABA ve MDA seviyeleri
**: p<0,01 ***: p<0,001
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e EEG dalga analizleri sonuglarinda LPS grubunda dalga genliklerinde min.-
maks. oran1 LPS grubunda diger deney gruplarina gore ileri derecede anlamli
bulunmustur  (p<0,001). Kontrol, Bicuculline ve LPS+Bicuculline

gruplarindaki aktivite istirahat ile uyumlu gézlemlenmistir. (Sekil: 4-7)

004:125%
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Sekil 4-7: Sepsisli Sicandan alinan non-invaziv EEG kaydi

Tablo 1: Gruplar arasi EEG analizi

Gruplar Min.-Maks. +Sd
Kontrol 1.143 0,05
LPS 10.240* 0,989
Bicuculline 0.833 0,13
LPS+Bic 1.255 0,20

*P<0,001
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Tablo 2: Gruplara gore beyin dokusunda TNF-a degerlerinin karsilastirilmasi

Gruplar N Mean + Sd P
Kontrol 6 6.557 0,37
LPS 8 7.270 0,62
Bic 8 6.181 2,03
LPS+Bic 8 6.509 0,57
Total 30 6.678 1,07

Tablo 3: Gruplara gore beyin dokusunda IL-10 degerlerinin karsilastirilmasi

Gruplar N Mean + Sd P
Kontrol 6 583.628 30,639
LPS 8 5033.701 22,0312 0.018
Bic 8 581.863 16,634 0.023 vs. LPS
LPS+Bic 8 541.667 34,495
Total 30 556.126 33,995

Tablo 4: Gruplara gore beyin dokusunda GABA degerlerinin karsilastiriimasi

Gruplar N Mean +Sd P
Kontrol 6 6041.026 380,32

LPS 8 6259.829 563,88

Bic 8 5605.470 1111,59
LPS+Bic 8 6049.003 22453

Total 30 6002.116 648,95




Tablo 5: Gruplara gore beyin dokusunda MDA degerlerinin karsilastirilmasi
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Gruplar N Mean + Sd P
Kontrol 6 1,84253875 0,024
LPS 8 2,3928775 0,07
Bic 8 1,5021825 0,04
LPS+Bic 8 1,719549 0,08
Total 30 1,80310819 0,06
Tablo 6: Gruplara gore kas dokusunda TNF-o degerlerinin karsilastiriimasi
Gruplar N Mean +Sd P
Kontrol 6 2700.129 840,83
LPS 8 3627.576 350,573 0.05
Bic 8 3523.057 305,367
LPS+Bic 8 3554.454 350,143
Total 30 3264.592 681,597
Tablo 7: Gruplara gore kas dokusunda IL-10 degerlerinin karsilastiriimasi
Gruplar N Mean +Sd P
Kontrol 6 497.672 22,50
LPS 8 477.370 66,61 0.05
Bic 8 513.603 37,64
LPS+Bic 8 525.280 37,20
Total 30 504.108 47,02
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Tablo 8: Gruplara gore kas dokusunda GABA degerlerinin karsilastirilmasi

Gruplar N Mean +Sd P
Kontrol 6 3736.156 371,53

LPS 8 4660.586 393,49 0,007

Bic 8 4566.775 156,62 0,021
LPS+Bic 8 4169.381 391,93

Total 30 4285.016 478,49

Tablo 9: Gruplara gore kas dokusunda MDA degerlerinin karsilastirilmasi

Gruplar N Mean +Sd P
Kontrol 6 1,098 0,04 0,000
LPS 8 2,068 0,01
Bic 8 0,997 0,02 0,000
LPS+Bic 8 0,812 0,02 0,000
Total 30 1,209 0,06

Tablo 10: Gruplar arasi serum NSE degerleri

Kontrol LPS Bicuculline LPS+Bic

NSE (ng/L) 0,230,398 3,5675+1,325"" 00 0,206:0,221

*LPS — Kontrol ve LPS+Bic: p<0,05
**_PS — Bicuculline: p<0,01
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Beyin dokusunda S100-8 antikoru LPS grubunda diger deney gruplarina

gore yogun tutulum gostermistir.

e NeuN antikoru Kontrol, Bicuculline ve LPS+Bicuculline gruplarinda yogun

tutulum gostermistir.
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Sekil 4-8: Gruplar arasinda beyin dokusunda DAPI, NEUN, S100- boyamalari x 10



Sekil 4-9: Gruplar arasinda beyin dokusunda S100-8 boyamalar1 x 10, x 40
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. Beyin dokusunda Sinaptofizin antikoru LPS grubunda diger deney gruplarina

gore ¢ok az tutulum gostermistir.

