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1. OZET

Sepsis, enfeksiyon odagindan uzaktaki organlari da etkileyen ve yaygin
inflamatuvar cevaba yol acan bir durumdur. Sepsisin altinda yatan mekanizmalardan
birinin de serbest radikallerin olusumuna bagli olarak ortaya ¢ikan oksidan hasar oldugu
diisiiniilmektedir. Son yillardaki ¢alismalar sepsisin ¢oklu organ yetmezligi
olusturmasinin reaktif oksijen metabolitlerinin olusumundaki artis ile iliskili oldugunu
gostermistir.

Beyindeki temel eksitator (uyarici) aminoasit olan glutamatin patolojik durumlarda,
kan-beyin engeli gecirgenligindeki artista ve oksidan hasarin ortaya ¢ikmasinda onemli
rolii oldugu bilinmektedir. Daha onceki ¢aligmalarda, glutamat antagonistlerinin,
iskemi, sepsis, travma gibi durumlarda yararli olabilecegi gosterilmistir. Psikotropik,
antikonviilsan, hipnotik, anestezik ve noron koruyucu etkileri oldugu gosterilen,
glutamat salinim inhibitorii riluzol, Amyotropik Lateral Skleroz gibi norodejeneratif
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Riluzoliin bu etkilerini glutamat salinimini
ve striatal sinaptozomlarda y-amino biitirik asit (GABA) geri alinimini inhibe etmesinin
yanisira, voltaj bagimli sodyum (Na") kanallarini bloke ederek olusturdugu ileri
stiriilmektedir. Calismamizin amaci néron koruyucu etkili bir ilag olan riluzoliin sepsise
bagli ensefalopatide olast koruyucu roliiniin arastirilmasidir.

Bu c¢aligmada sepsis modeli ¢ekal ligasyon ve perforasyon yoOntemiyle Spraque
Dowley siganlarda olusturulmustur. Kontrol ve sepsis gruplarina cerrahi iglemden 30
dakika sonra ve idame tedavisi olarak 12 saatte bir serum fizyolojik veya riluzol 6
mg/kg dozunda cilt alt1 (sc) uygulanmistir. Riluzoliin sepsisin erken (6 saat) ve geg
doneminde (48 saat) sagkalim, kilo kaybi, ates, 10kosit sayimi, beyin ddemi, kan-beyin
engeli gecirgenligi, oksidan hasar iizerindeki etkileri biyokimyasal ve histolojik olarak
aragtirilmustir.

Riluzol 6 mg/kg dozunda sc uygulandiginda sepsise bagli olarak goriilen kilo
kaybini, ates artisini, beyin édemini, kan-beyin engeli gecirgenligindeki artisi, oksidan
hasar1 ve beyin hasarini azaltmistir. Riluzol, sepsiste sagkalim oranini artirmasinin

yanisira ndrolojik muayene skorunu ve hastaligin seyrini iyilestirmektedir.



Bu ¢alismanin sonuglar riluzoliin sepsise bagli ensefalopatide beyinde koruyucu
etkisi olabilecegini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: riluzol, glutamat, sepsis, ensefalopati, kan beyin engeli



2. SUMMARY

The Effects Of Riluzole In Early And Late Phase Of Sepsis-Induced
Encephalopaty In Rats

Sepsis is a generalized inflammatory response, which involves organ systems
remote from the locus of the initial infectious insult. One of the underlying mechanisms
of sepsis is thought to be the oxidative damage due to the generation of free radicals.
Recent studies have shown that sepsis is associated with enhanced generation of
reactive oxygen metabolites, which lead to multiple organ dysfunction.

Glutamate, the major excitatory amino acid in the brain, is known to play an
important role in blood brain permeability, brain edema and oxidantive damage
in pathological conditions. It has previously been shown that glutamate antagonists
have beneficial effects in sepsis, ischemia and trauma. Riluzole-a glutamate release
inhibitor, has been shown to have psycotrophic, anticonvulsant, hypnotic, anesthesic
and neuroprotective effects and is used against neurodegenerative diseases such as
Amyotrophic Lateral Sclerosis. It has been suggested that riluzol exhibits these effects
via the inhibition of glutamate release and GABA uptake in the striatal synaptosomes
and blockade of voltage-dependent sodium channels. The aim of our study is to
investigate the putative protective effect of riluzole, which is a neuroprotective drug,
against sepsis-induced encephalopathy.

In this study sepsis was induced by caecal ligation and puncture in Spraque Dowley
rats. Sham operated (control) and sepsis groups received saline or riluzole (6 mg/kg, sc)
30 minutes after the surgical procedure, and every 12 h as continuing treatment. The
effect of riluzole on the survival rate, weight loss, fever, leukocyte count, brain edema,
blood-brain barrier permeability, oxidative damage and histological observations were
evaluated for early (6 hours) and late (48 hours) phase of sepsis.

Riluzol when administered as a sc dose 6 mg/kg, diminishes the sepsis-induced
augmentation in weight loss, body temperature, brain edema, increase in blood-brain

barrier permeability, oxidative damage and brain injury which is observed



histologically. Besides increasing the survival rate in sepsis, it has also improved
neurological examination scores and the prognose of the disease.

According to the results of this study, riluzole appears to have protective effect of
against sepsis-induced encephalopathy.

Keywords: riluzole, glutamate, sepsis, encephalopathy, blood brain barrier



3. GIRIS VE AMAC

Sepsis, glinlimiizde hala ciddi bir morbidite ve mortalite nedeni olmaya devam
etmektedir. Pek cok tan1 ve tedavi modalitesine ragmen gelinen nokta ne yazik ki hala
istenilen diizeylerde degildir. Dolayisiyla tedaviye 1sik tutabilecek yeni tedavi
yaklagimlar1 hem problemin giderilmesi, hem de sepsisli hasta i¢in son derece dnemlidir
4).

Sepsis vakalarinda pek ¢ok organda hasar olusmaktadir. Ancak mental durum
degisikliklerine yol agan septik ensefalopati, 6zellikle klinik tablonun seyri agisindan
onemlidir. Sepsise bagli ¢oklu organ hasarinda pek ¢ok mekanizmanin rol oynadig:
diisiiniilmektedir (96). Bunlar arasinda serbest radikallerin, nétrofil infiltrasyonunun,
sitokin salimimindaki artisin, glutamin-glutamat metabolizmasindaki degisikliklerin
septik ensefalopatilerde etkin rolii oldugu bilinmektedir (7, 95). Septik ensefalopatinin
mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamis olmasina karsin insanda yapilan postmortem
bir arastirmada agir sepsis hastalarinda erken dénemde beyin 6demi olustugu ve kan
beyin bariyerinin gecirgenliginin bozuldugu gosterilmistir (28). Septik ensefalopatide
bu mekanizmanin yanisira aktive olan inflamatuvar yolaklara bagli olarak ortaya ¢ikan
oksidan hasar, aminoasit diizeylerindeki ve asit-baz dengesindeki degisikliklerin ve
diger metabolik islevlerin bozulmasmin da rolii vardir (22, 32). Ote yandan eksitatr bir
aminoasit olan glutamatin salinimini presinaptik olarak inhibe eden riluzol, néron
koruyucu etkisi dolayisiyla glinlimiizde amyotrofik lateral sklerozun (ALS) tedavisinde
onaylanmis tek ilactir. Antiglutamaterjik etkinliginin yanisira antioksidan, proapoptotik,
norotrofik faktorlerin sentezini artirici, protein kinaz C (PKC) inhibisyonu, sodyum ve
kalsiyum kanal blokaj1 ve potasyum kanal aktivasyonu gibi etkileri de bildirilmistir (31,
90). Sicanlarda yapilan ¢alismalarda riluzoliin ¢esitli omurilik, beyin, sinir travma,
iskemi, ALS ve Parkinson modellerinde néron koruyucu etkileri oldugu gdosterilmistir
(3, 31, 64, 88, 138). Ayrica travmaya bagli beyin 6deminde etkili bulunmustur. Bu
nedenle ¢alismamizda deneysel sepsis modelinde antioksidan ve noron koruyucu etkili
bir ilag olan riluzoliin kan-beyin bariyeri (KBB) gegirgenligi, oksidan hasar ve beyin

morfolojisi lizerindeki olas1 koruyucu etkileri arastirilmistir.



4.GENEL BILGILER

4.1. Sepsis

Sepsis birgok organ ve sistemde hemodinamik degisikliklerle seyreden, acil tedavi
edilmesi gereken mortalitesi yiiksek bir klinik tablodur. Yogun bakim {initelerinde en
onemli O0liim nedenidir. Sepsis eski Yunanca’da piitrifikasyon yani ¢liriime anlamina
gelen, tiim sistemlerin etkilendigi sistemik inflamatuvar yanit sendromu (SIRS) sonucu
ortaya ¢ikan bir siirectir. SIRS, enfeksiyon kaynakli olabilecegi gibi enfeksiyon disinda
akut pankreatit, travma, yanik gibi bazi durumlar da sepsis benzeri bir tablo yaratabilir

(110) (Sekil 1).

bakteriyemi

pankreatit

Fung: fungemi, parasit:: parazitemi, vir: viremi,
SIRS: Sistemik inflamatuvar yanit sendromu

Sekil 1: Enfeksiyon, Sepsis ve Sistemik inflamatuvar yanit sendromunun iligkisi

Gilinlimiizde sepsis sendromunun konak¢inin enfeksiyon etkenine karsi gelistirdigi
bir grup yanitlar dizisi oldugu anlagilmistir. Ancak, birgok terimin birbirinin yerine
kullanilmas1 ya da genel anlamiyla kullanilmasi karisikliga yol agtigindan American
College of Chest Physicians (ACCP) ve Society of Critical Care Medicine (SSCM) adli
derneklerinin 1991°de yaptiklar1 toplantida ele alinmis ve ortak goriis birligine varilarak
bazi tanimlamalar yapilmistir (125). Bu tanimlamalar daha sonra 2001 yilinda yapilan
toplantida European Society of Intensive Care Medicine (ESICM), American Thoracic
Society (ATS) ve Surgical Infection Society (SIS) derneklerinin de katkisiyla
yenilenmistir (Tablo 1).



Tablo 1: Sepsis ile ilgili genel tanimlar (4, 66)

Enfeksiyon Mikroorganizmalarin normalde bulunmadigi bir viicut bolmesine

girmesi, cogalmasi ve konaga zarar vermesi ile ortaya ¢ikan

durum
» Bakteriyemi Kanda bakteri bulunmasi
= Septisemi Agir enfeksiyon tablosuyla seyreden bakteriyemi
*  Sistemik Birgok agir klinik durumda goriilen sistemik inflamasyon yanit1

inflamatuvar Bulgulardan en az ikisi olmalidir.

yanit 1.  Temperatiir >38 veya <36°C
sendromu 2. Nabiz>90
(SIRS) 3. Solunum hiz1 >20
4. Akyuvar sayist WBC >12x10°/L veya
<4x10°/L
=  Sepsis SIRS kriterlerinden en az ikisinin varlig1 ve ispatlanmig

enfeksiyon (pozitif kan kiiltiirii)
= Agir sepsis *  Organ disfonksiyonu
*  Hipotansiyon
*  Hipoperfiizyon
»  Laktik asidoz, oligiiri, mental degisikliklerin

ortaya ¢ikmasi

=  Septik sok S1v1 resusitasyonuna ragmen hipotansiyon, hipoperfiizyon

*  Yanitsiz septik  Higbir etkili tedaviye yanit vermeyen ve 1 saatten uzun siiren

sok septik sok

=  Multiorgan Organ fonksiyon bozukluklarinin ve yetmezliginin ortaya ¢iktigi
disfonksiyonu  durum
sendromu

(MODS)

Sepsiste erken ve ge¢ donemde rastlanan bir¢ok belirti olmakla birlikte (Tablo 2)

yogun bakim {iinitelerinde izlenen hastalarda ilk klinik belirtiler ates, hiperventilasyon



ve mental durum degisiklikleridir (45, 125). Ilk goriilen metabolik degisiklik ise

solunumsal alkalozdur (125).

Tablo 2: Sepsisin belirtileri (45)

Stk rastlanan

*  Ates, rigor, myalji

» [Irritabilite

* Letarji

» Tagikardi

» Tasipne (respiratuvar alkaloz)

* Hipoksemi

* Proteiniiri

» Lokositoz

* Eozinopeni

* Hiperferremi

» Karaciger fonksiyon
bozuklugu

* Diabetlilerde hiperglisemi

Daha az rastlanan

Stupor, koma
Hipotermi

Sok

Gastrointestinal kanama
Kutandz lezyonlar
Laktik asidoz

Akut solunum yetmezligi
Azotemi, oligiiri
Lokopeni
Trombositopeni
Disemine intravaskiiler
koagiilasyon

Anemi

Hipoglisemi

Tan1 ve tedavideki pek ¢ok gelismeye karsin sepsiste mortalite oran1 genel olarak

%30-90 arasinda degismektedir (125). Mortalite oran1 konak¢1 ve ¢evre faktorlerine

gore degiskenlik gostermektedir. Sepsiste prognoz agisindan erken tan1 ve tedavi cok

onemlidir. Mortalite orani1 erken tan1 ve tedaviyle azaltilabilmektedir. Sepsis geri

doniisiimsiiz evreye gegmeden dnce tedaviye baslanmasi tedavi basarisini etkileyen en

onemli faktordiir. Sepsisin patogenezinde rol oynayan mekanizmalarin aydinlatiimasi

sonucu klasik tedaviye yardimci tedavi yaklagimlar1 ortaya ¢ikmistir (13).

4.1.4. Sepsis Patogenezi

Sepsis patogenezinin aydinlatilmast i¢in Escherichia coli inokiilasyonu veya

endojen polimikrobiyal sepsis olusturulmasi gibi ¢esitli deneysel laboratuvar modelleri



kullamilmistir (97, 141). Sepsis esas olarak enfeksiyona karsi gelisen sistemik
inflamatuvar yanittir. Etken mikroorganizma genellikle hastanin kendi florasindan
kaynaklanir. Adhezyon 0Ozelligi, serumun bakterisit etkisine karsi direng, enzimler,
toksinler, hiicre i¢cinde yasama ve antifagositik yiizey gibi faktorler sepsis patogenezinde
rol oynar. Endotoksin gdrevi goren lipopolisakkaritler (LPS) kan dolagimina gecerek
kompleman ve koagiilasyon sistemi gibi mekanizmalan tetikler (72, 73).
Mikroorganizmaya ait hiicresel elemanlar ve konak¢inin dolasim sistemindeki
mononiikleer fagositler, endotel hiicreler ile diger hiicrelerden sitokin saliverilmesini
baslatir. Monositlerden tiimor nekroz faktor (TNF)-a, IL-1, IL-6, IL-8 gibi interlokinler
ve trombosit aktive edici faktor (PAF) salindiktan sonra arasidonik asit metabolizmasi
baslar; lokotrienler, prostaglandin E, (PGE,), prostasiklin (PGI,) olusur. Interlokinler T
hiicrelerini aktive eder. T hiicrelerinden y-interferon, IL-2, IL-4 ve graniilosit monosit
koloni stimiile edici faktdr (GM- CSF) salinir. Bu sitokinler lokal enfeksiyonun ortadan
kaldirilmasin1  saglarken, diger taraftan asir1 miktarda sentezlenerek dolasima
karistiklarindan yaygin endotel hiicre zedelenmesine ve kapiller gecirgenlikte artisa
neden olurlar (1). Kapiler gecirgenlikteki artigla ortaya c¢ikan bu gollenme sonucu
dolagimdaki kan hacmi azalir, sok ve organ yetmezligi olusur (40, 132). Ayrica TNF-a,
IL-2’nin etkisiyle endotel hiicrelerinde nitrik oksit (NO) yapimi artar (44, 98). Artan
NO diiz kaslar1 gevseterek miyokard depresyonu ve hipotansiyona neden olur (99, 143).
Sepsiste amino asit dengesi (22, 32, 60) ve enerji metabolizmasindaki (23) degisiklikler
hastaligin seyrini kotiilestirmektedir.

