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OZET

Amag: Sepsiste kurkumin, kuersetin ve kombinasyonunun inflamatuar
yolaklar, inflamazom aktivasyonu ve hiicreler arasi siki baglant1 protein diizeyleri
tizerindeki koruyucu ya da tedavi edici etkilerinin deney hayvan modelinde beyin
dokusunda incelenmesi.

Gere¢ ve Yontem: Arastirmanin 6n deney kisminda 6 Wistar Albino erkek
deney hayvani ile (n=3, 2 grup) sepsis modeli olusturuldu ve dogrulandi. Polifenollerin
etkinliginin degerlendirilmesi i¢in 5 grup (n=6) toplamda 30 deney hayvani kullanildi.
LPS grubundaki deney hayvanlarina 5 mg/kg LPS (i.p) verilerek sepsis modeli
olusturuldu. Tastyict kontrol grubundaki deney hayvanlarina DMSO (i.p) uygulandi.
Polifenol gruplarindaki hayvanlara ise sirasiyla 50 mg/kg kurkumin, 100 kg/ kuersetin
ve 25 mg/kg kurkumint+50 mg/kg kuersetin (kombinasyon grubu) verildi. LPS
uygulanmasindan 6 saat sonra deney hayvanlari sakrifiye edilerek hipokampiis ve
prefrontal korteksleri ayrildi ve -80 °C saklandi. Dokular homojenat haline
getirildikten sonra TNF-a, IL-1B, NF-kB, NLRP-3, ZO-1 ve claudin-5 Ol¢timleri
ELISA yontemiyle gergeklestirildi.

Bulgular: LPS grubundaki ZO-1 ve Claudin-5 diizeyi, tastyici kontrol grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli diisiik saptandi. Kurkumin, kuersetin ve
kombinasyon uygulanan gruplarin ZO-1 ve claudin-5 diizeyleri ise LPS grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli yliksek saptandi. Kurkumin, kuersetin ve kombinasyon
gruplar1 arasinda ise ZO-1 ve Claudin-5 diizeyleri yoniinden anlamli bir fark
saptanmadi. LPS grubundaki TNF-a, IL-1f, NF-kB ve NLRP-3 diizeyi tasiyici kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu. Kurkumin, kuersetin ve
kombinasyon uygulanan gruplarin TNF-a, IL-13, NF-kB ve NLRP-3 diizeyleri ise
LPS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diisiik saptandi. Kurkumin, kuersetin ve
kombinasyon gruplarinin TNF-a, IL-1B, NF-xB ve NLRP-3 diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi.

Sonug¢: Bu calismada, sepsiste kurkumin, kuersetin ve kurkumin-kuersetin
kombinasyon uygulanmalarinin beyinde olusan inflamasyonu baskiladigi ve siki
baglant1 proteinlerini korudugu ortaya konulmustur. Bununla birlikte polifenollerin
etkinlikleri arasinda anlamli bir fark bulunmamastir.

Anahtar Kelimeler: beyin, inflamasyon, kuersetin, kurkumin, sepsis
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ABSTRACT

Objective: To investigate the protective or therapeutic effects of curcumin,
quercetin, and their combination in a sepsis animal model by inflammatory
pathways, inflammasome activation, and tight junction protein levels in brain tissue.

Materials and Methods: In the preliminary study, a sepsis model was
established and validated in 6 male Wistar Albino rats (n=3, 2 groups). To evaluate
the efficacy of polyphenols, a total of 30 experimental animals were divided into 5
groups (n=6). Sepsis was induced by administering 5 mg/kg LPS (i.p.) for the LPS
group. In the vehicle control group, the rats were treated with DMSO (i.p.). The
polyphenol groups were administered 50 mg/kg curcumin, 100 mg/kg quercetin, and
25 mg/kg curcumin + 50 mg/kg quercetin (combination group), respectively. Six
hours after LPS administration, the rats were sacrificed, and their hippocampus and
prefrontal cortex were isolated and stored at -80 °C. After tissue homogenization,
measurements of TNF-a, IL-1B, NF-kB, NLRP-3, ZO-1, and claudin-5 were
performed using the ELISA method.