. NeuN antikoru Kontrol, Bicuculline ve LPS+Bicuculline gruplarinda yogun

tutulum gostermistir.
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Sekil 4-10: Gruplar arasinda beyin dokusunda DAPI, NEUN, Sinaptofizin boyamalar1 x 10



Sekil 4-11: Gruplar arasinda beyin dokusunda Sinaptofizin boyamalar1 x 10, x 40
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e Kas dokusunda Sinaptofizin antikoru LPS grubunda diger deney gruplarina

gore ¢ok az tutulum gostermistir.

Sinaptofizin
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Sekil 4-12: Gruplar arasinda kas dokusunda DAPI, NEUN, S100- boyamalari x 10



Sekil 4-13: Gruplar arasinda kas dokusunda Sinaptofizin boyamalari- X 10, x 40

62



50000-
Bl DAPI
Bl NEUN
Bl S100R

Sekil 4-14: Gruplar arasinda immiinofloresan boyama skorlamasi (S100-83)
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Sekil 4-15: Gruplar arasi immonofloresan boyama skorlamasi (Sinaptofizin-Beyin)
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Sekil 4-16: Gruplar aras1 immiinofloresan boyama skorlamasi (Sinaptofizin-Kas)
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5. TARTISMA

Sepsis, patofizyolojisi kismen aydinlatilmis, bagisiklik sisteminin, koagiilasyon
yolunun, parankimal hiicrelerin, endokrin ve metabolik yollarin bilesenlerini igeren
dinamik bir siiregtir. Bakterilerden salinan ve hasarli hiicrelerden elde edilen iiriinler de

dahil olmak iizere sepsisi tetikleyen birgok faktor oldugu one siiriilmiistiir (54).

Sepsis gelisimi sirasinda olusan beyin hasarin1 agiklamak ig¢in Onerilen
mekanizmalar arasinda kan-beyin bariyerinde degisiklikler, pro-ve anti-inflamatuvar
sitokinlerin lokal jenerasyonu, enerji ve aminoasit metabolizmasinin bozulmasi, beynin
iskemisi ve norotransmiter diizeylerindeki dengesizlik yer alir (125). Septik ensefalopati
ile beyin arasindaki etkilesim ve sistemik inflamasyonun beyin fonksiyonunu nasil
etkiledigini agiklayan az sayida calisma bulunmaktadir. Septik ensefalopati
semptomlarin1  tetikleyen ortak son yolun asetilkolin basta olmak iizere

norotransmiterlerin deregiilasyonu oldugu ileri siiriilmektedir (54).

Calismamizda, LPS uygulamasi ile sepsis modeli olusturdugumuz sicanlarda
inflamasyonun beyin ve kas dokusundaki etkilerini ve bu etkilerin iyonotropik GABAA
reseptorii antagonisti olan Bicuculline Methiodide tarafindan nasil degistirilebilecegini

incelemeyi amacladik.

LPS uygulamasi ile sepsis olusumunu incelemek ve Bicuculline uygulamasinin
sepsisteki hemodinamik etkilerini takip etmek amaciyla viicut sicakliklarini 6l¢tiiglimiiz
sicanlarda LPS verilen grupta hipotermi ya da hipertermi olmak iizere iki farkli viicut
sicakligr degisikligini kaydettik. Diger deney gruplarindaki siganlarin ise viicut
sicakliginin stabil kaldigini gézlemledik. Yapilan uluslarasi konsensuslarda alinan ortak
sepsis tanimlama kriterlerinden biri olan viicut sicakligindaki degisiklikler sepsis
tanimimizin ilk basamagini olusturdu. Enjeksiyonlardan 24 saat sonra kalpten alinan
kanda inceledigimiz l6kosit sayilar1 ise LPS verilen grupta anlamli olarak yiiksek
bulunmustur. Dogustan gelen ve adaptif bagisiklik sistemlerinin bir pargast olan immun
sistem hiicrelerinin sepsise karst konak yanitinda kritik rol aldigi caligmalarda