Diger taraftan endotoksin etkisiyle kompleman sistemi de aktive olur. Kompleman
sisteminin aktivasyonu vazodilatasyon, vaskiiler gecirgenlik artisi, trombosit
agregasyonu ve notrofil aktivasyonunu igine alan inflamasyon zincirini baslatir (47).
Aktive olan nétrofillerin degraniilasyonu sonucu ortaya g¢ikan proteazlar ve toksik
oksijen metabolitleri endotel hiicre hasarimi artirir (100, 131, 136, 142). Sepsiste
organlarda (kalp, karaciger, akciger, bobrek) malondialdehid (MDA) ve glutatyon
(GSH) diizeyleriyle degerlendirilen oksidatif stresin plazmadaki diizeylerle pozitif
korelasyon gosterdigi bulunmustur (61). Sepsiste tim bu faktdrlerin etkisiyle ortaya
cikan hemodinamik ve yapisal degisiklikler, bir cok organda patolojik degisikliklere yol
acar (4, 140).



Sepsisin patogenezinde rol oynayan yeni mekanizmalarin aydinlatilmasiyla birlikte
klasik tedavinin yani sira antioksidan ajan kullanimi, TNF-o monoklonal antikorlar1, IL-
1 reseptdr antagonistleri, nitrik oksit sentaz (NOS) ve siklooksijenaz (COX) enzim
inhibitorlerinin kullanimi ve immunoterapi gibi yeni tedavi yaklagimlar1 da ortaya

cikmustir (13, 134).

4.1.5. Septik Ensefalopati

Ensefalopati, beyin disindaki bir organin hastali§i esnasinda mental durumdaki
degisme veya uyaniklik seviyesindeki azalma olarak tanimlanmaktadir (62). Enfeksiyon
ve bozulmus beyin fonksiyonlar1 arasindaki iliski uzun stiredir bilinmektedir (42, 96).
Sepsiste organ disfonksiyonuna bagli mortalite %26 oranindayken, buna santral sinir
sistemi (SSS) disfonksiyonu eklendiginde mortalite %49’a ¢ikmaktadir (42). Bu
nedenle son yillardaki ¢aligmalar septik ensefalopati lizerinde yogunlagmistir. Septik
ensefalopati hastalarin %8-70’inde gozlenmektedir ve yogun bakim {initelerinde en sik
rastlanan ensefalopati seklidir (96).

Septik ensefalopati erken ve ge¢ donem olmak iizere ikiye ayrilir. Erken
ensefalopati multiorgan yetmezliginden oOnce gozlenir; dolayisiyla renal, hepatik
disfonksiyon ya da hipoksemi ile agiklanamaz. Geg¢ ensefalopati ise multiorgan
yetmezligi, hipotansiyon ya da diger sistemik olaylarla beraberdir. Ensefalopatinin
beyinde olusan inflamatuvar medyatorler ve beyin hiicrelerinin bu medyatorlere
sitotoksik cevabi sonucunda ortaya ¢iktig1 sanilmaktadir (96).

Septik ensefalopatinin patofizyolojisinde bir ¢ok mekanizma rol oynamaktadir.
Bunlar arasinda serebral endotel disfonksiyonu (100, 142), kan-beyin engelinde
bozulma, beyin ddemi, serebral kan akiminda azalma (81), bakteriyel translokasyon,
disemine mikroabse olusumu, multifokal nekrotizan ve hemorajik l6koensefalit,
norotransmitter/ amino asit dengesizligi (7, 17), NO ve glutamat diizeyindeki
degisiklikler (16), hiperamonemi (77), norotoksik molekiillerin beyne gecisi ve
inflamatuvar mediyatorlerin artisina bagl olarak meydana gelen oksidan hasar (35, 37)
sayilmaktadir . Septik sok sonrasi 23 hastanin beyninin postmortem incelendigi bir
calismada hemoraji %26, hiperkoagiilasyon %9, mikroabse %9, multifokal nekrotizan
l6koensefalopati %9 ve iskemi %100 oraninda bulunmustur (108). Konuyla ilgili

yapilan ilk ¢aligmalarda disemine serebral mikroabseler su¢glanmigtir (107, 120). Ancak
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pankreatit, bobrek, karaciger yetmezligi gibi enfeksiyon dis1 durumlarin da
ensefalopatiye yol agmasi, ensefalopatinin yaygin inflamasyona bagli oldugunu
diistindiirmektedir (108, 109). Sepsiste 16kositlerden salinan inflamatuvar medyatorler,
endotel hiicreleri ve astrositlere etki ederek noronal hasara, bunun sonucunda da
norolojik islev bozukluguna yol agmaktadir (47).

Sepsis olusturulan sicanlarda 3 saat sonra beyin dokusunda noradrenalin
konsantrasyonunun azaldigt ve 24 saat sonra On beyinde beta adrenerjik reseptor
yogunlugunun azaldigi gosterilmistir (54). Chan ve arkadaslarinin 2003’de yaptigi
aragtirma da bu sonuglar1 desteklemektedir ve otonomik disfonksiyonun yanisira
anjiyotensin  (AT)-1 reseptdor yogunlugunun azalma bulunmustur (21). Bazi
arastirmacilar ise sepsiste norolojik bozukluklara serotonerjik aktivitede artisin neden

oldugunu 6ne stirmektedir (111).

4.1.6. Sepsisin Norolojik Komplikasyonlar:

Sepsis yalnizca parenkimal organlarda degil, ayn1 zamanda periferik sinirlerde ve
iskelet kaslarinda hasara yol agabilir. Bu duruma sepsis ile iliskili polindropati ve
myopati ad1 verilir. Baz1 vakalarda kalict motor bozukluga yolagabilen bu akut aksonal
noropati ve myopatinin patogenezinde sistemik inflamatuvar yanitin rol oynadigi
diistiniilmektedir (50, 51).

Septik hastalarda SSS ile iligkili olarak oryantasyon bozuklugu, konsantrasyon
bozuklugu, yazma yeteneginde bozulma; daha agir vakalarda da deliryum ve koma
gozlenmektedir. Yapisal beyin lezyonlarinin aksine, septik ensefalopatili hastalarda
simetrik norolojik bulgular mevcuttur. Septik ensefalopatinin degerlendirilmesinde
norolojik muayene ve ‘‘Glasgow Koma Skalasi’’ kullanilmaktadir. Bu oOlcege gore
yapilan skorlama puaninin diisiikligii mortalite orani ile yakindan iligkilidir (41).

Sepsisin norolojik komplikasyonlar1 i¢in heniiz spesifik bir tedavi yoktur. Kas
gevseticiler, diisik doz kortikosteroid, immunoterapi, antiinflamatuvar ya da

antioksidan ilaclarin kullanimi gibi tedavi yaklasimlar1 nerilmektedir (35, 51).
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4.7. Kan-Beyin Bariyeri
4.7.1.  Genel Ozellikleri

Kan beyin bariyeri (KBB) beyindeki vaskiiler endotel hiicrelerinin olusturdugu bir
yapidir. Endotel, astroglia, perisit hiicreleri ve bazal laminanin olusturdugu bu sistem
dolasimdaki maddelerin beyne ge¢mesini kisitlar. Astrositlerin glial ayaklar1 ve perisit
ad1 verilen ve endotel hiicrelerinin biiylimesini kontrol eden kontraktil hiicreler bazal
laminaya tutunan serebral endotel hiicrelerini sikica sararlar. Bunlarla birlikte siki
baglantilar1 olan tek sira hiicreler KBB’ni olusturmaktadir. Pinositik vezikiillerin
eksikligi ve pencere bulunmamasi da gecisi kisitlamaktadir (30), (Sekil 2). Siki
baglantilar paraseliiler gecisi kisitlar. Ancak lipofil bilesikler c¢oziinerek ya da
difiizyonla gegebilir. Polar bilesikler ise 6zel tasiyicilarla taginir. KBB’nde 20°den fazla

spesifik tasiyict pompanin varligi saptanmistir (113).

hlcreler arasi bosluk glial ayak
- '_EE"‘C_ ~._ Pinositik / \ Siki baglant
—\ vezik :33,,_
{

g i@\ Y \

h ‘_ _--'
‘\\"- - fenestra

a) Non-noral kapiler b) Noral kapiler

Sekil 2: Noral ve noéral olmayan kilcal damarlarin sematik goriinimii. Noral
kapilerlerde siki baglantilar mevcuttur. Pinositik aktivite dusiiktiir., fenestre yoktur,
mitokondri dansitesi daha fazladir. Noral endotel hiicreleri bazal lamina ve astrosit
ayaklariyla ¢evrelenmistir (113).

Beynin yaklastk %1’inde KBB’nin bulunmadigi bazi1 bolgeler vardir.
Sirkiimventrikiiler organlarda (medyan eminens, area postrema, subfornikal organ,
subkomissural organ, hipofiz bezi, nérohipofiz ve organum vasculosum) KBB yoktur

(113).
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Sekil 3: Kan-beyin engeli bulunmayan bélgeler (ap, area postrema, pb, hipofiz bezi, sfo,
subfornikal organ; sco, subcommissural organ; me, median eminens; pp, posterior
pituitary, arka hipofiz; ve iso, lamina supraoptica) siyah renkle gosterilmistir. Referans
olarak gosterilen diger bolgeler: Ilv, ti¢lincii ventrikiil; AC, anterior commissure; ve
CC, corpus callosum (113).

4.7.2.  Sepsis Ve Kan-Beyin Bariyeri

Multiple skleroz, epilepsi, alkolizm, hipertansiyon, beyin 6demi, beyin timorii,
fizyolojik hepatit, hiperbilirubinemi, AIDS, beyne hipertonik ¢6zelti verilmesi,
radyoterapi, menenjit, ensefalit ve sepsis gibi durumlar KBB’nin gecirgenliginde artisa
yol agmakta ve beyne asir1 miktarda 16kosit go¢li olmaktadir (30).

Sepsiste patojenler endotelden KBB’ni asarak beyin dokusuna gegebilirler. Bu
patojenler enfekte lokositleri truva ati gibi kullanarak transseliiler yolla beyne
gecebilmektedir (84). KBB’ndeki hiicrelerin inflamatuvar medyatorleri olusturmasi ya
da adhezyon molekiillerinin ekspresyonunun artmast néroimmiin cevapta rol oynar
(Sekil 4). Ayrica nétrofiller, perivaskiiler makrofajlar ve mikroglial hiicrelerin de
noroimmiin cevaba katkist vardir (30). Noroimmun cevap inflamasyonu tetikler ve
inflamasyonda aktive olan nonfagositik mikroglia hiicreleri ve travma, enfeksiyon,
noronal hasar ile aktive olan fagositik (reaktif) tipteki her iki mikroglia hiicreleri de
sitokinler, pihtilagsma faktorleri , kompleman faktorleri, 6kazonoidler, proteazlar, reaktif
oksijen metabolitleri (ROM) ve NO gibi inflamasyona aracilik eden medyatorler
salgilanir. Aktive olan mikroglia hiicrelerinden agiga ¢ikan siireoksit (O,"), hidrojen
peroksit (H,0,) ve serbest NO radikali (NO®) oksidatif hasara yol agmaktadir. Lipid

peroksitlerinin olusumu membran yapisini bozarken, beyin demirden zengin oldugu i¢in
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demir iyonu serbestlesmesine ve nodronlarda oksidan hasarin siddetlenmesine neden

olmaktadir (72, 73).
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Sekil 4: Norolojik hastaliklarda endotel hiicrelerinde kan-beyin engelinin yapisi
degismektedir. Endotel hiicreler ©kazonoidler ve sitokinler gibi inflamatuvar
medyatorler salgilarlar. Buna ek olarak adezyon molekiillerinin ekspresyonundaki artis
merkezi sinir sistemine l0kosit girisini artirir. Bu faktorler inflamasyon sinyalinin
mikroglia, astrosit, noron, perisit, perivaskiiler makrofajlar gibi diger hiicrelere de
iletimini artirir.  VCAM: vaskiiler hiicre adezyon molekiilii; ICAM: hiicrei¢i adezyon
molekiilii

Sepsiste LPS, KBB’nin gecirgenligini artirmasinin  yani sira mikroglia
aktivasyonuna yol agmaktadir (72, 75). Sepsiste LPS’nin NO aracili bir mekanizmayla
KBB gecirgenliginin artmasina yol agtig1 gosterilmistir (73, 75). Bu artis L-NAME ve
aminoguanidin gibi NOS inhibitorleriyle onlenebilirken (75), NO dondrleri ile
artmaktadir (76). Beyindeki temel eksitator amino asit olan glutamatin dogrudan bir
etkiyle de diisiik molekiil agirligina sahip maddelere KBB’nin gegirgenligini artirdigi ve
NO aracil bir yolla serebral arterleri genislettigi gosterilmistir (74).

Bakteriyel menenjitte IL-1p, TNF-a gibi proinflamatuvar sitokinlerin ve TNF- a ile
indiiklenen COX-2’nin de KBB gecirgenligini artirdig1 gosterilmistir (102, 123, 124).
Escherichia coli infiizyonu ile olusturulan sepsiste dolasimda ve beyinde TNF-a, IL-6
gibi sitokinlerin miktarinin arttigi, bu artisa bagl olarak beyin 6demi gozlendigi ve
sonucta noéronal Olim oldugu bildirilmistir (14). Hiicre kiiltiiriinde olusturulan
endotoksik soktan kaynaklanan ndronal olimde de TNF-a 6nemli rol oynadig

gosterilmistir. TNF-a sentez inhibitorleri ve anti-TNF antikorlar1 bu modelde ndronal
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hasara kars1 koruyucu etki gostermektedir (29). Sepsiste akuaporin-4 (AQP4), okludin
ve vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) gibi proteinlerin  ekpresyonundaki
degisiklikler beyin ddemine ve siki baglantilarin agilmasi sonucu KBB’den gecisin
artmasina neden olmaktadir (28). Bunlarin bir sonucu olarak serebral kan akiminin
yavaslamas1 ve ayrica oksidatif mekanizmalar da hasara katkida bulunmaktadir (81).
ROM, KBB’ni olusturan serebral endotel hiicrelerine lokosit gociinii artirmaktadir

(Sekil 5). Oy sik1 baglantilarin yapisinin bozulmasina yol agmaktadir (133).
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Sekil 5: A) Monositlerin serebral endotel hiicrelerine gocii ve adezyonu ksantin
oksidazin (XO) aktivasyonuna ve O, olusumuna yol agar. B) O, olusumunun
indiiksiyonu fosfolipaz C ile iliskili sinyal iletim mekanizmasini uyarir. Serebral endotel
hiicrelerinde IP3 ve hiicre i¢i Ca®" mobilizasyonu artar. C) Signal transdiiksiyon yolagi
serbral endotel hiicrelerininin sik1 baglantilarinda yapisal degisiklige neden olur. D) Sik1
baglantilarin agilmast monosit diapedezini artirir. Makrofaj goc¢li ve farklilasmasi
sonucu myelin NADPH oxidazi aktive eder. Makrofajlardan H,O, and OH" gibi ¢esitli
ROM agiga cikar.
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4.8.  Beyin Odemi
Travma, beyin tlimorii, toksik, anoksik, metabolik ve enfeksiyon kaynakli olabilen
beyin 6demi, morbidite ve mortaliteyi olumsuz yonde etkileyen bir durumdur. Beynin
stvi hacmindeki bu artig, kafa i¢i basinci artirmanin yani sira perfiizyon ve
oksijenasyonun bozulmasina neden olur. Diger organlardan farkli olarak beyin, su

iceriginin artisina ¢ok daha duyarlidir ve beyin 6demi yasami tehdit eden bir durumdur

(58).