Results: ZO-1 and Claudin-5 levels were found significantly lower in the
LPS group compared to the vehicle control group. The levels of ZO-1 and Claudin-5
in the curcumin, quercetin, and combination treatment groups were significantly
higher than in the LPS group. No significant differences were observed between the
curcumin, quercetin, and combination groups in terms of ZO-1 and Claudin-5 levels.
TNF-a, IL-1B, NF-xB, and NLRP-3 levels in the LPS group were significantly
higher compared to the vehicle control group. In contrast, TNF-a, IL-1p, NF-kB, and
NLRP-3 levels in the curcumin, quercetin, and combination treatment groups were
significantly lower than those in the LPS group. No significant differences were
observed between the curcumin, quercetin, and combination groups in terms of TNF-
a, IL-1B, NF-kB, and NLRP-3 levels.

Conclusion: This study demonstrates that curcumin, quercetin, and the
curcumin-quercetin combination suppress brain inflammation and preserve tight
junction proteins in sepsis. However, no significant difference was found in the
effectiveness between the polyphenol treatments.

Key Words: brain, curcumin, inflammation, quercetin, sepsis
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1. GIRIS VE AMAC

Y ogun bakim iinitelerindeki morbidite ve mortalitenin en 6nemli sebeplerinden
biri olan sepsis, ¢oklu organ yetmezligi ve Oliimle sonuglanabilmektedir. Tedavisi
maliyetli ve yonetimi zor olan sepsis, saglik sistemi iizerinde hem is giicii hem de

maddi bask1 olusturmaktadir (1).

Sepsis iliskili ensefalopati (SIE), merkezi sinir sisteminde herhangi bir
enfeksiyon odagi olmamasina ragmen merkezi sinir sisteminde gelisen kontrolsiiz
inflamasyonun beyinde olusturdugu tahribat sonucunda gerceklesmektedir (2). Sepsis
ve sepsis iligkili ensefalopatinin gelismesinde bir¢ok mekanizma gorev almaktadir. Bu
mekanizmalarin baginda proinflamatuar sitokinlerin salinimi ve buna bagli olarak
hiicre, doku ve organ diizeyinde hasarlanmalar olusmaktadir. Viicuda patojen girisi
sonucunda hiicrelerin 6liime siirliklenmesine ve organ yetmezligine neden olan
mekanizma; dolasimda bulunan patojen iligkili molekiiler paternlerin (PAMP) ve hasar
iligkili molekiiler paternlerin (DAMP) hiicrelerde bulunan ve bu molekiiler paternleri
tantyan PRR (patern taniyan reseptor)’leri tetiklemesi ile hiicrelerden TNF-alfa, IL-
1B, IL-6 ve interferon-y gibi proinflamatuar sitokinlerin salinmasina bagli olusan

sitokin firtinas1 olmaktadir (3).

Sepsis tedavisine genel olarak bakildiginda hemodinamik durumun kontroli,
enfeksiyonun kontrolii ve konagin immiin yanitinin kontrolii temel tedavi yaklasimi
olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Konagin immiin yanitim1 spesifik  olarak
diizenleyebilecek anti-inflamatuar bir tedavi gelistirilmesi giincel aragtirma konusudur
(4). Sepsis tedavisi ve Onlenmesine yonelik yapilan tiim g¢aligsmalara bakildiginda
genelde sitokin firtinasinin tetiklenmesini dnleyici yaklagimlar oldugu goriilmektedir.
Bu noktada sepsis patofizyolojisinde etkili oksidatif stresi Onleyen ve sitokin
firtinasia kars1 koruyucu etkiye sahip molekiiller arasinda 6ne ¢ikanlarin biiyiik bir
boliimii polifenolik ve antioksidan yapilar1 olan dogal bilesikler oldugu goriilmektedir.
Bu bilesikler arasinda kurkumin ve kuersetin {izerinde yapilan birgok calisma bu iki
polifenoliin inflamatuar yolaklar iizerinde etkili oldugunu gostermektedir. Yapilan
caligmalar incelendiginde her iki iki polifenoliin de antinflamatuar etki gosterdigi ve
bunu inflamatuar yanitta etkili bir ¢ok yolagin baskilanmasi ile gerceklestirdigi

gozlenmektedir (5,6). Vachharajani ve ark. 2010 yilinda yaptig1 c¢alismada



hayvanlarda CLP (Cekal Ligasyon ve Perforasyon) ile tetiklenen sepsis modelinde
kurkuminin KBB (Kan Beyin Bariyeri) iizerinde koruyucu bir etkisi oldugu
gosterilmistir (7). Lee ve ark. tarafindan 2010 yilinda yapilan bir diger ¢alismada ise
kuersetinin KBB’de koruyucu bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir (8).