bildirilmistir (126,6).
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Sepsis ile iligkilendirilmis olan ensefalopatide goriilen ndrolojik komplikasyon
mekanizmast tam olarak aciklanamamistir. Septik ensefalopati modeli olusturulan
deneysel ¢alismalarda beyin GABA reseptor yogunlugu ve serum GABA diizeylerinde
arttigin1 bildiren ¢alismalar bulunmaktadir (127-133). Bunun yaninda, GABA analogu
olan benzodiazepinin antagonistlerinin septik ensefalopatiyi 1iyilestirdigi yoniinde
calismalar mevcuttur (127,128). Bakterilerin biiyliik miktarda GABA iiretebilecegi ve
bakteriyel sepsisin hepatik ensefalopatinin bir nedeni olmasi sonucu GABAerjik

yolaklarin septik ensefalopatiyle iliskili olabilecegi rapor edilmistir (134,135).

GABAA reseptorlerinin, Merkezi Sinir Sisteminin supra-spinal ¢ekirdeklerinde
onemli rol oynadig1 ve ndronal eksitabilite {izerine etkili oldugunu bildiren ¢alismalar

bulunmaktadir (136-142).

Literatiirlerde merkezi GABAerjik aktivitenin periferik bolgelerdeki endotoksik
inflamatuvar cevabi1 modiile etme sekli ve bu etkilesimin klinik etkilerin

yorumlanmasinda 6nemli oldugu belirtilmistir (127,129,137).

LPS ile uyarilmis sepsiste akut beyin fonksiyon bozuklugu, ozellikle
hipokampiiste GABA seviyelerinde artis ile birlikte biling diizeyi ve ndronal aktivitede
azalma oldugunu bildiren ¢aligmalar bulunmaktadir (138-142).

Rossi ve ark., yaptiklar1 caligmalarda, otoimmiin ensefalomiyelit sirasinda
salinan proinflamatuvar molekiillerin merkezi GABA aktivitesini arttirdigin
bildirmislerdir (143).

Sugiura ve ark., yaptiklari deneysel caligmalarda makrofaj GABA reseptorleri,
NF«B ve MAPKERK yolag: tizerine etki ederek farelerin endotoksemiye duyarliliginin
arttirdigini gostermislerdir (144).

Sallam ve ark., GABAA reseptor blokeri Bicuculline ve GABAg reseptor blokeri
Saclofen kullanarak Gabaerjik aktiviteyi gosterdikleri ¢caligmada Bicuculline uygulanan
grupta, kardiyak ve hemodinamik bulgular ile inflamatuvar bulgularin Saclofen
uygulanan gruba gore iyilestigini ve iyonotropik GABAA reseptOriiniin inflamatuvar

stirecte etkili oldugunu bildirmislerdir (137).
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Sepsiste degisen norotransmiter seviyeleri bilissel degisikliklerle birlikte néronal

mekanizmalarda bozulmalara ve beyin hasarina yol agmaktadir (145).

Enfeksiyon, hipoksi veya strese neden olan faktorler GABAA reseptor alt
birimlerinin ekspresyonunu modiile ederek inflamatuvar medyatorlerin, GABAA
reseptorlerine baglanarak reseptor aktivitesinde artisa neden oldugu rapor edilmistir
(146). Calismamizda sepsis olusturdugumuz grupta, total beyin dokusunda GABA
seviyelerinin arttigin1 ancak bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadigin
gozlemledik (p>0.05). Bicuculline ve LPS+Bicuculline gruplarinda ise GABA

seviyelerinin kontrol grubuyla benzer oldugunu saptadik.