4.8.1. Odemin Simflandirilmasi

Beyin 6demi siniflandirmast ilk kez 1967°de yapilmistir. Buna gdre vazojenik ve
sitotoksik olmak iizere iki tip 6dem mevcuttur. 1975’de bu siniflamaya hidrosefalik
hastalarda gozlenen interstisyel ddem ve osmotik dengenin bozulmasindan kaynaklanan
ozmotik 6dem de eklenmistir (127).

Ozmotik 6demde dzellikle sodyum (Na") gibi elektrolitlerin dengesindeki bozulma
ve hiicre i¢ine su girisindeki artis s6z konusudur. Hidrosefalik/ interstisyel 6demde
beyin-omurilik sivisinin akigsinda sorun vardir. Vazojenik ve sitotoksik 6dem
olusumunda ise bir¢ok faktoriin rolii vardir. Bunlar arasinda glutamat, NO, arasidonik
asit ve metabolitleri, histamin, kininler, interlokinler, VEGF, laktat, serbest oksijen
radikalleri, potasyum (K "), hidrojen (H") ve kalsiyum (Ca®™) sayilabilir (127).

Odem smiflandirmas1 ve bu &dem tiplerinin 6zellikleri, olusum mekanizmalari

Tablo 3’de 6zetlenmistir.
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Tablo 3: Odem smiflandirmasi (58, 127)

Vazojenik Sitotoksik Ozmotik Interstisyel
Neden KBB hasari: Iskemi, Anoksi, Metabolik Obstriktif
Akut: travma, intoksikasyon bozukluk: hidrosefali
inme, hemoraji, Dializ,
arteriyel dehidratasyon,
hipertansiyon diyabetik koma
Kronik: Timor,
abse, ensefalit
Olusumu Doku hasari 1. Hiicre zarinda | Ozmotik gradient Beyin-omurilik
sonucu kapiller Na/K (plazma—doku) svisinin geri
endotel gegirgenliginde emilimi ya da
hiicrelerinin artig efluksunun
gecirgenlik artisi 2. Na/K-ATPaz bozulmasi
pompasinda
bozukluk
3. Osmotik
maddelerin
aliminda artma
Gecgirgenlik | Artar Degismez Degismez Degismez
Odem Proteinden zengin Protein yok Protein yok Normal beyin-
SIVISININ Elektrolitten Elektrolit oran1 ¢ok | omurilik s1visi
ozelligi zengin yiiksek veya ¢ok
diisiik
Morfoloji Interstisyel Hiicreler siser; Hiicreler siser Siv1 hiicreler
boslukta interstisyel bogluk | interstisyel bosluk | arasidir;
genisleme, hiicreler | azalir azalir Interstisyel

sismez; ¢cogunlukla
beyaz madde

etkilenir, sekonder
olarak astrositlerde

sisme gozlenir.

boslukta genisleme
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4.8.2. Sepsis Ve Beyin Odemi

Septik ensefalopatide beyin ddemi ve ndronal hasar icice gecmis bir durumdur.
Patogenez tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte sepsiste AQP4, okludin ve
VEGF gibi faktorlerin ekpresyonundaki degisiklikler beyin 6demi ile noronal hasara
katkida bulunmaktadir. Beyin 6demi ve siki baglantilarin agilmasinin bir sonucu olarak
septik ensefalopatili hastalarda beyin-omurilik sivisinda protein artisi gozlenmektedir
(28). Domuzlarda fekal peritonit modeliyle olusturulan septik ensefalopatide
mikroskopik incelemede frontal korteksteki astrositlerde belirgin bir sisme
gozlenmektedir. Bu 6dem sitotoksik karakteristikdedir (95). Domuzlarda yapilan bir
baska calismada yine astrositlerde sisme, perivaskiiler ve sitotoksik 6dem ile beyaz
maddede hiperemi gdzlenmistir (14). Astrosit ayaklarindaki sisme endotel hasarinin ve
KBB yikiminin gostergeleri kabul edilmektedir. Ayrica kilcal damarlardaki édem ve

hasar olusumu oksijen transportunun bozulmasina yol agmaktadir (28).

4.9. Oksidan Hasar Ve Savunma Mekanizmalari

4.9.1. Serbest Radikaller Ve Oksidan Hasar
“Serbest radikal”, eslenmemis elektron igeren atom veya molekiildiir. Genelde
elektronlar atom veya molekiilde eslenik olarak bulunmalari nedeniyle molekiil stabildir
ve reaktif degildir. Ancak molekiile bir elektron ilavesi ya da bir elektron kaybi onu

kararsiz ve reaktif hale getirir.

Tablo 4: Baslica reaktif oksijen metabolitleri ve yarilanma omiirleri

Radikal Sembol 37 °C de yarilanma

omrii (saniye)

Alkoksil radikali RO* 1x10°
Hidroksil radikali OH" 1x10”

Lipit peroksid ROOH >107
Molekiiler oksijen 0, >10

Peroksil radikali ROO* 1x107
Singlet oksijen '0, 1x10°
Stiperoksit anyon radikali 0, ° 1x10°
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Organizmanin aldig1 O,’in %95°1 enerji olusumunda kullanilirken, %5°den fazlas1 da
reaktif oksijen metabolitlerine, yani bir baska deyisle oksijen tiirevi radikallere doniisiir.
0., oksijen (O,) molekiiliine bir elektron ilavesi ile olusur ve serbest radikal hasarina
kars1 koruyucu antioksidan bir enzim olan ve oksidan hasar olusumu ile birlikte artan
stiperoksit dismutaz (SOD) aracilig1 ile H,O,’ye indirgenir.

e

O ——— 0;°

SOD
20, *+2H" » H,0,+ 0,

H,0, eslenmemis elektron icermedigi i¢in tek basina radikal degildir. H,O,’in

metabolizmasi hiicre i¢inde birkag sekilde olabilir:

1- H,0,, katalaz veya glutatyon peroksidaz (GSH-Px) tarafindan toksik olmayan
tiriinlere (su ve indirgenmis glutatyon, GSSG) doniisiir; o da NADPH

(nikotinamidadenindiniikleotidfosfat) ile birleserek GSH olusturur.

katalaz
a) 2 H,O», » 2 H,O + O,
GSH-Px
b) H,O, + 2 GSH » 2 H,0 + GSSG
GSH-rediiktaz
GSSG +NADPH + H' » NADP' +2 GSH

2- H,0, gecis metallerinin varliginda toksik ‘OH radikaline doniisiir.(Fenton

reaksiyonu)

HzOz > .OH
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H,0,’nin *OH’e indirgenmesi Fe™* ve Cu' gibi gecis metalleri varhginda olur.
Bu metaller hiicrede serbest degildir. Serumda demir transferin, bakir ise seruloplazmin
seklinde depolanir ki; depo halinde iken serbest radikal olusturamaz. Dolayisi ile
antioksidan enzimler ve serbest radikal siipiiriiciilerinin yani sira gecis metallerini
baglayan proteinler de organizmanin total antioksidan kapasitesinin bir boliimiinii
olusturur (144).

‘OH ise olduk¢a reaktif ve toksik bir radikaldir. Biiyiik molekiil yapisi ve
elektronegativitesi nedeni ile DNA, protein, karbonhidrat ve lipidler gibi
makromolekiillerle reaksiyona girerek bu yapilarda oksidatif hasara neden olur.
Makromolekiiller hiicrelerde kisithh miktarlarda bulunduklarindan bu yapilarda olusan
hasar olduk¢a énemlidir (37).

0O, "’e bagl olan toksisite “OH’e bagli olanla karsilastirildiginda daha hafiftir.
Ancak bazen radikaller diger radikallerle etkileserek stabil molekiiller verir. Boyle bir
durumda her radikaldeki eslenmemis elektronlar kovalan bag olusturur. Ornegin, O,
endojen NO ile tepkimeye girerek peroksinitrit (ONOQO™) olusturur. Olusan ONOO™
protein ve peptitlerin metiyonin rezidiilerini ve tiyol gruplarini oksitleyerek hasar
olusturabilir ve ayrica NO,", OH" ya da nitronyum iyonu (NO*") gibi toksik iiriinlere

doniisebilir (26, 27).

v

0, *+NO ONOO™

“Oksidatif hasar” organizmada olusan toksik oksijen tiirevi metabolitlerin neden
oldugu hiicre, doku ve organ hasarin1 tanimlamaktadir. Oksidatif hasarin gostergeleri
olarak kullanilan baglica parametreler radikallerin hedef aldigi makromolekiillerdeki
hasar1 yansitirlar (37). Bu parametreler baslica;

e 8-okso,dihydro-2-deoksikuanosin tayini (DNA hasart)

e Malondialdehit (MDA), hidroksialkenal ve dien konjugatlarinin tayini

(Lipidlerde oksidasyon)

e karbonil tayini (proteinlerin oksidatif hasar1) dir.

4.9.2. Serbest Radikallerin Fizyopatolojik Olaylardaki Rolii
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Serbest oksijen radikalleri fizyolojik sartlarda endojen olarak olusurken ayni
zamanda hava kirliligi, pestisitler, UV radyasyon, X-1s1n1 gibi ekzojen faktorlerin etkisi
ile de olusumlar1 artmaktadir (37).

Serbest radikallerin artrit, hemorajik sok, atheroskleroz, yaslanma, iskemi/
reperfiizyon hasari, enfeksiyonlar, sepsis, Alzheimer ve Parkinson hastaligi,
gastrointestinal disfonksiyonlar, tiimér olusumu, karsinogenez ve AIDS gibi
hastaliklarda ise karistigi gosterilmistir (24). Giiclii serbest radikal siipiiriicii etkiye
sahip olan ¢ok sayida sentetik ve dogal antioksidanin insan sagliginda ve hastaliklarin
onlenmesinde faydali etkilerinin oldugu bilinmekte ve bundan yola ¢ikilarak ROM’ne
baglh gelisen pek cok hastalikta kullanilabilecegi bildirilmektedir (25, 35, 37, 72). Bu
konuda 6zellikle son yillarda calisilmasina ragmen, 6zellikle nérolojik bozukluklarda
kullanilmak t{izere KBB’ni gegebilen antioksidanlara ihtiyag¢ vardir (38, 39).

Serbest radikaller yiiksek oranda reaktif bilesiklerdir. Sahip olduklar1 bu
reaktivite ile hiicre membranin yapisinda bulunan ¢oklu doymamis yag asitleri,
DNA’daki niikleotitler ve proteinlerin siilfidril gruplari ile reaksiyona girerek doku
hasarina neden olurlar. (26, 27). Poli(ADP-riboz) sentaz (PARS) ya da diger adiyla
poli(ADP-riboz) tranferaz olarak da bilinen poli(ADP-riboz) polimeraz-1 (PARP-1)
enzimi Okaryotlarda bulunan niikleer bir enzimdir. Cevresel uyarilar, hidroksil,
stiperoksit ve peroksinitrit gibi serbest radikaller, iyonizan radyasyon ve genotoksik
ajanlarin PARS enzimini aktive etmesi DNA sarmalinda kirilmaya neden olur. PARS
enziminin inhibisyonu bir ¢ok inflamatuvar hastalikta koruyucu etki gdstermektedir
(26).

4.9.2.1. Sepsis Ve Oksidan Hasar

Septik sok ve coklu organ yetmezligi sendromunun patogenezinde daha dnceki
boliimlerde bahsedildigi iizere dolasimdaki katekolaminlerin artigi, sitokin olusumu,
O0kazonoid sentezinin artisi, NO saliverilmesi, ROM’nin agiga c¢ikmasi gibi bircok
mekanizma rol oynamaktadir. O, ve ONOO™ radikalleri birgok inflamatuvar durumda
oldugu gibi sepsiste de dnemli rol oynamaktadir. Sepsiste doku ve plazmadaki oksidatif
stresin  korelasyon gosterdigi bulunmustur (61). Sepsiste antioksidan ajanlarin
kullanimiyla uzak organ hasar1 azaltilabilmektedir (Sener 2005a, Sener 2005b). Ayrica
izole doku ve hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda O, ve ONOQO™ radikallerinin sepsis ile

iligkili patofizyolojik degisikliklere (endotel ve epitel disfonksiyonu, vaskiiler
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hiporeaktivite, hiicre disfonksiyonu) yolagtigi gdosterilmistir. Bu degisiklikler kismen
PARS enzimi aracigiyla gergeklesmektedir (27). Sepsis ve ¢oklu organ yetmezligi
sendromunda nikotinamid, 3-aminobenzamid, PJ34, 5-aminoizokinolinon gibi PARS
enzim inhibitorlerinin endotoksemi modellerinde koruyucu etkili oldugu gosterilmistir.
Ayrica PARS enzimi bulunmayan hayvanlarda LPS ile olusturulan endotoksemik sok

modelinde sagkalim %100 olarak bulunmustur (26).

4.9.3. Endojen Antioksidan Sistem

Serbest oksijen radikallerinin ciddi hasar yapma potansiyellerine karsi hiicreler, bu
toksik triinleri hizla metabolize edecek savunma mekanizmalar1 gelistirmislerdir. Hiicre
ve dokular1 serbest oksijen radikallerine karsi korumada oksijen radikallerinin
yapimlarinin inhibisyonu énemlidir.

SOD enzimi O, "’in H,O,’ye doniisiimiinii katalize ederek oksijen toksisitesine karsi
ilk savunma basamagini olusturur. Sitozolik SOD bakir-¢inko igeren metalloenzimdir
ve mitokondride bulunan formu ise manganez igerir. Siiperoksitin H,O, ve molekiiler
oksijene doniisiimiinii katalize eder. Peroksizomlarda bulunan H,O; yine ayn1 organelde
bulunan katalaz enzimi tarafindan metabolize edilir. Katalaz, sitoplazma iginde ve
peroksizomlarda ve hemen her hiicrede bulunan enzimdir. Sitozolde ve mitokondrilerde
bulunan H,O, metabolizmasinda rol alan bir diger enzim GSH-Px’dir. Organizmada
bulunan tiim bu antioksidan enzimler endojen veya hastalik durumunda olusumu artan
serbest radikallere karsi viicudun antioksidan savunma sisteminin énemli bir kismini
olusturmaktadirlar.

Bir diger Onemli antioksidan savunma yoOntemi ise Fenton reaksiyonu ile
hidroksil radikali olusumunun engellenerek, redoks aktif metallerin (bakir, demir gibi)
transport veya depo proteinlerine baglanarak ortamdan uzaklastirilmasi ve serbest
radikallerin lipidlerle olusturdugu zincirleme reaksiyonlarin durdurulmasidir.