Yapilan ¢alismalar ile bu iki polifenoliin sepsisteki anti inflamatuar etkileri ve
KBB iizerindeki koruyucu etkileri gosterilmesine ragmen, bu iki polifenoliin
kombinasyonunun kullanilmas1 ile sepsis iligkili ensefalopatindeki etkinliklerini

gosteren bir ¢alisma literatiirde mevcut degildir.

Yapilan bu tez calismasinda deney hayvanlarinda olusturulacak sepsis

modelinde:

Antinflamatuar etkisi oldugu O©ne siiriilen kurkumin, kuersetin ve
kombinasyonunun inflamatuar yolak, inflamazom aktivasyonu ve KBB’nin
gecirgenligini diizenleyen siki baglanti proteinlerinin diizeyleri lizerindeki etkileri

beyin dokusunda incelenerek degerlendirilecektir.

2. GENEL BIiLGILER

2.1 Sepsis Tanim ve Tarihcesi

Sepsis, organizmanin enfeksiyon ajanlarma karsi verdigi kontrolsiiz cevap
sonucunda gelisen hayati tehdit eden organ disfonksiyonu olarak tanimlanmaktadir
(9). Sepsis patogenezinde proinflamatuar ve anti-inflamatuar faktorlerin dengesinde
bozulmanin etkin oldugu belirtilmektedir ve bu dengenin bozulmasina bagli olarak
multiple organ disfonksiyonu ve organ kaybi gergeklesmektedir (10). Sepsis insidansi
yiiksek olan 6nemli bir halk sagligi sorunudur ve diinya genelinde yogun bakim
tinitelerindeki morbidite ve mortalitenin en yaygin nedenlerinden birisi olarak kabul
edilmektedir (11-13). Sepsisin diinya genelindeki Oliimlerin yaklasik olarak 6
milyonundan sorumlu oldugu ve en ¢ok etkilenen iilkelerin ise diisiik ve orta gelirli
iilkeler oldugu belirtilmektedir (13). Diinya Saghk Orgiitii sepsis farkindaliginin
ozellikle diisiik ve orta gelirli iilkelerde yetersiz diizeyde oldugunu ve global diizeyde
sepsis ylikiinii azaltma yolundaki en 6nemli adimlardan birisinin saglik ¢alisanlar1 ve
toplumun sepsis farkindaliginin artirtlmasi oldugunu belirtmistir. Bu amagla Diinya

Saglik Orgiitii sepsisi kiiresel saglikta dncelikli olarak kabul etmistir (1).



Sepsis 1992 yilinda enfeksiyona karsi verilen uyumsuz sistemik yanit olarak
tanimlanmistir ve tanisinda sistemik inflamatuar yanit sendromu (SIRS) kriterleri
kullanilmistir (Tablo 1). Bu kriterler viicut 1s1s1, solunum sayisi, kalp hiz1 ve beyaz
kiire sayisin1 igermektedir. Bu kriterlerin 2 ya da daha fazlasinin bir enfeksiyona eslik
etmesi durumu sepsis olarak tanimlanmistir. Ayni y1l akut organ disfonksiyonu gelisen
sepsis, siddetli sepsis; hiperlaktateminin ya da sivi tedavisine ragmen diizelmeyen

hipotansiyonun eslik ettigi durum ise septik sok olarak tanimlanmistir (14).