Winder ve arkadaslart yaptiklari c¢aligmada sepsis modeli olusturduklari
sicanlarin  beyin dokusunda GABA seviyelerinin yiikseldigini gdzlemlemislerdir.
Ozellikle alt beyinde GABA seviyelerinin arttigim ancak total olarak beyin dokusunda
bu artisin bizim ¢alismamizda da oldugu gibi istatistiksel olarak anlamli olmadigini
bildirmislerdir (147). Beyin dokusundaki GABA diizeylerine ait bulgularimiz literatiirde

yer alan diger ¢calismalarla benzer bulunmaktadir.

Kas dokusunda da inceledigimiz GABA seviyeleri sepsis olusturdugumuz grupta
kontrol grubuna gore anlamli olarak artmistir (p<0.01). Bununla birlikte GABAA
reseptor antagonisti olan Bicuculline Methiodide uyguladigimiz grubumuzda ise, yine
kontrol grubuna gore anlamli derecede GABA seviyelerinde artis gozlemledik (p<0.01).
Bicuculline’in farmakolojik o6zelliklerinin anlatildigr ¢alismalarda, Bicuculline’in
GABA’nm iyonotropik GABAA reseptoriine GABA ile yarigmali sekilde baglanarak
GABA’nin reseptore baglanmasini engelledigi ve©  GABA blokajini gercgeklestirdigi
bildirilmistir (148). Bicuculline, GABAA reseptoriiniin iyi bilinen bir blokeridir ve
asetilkolinesteraz iizerinde inhibe edici etkiye sahiptir. Calismamizda kullanilan ve
literatiirde bildirilen Bicuculline Methiodide (BMI), Bicuculline’in diger suda ¢6ziinen
bilesiklerine gore konviilzan etki gostermemesi nedeniyle de GABAa reseptorii
antagonizmasi i¢in en uygun antagonist oldugu rapor edilmistir (148). Bicuculline
uyguladigimiz grupta, kas GABA seviyesindeki artisin kontrol grubuna gore yiiksek
seviyelerde bulunmasiin nedeninin, BMI'in kas dokusunda GABA’nin iyonotropik
reseptoriine baglanmasi ve bu nedenle dokuda serbest GABA seviyesini arttirdigini

diistinmekteyiz.
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Son yillarda yapilan c¢aligmalar, asetilkolinin ve BMI'nin nikotinik asetilkolin
reseptorlerini aktive edebilecegini gostermektedir (149). Wang ve ark., yaptiklari
calismada, nikotinik asetilkolin reseptorlerinin aktivasyonunun, TNF-a sentezini inhibe
edip, IL-10 salinmmini artirarak inflamatuvar cevabi azalttigini gostermektedir (150).
Bunun yaninda, nikotinik asetilkolin reseptorlerinin aktivasyonunun, NO ve reaktif
oksijen tiirlerinin tiretiminde bir azalma ile iliskili oldugu da bildirilmektedir (151,152).
Bicuculline methiodide ile sitokinlerin degisimini inceleyen bir ¢alismada, Bicuculline
methiodide’in ¢ekal ligasyon ve perforasyondan sonra koruyucu etki gosterdigi ileri
stiriilmistiir. TNF-o’nin neonatal sigan hepatositlerinde serbest radikallerin iiretimini
tetikleyip, oksidatif hasari arttirdigr bildirilmektedir (153). Bu aktivite, TNF-a ve IL-10
dahil olmak fiizere bir¢ok up-regiilator uyaran tarafindan pozitif olarak ve IL-10 gibi

pro-inflamatuvar sitokinler tarafindan negatif olarak kontrol edilir (154,155).