Farkli bir koruma mekanizmasi da antioksidan etkili vitaminler ile serbest
oksijen radikallerinin detoksifiye edilmesidir. E vitamini lipidden zengin membranlarda,
C vitamini su bazli ortamlarda temel korumay1 olusturur. E vitamini (a-tokoferol) lipid
peroksidasyonunda olusan zincirleme reaksiyonu, yapisindaki hidrojen atomunu lipid

peroksiline vererek onler. Kendisi ise oksidasyon sonucu a-tokoferoksil radikaline
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dontisiir. C vitamini (askorbik asit) ise bir elektron vererek dehidroaskorbat’a
indirgenirken tokoferoksil radikalinin a-tokoferole doniisiimiinii gerceklestirir.

Diger antioksidan maddeler o-lipoik asit, {irat, y-glutamil-sisteinil-glisin
(glutatyon, GSH) gibi hidrofilik radikal siipiiriiciiler, flavonoidler, karotenoidler,
ubiquinol gibi lipid radikal siipiiriiciiler ve GSH rediiktaz, dehidroaskorbate rediiktaz
gibi kiiclik molekiiler antioksidanlarin okside formlarinin indirgenmesinde etkili
enzimler, protein tiyollerin devamliligindan sorumlu olan tiyoredoksin rediiktaz,
GSSG’un GSH’a doniisiimiinde elektron dondrii olarak kullandigit NADPH yenileyen
glukoz-6 fosfat dehidrojenez (G6PD) enzimi gibi enzimler antioksidan savunmaya
katkida bulunmaktadir.

Beyin KBB ile korunmus olmakla birlikte oksidan hasara karsi cok daha
duyarhidir. Bunda endojen antioksidan kapasitenin azlig1 ve beynin yag asidi, askorbat

ve demirden zengin olmas1 gibi yapisal faktorlerin rolii vardir (24).

4.9.3.1. Glutatyonun Fizyolojik Olaylardaki Rolii (144)

1. GSH etkin bir sekilde serbest radikalleri ve diger reaktif oksijen bilesiklerini
(hidroksil, lipid peroksitler, peroksinitrit) ve H,O, yi siipiirtir.

2. GSH aym zamanda elektrofilik bilesikler, fizyolojik metabolitler (Ostrojen,
melanin, PG, LT) ve ksenobiyotikler (bromobenzen, asetaminofen) ile
reaksiyona girerek merkaptiirat olusturur.

3. NO ile konjuge olarak S-nitrozo-glutatyon olusturur.

4. Formaldehid dehidrogenaz enziminin substratidir. Bu enzim, formaldehidi ve
GSH’nu S-formil glutatyona doniistiiriir. Metiyonin, kolin, metanol ve sitokrom
enzimleri ile yikilan ksenobiyotiklerin metabolizmasi sonucu agiga ¢ikan ve
kanserojen bir madde olan formaldehidin viicuttan uzaklagtirilmasi 6nemlidir.

5. Glutatyon PGH,’den endoperoksit izomeraz enzimi ile PGD, ve PGE;
doniigiimii i¢in gereklidir.

6. Ayrica proteinlerin glutatyonidazyonu (tiyoredoksin, sitokrom-c oksidaz)
fizyolojik olaylar i¢in gereklidir.

7. Laktat olusumunu artirir.

8. Spermatogenezi artirir. DNA ve protein sentezinde rol oynar.
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9. GSH, T lenfosit ve polimorf niiveli l6kositler (PMNL)’in sitokin iiretimini

artirir. Enfeksiyonlara karsi bagisiklik sistemini giiglendirir.

4.9.3.2. Sepsis Ve Glutatyon

Enfekte olan sicanlarda glutatyon dongiisii organlar arasinda oran farkliliklar
gostermekle birlikte genel anlamda ¢ok artmaktadir. Batin i¢i sepsiste plazma ve
dokudaki oksidatif stresin gostergeleri olan MDA ile GSH diizeylerinin pozitif
korelasyon gosterdigi bildirilmistir (61). Sepsisin ilk saatlerinde uygulanan tedavi GSH
seviyelerinin korunmasini saglayabilirken, iki giin sonra doku glutatyon depolari
fazlasiyla bosalmaktadir ve tedaviden saglanan fayda daha sinirli olmaktadir (68). GSH
deplesyonunun nétrofillerin - enfeksiyon alanma goclinii inhibe ettigi; bakteri
kolonilerinin sayisini artirdifi ve sepsisin seyrini olumsuz etkiledigi gosterilmistir

(135).

4.10. Glutamat

4.10.1. Glutamatin, Sentezi, Salinnmi1 Ve Metabolizmasi

Glutamat, beyin ve omurilikte bulunan temel uyarict ndromediyatordiir. Beyindeki
100 milyar ndronun vyarisindan fazlasi glutamat irettiginden bir¢ok norolojik
bozuklugun patogenezinde rol almaktadir (48). Glutamik asit ya da onun iyonize sekli
olan glutamat, sinir ucunda oksoglutarik asit ve glutamin ile dinamik denge halinde
bulunur (85). Glutamik asit sinir ucunda glutaminaz enzimiyle glutaminin hidrolizi

sonucu olusur (86, 121).
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Sekil 6: Glutamatin sentezi (94)

L-glutamat presinaktik sinir ucundaki vezikiillerde depolanir ve Ca®" bagimli bir
mekanizmayla salinir. Sinaptik araliga saliman glutamatin etkisi presinaptik sinir ucuna
veya glialara yiiksek afiniteli uptake mekanizmalari ile alinmasiyla sonlanir. Glutamik

asit glutamin sentetaz enzimi ile glutamine doniistiiriiliip inaktive edilir (94, 86).
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Sekil 7: Glutamatin salinimi1 ve metabolizmasi (94)

Beynin bir¢ok bolgesine dolasimdaki amino asitlerin gegisi KBB ile sinirlanmustir.
Vaskiiler endoteldeki siki baglantilardan bazi maddeler difiizyonla gegebilir. Ancak
glutamat gibi amino asitler plazmadan beyne yiiksek afiniteli bir tasima sistemi ile
gecmektedir. Beyinden plazmaya gecisi de Na' bagimli aktif transport sistemi ile

gerceklesir. Plazma glutamat diizeyindeki dalgalanmalar giin icinde degiskenlik
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gostermektedir. Ancak bu dalgalanmalar beyne yansimaz. Ancak ¢ok yiiksek
konsantrasyon degisikliklerinde beyin etkilenmektedir. Ancak sirkiimventrikiiler
organlardan (medyan eminens, area postrema, subfornical organ, subkomissural organ,
hipofiz bezi, norohipofiz ve organum vasculosum) beyne glutamat gegisi olmaktadir
(113).

Hiicre dis1 veya hiicre i¢i olarak bulunan glutamat hem GSH sentezinde oncii madde
olarak kullanilir; hem de GSH sentezinde iki yolla 6nemli diizenleyici etki yapar: 1.
Sistein alimini, 2. Glutamattan GSH’in sentezini saglayan GCS (y-glutamilsistein
sentaz) enziminin aktivitesini diizenler (144) (Sekil 7).

L-sistein + L-glutamat

y-glutamilsistein sentaz

y-glutamilsistein
+

L-sistein
GSH sentaz

glutatyon

y-glutamil transpeptidaz

glutatyon
+

sisteinilglisin

dipeptidaz

sistein + glisin

taurin

Sekil 8: Glutamat-glutatyon sentez basamaklar1
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4.10.2. Beyin ve Omurilikte Glutamaterjik Aksonlarin Olusturdugu
Yolaklar

1. Birinci Duyusal Néronlar: Bir kism1 omurilik dorsal boynuzunda ve diger kismi
beyin sapinda n. kuneatus ve n. graciliste bulunur. Bu ¢ekirdeklerde impulsun 2.
duyusal nérona agirilmasindan sorumlu oldugu sanilmaktadir. Dorsal boynuzda
sonlanan duyusal sinir uglar1 agrili impuls asiriminda glutamat ve P maddesi
(SP) araciligiyla rol oynar. Saliverilen glutamatin yanisira aspartatin da
postsinaptik NMDA reseptorlerini etkiledigi bildirilmistir.

2. Vagus ve glossofaringeus sinirlerinde bulunan  glutamaterjik lifler:
Baroreseptorden kalkan uyarinin bulbustaki NTS’ ye tasinmasindan bu lifler ve
SP sorumludur.

3. Omurilik arka boynuzundaki substantia gelatinosadaki agr1 impulslariin birinci
sira noronlardan 2. sira ndronlara asirilmasinda norokinin ve glutamat
sorumludur.

4. Kortikostriatal, kortikokortikal ve talamokortikal yolaklar: Frontal korteksden
striatuma uzanan bu yolaktaki nigrostriatal dopaminerjik sinirler glutamat
salinimint inhibe eder. Talamokortikal yolak bazal ganglia tarafindan lokomotor
aktivite kontrolii i¢in Onemlidir. Parkinsonizmde bu yolak hipoaktifdir.
Kortikokortikal yolaklar serebral korteksle iliskili asosiyasyon yolaklaridir.

5. Viziiel korteksten kaynaklanan glutamaterjik yolaklar: n. geniculatus lateralise
uzanir ve oradan superior colliculusa yayilir.

6. Hipokampal yolaklar: Hipokampusun CA3 bolgesi ve subikulumdaki piramidal
hiicrelerden lateral septum, n. akiimbens ve hipotalamusa uzanir.

7. Serebellumla ilgili yolaklar: Serebellar korteksteki graniil hiicreleri
glutamaterjik noronlardan olusur. Inferior olivada serebellar kortekse gelen
tirmanici lifler bulunur.

8. Diger yolaklar: Duyusal korteks, ventrolateral talamik niikleuslar, n. ruber ve
omurilikten substantia nigraya uzanan bu yolak piramidal traktusun bir
boliimiinii olusturur.

Serebral korteks, hipokampus, limbik yapilar, kortikospinal sinir uglar1 ve omurilikteki
primer aferent sinir uglar1 gibi baz1 yapilardaki eksitasyon/ inhibisyon olaylar1 glutamat/

GABA dengesine baglhdir (71, 86).
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4.10.3. Glutamat Reseptorleri

Beyinde sinaptik araliga salinan glutamat reseptorlerine baglanarak etkisini gosterir.
Glutamaterjik reseptorler 4 tiptir ve aspartata da afinite gosterirler. Bu reseptorler
iyonotropik ve metabotropik olarak iki gruba ayrilir (104, 105).

e Iyonotropik: Iyon kanali ile kenetli, postsinaptik reseptorlerdir. Bu grupta NMDA,
AMPA, Kainat reseptorleri bulunur.

e  Metabotropik: Fosfoinozitid hidrolizi araciligiyla ¢alisan ve bir G-proteinine kenetli
presinaptik reseptorlerdir. 8 alt tipi olan L-AP4 (2-amino-4-fosfopropiyonik asit)
reseptorleri metabotropik tiptedir.

AMPA reseptorleri SSS’de yaygin olarak bulunur ve hizli eksitatdr postsinaptik
potansiyel (EPSP)’nin hizli komponentinden (Na“ akimindan) sorumludur. AMPA
reseptorleri diisiik asirimli ve EPSP olusturur.

NMDA reseptorleri ise uyar1 frekansi arttiginda devreye girer. Yavas ama uzun
stiren EPSP yani uzun siireli potensiyalizasyon (long-term potentiation, LTP) olusturur.
NMDA reseptorlerinin eksitotoksisite, iskemik hasar, Ogrenme—bellek, epilepsi,
Huntington koresi, Alzheimer hastaligi, analjezi ve anksiyete gibi durumlardan sorumlu

oldugu diisiiniilmektedir (104, 105).

4.10.4. Glutamat ve Eksitotoksisite

Ekzitotoksisite terimi ilk olarak ekzojen uygulanan glutamat veya glutamat
agonistlerinin neden oldugu néronal 6liimii ifade etmek icin kullanilmistir. Daha sonra
bu terim endojen olarak ortaya ¢ikan glutamat aracili ndrotoksisite i¢in de kullanilmaya
baslanmigtir (92).

Marangos ve ark.’nin glutamate hipotezine gore noronal toksisiteye bagli hiicre
Olimii glutamat sentezindeki artistan, glutamat geri alimmindaki veya yikimindaki
azalmadan, ya da  eksitator néronlarin  inhibisyonunundaki = azalmadan
kaynaklanmaktadir (92). Bu durumlar ortamdaki glutamat miktarini artirmakta ve dnce
ilerleyen bir noron dejenerasyona, daha sonra da ndron oliimiine yol agmaktadir (89-
92).

Normal glutamaterjik iletimde presinaptik sinir ucundan salinan glutamat sinaptik

aralig1 gegerek postsinaptik reseptorlerine baglanarak onlar1 uyarir. Glutamatin neden
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oldugu sinaptik eksitasyon non-NMDA reseptorleri aracilii ile olmaktadir. Aferent
bosalimlarla uyarilan interndronlardan salinan glutamat da ikinci sira noronlarda
NMDA reseptorleri araciligiyla eksitasyona neden olur. Boylece hiicre i¢i Ca*" miktar
artarken PKC ve NOS aktivasyonu gerceklesir (Bkz Sekil 9). Salinan NO, glutamat

salinimini daha da artirir (146).

ca
~N

Glu

Sekil 9: Glutamat ve NO iliskisi (146) PKC: protein kinaz C, NO: nitrik oksit, NOS:
nitrik oksit sentaz, Glu: Glutamat, CM: kalsiyum kalmodulin, GC: guanilat siklaz

Glutamatin etkisi eksitator sinyal perisinaptik glialarda bulunan glutamat re-uptake
tagiyici protein tarafindan sonlandirilir. Glutamat tasiyici sistemi anoksi/ hipoksiye yol
acan durumlarda bozulur. Glutamat geri alimu igin eksternal Na* ve internal K™ a ihtiyag
vardir. Glutamat geri alinmas1 Na/K gradienti ile dogrudan iliskilidir. Hiicre i¢i asidoz,
hiicre sismesi, aragidonik asit ve serbest radikal olusumu da astrositlere glutamat geri
alimin1 inhibe etmektedir (Sekil 10) (88-92, 117). Hiicresel pH yavas yavas
asitlesirken, hiicre disginda K* konsantrasyonu artar. Hiicre dist Na™ ve Ca®" azalir. K
artis1 hiicrelerin depolarizasyonuna ve yine glutamat salinimina neden olur (94). Fazla
glutamat saliverilmesine bagl olarak glutamat reseptdrlerinin asir1 uyarilmasi hiicre ici
Ca artist ve serbest radikal olusumuyla néron hasarina yol agcamaktadir (16, 18, 88, 89,

92).
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Sekil 10: Bir astrositten glutamat ve aspartatin glutamat/aspartat tasiyicisinin tersine
donerek salinmasi. Anyon kanali hiicrenin gismesiyle aktive olur ve tasinma tersine
doner. Glu, glutamat; Asp, aspartat; Tau,taurin.