Tablo 1: SIRS Kriterleri®

SIRS Kriterleri 2 ya da daha fazlasi

Viicut sicakligi >38°C ya da <36°C

Kalp Hiz1 >90/dk

Solunum Hiz1 >20/dk ya da Pacoz <32 mm Hg (4.3 kPa)

Beyaz Hiicre Sayisi >12000/mm® ya da <4000/mm?’ya da
>10% band nétrofil

2. Bone ve ark.modifiye edilmistir (14)

Gilinlimiizde ise sepsis spesifik bir hastaliktan 6te enfeksiyonu oldugundan
siphelenilen bir hastada olan klinik bulgular ve semptomlar biitiinii olarak
degerlendirilmektedir. Altin standart bir tani testi olmamasi nedeniyle, sepsis tanisinda
klinik bulgular 6nemli bir yer tutmaktadir. Avrupa Yogun Bakim Dernegi (ESICM)
ve Kritik Bakim Dernegi (SCCM) tarafindan 2016 yilinda yayinlanan sepsis-3 isimli
makalede, SIRS kriterlerinin sepsis tanist i¢in diisiik secicilige ve duyarliliga sahip
oldugu belirtilmistir. Organ disfonksiyonu ya da yetersizliginin tanisi i¢in objektif
kriterlerin degerlendirilmesini temel alan bir skorlama sistemi olan SOFA skorlamasi
(Sequential Organ Failure Assessment, Ardisik Organ Yetmezligi Degerlendirmesi)
giiniimiizde en yaygin kullanilan skorlama sistemidir (Tablo 2). Yiiksek SOFA skoru
yiiksek mortalite oranlarina isaret etmektedir. Bir enfeksiyonu takiben, SOFA
skorunda toplamda iki puan ya da lizerinde bir artis ger¢eklesmesi organ disfonksiyonu
olarak tanimlanmaktadir. Onceden bilinen bir organ disfonksiyonu olmayan hastalar

sifir puan olarak kabul edilmektedir(9).



Tablo 2: SOFA Skorlamas1®

Sistem Skorlama
0 1 2 3 4

Solunum >400 <400 <300 (40) | <200 (26.7) | <100 (13.3)
Pa0,/F10,, (53.3) |(53.3) solunum solunum
mmHg (kPa) destegi ile destegi ile
Koagiilasyon >150 <150 <100 <50 <20
Platelet, x103/uL
Karaciger <1.2 1.2-1.9 |2.0-59 6.0-11.9 >12.0 (204)
Bilirubin, mg/dL | (20) (20-32) | (33-101) | (102-204)
(umol/L)

OAB"> | OAB<70 | Dopamin | Dopamin Dopamin>

70 mmHg |<Syada |[5.1-15yada |15yada
Kardiyovaskiiler | mmHg dobutamin | epinefrin < epinefrin>

(herhangi | 0.1 yada 0.1 yada
bir doz) ¢ | norepinefrin< | norepinefrin>
0.1° 0.1°
Merkezi Sinir 15 13-14 10-12 69 <6
Sistemi
Glasgow Koma
Skoru
Bobrek
Kreatinine, <l.2 1.2-19 |2.0-34 3.5-4.9 >5.0 (440)
mg/dL (umol/L) | (110) | (110- (171-299) | (300-440)
170)

Idrar Cikist, <500 <200
mL/d

%: Vincent ve ark. modifiye edilmistir (15)

b Ortalama Arteryel Basing

c: Katekolamin dozlari en az bir saat i¢in pg/kg/dk cinsinden verilmistir




2.2 Sepsis iliskili Ensefalopati

Merkezi sinir sistemi sepsiste tetiklenen inflamatuar ve oksidatif hasarlara kars1
olduk¢a hassastir ve buna baglh olarak gelisen SIE deliryum, koma ve bilissel
disfonksiyon gibi durumlarla kendini gosterebilmektedir. Sepsisli hastalarin yilizde
53’iinde SIE gelistigi gdsterilmistir (16-19). Fritz ve ark. 2020 yilinda yaptig1 bir
calisma sepsis geciren hastalarin demans riskinin, normal popiilasyona gore 2.22 kat
yiiksek oldugunu ortaya koymustur (20). Sepsis iliskili ensefalopatinin dogrudan
merkezi sinir sistemini etkileyen bir enfeksiyon kaynakli olmadigi, enfeksiyona
verilen sistemik inflamatuar cevabin beyni etkilemesi sonucunda gelistigi
diistiniilmektedir. Sepsis iliskili ensefalopatinin patofizyolojisinde bir¢ok faktor etkili
bulunmustur. Endotelyal hiicre hasar1 ve siki baglant1 proteinlerinin kaybi, kan beyin
bariyeri gecirgenliginde artis ve sonucta da TNF-alfa, IL-1B ve IL-6 gibi

proinflamatuar sitokinlerde artis bunlar arasinda sayilabilmektedir (21-23).