Calismamizda, Bicuculline methiodide’in LPS ile sepsis olusturulan grupta
beyin ve kas dokusunda proinflamatuvar sitokinlerden TNF-a ve anti-inflamatuvar
sitokinlerden IL-10’un diizeylerini inceledik. Bicuculline ve LPS+Bicuculline
gruplarinin TNF-a seviyeleri kontrol grubu ile yakinlik gostermektedir. Sepsisli grupta
ise. TNF-a seviyelerinin total beyin dokusunda arttigini ancak, istatistiksel olarak
anlamli olmadigimni gozlemledik (p>0.05). TNF-a’nin 90. dk’da pik yaptig1 ve yarilanma
omriiniin kisa oldugu bilinmektedir. Bunun yaninda uzun siireli sepsis modellerinde
anti-inflamatuvar yolaklar gibi ¢cok sayida yolagi uyararak TNF-a konsantrasyonunun
azaldigin1 gosteren caligmalar bulunmaktadir (156). Bu durum bizim bulgularimizdaki
artigin anlamli olmamasimi agiklamaktadir. IL-10 seviyesinin ise sepsisli grupta diger
deney gruplarina goére anlamli olarak azaldigin1 bulduk (p<0.05). Diger deney
gruplarimiz  kontrol grubumuzla benzerlik gostermektedir. I1L-10 seviyesindeki
azalmanin TNF-a’ nin baslattig1 inflamatuvar yolagin bir gostergesi olarak literatiirlerde

de raporlanmistir (157).

NF-kB yolu, sitokin iiretiminin diizenlenmesinde O6nemli bir rol oynasa da,
BMI'in, NF-kB yolunu kullanmak yerine nikotinik asetilkolin reseptoriiniin
aktivasyonunu indiikleyerek proinflamatuvar sitokin iliretimini azaltabilecegi goriisii
yapilan ¢alismalarda desteklenmistir (158). Bununla birlikte, nikotinik asetilkolin

reseptOrlerinin  sepsiste  BMI'nin antiinflamatuvar etkisi ile iliskili olabilecegi
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bildirilmektedir (150). Baska bir ¢alisma da ise BMI’nin nikotinik o-7 reseptorleri

tizerinden pro-inflamatuvar sitokin salinimi inhibe ettigi ileri siiriilmektedir (137,149).

Iskelet kas dokusu, viicut kiitlesinin % 50-60'm1 olusturur ve sistemik
inflamasyondan yiiksek oranda etkilenir. Kas hasar1 ve yikimi, sepsisin ciddi bir
komplikasyonudur. Iskelet kasinda sepsis sonucu gelisen fonskiyon bozuklugundan
sorumlu mekanizmalar tam olarak agiklanamamistir. Pro-inflamatuvar sitokinlerin,
reaktif oksijen tiirleri ve siklooksijenazlar, ubikitin-proteazom sistemini aktive ederek
iskelet kas1 proteolizine neden oldugunu gosteren ¢alismalar bulunmaktadir (159,160).
Sepsis sonucu olusan kas hasar1 sitokinlerin bolgesel aktivasyonu, serbest radikal
olusumu, kaspazlar1 artirarak diizenlemesi ve protein sentezindeki azalmayla birlikte,
artmis proteolitik yaniti igerir (159). Shindoh ve ark. yaptig1 calismada, endotoksinin in
vivo uygulamasindan sonra diyafragma kasinda TNF-o ekspresyonunun arttigini
bildirmiglerdir (161). Farkli bir ¢alismada da diyafragmada TNF-o’nin artisi ile
lipopolisakkaride yanit olarak hem diyafragma hem de bacak kaslari i¢in in vivo ve in
vitro pro-inflamatuvar sitokin mRNA’larinin ve protein diizeylerinin artirarak
diizenledigini rapor etmislerdir, Bu da solunum kaslarinin proinflamatuvar yanitlara
yatkin olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu veriler, sepsiste sistemik sitokin cevabinin
kasta pro-inflamatuvar sitokinlerin lokal amplifikasyonu ile sonuglandigini kanitlar. Bu
verilere ek olarak, pro-inflamatuvar sitokinlerin iskelet kas1 zayifligina neden oldugunu
bildiren in vivo ve in vitro pek ¢ok deneysel ¢alisma bulunmaktadir. TNF-a iireten

timorlerin implantasyonu, bacak kas sisteminde atrofiyi indiikler (162).