Ca”" noronal uyarilabilirlik ve hiicre ici ikinci haberci sistemlerin diizenlenmesi gibi
normal hiicresel siireclerde Onemli rol oynamaktadir. Hiicre ig¢i serbest Ca*"
konsantrasyonu néronlarda siki denetim altindadir. Hiicre i¢i Ca®" homeostazinin
bozulmas! glutamat toksisitesinde 6nemli rol oynar (Sekil 11). Ca** tamponlayan
parvalbumin, calbindin gibi proteinlerdeki yetersizlik ya da bozulma toksisiteyi
beraberinde getirir. Ca®" mobilizasyonunun azaltilmas: disinda da ekzitotoksisiteye
kars1 bir ¢cok dogrudan ve dolayli savunma mekanizmas1 vardir. Bu mekanizmalar
glutamaterjik sinyali sinirlandirmaya yonelik hareket etmektedir (89-92).

Mitokondrinin en énemli gorevleri hiicre i¢ci ATP yapimu, hiicre i¢i Ca®" artismin
tamponlanmasi, hiicre i¢i serbest radikal olusumu ve apoptozun baslamasidir.
Mitokondriyal proteinler ve DNA serbest radikal hasarindan zarar goren yapilardir.
Serbest radikaller spesifik mitokondriyal enzimlerin aktivitesinin inhibe edilmesinin
yanisira, DNA hasart da SSS toksisitesine zemin hazirlayan faktorlerdir.
Mitokondrideki DNA onarim mekanizmalarimin yetersizligi de olaya katkida
bulunmaktadir.

Ozetle, glutamata bagli néronal hasarda hem eksitatdr amino asit reseptorlerinin

asir1 uyarilmasinin, hem de serbest radikal olusumunun rolii vardir.
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Sekil 7: Glutamata bagl ekzitotoksisitenin mekanizmasi

4.10.5. Glutamat Ve Oksidan Hasar

Birgok norodejeneratif hastalikta ortaya c¢ikan hasardan ROM’nin sorumlu
oldugu gosterilmistir (24). Glutamat reseptorlerinin asir1 uyarilmasi hiicre i¢i Ca®" artist
ve serbest radikal olusumuyla néron hasarma yol agmaktadir (16, 18, 89). Daginik
bulunan glutamat reseptorlerinin yaygin aktivasyonu ve hiicre i¢i serbest radikallerin
olusumu bu ndronal hasarda 6nemli rol oynar.

Noronlar gibi replikasyonu olmayan hiicrelerde oksidatif stress kiimiilatif
olabilmektedir. Beyin dokusunda yapilan postmortem ¢alismalar esas olarak protein ve

DNA yapilarindaki biyokimyasal degisikliklerin varligini géstermektedir.
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Sekil 8: Glutamat ekzitotoksisitesi sonucunda apoptoz olugmast

Baz1 calismalarda oksidatif stress varlifinda hiicre i¢i antioksidan savunma
sisteminin bilesenlerinin ekspresyonunda artis gibi norokimyasal degisiklikler
goriilmesi, kompensasyon mekanizmalarimin devreye girdigini diisiindiirmektedir (88,
92). Ancak beyin, KBB ile korunmus olmasina ragmen oksidan hasara karsi ¢ok
duyarhdir (35). Bu durumda endojen antioksidan kapasitenin azlig1 ve beynin yag asidi,
askorbat ve demirden zengin olmasi gibi yapisal faktdrlerin roli vardir (Sekil 13).

Antioksidan kapasite

® Fazla glukoz ve O, * Katalaz
titketimi ™ * SOD

* Okside olabilecek yag ® GSH Px
asidinden zengin
bolgeler * GSH

d Demirden zengin * Askorbat
bolgeler o Alfa-tokoferol

. Demir ve askorbat . Urik asit
prooksidan

* Insan beynindeki oran kalp ve karacigerin %10-20’sidir.

** Insan beyninde 1 mM, plazmada 62.4 uM bulunur.

*** Beynin oksijen tiiketimi tiim viicudun harcadiginin %20’sidir.
SOD: siiperoksit dismutaz, GSH Px: glutatyon peroksidaz

Sekil 9: Beyinde Oksidatif Hasar (35)
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4.11. Riluzol

Riluzol voltaj bagimli Na" kanallarini bloke ederek glutamat saliverilmesini inhibe
eden noron koruyucu bir ajandir (10, 49, 114). Riluzol glutamaterjik noéronlarda
presinaptik olarak glutamat salinimini inhibe etmesinin yanisira striatal sinaptozomlarda
GABA geri-alinimini inhibe eder (2, 31). Glutamat saliverilmesini inhibe ettigi ve ndron
koruyucu etkisi oldugu i¢in, Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS) hastaliginda goriilen
motor néron hasarinin ilerlemesini azaltmaktadir (43, 55, 67). ALS tedavisi ig¢in
1996°da FDA tarafindan kullanimi onaylanmus ilk ve tek ilagtir. Ulkemizde de yaklasik
10 yildir kullanilmaktadar.

Daha once yapilmis calismalarda riluzoliin myorelaksan, psikotropik, antikonviilsan,
sedatif, hipnotik, anestezik, hipotermik, global iskemi modellerinde iskemik hasara
kars1 koruyucu ve anoksi ya da ekzitotoksik hasara karsit noron koruyucu etkileri
gosterilmistir (31, 63, 64, 90-92, 138). Sigcanlarda olusturulan beyin travmasi
modellerinde lezyonlarin yam1 sira ndrolojik motor ve kognitif bozuklugu

diizeltmektedir (55, 78, 138).

A

g / NH»

Sekil 10: Riluzol’iin (2-amino-6-(trifluoromethoxy) benzothiazole) kimyasal yapist

4.11.1. Farmakokinetik Ozellikleri

Oral verilen riluzoliin absorbsiyonu oldukc¢a iyidir (yaklasik %90). Riluzoliin mutlak
biyoyaralanimi ortalama %60’dir. 12 saatte bir uygulandiginda 25-100 mg arasi
dozlarda lineer farmakokinetik oOzellik gosterir. Yagli besinler emilimini azaltir.
Dolayisiyla a¢ karnina alinmasi gerekir. Tekrarlayan dozlarda ortalama t;, 12 saattir.

Plazma proteinlerine, 6zellikle albumin ve lipoproteine yiiksek oranda (%96) baglanir.

(http://www.rxlist.com/cgi/generic3/riluzole_cp.htm,  giincelleme: 18.0cak.2005).
Radyoaktif isaretli riluzol (**C- riluzol) tek doz 50 mg uygulandiginda, verilisi takip
eden 1. saatte SSS’ndeki riluzol radyoaktivitesi plazmadakinin 3 kat1 olmaktadir (89).
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Riluzoliin 6 ana metaboliti vardir. Bunlardan bazilar1 da aktiftir. Daha fazla oranda
karacigerde sitokrom P-450 enzimlerinden CYP1A2 araciligiyla N-hidroksilasyona
ugrar ve glukronidasyon ile metabolize olur. Bunun disinda CYP2D6, CYP 2C19, CYP

3A4 and CYP 2E1 enzimleri de riluzol metabolizmasinda gorev almaktadir.

Tek sefer 150 mg dozda uygulanan '*C-riluzol radyoaktivitesinin %901 idrarda,
%5’1 diskida 7 giinden fazla silireyle gozlenmistir. Glukronitler idrardaki

metabolitlerinin %85’ini olusturur. Yalnizca %2’si idrarla degismeden atilir.

Fare ve sigcanlar i¢in kullanilan deneysel dozlar1 1-15 mg/kg arasinda degisir. 15
mg/kg’in lizerindeki dozlarda dogrulma refleksinin kaybolmasia yol acar; anestezik

etki gosterir. 4 mg/kg ip doz i¢cin En.x 40 dakikadir. Etkisi yaklasik 3 saat devam eder
(31).

4.11.2. Riluzoliin Etki Mekanizmasi

Riluzoliin baslica etki mekanizmas1 glutamaterjik impuls asirimini bloke etmesidir
(31, 67). Riluzol hiicrelerinde hem bazal, hem de néronal aktivasyon sonucu olusan
glutamik asit salinimini da presinaptik etkiyle ve yine pertussis toksine duyarli bir
mekanizmayla inhibe eder (2).Bunun yanisira striatal sinaptozomlarda GABA geri-
alinimini inhibe ettigi gosterilmistir (128). Ayrica farelerin beyin dokusunda amino
asitlerle uyarilan norotransmiter salinimini da inhibe ettigi ileri siiriilmektedir (53).
Riluzol hipoglossal motor néronlarda yapilan in vitro ¢alismalarda NMDA ve kainat
reseptorlerinin uyarilmasi sonucu olusan akimlari inhibe ettiginin goriilmesi, etkisini bu
reseptorler araciligiyla yaptig fikrinin ortaya atilmasina neden olmustur (49). Ancak,
daha sonra yapilan hicbir reseptor baglanma c¢alismasinda riluzoliin NMDA, AMPA ya
da kainat reseptorlerine baglandigi gosterilememistir (139). Buna ek olarak GABA,
adenozin ve dopamin reseptorlerine de baglanmamaktadir (129). Riluzoliin presinaptik
glutamat salinimini inhibe etmesinin yanisira ekzojen olarak uygulanan glutamat ile
olusturulan membran depolarizasyonunun amplitiidiinii de azaltmasi postsinaptik
etkilerinin dolayli oldugunu iddiasin1 desteklemektedir (20). Noron koruyucu etkide
glutamat saliiminin azaltilmasinin yanisira voltaja bagimli iyon kanallarinin

modiilasyonu da énemli rol oynadigi ileri siiriilmektedir (18, 90).
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Riluzol glutamat salinimini inhibe eder

. Glutamat

Sodyum kanallari

Riluzol sodyum kanallarini bloke eder U

Sekil 11: Riluzoliin etki mekanizmasi

Riluzol myelinli sinir liflerinde voltaj bagimhi Na® kanallarim ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bile bloke ederek noronal depolarizasyonu 6nlemektedir (115). Na*
kanallar1 lizerindeki batrakotoksin-baglanma bolgesine afinite gosterdiginden depolarize
noronlarda da segici etkisi vardir; aksiyon potansiyeli olusumunu 6nledigi gosterilmistir
(10). Na" kanal aktivatorii olan veratridin ile indiiklenen eksitotoksisiteyi riluzol hem in
vitro, hem de in vivo calismalarda pertusis toksine bagimli bir mekanizmayla 6nledigi
bildirilmektedir (2, 114).

Riluzoliin, si¢an serebellar graniiler hiicre kiiltiiriinde postsinaptik olarak glutamat
ve NMDA reseptorlerinin uyarilmasma bagli olarak olusan Ca®" mobilizasyonunu
yiksek dozlarda G proteinlerini inaktive eden pertussis toksine duyarli bir

mekanizmayla bloke ettigi gosterilmistir (114, 115).
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Riluzol glutamatin saliverilmesini onlemektedir. Ancak Urenjak ve ark. riluzoliin
fizyolojik durumdaki glutamatin vezikiiler eksitozunu degil, enerji deplesyonunda Na"
ve Ca’ kanallar1 aktive olmasiyla goriilen glutamatin sitozolik efluksunu inhibe ettigi
one siirmiislerdir (129). Na" ve Ca’ kanallarim bloke eden ilaglarm global serebral
iskemi ve diger modellerde néron hasarini azalttigi gosterilmistir (93). Ayrica K'
kanallarinin aktivasyonu ve Cl kanallarmin blokajinin da bu etkilerine aracilik ettigi
one siiriilmektedir (8, 65).

Riluzol hasar tehdidi durumlarinda hiicrenin direncini artirarak gosterdigi noron
koruyucu etkilerin yanisira, onarim mekanizmalarini da devreye sokarak rejenerasyonu
artirmaktadir (91). Fare astrosit hiicre kiiltiiriinde riluzoliin NGF (nerve growth factor),
BDNF (brain-derived neurotrophic factor) ve GDNF (glial cell-line derived
neurotrophic factor) gibi intrinsik norotrofik faktorlerin ekspresyonunu artirdigi
gosterilmistir  (79). Ozellikle NGF septal lezyonlar1 takiben 6dem olusumunu
azaltmaktadir (52). Farkli travma modellerinde ilk yarim saat icinde uygulanan
riluzoliin beyin 6demini ve lezyon olusumunu azalttig1 gosterilmistir (5, 101).

Riluzoliin eksitoksisiteye bagli olarak ortaya ¢ikan oksidan hasari Onlemesinin
yanisira in vitro bir caligmada da kortikal noéron hiicre kiiltiiriinde glutamat
antagonistlerinin varliginda FeCl; ile olusturulan nonekzitotoksik oksidatif hasari
dogrudan o6nledigi gosterilmistir (58, 82). Bir bagka calismada da riluzoliin sicanlarda
MPP (metil fenil piridinyum) ile olusturulan parkinson modelinde indirekt olarak ATP
tiiketimini ve Fe-III ile olusan lipid peroksidasyonunu azalttigi, dopaminerjik néronlari
oksidan hasara kars1 korudugu gosterilmistir (116). Noneksitotoksik oksidan hasardaki
koruyucu etkilerinde PLA, inhibisyonu ile arasidonik asit ve metabolitlerinin
olusumunu azaltmasinin yanisira, etkin bir PKC inhibisyonu yapmasinin da rolii oldugu

gosterilmistir (87).

Sonug olarak riluzoliin etkisinde 6ne siiriilen temel etki mekanizmalar1 sunlardir:
1. EAA reseptorleri ile dolayl etkilesim
Glutamat saliniminin presinaptik inhibisyonu (128)
GABA ile dolayh etkilesim (46, 80)
Voltaj bagimli Na" kanallarimin blokaji ve daha yiiksek dozlarda P/Q ve N tipi Ca**
kanal blokaj1 (83, 91, 147)

el
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5. K" kanallarmin aktivasyonu/modulasyonu (19, 65, 145, 147)

6. Noronal NOS inhibisyonu (57)

7. Pertusis toksine duyarli G-protein bagimli sinyal transdiiksiyonunun stimiilasyonu
(Wang 2004), PKA, PKC modulasyonu (83)

8. Antioksidan etki (59)

Bu mekanizmalardan ilk iicii sinerjist olarak glutamaterjik asirimi baskilar. Ancak
bu mekanizmalarin birbirinden bagimsiz olup olmadig1 ya da ne sekilde birbirlerini

modiile ettigi bilinmemektedir (31).

Tim bu bilgiler dogrultusunda ¢alismamizda deneysel sepsis modelinde antioksidan
ve ndron koruyucu etkili bir ila¢ olan riluzoliin KBB gecirgenligi, oksidan hasar ve

beyin morfolojisi lizerindeki olas1 koruyucu etkileri arastirilmistir.
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Deney Hayvanlari
Deneylerde her iki cinsten 300-350g agirliginda Spaque Dawley sicanlar kullanilmustir.

Hayvanlar 12:12 saat aydinlik/karanlik siklusuna uyularak, 22 + 3 °C sicaklikta ve %
65-70 nem igeren bir ortamda plastik kafeslerde barindirilmistir. Standart laboratuvar
yemi ile beslenmisler ve su alimlar1 serbest birakilmistir. Hayvanlar “Laboratuvar
Hayvanlarinin Bakim ve Kullanim Ilkeleri’ne uygun kosullarda barindirilmis ve
deneyler igin etik kurul izni alinmistir. Calismalar M.U. Eczacilik Fakiiltesi
Farmakoloji, Farmasétik Mikrobiyoloji ve M.U. Tip Fakiiltesi Histoloji & Embriyoloji

Anabilim Dallarinin laboratuvarlarinda yapilmistir.