Sepsis iligkili ensefalopati eger yalnizca sepsis esnasinda mevcutsa ve sepsisin
kontroliinden sonra iyilesme gerceklesiyorsa bu durumda akut olarak
degerlendirilmektedir. Semptomlar haftalar, aylar siiriiyorsa subakut ve bir yil
siiriiyorsa kronik olarak degerlendirilmektedir. Subakut ve kronik SIE’de yakin takibin
gerekli oldugu ve SIE’den etkilenen hastalarda rehabilitasyon ve evde bakim
hizmetlerinin gerekli olabilecegi belirtilmektedir. Sepsiste hastalarin norolojik
disfonksiyonlar1 hafif mental konflizyondan komaya kadar gidebilmektedir. Bazi
hastalarda kaslarda katilik, titreme ve nobetler olabilmektedir. Sepsis iliskili
ensefalopati reversible bir hastalik olarak diisiiniilmesine ragmen hafiza kayb,
depresyon, anksiyete ve kognitif bozukluklar hastalarin %20-40 kadarinda taburculuk

sonrasinda da 1 yildan uzun bir siire devam edebilmektedir(10).

2.2.1 Sepsis Iliskili Ensefalopatinin Patofizyolojisi

Sepsis iligkili ensefalopati, merkezi sinir sisteminde primer bir enfeksiyon
olmaksizin viicudun sistemik bir enfeksiyona karsi verdigi kontrolsiiz cevap
sonucunda gerceklesmektedir. Sepsis beynin farkli bolgelerini farkli diizeylerde
etkileyebilmektedir. Inflamasyon, iskemi ve hipoksiden ciddi anlamda etkilenmesi

nedeniyle hipokampiis sepsise karst beynin en hassas bolgesidir. Hipokampiis



o0grenme ve hafiza ile ilgili siireclerde dnemli gorevler iistlenen, beynin medial
temporal lobunda bulunan bir yapidir. Hipokampiis 6zellikle kisa siireli hafiza ve
uzaysal yon bulmada énemli bir rol iistlenmektedir. Bu nedenle bilissel bozukluk, SIE
ile iligkili 6nemli bir semptom olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Beynin etkilenen diger
boliimleri arasinda korteks, serebellum ve beyin sapt one ¢ikmaktadir. Beyin sapi
etkilenen hastalarda ise kardiyovaskiiler ve immiin sistem problemleri
gozlenebilmektedir (24)  Sepsis iliskili ensefalopatinin patofizyolojisinde bir¢ok
faktor suglanmaktadir. Bunlar arasinda KBB’de bozulma, beyin kan akiminda
bozulma, glial hiicre aktivasyonu, lokosit gog¢ii ve ndrotransmitter diizeylerindeki

bozulma sayilabilmektedir (25).

Kan-beyin bariyeri sepsiste etkilenen 6nemli yapilardan bir tanesidir. Sepsis
esnasinda IL-1f ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokin diizeylerinde bir artis
yaganmakta ve buna bagl olarak siki baglanti proteinlerinin ekpresyonunda azalma,
KBB’de bir bozulma meydana gelmektedir. Siki baglanti proteinlerinin
ekspresyonunda azalma ve KBB’deki bozulma sepsisin siddetiyle korele olarak

hareket etmektedir (26).

Beynin oksijen ve enerji ihtiyacini karsilayan beyin kan akimi bir¢ok faktor
tarafindan kontrol altinda tutulmaktadir. Bunlar arasinda serebral perfiizyon basinci ve
kalp debisi 6nemli bir tutmaktadir. Sepsis esnasinda gerceklesen hipotansif
epizodlarda beyin kan akiminda en ¢ok serebral korteksin etkilendigi bir bozulma
meydana gelmektedir. Bu bozulmanin sonucunda beynin oksijenlenmesinde bir
azalma meydana gelmekte, sonu¢ olarak noronal anoksi ve apoptozis
gerceklesmektedir (27-29). Beynin perfiizyonundaki azalma sonucunda ayrica PaCO-
diizeylerinde bir artis yasanmakta ve ekstraseliiler alandaki pH diizeyinde bir diisiis
meydana gelmektedir. Asit algilayan iyon kanali-1 A ekstraseliiler alanda gelisen
asidoz sonucunda aktive olmaktadir. Bu aktivasyon sonucunda da NO (Nitrik Oksit)
sentezi artmakta ve vazodilatasyon gelismektedir. Sonu¢ olarak beyne gelen kan
akiminda bir artis yasanmaktadir. Beyin kan akimindaki artigla beraber vaskiiler
yatakta hidrostatik basing artig1 olmaktadir. Bu durum beyin 6demi ve beyin hasar ile