Calismamizda kas dokusu pro-inflamatuvar sitokin degerlerinden TNF-o’da
anlamli bir artis goriiliirken (p<0.05), anti-inflamatuvar I1L-10 seviyelerinde ise anlamli
bir azalma saptanmistir (p<0.05). Bu bulgular beyin dokusundan elde -ettigimiz
bulgularla benzer yondedir. Ancak TNF- o’nin kas dokusundaki anlamli artiginin
miyofibriler proteinlerin sepsise daha duyarli olmasindan kaynaklanabilecegini
diistinmekteyiz. LPS+Bicuculline grubunda TNF-a, IL-10 sitokin degerlerinin sepsisli
grupta azaldigini gozlemledik. Bu durum, Bicuculline’in  GABAA iyonotropik
reseptorlerini bloklamasi ve asetilkolinesterazi inhibe ederek inflamatuvar siireci bloke
etmesi ile agiklanabilir. Endotoksinle tedavi edilen goniilliilerde yapilan ¢aligmalarda,
alfa-7 nikotinik ACh reseptorii agonisti GTS-21, sitokin seviyelerini azalttig

bildirilmistir. Kolinerjik néronlarin sistemik inflamasyona 6zellikle duyarli oldugunu
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bildiren g¢alismalar bulunmaktadir (54,163). Bu bulgular ¢alismalarimizla paralellik
gostermektedir. Asetilkolinesteraz inhibisyonuna sahip oldugu bilinen Bicuculline
methiodide’in kolinerjik yolaklar1 uyarmasi sonucu iyi bir antiinflamatuvar ajan

olabilecegi fikri ileri siiriilmiis ve ¢alismalarla desteklenmistir (137,149,164-166).

Sepsiste artan ROS {iretimi beyin ve kas dokusunda yikima yol agmakta néropati
ve miyopatiye neden olmaktadir. Sepsiste lipid peroksidasyonu ile yapilan ¢aligmalarda
tiyobarbitiirik asit reaktif iiriinleri analiz edilmistir ve artan MDA seviyelerinin kan
beyin bariyerinin bozulmasi gibi etkiler gosterdigi raporlanmistir (167). Calismamizda
septik grupta beyin dokusunda MDA seviyelerinin kontrol grubuna gore arttigini
gozlemledik ancak istatisiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). Bunun yaninda
diger deney gruplarindaki degerler kontrol grubuyla benzerlik gostermektedir. Yapilan
deneysel calismalarda sepsis olusturulmus sicanlarda MDA degerlerinin 6. saatten
itibaren korteks, hipokampiis ve serebellumda diizeylerinin arttig1 bildirilmistir. Ancak
bu artis total beyin dokusuna yansimamustir (113-115). Bulgularimiz literatiirdeki
bilgilerle paralellik gostermektedir. Kas dokusunda ise MDA seviyelerinde sepsis
olusturulan grupta kontrol, Bicuculline ve LPS+Bicuculline gruplarina gore ileri
derecede arttig1 goriilmektedir (p<0.01). MDA seviyelerinin sepsis olusturdugumuz
grupta kas dokusunda anlamli artisin beyin dokularinda ise istatistiksel olarak anlamli
olmayan artis1 ve Bicuculline uygulanan gruplarin kas ve beyinde farkli cevaplar
olusturmasi, beyin dokusunun kas dokusuna gore kendi immiinitesini de kullanarak

lipid peroksidasyonunu daha ¢ok tolere etme yoniinde olabilir.

Beyin hasarmin kantitaf 6l¢limiinde kullanilan néron spesifik enolaz (NSE)
seviyelerinin klinikte kardiyak arrest, septik sok, beyin tramvasi, ndéroendokrin
timorler, malignite gibi olgularda yiiksek serum seviyeleri bildirilmistir (119-121).
Yapilan ¢alismalarda, yogun bakim fiinitelerindeki sepsisli hastalarda NSE diizeylerinin
klinik gidisi 6n gormede kullanilabilecegi ve yiliksek hassasiyet ve spesifite gosterdigi
bildirilmistir (168). Yao ve ark., sepsisli olup beraberinde ensefalopati bulgusu olan
hastalar ile sepsisli olup ensefalopatinin gelismedigi hastalar arasinda yaptig1 calismada,
NSE ve S-100 B diizeylerinin septik ensefalopatisi olan hastalarda anlamli olarak
yiikksek bulundugunu bildirmislerdir (169). Calismamizda, sepsis olusturdugumuz
grupta NSE seviyelerinin diger deney gruplarina gore anlamli olarak arttigimi