5.2. Deney Gruplan

Grup Stire n
Kontrol (sham) 6 saat 8

48 saat 8
Riluzol 6 mg/kg sc 6 saat 8
(Ril) 48 saat 8
Sepsis 6 saat 8
(Sep) 48 saat 8
Sepsis + Riluzol 6 saat 8
(Sep+Ril) 48 saat 8

Bu gruplar 3 seri olarak calisilmistir. Bir seride dokular transkardiyak fiksasyon
perfiizyonundan sonra % 4 paraformaldehid ¢ozeltisinde fikse edilerek 151k mikroskobu

ile incelenmistir. Ikinci bir seride beyin ddemi ve kan-beyin bariyerinin gegirgenligi
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degerlendirilmistir. Diger bir seride ise biyokimyasal tayinler yapilarak beyin

homojenatlarinda glutatyon (GSH) ve malondialdehid (MDA), diizeyleri dlgiilmiistiir.

5.3. Deneysel Sepsis Olusturulmasi Ve Ilaclarin Uygulanmasi

Endojen olarak polimikrobiyal sepsis olusturulmasi icin klasik CLP (¢ekum
ligasyonu & perforasyonu) yontemi kullanilmistir (36). Bu yontemde Spraque Dawley
siganlara tiyopental anestezisi altinda (35 mg/kg ip) orta hattin 1.5-2 cm yanindan 2 cm
uzunlugunda insizyon yapilmis; ileogekal valfin distalinden ¢ekum USP 1 ipekle
baglanarak ve 18 G igneyle 3 adet delik acilmistir. Hafif sikilarak, disariya feces
¢ikarilmis ve peritona bulagtirilmigtir. Daha sonra USP 4/0 cerrahi ipek siitiirle dikilerek
batin kapatilmistir. Dehidratasyonu Onlemek amaciyla subkutan 5 ml/sigan serum
fizyolojik (SF) enjeksiyonu yapilmistir. Cerrahi islemden hemen sonra riluzol veya SF
verilmigtir. Kontrol (sham) grubunun ise ayni sekilde batini agilarak ¢ekum manipiile
edilmis; ancak baska bir islem yapmadan geri kapatilmistir. Hayvanlarda kilo, rektal
ates takibi ve norolojik muayene yapilmistir. Daha sonra 6 ve 48. saatlerde 16kosit
sayimi amactyla kan alindiktan sonra dekapitasyon yapilarak beyin dokular
cikarilmistir. Hayvanlarda CLP yontemiyle deneysel olarak olusturulmus olan sepsisin
tedavisi amaciyla riluzol cerrahi islemden hemen sonra ve 6 saat sonra olmak iizere iki
kez 6 mg/ kg dozda sc yolla verilmis; daha sonra riluzol giinde 2 kez idame tedavisi
olarak uygulanmistir.

Tiyopental (Pental Na, I.E. Ulagay ) SF ile, riluzol (Sigma-RBI, R-116) ise distile
suyla ultrasonik banyoda (Bransonic-221) 30 dakika karigtirilarak ¢oziildii. Tim
cOzeltiler uygulamadan hemen Once taze olarak hazirlanmistir. Hayvanlara ilaglarin
parenteral olarak sabit ve miimkiin olan en diisiik hacimde verilebilmesi i¢in ¢ozeltiler

0.1ml/ 100g hayvan agirlig1 olacak sekilde hazirlanmistir.

5.4. Olciilen Parametreler

5.4.1. Kilo Takibi
Hayvanlar deney Oncesinde ve sepsis olusumunu takiben 24. ile 48. saatlerde elektronik

tart1 (Shimadzu BX-3200H) ile tartilarak agirliklarindaki degisim tespit edilmistir.
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5.4.2. Rektal Ates

Hayvanlarin rektal viicut 1sis1 deney Oncesinde ve sepsis olusumunu takiben 3., 6., 24.

ve 48. saatlerde dijital termometre yardimiyla ol¢iilerek ates takibi yapilmustir.

5.4.3. Norolojik Muayene

Hayvanlara sepsis olusumunu takip eden 6. ve 48. saatlerde ndrolojik muayene
yapilmistir. Norolojik muayene Bederson ve arkadaslarimin olusturdugu modifiye
norolojik skorlamasi ile yapilmistir (9). Bu skorlamada biling durumlari, tirmanma
yetenekleri, ekstremite tonular1 ve agrili uyarana yanitlar1 degerlendirilmistir. Puanlama
sisteminde diisiik skor (min. 0) hayvanin uyanik, aktif ve reflekslerinin normal
oldugunu gostermektedir. Artan skorlar (max. 20) ndrolojik bozuklugun meydana

geldigine isaret etmektedir. Ayrintili puanlama sistemi Tablo 5’de gosterilmistir.
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Tablo 5: Bederson modifiye ndrolojik muayene skorlamasi

Normal 0
BILINC Huzursuz 1
Letarji 2
Stupor 3
Nobet 4
Oliim 5
Tirmaniyor 0
TIRMANMA Arka bacak iizerinde duruyor 1
PLATFORMU
>5s asul kaliyor 2
<5s asuli kaliyor 3
Yakalama refleksi yok 4
EKSTREMITE Normal 0
TONUSU Zavif 1
YURUME Normal 0
Penge addiiksiyon 1
Hipomobilite 2
Paretik tarafa donme 3
Ayakta duramiyor 4
ROTASYON TESTI >[5 180 derece 0
<lIs 180 derece 1
1-35 90 derece 2
<Is 90 derece 3
1-3s 45 derece 4
<Is 45 derece 5
AGRI YANITI <Is uyariya normal 0
> [s uyariya hipoaktif 1
TOPLAM 0-20 arasi
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5.4.4. Lokosit Sayimi

Hayvanlardan deney Oncesinde ve sepsis olusumunu takiben 6. ve 48. saatlerde
dekapitasyon oncesi %2 EDTA igeren tiiplere kan alinmistir. Alinan kan 16kosit pipeti
ile gekilerek %2 (v/v) glasiyel asetik asit (Sigma A6283) c¢ozeltisiyle 20 kez
seyreltildikten sonra Thoma lamina (hemositometre lami) damlatilarak iizerine lamel
kapatilmigtir. Isik mikroskopunda (Olympus CX-21FS1) 10 kat biiyiitme ile 16’sar
kareden meydana gelen 4 alandaki 16kositler sayilmistir. Bulunan say1 4’e boliinerek bir
alan icin ortalama deger bulunduktan sonra bu deger 200 katsayist ile ¢arpilarak 1 mm®

kandaki l6kosit sayis1 hesaplanmaistir (33)

5.4.5. Beyin Odemi

Beyin 6deminin degerlendirilmesi i¢in beynin 1slak/ kuru su igerigi oranindan
yararlanilmistir (70). Bu amagla dekapitasyon ile ¢ikarilan beyinler darasi alinan bir
porselen kapsiile konularak hassas terazide (Mettler AE50) tartilir. Daha sonra 100°C
etlivde 24 saat kurutulup tekrar tartilir.

% su igerigi= (1slak-kuru)/ 1slak x100 formiilii ile hesaplanir.

5.4.6. Oksidan Hasar Ve Savunma
Sepsis olusturulduktan 6 ve 48 saat sonra dekapite edilen siganlarin beyin dokusunda
oksidan hasarin bir gostergesi olarak lipid peroksidasyonu MDA miktar1 iizerinden

Olciilmiistiir. Antioksidan savunma mekanizmasi ise GSH iizerinden Ol¢tilmiistiir.

5.4.6.1. MDA

Lipid peroksidasyonunun gostergesi olarak beyin dokularinda MDA miktar1 Buege
yontemine gore tayin edilmistir (11). Dekapitasyondan hemen sonra ¢ikarilan beyinler
serum fizyolojik ile yikandiktan sonra filtre kagidi ile kurutuldu, tartildi. Ika Werk
homojenizatoriinde buz {istinde 150 mM KCI ¢ozeltisiyle %10’luk homojenati

hazirlandi.

Gerekli Cozeltiler
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TBA (2-Tiyobarbitiirik asit, Sigma T5500 ) cozeltisi: % 0.375 g TBA ve % 15’lik
TCA (Trikloroasetik asit) i¢ceren ¢ozelti, 0.25N HCI (Hidroklorik asit) ile hazirlandi.

Standart Cozeltisi: 1,1,3,3 tetractoksipropan (malonaldehid bis [dietil asetal], Sigma
T9889)’in 10 mM’lik stok ¢ozeltisinden farkli seyreltmeler yapilarak standart ¢ozelti

hazirlandi.
Deneyin Yapilhis::
Kor Standart Numune
0.5 ml 150 mM KCl 0.5 ml standart ¢ozeltisi 0.5 ml bobrek
homojenat

. \ l
!

1 ml % 0.375 TBA

15 dakika kaynar su banyosuna birakildi

ve sonra tiipler oda sicakliginda sogutuldu

10 dakika 3000 devir/dakikada santrifiij (Hettich Universal) edildi.

’

Ust faz alinarak olusan pembe rengin absorbansi spektrofotometrede (Shimadzu UV-

1208) 532 nm’de okundu.

5.4.6.2. GSH
Dokuda GSH tayini Ellman yontemine gore yapildi (12). GSH tayininde MDA tayini i¢in hazirlanan

% 10’luk homojenatlar kullanildi.
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Gerekli Cozeltiler:

0,3M Na,HPOQO, (Disodyum hidrojen fosfat, Carlo Erba 480137)

10mM DTNB (Ditiyo nitro benzen, Ellman, Sigma D8130): 39.63 mg DTNB % 1’lik
sodyum sitrat ile 10 ml’ye tamamlandi.

% 20’lik TCA ¢ozeltisi : Trikloro asetik asit (Carlo Erba 411525)

Standart glutatyon ¢ozeltisi: 50 mg glutatyon (Sigma G4251) distile suda ¢oziildi, 5
ml’ye tamamlandi. Bu stoktan farkli seyreltmeler yapilarak standart ¢6zelti hazirlandi.

Deneyin Yapihsi:

0.4 ml % 10’luk homojenat

_l’_
0.2 ml % 20’lik TCA
l Karstirildi.

15 dakika 3000 devir/dakikada santrifiij (Hettich Universal) edildi.

Ust fazda GSH calisildi, ¢okelti atildi.

Kor Standart Numune

0.2 ml 150mM KCI 0.2 ml standart ¢ozeltisi 0.2 ml iistfaz

1 ml 0.3 M Na,HPO, + 0.05 ml §}lman ¢ozeltisi ilave edilerek karistirildi.

l

5 dakika bekleildi ve olusan sar1 rengin absorbansi spektrofotometrede (Shimadzu UV-

1208) 412 nm.’de okundu.

5.4.7. KBB Gegirgenligi
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Sepsis olusturulduktan sonraki 6. ve 48. saatlerde tiyopental anestezisi altinda sicanlara
juguler venden %?2’lik evans mavisi (EB) ¢ozeltisi 4ml/kg dozda verilerek 30 dakika
beklenmistir. Daha sonra damar i¢indeki boya transkardiyak (sol ventrikiile girilip, sag
atriyuma c¢entik atilir) olarak verilen 110mmHg basingl yaklagik 250 ml SF perfiizyonu
ile 15 dakika yikanmistir. Sag atriyumdan berrak sivi geldiginde perfiizyon
sonlandiriimistir. Beyinler hemen ¢ikarilarak tartildi. Ornekler 2.5 ml pH 7.4 fosfat

tamponu ile homojenize edilerek asagidaki prosediire gore calisildi (34, 106).

Gerekli Cozeltiler:

Standart Cozeltisi: Evans mavisinin (Sigma E2129) 10 pg/ml’lik stok ¢ozeltisinden
farkli seyreltmeler yapilarak standart ¢ozelti hazirland.

0.1M Fosfat tamponu: 13.6g KH,PO,, 14.4g Na,HPO,, 2g KCI ve 9g NaCl suda
coziilerek 1000 ml’ye tamamlandi. Daha sonra pH 7.4’e ayarlandi.

% 60 TCA cozeltisi

Deneyin Yapilis::
Kor Standart Numune
2.5 ml pH 7.4 fosfat tamponu 2.5 ml standart ¢ozeltisi 2.5ml
numune

l

+ 2.5 ml %60 TCA Vorteks (Ika-VF2) ile karistirildi.
Ust fazda calisildi, ¢okelti atilda.

l

Buzdolabinda 4°C’de 30 dakika bekletildi.

l

30 dakika 1000 G devirde santrifiij (Hettich Universal) edildi.

l
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Ust faz alinarak olusan rengin absorbansi spektrofotometrede (Shimadzu UV-1208)

620 nm’de okundu.

5.4.8. Histolojik Incelemeler
Histolojik incelemelerin yapildig1 erken (6 saat) ve ge¢c donem (48 saat) gruplarinda
sepsis olusturularak 200ml %4 para-formaldehid (Sigma P6148) (pH 7.4 fosfat tamponu
icindeki ¢ozeltisi) ile 110mmHg basingla 10 dakikalik transkardiyak (sol ventrikiile
girilip, sag atriyuma ¢entik atilarak) fiksasyon perfiizyonu yapilmistir. Ense
sertlestiginde perfiizyon sonlandirilmistir. Fikse edilmis beyin dokusundan koronal
diizlemde 40 um kalinliginda kesitler alinarak %1 krezil viyole ile boyanmigtir. Serebral
ve serebellar korteksler tedavi gruplarindan habersiz deneyimli histologlar tarafindan
151k mikroskopunda (Olympus BH-12, Japan) incelenmis ve semikantitatif mikroskopik
skorlama yapilmistir. Histolojik skorlama asagidaki kriterlere gore yapilmistir. Toplam
skor bu iki kriterden alinan puanlarin toplamidir. Her bir &rnekte en az 5 alan
incelenerek skorlama yapilmugtir.

» Inflamasyon: Periseliiler, vaskiiler 6dem ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (0-

3 arasinda) degerlendirildi. (0:yok, 1:hafif, 2:orta, 3:ag1r)
* Hiicre hasari: Alan basma diisen hasarli ndéron skoru (0-3 arasinda)

degerlendirildi. (0:yok; 1:1-3 hiicre; 2:4-6 hiicre; 3:7-10 hiicre)

5.5. [Istatistiksel Degerlendirme

Bu ¢alismanin verileri ortalama + standart hata olarak verilmistir. Tiim testlerde P<
0.05 hata istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Testler bilgisayarda Graph-Pad
Prism 4.0 (GraphPad Software, 2003, San Diego; CA; USA) bilgisayar istatistik
programi kullanilarak yapilmstir.

Ayni hayvanlarin sepsis Oncesi ve sonrast degerleri karsilastirilirken tekrarlanan
Olctimlere yonelik ANOVA testi kullanilmistir. Gruplarin karsilastirilmasinda ise tek
yonli  ANOVA testi kullanilmistir. Dogrulama testi olarak da Tukey’in ¢oklu

karsilagtirma testi yapilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. Sagkalhm

24 saatlik sagkalim sepsis grubunda % 50 (23/46), riluzolde ise % 75 (33/44),
48 saatlik sagkalim sepsis grubunda %25 (18/72), riluzol grubunda % 50 (19/38) olarak
bulunmustur (Sekil 16).