sonuglanmaktadir (30).



Sepsis iliskili ensefalopatinin patofizyolojisi hiicresel diizeyde incelendiginde
mikroglial aktivasyon oOnemli faktorlerden birisi olarak karsimiza c¢ikmaktadir.
Merkezi sinir sistemine herhangi bir patojen maruziyeti oldugunda ilk cevap veren
hiicrelerin mikroglial hiicreler oldugu ve nérodejenerasyon, inflamasyon ile de iliskili
olduklart belirtilmistir (31). Mikroglial hiicreler merkezi sinir sisteminde bulunan ve
intraserebral inflamatuar cevaptan sorumlu hiicrelerdir. Bu hiicreler serebral
homeostaz i¢in temel hiicrelerdir ve kan beyin bariyerinin biitiinliigliniin korunmasina
katkida bulunarak beyin dokusunun enfeksiyon ajanlarma karsi savunmasina katki
saglamaktadirlar. Bunun diginda bu hiicreler intraserebral iletisimden sorumlu olan
sinapslarin ~ modiilasyon ve siirekliliginin  saglanmasinda 6nemli  roller
iistlenmektedirler. Bu yiizden bu hiicrelerin aktivitelerindeki degisiklik sinaptik
disfonksiyona ve beynin hafiza, biling dikkat gibi fonksiyonlarinda soruna yol
acmaktadir (32). Sepsis gibi patolojik durumlarda aktive olan mikroglial hiicreler hizli
ve carpict morfolojik, fenotipik, biyoenerjitik ve fonksiyonel bir degisim
gecirmektedirler ve bu degisim mikroglial aktivasyon olarak tanimlanmaktadir.
Beynin iskemik ya da travmatik yaralanmalarinda inflamatuar yaniti olusturan
hiicreler makrofajlar ve beyne infiltre olan 16kositler olmasina ragmen, SIE’nin
inflamatuar yaniti temel olarak mikroglial hiicreler tarafindan gergeklesmektedir.
Mikroglial aktivasyonda, mikroglial hiicrelerin homeostatik durumlarindan
farklilagarak sekretuar 6zellik kazandiklar1 ve fagositik aktivitelerini artirarak gegici
bir cevap olusturduklar1 gézlenmistir. Mikroglial aktivasyonun, sepsis hastalarinda ve
deney hayvanm1 modellerinde akut olarak goézlenen bir durum oldugu belirtilmistir.
Mikroglial aktivasyonun kanda yiikselen sitokin seviyeleri, hastalarin vital
bulgularindaki degisiklik ve hastalarin semptomlariyla iligkili oldugu ortaya
konulmustur (31)

Mikroglial hiicreler, merkezi sinir sisteminde antijen sunan hiicreler olarak
gorev yapmakta ve bircok reseptorii yapisinda bulundurmaktadir. Bu reseptorler
arasinda TLR (Toll like receptor, Toll benzeri reseptor), CX3CR1 kemokin reseptor
ve CDI11b/CD45 gibi reseptorler yer almaktadir (33). Mikroglial aktivasyon
molekiiler diizeyde incelendiginde PAMP ve DAMP O6nemli yer tutmaktadir.
Mikroglial hiicrelerde bulunan TLR’ler bu molekiilleri taniyan reseptorlerdir.