gbzlemledik (p<0.01) Calismamizdaki bulgular literatiirii destekler 6zelliktedir.
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Non-invaziv olarak total beyinde elektriksel aktivite kayitlarina baktigimizda,
septik siganlarimizdan hafif antestezi altinda non-fokal epileptik dalga benzeri kayitlart
elde ettik. Gruplar arasi dalga amplitiidlerinin minimum-maksimum oranlarina
baktigimizda, LPS grubunda diger gruplara gore ileri derecede anlamlilik saptadik.
Diger deney gruplar1 ise kontrol gruplari ile benzer dalga &zelligi ve minimum-
maksimum orani izlenmistir. Bicuculline methiodide uyguladigimiz grubumuzda ise
herhangi bir konviilzan dalga kaydetmemis olmamiz literatiirle uyumlu olarak diger
GABA antagonistleri ve Bicuculline tlirevlerine gore GABA blokajinda uygun bir ajan

olabilecegini desteklemektedir.

Norotransmiterin sinaptik araliga salinmasi ve tasinmasinda, sinaptik terminaller
icin spesifik bir glikoprotein olan sinaptofizin antikoru aracilifiyla yaptigimiz
immunofloresan boyamada, beyin dokusunda sepsisli grupta diger gruplardaki beyin
dokularina gore az miktarda tutulum go6zlemledik. Bu durum sepsisli grupta
ndrotransmiter regililasyonunun bozuldugunu gostermektedir. Kas dokusunda ise
sinaptofizin antikorunun sepsisli grupta beyin dokusuyla benzer olarak tutulumun az
oldugunu go6zlemledik. Bu sonuglar sepsisli sicanlarda sinirden kasa iletinin de
etkilendigini gostermektedir. Bicuculline ve LPS+Bicuculline gruplarinda sonuglarin
kontrol grubuyla benzer oldugunu gozlemledik. Bu durum Bicuculline’in sepsiste

bozulan norotransmiter regiilasyonunda olumlu yonde etkili oldugunu gostermektedir.

S100-B hiicre i¢i enzim aktivitesini diizenleyebilir ve beyinde ndronal hasari
gostermek icin kullanilan belirteglerden biridir. Yapilan calismalarda, sepsis, beyin
travmasi, serebral inme, hipoksik iskemi ve ensefalopatide S100-B’nin serum
degerlerinde artis bildirilmistir (120-124). S100-8 salgilanmasi ile ilgili kesin
mekanizma tam olarak acgiklanmamistir, ancak ndral doku hasarina neden olabilecegi ve

olusan oksidatif stres ile iligkili oldugu rapor edilmistir (123,124).

Calismamizda, sepsisli grupta S1008 antikoru ile boyanan hasarli hiicre
sayisinin, canli ndronlar1 boyayan NeuN antikoru ile boyanan hiicre sayisina
oranladigimizda, bu oranin arttigin1 gézlemledik. Bulgularimiz LPS’nin néronal hasara
neden oldugunu ve Bicuculline’in ise bu hasari azaltigim1 gostermektedir (120, 123,

169).
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Sonu¢ olarak, GABAA antagonisti olan ve Asetilkolinesteraz inhibisyonuna
neden oldugu bilinen Bicuculline Methiodide’in, lipopolisakkarid uygulamasi ile sepsis
olusturulmus deney hayvanlarinda gozlemlenen ndrotransmiter dengesinin bozulmasi,
pro-inflamatuvar sitokin seviyelerinde artig, anti-inflamatuvar sitokin seviyelerinde
azalma, lipid peroksidasyon seviyelerindeki artis gibi inflamatuvar siireci iyilestirici
yonde bir ajan olabilecegini diisiinmekteyiz. Ancak mekanizmay1 agiklamak i¢in detayl

caligmalar gerekmektedir.
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