6.2. Kilo

Cerrahi olarak sepsis olusturulmasindan sonraki 48 saat boyunca yapilan kilo takibinde
24. saatten sonra hayvanlarin viicut agirliklarinda yaklagik 10 gram (total viicut
agirh@inin %7’°si) kadar kilo kaybi gozlenmistir. Ancak bu kayip istatistiksel olarak
anlaml degildir. Sepsis grubunda 48. saatte kaybedilen kilo miktar1 24 saatteki oranin
iki katina ¢ikmaktadir (p<0.01). Riluzol uygulanan grupta da kilo kaybi olmakla
birlikte sepsis grubuyla karsilagtirildiginda daha azdir (p<0.01) (Sekil 16).
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— —&— riluzol
2 .
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= 1 —8&— sepsis+riluzol
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zaman (saat)

Sekil 16: Deney hayvanlarinin 48 saatlik kilo takibi. ANOVA tekrarlayan dl¢timler
testi; **: p<0.01, baslangic agirhigiyla karsilagtirma; ++: p<0.01, sepsis ve
sepsis+riluzol grubunun karsilastiriimasi
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6.3. Rektal Ates

Sepsis olusturulmasini takip eden ilk 3 saatte viicut 1sisinda anesteziye bagli olmasi
muhtemel hafif bir diisme (yaklasik 1°C) gozlenmistir. Bu diisiis sonraki 3 saatte de
devam etmigtir. Cerrahi islemin 24. saatinde ise sepsis grubunda rektal viicut 1sinda bir
artis meydana gelmistir (p<0.05). Riluzol uygulamasi bu artis1 baskilamistir (p<0.01)
(Sekil 17).
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Sekil 17: Deney hayvanlarinin a) erken dénem, b) ge¢c donem rektal ates degisiklikleri.
ANOVA tekrarlayan Olglimler testi; *: p<0.05, **: p<0.01, baslangic degeriyle
karsilastirma; ++: p<0.01, sepsis ve sepsis+triluzol grubunun karsilastiriimasi

6.4. Norolojik Muayene

Erken ve ge¢ donemde Bederson ndrolojik muayene skoru sepsiste de, sepsis+ riluzol
tedavi grubunda da yiiksek bulunmustur (p<0.001). Riluzol tedavisi nérolojik muayene
skorunu bir miktar azaltmakla (p<0.05, 6. saat; p<0.001, 48. saat) birlikte kontrol
diizeylerine yaklastiramamistir (Sekil 18).

6 saat 48 saat
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Sekil 18: Deney hayvanlarinin a) erken déonem, b) ge¢c donem Bederson nérolojik
muayene skorlari. Tek yonli ANOVA testi; ***: p<0.001, kontrol grubu ile
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karsilagtirma; +: p<0.05, +++: p<0.001, sepsis ve sepsistriluzol grubunun
karsilastirilmasi

6.5. Lokosit Sayim

Sepsis olusturulmasini takip eden 6. ve 48. saatlerde alinan kan G6rneklerinde l6kosit
sayimi yapildiginda, 16kosit sayis1 yalnizca 48. saatte yliksek bulunmustur (p<0.05). Her
iki zaman araliinda da I6kosit sayisinda genel bir artis olmakla birlikte, hayvanlar
arasinda degiskenlik mevcuttur. Bunun sebebi muhtemelen, sepsise bagl olarak bazi
hayvanlarda 16kositoz, bazilarinda ise 16kopeni gozlenmesidir. Riluzol uygulamasi artan

16kosit sayisinda bir degisiklik olusturmamaistir (p>0.05) (Sekil 19).
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Sekil 19: Deney hayvanlarinin a) erken donem, b) ge¢ donem 16kosit sayilari. Tek
yonlii ANOVA testi; *: p<0.05 kontrol grubuyla karsilagtirma

6.6. Beyin Odemi
Sepsis olusturulan hayvanlarda beynin su igerigi erken ve geg olarak her iki donemde de
artmistir (Sekil 20a ve 20b). Riluzol uygulamasi beyin 6demini her iki donemde de

azaltarak kontrol diizeyine yaklastirmistir (p<<0.05; p<0.01).
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Sekil 20: Deney hayvanlarinin a) erken dénem, b) ge¢ donem beyin su igerikleri.

Tek yonlii ANOVA testi; ***: p<0.001, kontrol grubu ile karsilastirma; +: p<0.05, ++:
p<0.01, sepsis ve sepsistriluzol grubunun karsilastirilmasi

6.7. MDA VE GSH
6.7.1. Erken Donem

Lipid peroksidasyonunun ve oksidan hasarin bir gostergesi olan MDA diizeyi sepsis
olusturulmasini takip eden 6. saatte artis gosterirken (p<0.001), GSH diizeyi de paralel
olarak azalmistir (p<0.001). Riluzol uygulamasi lipid peroksidasyonunu hemen hemen
kontrol seviyelerine diisiirtirken, GSH diizeyindeki azalmay1 da 6nlemistir (Sekil 21a ve

21b).
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Sekil 21: Deney hayvanlarimin erken donemde (6 saat) beyin dokusunda a)

malondialdehid (MDA), b) Glutatyon (GSH) igerigi. Tek yonlii ANOVA testi; ***:
p<0.001, kontrol grubu ile karsilagtirma; ++: p<0.01, +++: p<0.001, sepsis ve
sepsis+riluzol grubunun karsilastirilmasi
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6.7.2. Ge¢ Donem

Lipid peroksidasyonunun ve oksidan hasarin bir gostergesi olan MDA diizeyi sepsis
olusturulmasini takip eden 48 saatte artis gosterirken (p<0.001), GSH diizeyi de paralel
olarak azalmistir (p<0.001) (Sekil 20a ve 20b). Riluzol uygulamasi lipid
peroksidasyonunu hemen hemen kontrol seviyelerine disiiriirmiistiir. GSH diizeyi
kontrolden daha diisiik olmakla birlikte sepsis grubundan daha yiiksektir (p<0.01) (Sekil
22a ve 22b).
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Sekil 22: Deney hayvanlarinin ge¢ donemde (48 saat) beyin dokusunda a)
malondialdehid (MDA), b) Glutatyon (GSH) icerigi. Tek yonli ANOVA testi; *:
p<0.05, ***: p<0.001, , kontrol grubu ile karsilastirma; ++: p<0.01, +++: p<0.001,
sepsis ve sepsistriluzol grubunun karsilastirilmasi

6.8. KBB Gecirgenligi
6.8.1. Erken Donem

Sepsis olusturulan hayvanlarda KBB gecirgenligindeki artisin gostergesi olarak gram
dokudaki EB miktar1 hem serebrumda, hem de serebellumda anlamli olarak artmistir.
Riluzol uygulamasi ise serebrumdaki artis1 azaltirken (p<0.01), serebellumdaki artisa

etki etmemistir (p>0.05) (Sekil 23a ve 23b).
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Sekil 23: Deney hayvanlarimin erken donemde (6 saat) a) serebral, b) serebellar
beyin dokusunda kan-beyin bariyeri gecirgenlik artisinin Evans mavisi (EB) ile
degerlendirilmesi. Tek yonli ANOVA testi; ***: p<0.001, kontrol grubu ile
karsilagtirma; ++: p<0.01, sepsis ve sepsis+riluzol grubunun karsilagtirilmasi

6.8.2. Ge¢ Donem

Sepsis olusturulan hayvanlarda ge¢ donemde KBB gecirgenligindeki artigin gostergesi
olarak gram dokudaki EB miktar1 hem serebrumda, hem de serebellumda artmistir
(p<0.001, p<0.01). Riluzol uygulamas1 ise hem serebrumdaki, hem de serebellumdaki
artist azaltmistir (p<<0.001, p<<0.05) (Sekil 24a ve 24b).
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Sekil 24: Deney hayvanlarinin ge¢ donemde (48 saat) a) serebral, b) serebellar
beyin dokusunda kan-beyin bariyeri gegirgenlik artisinin Evans mavisi (EB) ile
degerlendirilmesi. Tek yonli ANOVA testi; ***: p<0.001, kontrol grubu ile
kargilagtirma; +++: p<0.001, +: p<0.05, sepsis ve sepsistriluzol grubunun
karsilastirilmasi
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6.9. Histolojik Incelemeler

6.9.1. Inflamasyon Ve Hiicre Hasar1

Serebrum ve serebellumdan alinan kesitlerde yapilan histolojik incelemelerde sepsisin
her iki bolgede de 6. saatte gdzlenebilen (Tablo 6, 7) ve 48. saatte siddetlenen (Tablo 8,
9) inflamasyon ve ndron hasart olusturdugu bulunmustur. Riluzol tedavisi bu
inflamasyon ve hasar1 tamamen ortadan kaldirmamakla birlikte yogunlugunu

azaltmastir.

6.9.1.1. Erken Donem

Tablo 6: Kortekste erken donemde (6 saat) inflamasyon (0-3) ve hiicre hasar1 (0-3)
skorlamasi. (Tim gruplarda n=8). Inflamasyon: Periseliiler, vaskiiler 6dem ve
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (0:yok, 1:hafif, 2:orta, 3:agir); Hiicre hasari: Alan
basina diisen hasarli néron skoru (0:yok; 1:1-3 hiicre; 2:4-6 hiicre; 3:7-10 hiicre)

Kontrol Riluzol Sepsis Sepsis+Riluzol
inflamasyon 0 0 2 1
Hiicre hasar1 0 0 2 1
Toplam 0 0 4 2

Tablo 7: Serebellumda erken donemde (6 saat) inflamasyon (0-3) ve hiicre hasar1 (0-3)
skorlamasi. (Tim gruplarda n=8). [Inflamasyon: Periseliiler, vaskiiler 6dem ve
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (0:yok, 1:hafif, 2:orta, 3:agir); Hiicre hasari: Alan
basina diisen hasarli néron skoru (0:yok; 1:1-3 hiicre; 2:4-6 hiicre; 3:7-10 hiicre)

Kontrol Riluzol Sepsis Sepsist+Riluzol
[nflamasyon 0 0 2 1
Hiicre hasar1 0 0 2 1
Toplam 0 0 4 2
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6.9.1.2. Ge¢ Donem

Tablo 8: Kortekste ge¢ donemde (48 saat) inflamasyon (0-3) ve hiicre hasar1 (0-3)
skorlamasi. (Tim gruplarda n=8). [Inflamasyon: Periseliiler, vaskiiler 6dem ve
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (0:yok, 1:hafif, 2:orta, 3:agir); Hiicre hasari: Alan
basina diisen hasarli néron skoru (0:yok; 1:1-3 hiicre; 2:4-6 hiicre; 3:7-10 hiicre)

Kontrol Riluzol Sepsis Sepsist+Riluzol
[nflamasyon 0 0 3 1
Hiicre hasar1 0 0 3 1
Toplam 0 0 6 2

Tablo 9: Serebellumda ge¢ donemde (48 saat) inflamasyon (0-3) ve hiicre hasar1 (0-3)
skorlamasi. (Tim gruplarda n=8). [Inflamasyon: Periseliiler, vaskiiler 6dem ve
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (0:yok, 1:hafif, 2:orta, 3:agir); Hiicre hasari: Alan
basina diisen hasarli néron skoru (0:yok; 1:1-3 hiicre; 2:4-6 hiicre; 3:7-10 hiicre)

Kontrol Riluzol Sepsis Sepsis+Riluzol
inflamasyon 0 0 3 1
Hiicre hasar1 0 0 3 1
Toplam 0 0 6 2

6.9.2. Morfolojik inceleme
Kontrol grubunda hem serebral (Resim 1A), hem de serebellar kortekste (Resim 2A)

diizenli morfoloji gézlenmistir. 6 saatlik sepsis grubunda serebrumda (Resim 1B) agir
ndron hasar1, periseliller ve perivaskiiler 6dem, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu
gozlenirken serebellumda (Resim 2B) purkinje hiicrelerinde agir hasar ve periseliiler
6dem mevcuttur. 48 saatlik sepsis grubunda serebral korteks dejenerasyonu daha da
agirlasmistir. Dejenere olan piramidal noronlarin sayisi artmistir. Vaskiiler 6dem ve

inflamatuvar hiicre infiltrasyonu da artis gosterirken, kapiller endotel hasari daha da
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belirginlesmistir (Resim 1D). Serbellumda da hasarli purkinje hiicrelerinin sayis1 artmis
ve kapiller dejenerasyon gozlenmistir. Riluzol tedavisi uygulanan 6 ve 48 saatlik her iki
grupta da hem serebral (Resim 1C, E), hem de serebellar korteksteki (Resim 2C, 2E)

dejenerasyon orta diizeydedir.
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riluzol
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Resim 1: Kontrol grubunda (A) diizenli serebral korteks morfolojisi gozlenmistir.
Hasarli noronlar (%), periseliiler and perivaskiiler 6dem (*), ve inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu (») 6 saatlik sepsis grubunda (B) gozlenmistir. Olduk¢a agir olan bu
hasarin yanisira 48 saat grubunda (D) vaskiiler endotelyal dejenerasyon () da
goriilmektedir. 6 ve 48 saatlik riluzol tedavi gruplarinda (C) ve (E) bir¢cok bolgede
normal noronlar (#) ve hafif vaskiiler 6dem (*) mevcuttur. Krezil viyole boyamasi,

orijinal biiyiitme: x200, i¢ resimler: X400.
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Resim 2: Kontrol grubunda (A) diizenli serebral korteks morfolojisi gozlenmistir. 6
saatlik sepsis grubunda (B) mevcut olan hasarli purkinje hiicreleri (), periseliiler 6dem
(*), ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (»), 48 saatlik sepsis grubunda (D) daha da
agirdir. 6 ve 48 saatlik riluzol tedavi gruplarinda (C) ve (E) bir¢ok bolgede normal
purkinje hiicreleri (%) gozlenmistir. Krezil viyole boyamasi, orijinal biiylitme: x200, i¢

resimler: X400.
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7. TARTISMA VE SONUC

Hayvanlarda CLP modeliyle deneysel olarak olusturulan sepsis, viicutta 6. saatten
itibaren belirgin degisiklikler olusturmaktadir. Bu degisiklikler 48. saatte daha da agiga
ctkmakta ve bir¢ok yonden geri doniisiimsiiz olmakta ve oldukca onemli bozukluklara
yol agmaktadir. Ozellikle ge¢ doénemde ortaya ¢ikan degisiklikler sagkalimi ve
hastaligin seyrini olumsuz etkilemektedir.

Calismamizda literatiirle uyumlu olarak (97) sepsis grubunda 24 saatte % 50 olan
sagkalim orani 48. saatte %25’e diismiistiir. Riluzol tedavisiyle ise sagkalim oranmi 24.
saatte % 75’e, 48 saatte % 50’ye yiikselmistir. Riluzol tedavisinin sagkalimi yaklagik
%25 oraninda artirdig1 goriilmektedir.

Sepsis olusturulmasini takip eden 6. ve 48. saatlerde alinan kan 6rneklerinde 16kosit
sayimi yapildiginda her iki zaman araliginda da 16kosit sayisinda genel bir artis olmakla
birlikte hayvanlar arasinda bireysel degiskenlik goriilmiistiir. Bunun sebebi muhtemelen
sepsise bagli olarak bazi hayvanlarda 16kositoz, bazilarinda ise 16kopeni gozlenmesidir
(66). Riluzol uygulamasi artan 16kosit sayisinda bir degisiklik olusturmamistir. Ancak
genel olarak sagkalimi artirmis ve hastaligin seyrini histolojik, biyokimyasal ve
davranigsal parametreler agisindan iyilestirmistir.