Ozellikle TLR-2 ve TLR-4’{in sepsis ile iliskili néroinflamasyonda gérevli en énemli



reseptorler olduklari diigiiniilmektedir. Gram negatif bakterilerin yapisinda bulunan
lipopolisakkaritlerin (LPS), TLR-4 tarafindan taninmasi sonucunda proinflamatuar
sitokinlerin salgilanmasiyla sonuglanacak olan bir dizi sinyal yolagi hiicre icerisinde
aktive olmaktadir. Aktive olan bu sinyal yolaklar1 inflamatuar yanitta gorevli bir
transkripsiyon faktorii olan NF-kB nin, sitoplazmadan niikleusa gegcisini saglayan
sinyal sistemini aktive etmektedir. NF-kB sinyal sistemi 5 transkripsiyonel monomer,
2 prekiirsor protein, 3 IkB (Inhibitor-kappa B) proteini, 3 uyariya cevap veren inhibitor
kinaz molekiilii ve ankrin tekrari igeren regiilator proteinlerden olugsmaktadir. Uyariya
cevap veren inhibitdr kinazi olan IKK (Inhibitory Kappa Kinase, Inhibitor Kappa
Kinaz) kompleksi, IKK-a, IKK-B ve IKK-y isimli 3 proteinden olusmaktadir.
Homodimer ya da heterodimer olarak gorev yapan NF-kB monomerlerinden yalnizca
p65, C-rel ve RelB transkripsiyonel aktiviteyi uyarabilen TAD (transaktivasyon
domaini) yapisina sahiptir. Uyar1 olmadig1 zamanlarda NF-kB dimerleri, [kB inhibitor
proteinleriyle kompleks olusturarak sitoplazmada inaktif formda bulunmaktadirlar.
IxB inhibitér proteinleri, dimerlerin yapisindaki niikleer lokalizasyon sinyallerini
(NLS) kapatarak, onlarin niikleusa gegmelerini engellemektedirler. NF-xB
aktivasyonu, kanonik (geleneksel) ve kanonik olmayan sinyal yolaklar1 seklinde
olabilmektedir. Kanonik sinyal yolaginda NEMO (NF-kB esansiyel modiilatorii)
igeren IKK kinazlar1 gérev almakta iken kanonik olmayan sinyal yolaginda ise NEMO
bagimsiz IKK kinazlar1 gorev almaktadir. NF-xB sinyal yolaginin aktivasyonu
MyD88 (Myeloid Diferansiyasyon Faktorii 88) ve GEF-HI1 (Guanine Nucleotide
Exchange Factor H1, Guanin Niikleotid Degisim Faktori HI1)-RhoA (Ras
homologueA, Ras HomologA) sinyal yolaklar1 araciligiyla gerceklesmektedir. Sonug
olarak aktive olan IKK kinazlar, IxB inhibitor proteinlerini fosforilleyerek yikimin
saglamaktadir. Kanonik sinyal yolaginda en fazla aktive olan NF-kB p65: p50
heterodimer yapisidir. IkB proteinlerinin yikimi sonucu onlardan ayrilan p65: p50
heterodimerinde NLS boélgeleri acgiga c¢ikmakta ve p50 subiiniti, importin o/
heterodimer ile etkilesime girmektedir ve bunun sonucunda p65 niikleusa
gecmektedir. Niikleusa gecen p65 molekiilii hedef genlerin transkripsiyonunu
diizenlemektedir. Niikleusa gecen NF-kB p65 ; TNF-a, IL-1, IL-6 ve IFN-y gibi

proinflamatuar sitokinlerin genlerinin transkripsiyonunu uyarmaktadir (31,34-36).



Sitokinler viicuttaki c¢ekirdekli birgok hiicre tarafindan salgilanabilmesine
ragmen agirlikli olarak yardimei T hiicresi ve makrofajlar tarafindan salgilanan yapisal
olmayan kii¢iik proteinlerdir (37,38). Bu sitokinler arasinda yer alan ve kagsektin olarak
da adlandirilan TNF-a hiicre ¢ogalmasi, farklilagsmasi ve apoptozis sirasinda da 6nemli
rol istlenmektedir. TNF-a hem membran yiizeyinde hem de salgilanmis olarak
bulunabilen tip 2 transmembran proteinleri arasinda yer almaktadir. TNF-o
salgilanmas1 temel olarak makrofaj ve T hiicrelerinden olmasina ragmen, B hiicresi,
NK (Natural Killer) hiicresi, adiposit, diiz kas hiicresi vb. viicuttaki bir¢ok hiicre TNF-
a tretebilmektedir. Bakteriyel LPS’nin TNF-a iiretimini saglayan en Onemli
uyaranlardan oldugu diisiiniilmektedir. Ancak TNF-a iiretiminde LPS tek stimiilan
olarak gorev almamaktadir. Enterotoksin, C5a anaflatoksin, IL-1, IFN-y, TGF-§,
sliperantijen ve viral, mikotik, paraziter antijenler de TNF-o {iiretimine neden
olabilmektedir. Enfeksiyon, inflamasyon, astim, beyin hasari, travma ve yanik gibi
patofizyolojik durumlar da TNF-o iiretimine neden olmaktadir. TNF-a hiicreler
tarafindan depolanmak yerine iiretimini tetikleyen bir faktor varliginda de novo olarak