Sepsis olusturmak icin yapilan anesteziyi takiben hayvanlarda viicut sicakliginda 3.
saate kadar devam eden diisme gézlenmistir. Riluzol uygulamasi bu artis1 baskilamistir.
Bu etki kismen anesteziye bagli olmakla birlikte, riluzoliin de pay1 olmasi muhtemeldir.
Zira glutamatin hipertermik etkisi oldugu ve glutamat antagonistlerinin de hipotermik
etki gosterdigi bilinmektedir (112). Hipoterminin glutamat salinimini ve sitotoksik
O0dem olusumunu azaltarak néron koruyucu etki gosterdigi bildirilmektedir (69). Hatta
son yillarda yapilan bir¢ok calismada sinir sistemi ile ilgili travma ve iskemi
durumlarinda hafif hipotermi olusturulmasi 6nerilmektedir (69). Ayrica ¢esitli ajanlarla
serbest radikal olusumunun 6nlenmesi de LPS ile indiiklenen atesi baskilamaktadir
(103). Riluzol hem glutamat salinimini inhibe ettigi i¢in, hem de dolayli olarak
antioksidan etki gosterdigi i¢in muhtemelen sepsise bagli ates ylikselmesini

baskilamaktadir.

59



Sepsis yalnizca parenkimal organlarda degil, ayn1 zamanda periferik sinirlerde ve
iskelet kaslarinda da hasara yol agabilmektedir (50, 51). Sepsis ile iligkili aksonal
polindropati ve myopati bazi vakalarda kalic1 motor bozukluga neden olmaktadir (14,
50, 51). Ayrica sepsiste ortaya c¢ikan ndrolojik bozuklugun serebellumdaki hasar ile
iligkili olmasi muhtemeldir. Cilinkii bilindigi gibi serebellum kas ve tendon
gerilimindeki degisikliklere duyarli bir bolge olup denge, istemli ve refleks hareketleri
kontrol eden merkezdir. Calismamizda Bederson yontemiyle yaptigimiz ndérolojik
muayenede degerlendirilen ekstremite tonusu, tirmanma platformundaki performans,
postural durum ve agrili uyarana cevap gibi refleksler serebellumla dogrudan iliskilidir
(9). Bulgularimiz riluzol tedavisinin ndérolojik muayene skorunu iyilestirdigini
gostermektedir. Riluzoliin norolojik muayene skorunu iyilestirmesinde glutamat
salinimint engelleyerek motor néronlardaki hasar1 dnleyici rolii olmasi muhtemeldir
(137, 138). Bilindigi iizere riluzol esas olarak ALS hastaliginda motor sinirlerde néron
koruyucu ajan olarak kullanilmaktadir (31, 139). Ayrica riluzoliin beyin ve omurilik
travmast modellerinde lezyonlarin yami sira ndrolojik motor ve kognitif bozuklugu
diizelttigi bildirilmistir (55, 78, 138).

Sepsis olusturulmasini takiben hayvanlarda kilo kayb1 gézlenmektedir. Ozellikle geg
donemde sepsise bagli goriilen bu kilo kaybinda hayvanlarin septik soka girmesinin
yanisira, kismen norolojik muayene skorundaki bozulmanin da katkisi olabilir.
Norolojik muayenede gozlenen lokomotor aktivitedeki azalmanin hayvanlarin beslenme
davranisin1 azaltarak beslenme bozukluguna ve bunun sonucunda da kilo kaybina yol
acmis olabilecegi diisiiniilebilir.

Septik sok ve c¢oklu organ yetmezligi sendromunun patogenezinde dolagimdaki
katekolaminlerin artisi, sitokin olusumu, 6kazonoid sentezinin artisi, NO saliverilmesi,
ROM’nin agiga ¢ikmast gibi birgok mekanizma rol oynamaktadir (30). O,™ ve ONOO™
birgok inflamatuvar durumda oldugu gibi sepsiste de dnemli rol oynamaktadir. Sepsiste
organlarda (kalp, karaciger, akciger, bobrek) MDA ve GSH diizeyleriyle degerlendirilen
oksidatif stresin plazmadaki diizeylerle pozitif korelasyon gdsterdigi bulunmustur (61).
Sepsiste antioksidan ajanlarin kullanimiyla uzak organ hasari azaltilabilmektedir (118,
119). Ayrica izole doku ve hiicre kiiltiirii galismalarinda O, ve ONOO™  sepsis ile
iligkili patofizyolojik degisikliklere (endotel ve epitel disfonksiyonu, vaskiiler
hiporeaktivite, hiicre disfonksiyonu) yolactigi gosterilmistir (72, 73). Endotel ve epitel

60



disfonksiyonunun bir sonucu olarak beyin 6demi ve KBB gecirgenliginde artig ortaya
¢ikmaktadir.

Daha once yapilan ¢alismalarda riluzoliin oksidan hasara karsi koruyucu etkileri
oldugu gosterilmistir (59, 82, 116). Calismamizda sepsisin oksidan hasar ile iligkisi ve
bu oksidan hasara karsi riluzolin etkisi arastirilmigtir.  Calismamizda lipid
peroksidasyonunun ve oksidan hasarin bir gostergesi olan MDA diizeyi sepsis
olusturulmasini takip eden 6. ve 48 saatlerde anlaml artig gosterirken, diger taraftan
GSH diizeyi azalmistir. Riluzol uygulamasi 6 saatlik deneyde lipid peroksidasyonunu
hemen hemen kontrol seviyelerine diigiirmiistiir. Ozellikle, riluzol uygulanan 48. saatlik
grupta GSH diizeyi kontrolden daha diisiik olmakla birlikte sepsis grubundan daha
yiiksektir. Bu da muhtemelen 48. saatte GSH depolarinin bosalmasina baglidir. Sepsiste
glutatyon dongiisii artmaktadir. Sepsisin ilk saatlerinde uygulanan tedavi GSH
seviyelerinin korunmasini saglayabilirken, iki giin sonra doku glutatyon depolari
fazlasiyla bosalmaktadir ve tedaviden saglanan fayda daha siirli olmaktadir (68). GSH
deplesyonunun ndétrofillerin enfeksiyon alanina goc¢iinii inhibe ettigi; bakteri
kolonilerinin sayisini artirdifi ve sepsisin seyrini olumsuz etkiledigi gosterilmistir
(135). Riluzol ise lipid peroksidasyonunu azaltmanin yani sira endojen antioksidan olan
glutatyon seviyelerinin korunmasimi saglamistir. Bu sekilde gosterdigi dolayl
antioksidan etkiyle, serbest radikallere bagli olarak ortaya ¢ikan oksidatif hasar1 azalttigi
icin sagkalimi ve hastaligin seyrini iyilestirdigi diistintilebilir.

Daha once de anlatildigi tiizere, serbest radikal olusumu endotel ve epitel
disfonksiyonu, vaskiiler hiporeaktivite, hiicre disfonksiyonu gibi patofizyolojik
degisikliklere yol agmaktadir. Endotel ve epitel disfonksiyonunun bir sonucu olarak
beyin 6demi ve KBB gecirgenliginde artis ortaya ¢ikmaktadir (100, 142). Calismamizda
sepsis olusturulan hayvanlarda beynin su igerigi hem erken, hem de ge¢ donemde
anlamli olarak artmistir. Riluzol uygulamasi beyin 6demini her iki donemde de anlaml
olarak azaltarak kontrol diizeyine yaklagtirmistir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda da
riluzoliin farkli travma modellerinde 6demi azaltarak noronlar1 korudugu gosterilmistir
(5,92, 101, 138).

Papadopoulos ve arkadaglarinin (96) domuzlarda yaptigi calismalarda septik
hayvanlarda "C isaretli aminoasitlerin ve '*I isaretli albuminin dolasimdan beyin

parenkimine gectigi gosterilmistir. Sepsiste 0zellikle aktive notrofil ve monositlerden
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salininan proinflamatuvar sitokinler ve olusan serbest oksijen radikallerinin eritrosit
membraninda ve serebral mikrovaskiiler yapilarda olusturdugu hiicre hasar1 nedeniyle
serebral perfiizyon, sistemik hipotansiyondan bagimsiz olarak bozulmaktadir (95, 124,
131). Bunun sonucunda KBB’nde bozulma ve perimikrovaskiiler 6dem goriilmektedir
(34, 100, 133).

Bu calismada sepsis olusturulan hayvanlarda KBB gecirgenligindeki artisin
gostergesi olarak gram dokudaki EB miktar1 ol¢lilmiistiir. EB metodu yalnizca bariyer
gecirgenligini degil, ayn1 zamanda hasarin siddetini yansitan bir parametre olarak da
kabul edilmektedir (56). Calismamizda, gecirgenlik 6.ve 48.saatlerde hem serebrumda,
hem de serebellumda anlamli olarak artmistir. Erken donemde riluzol uygulamasi ise
serebrumdaki artis1 erken donemde anlamli olarak azaltirken, serebellumdaki artisa etki
etmemistir. 48 saatlik grupta riluzol tedavisi her iki bolgede de bu gegirgenlik artisini
anlamli olarak azaltmistir. Yapilan ¢alismalar 1s18inda riluzoliin KBB yikimina neden
oldugu bilinen serbest radikallere bagli oksidan hasar1 azalttig1 goriilmiistiir (59, 82,
116). Sonucta KBB gecirgenligindeki artisin onlenmesi de riluzoliin oksidan hasari
azaltmasma ve  glutatyon deplesyonunun Onlenmesi ve antioksidan dengeyi
saglamasina bagli olabilir.

Infekte maymunlarda yapilan bir ¢alismada beynin farkli bolgelerinde hiicre ici
adezyon molekiilleri (ICAM), NOS ve proinflamatuvar sitokin diizeyleri incelenmis ve
bu parametreler acgisindan beynin ayni enfeksiyona bolgesel cevabinin farklilik
gosterdigi bulunmustur (122). Barichello ve arkadaglarinin (6) 2006 yilinda yaptigi
calismada ise sicanlarda CLP modeliyle sepsis olusturularak beynin farkli bolgelerinde
zamana bagli olarak oksidatif stres ve antioksidan enzim diizeylerindeki degisimler
incelenmistir. 6. saatte serebellum ve serebral kortekste artmis olan SOD aktivitesi 48.
saatte yaklagik %50 oraninda azalmistir. KAT aktivitesi ise 6. saatte hem serebellumda,
hem de serebral kortekste azalirken, 48. saatte yalnizca serebellum ve hipokampusta
artis gostermistir. Bu bilgiler dogrultusunda beynin bolgesel olarak antioksidan
kapasite acgisindan zamana bagli farkliliklar sergiledigi anlasilmaktadir. Bizim
calismamizda da riluzoliin noron koruyucu etkisi agisindan serebellum ve serebral
kortekste gosterdigi farkliligin zamana bagl olarak degisen oksidan-antioksidan denge

ile iligkili olabilecegi diisiiniilebilir.
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Yapilan histolojik incelemelerde 6 saatlik sepsis grubunda serebrumda agir néron
hasari, periseliiler ve perivaskiiler 6dem, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu gozlenirken
serebellumda Purkinje hiicrelerinde agir hasar ve periseliiler 6dem mevcuttur. 48 saatlik
sepsis grubunda serebral korteks dejenerasyonu daha da agirlasmistir. Dejenere olan
piramidal ndronlarin sayist artmistir. Vaskiiler 6dem ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu
artis gosterirken, kapiller endotel hasar1 daha da belirginlesmistir. Serebellumda da
hasarli Purkinje hiicrelerinin sayis1 artmis ve kapiller dejenerasyon gozlenmistir. Sepsis
grubunda goézlenen perivaskiiler 6dem daha ¢ok sitotoksik 6zelliktedir. Bu durum daha
once yapilan calismalarin sonuglariyla uyumludur (14, 95). Sitotoksik  6demin
patogenezinde 6zellikle glutamatin 6nemli rol oynadigi bildirilmistir (58, 127). Riluzol
glutamat salinimi inhibe eden bir ajan oldugu icin sitotoksik 6demi azaltmasi beklenen
bir bulgudur. Zaten yapilan histolojik incelemelerde riluzol tedavisi 6demi belirgin
sekilde azaltmistir. Elde edilen sonuclar, gravimetrik yontemle yapilan beyin 6demi
degerlendirmesiyle de paralellik gostermektedir. Serebrum ve serebellumdan alinan
kesitlerde yapilan histolojik incelemelerde sepsisin her iki bolgede de 6. saatte
gozlenebilen ve 48. saatte siddetlenen inflamasyon ve noron hasart olusturdugu
bulunmustur. Riluzol tedavisi bu inflamasyon ve hasar1 tamamen ortadan
kaldirmamakla birlikte yogunlugunu azaltmistir. Riluzol tedavisi uygulanan 6 ve 48
saatlik her iki grupta da hem serebral, hem de serebellar korteksteki dejenerasyon orta
diizeydedir. Sepsisi takip eden ge¢ donemde hasar artmis olmakla birlikte, riluzol
tedavisi devam ettigi icin yani tedavi siiresi uzadig1 i¢in koruyucu etki daha belirgin
olarak gozlenmistir.

Tiim bu bulgular dogrultusunda,

\ Deneysel olarak olusturulan sepsis, hayvanlarda kilo kaybi, ates ve 16kositoz
olusturmaktadir. Beyin dokusunda ise inflamasyon, hiicre hasari, morfolojik
degisiklikler, lipid peroksidasyonu, KBB gecirgenliginde artis ve beyin 6demine
neden olmaktadir. Bu siganlarda ayni zamnda ndrolojik muayene skorlar1 da
bozulmaktadir.

V' Riluzol tedavisi kilo kaybim azaltmakta, atesi diisiirmekte ve 16kosit sayisinda
anlaml degisiklik yapmaksizin sagkalimi ve hastaligin seyrini iyilestirmektedir..

V' Riluzol lipid peroksidasyonunu azaltmakta ve endojen antioksidan olan GSH

seviyelerinin korunmasini saglamaktadir.
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\ Histolojik olarak gozlenen ndronal hasari, inflamatuvar hiicre sayisini,

perivaskiiler 6demi ve KBB gecirgenligini azalttig1 goriilmektedir.

Sonug olarak, riluzoliin sepsis olusturulan hayvanlarin beyninde ndéron koruyucu etkileri
vardir. Bu etkilerin olusumunda riluzolun glutamat saliverilmesini inhibe etmesinin yanisira,
diger norotransmiterlerle, ikinci haberci sistemlerle ve iyon kanallariyla etkilesmesi rol
oynayabilir (126, 145, 147). Riluzoliin ndronlar {iizerindeki koruyucu etkisinin kismen
oksidan-antioksidan dengenin saglanmas1 ile iliskili oldugu goziikmekle birlikte, diger
etkilerinin de goz oniinde bulundurulmas: gerekir. Ozellikle riluzoliin Na* kanallarmni bloke
etmesi ve K kanallartyla etkilesmesi ndron koruyucu etki acisindan anlamlidir. Zira, Na"
kanallarin1 bloke eden ajanlarin néroprotektif etkileri bilinmektedir (127-129). Dolayisiyla,
riluzoliin septik ensefalopatideki koruyucu etki mekanizmasinin aydinlatilabilmesi i¢in daha

ileri ¢alismalara gereksinim duyulmaktadir.
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