sentezlenmektedir (39).

TNF-o’'nin TNFR1 ve TNFR2 isimli iki reseptorii bulunmaktadir. TNF-a,
TNFR1 reseptoriine baglandiginda 2 ayr1 sinyal yolag: tetiklenmektedir. Bunlardan
ilki proinflamatuar sitokinlerin expresyonu ve hiicre sag kalimi sinyali ile iliskilidir.
Ikicisi ise apoptozis ve hiicre dliimii ile iliskilidir. Bu sinyal yolaklarmin son etkisi,
sinyal yolaklar1 olusurken gorev alan proteinlere baglidir (40,41). TNFR1, DD (Death
domain, 6liim domaini) olarak isimlendirilen hiicre i¢i bir yapiya sahiptir. TNF-a
yoklugunda DD, hiicre i¢i bir diger protein olan SODD (silencer of death domain,
6liim domaini susturucu protein) ile etkilesim halindedir. SODD, DD nin aktive hale
gelmesini 6nlemekte ve boylece TNF-a sinyal yolagini durdurmaktadir. Sinyal yolag:
I’in olusumunda; TNFR1, TNF-a ile aktive olunca SODD, DD den serbestlesmekte
ve bunun sonucunda DD, TRADD (TNFRI1 Associated Death Domain Protein,
TNFR1 1liskili Oliim Alani1 Proteini) ile etkilesime ge¢mektedir. TRADD, RIP-1
(Receptor Interacting Protein-1, Reseptdr Etkilesimli Protein-1) ve TRAF-2nin (TNF
Receptor Associated Factor-2, TNF Reseptor-iliskili Faktor-2) birlesmesini
saglamaktadir. Bu proteinler proinflamatuar sitokin salinimi ve anti-apoptotik

stireclerde 6nemli gorevler iistlenen proteinlerdir. Sonug olarak sinyal yolag: 1’de NF-



KB aktivasyonun da yer aldigi hiicre sag kalimi yoniinde bir dizi sinyal yolagi
tetiklenmektedir (42,43). Sinyal yolagi 2 de ise hiicre dogrudan apoptozise
yonlendirilmektedir. Sinyal yolagi 1 ile tetiklenen NF-xB aktivasyonun basarisiz
olmas1 durumunda sinyal yolagi1 2 devreye girmektedir. Bu yolakta TNFR1, TRADD-
RIPI-TRAF-2 kompleksinden ayrilmakta FADD (Fas-associated death domain
protein, Fas-iligkili 6liim alani proteini) ve prokaspaz 8/10 ile etkilesime girmektedir.

Sonug olarak hiicre 6liimii tetiklenmektedir (39).

Inflamasyonun baslangi¢ asamasindan itibaren sentezlenen IL-6; CRP, SAA,
fibrinojen ve haptoglobin gibi akut faz proteinlerinin sentezini saglamaktadir. Ayrica
fibronektin, alblimin ve transferrin gibi proteinlerin sentezini azaltmaktadir. IL-6
ayrica bagirsaklardaki demir emilimini saglayan ferroportin-1’1i in etkinligini azaltan
hepsidinin salgilanmasini tetiklemektedir. Boylece serum demir seviyelerinde bir
diisiis gergeklemektedir (44). Yapilan calismalarda IL-6’nin ndron hasarina giden
noronal reaksiyona neden oldugu ortaya konulmustur (45). IL-6 mikroglial ve astrosit
aktivasyonunda ayrica ndronal noéropeptid salgilanmasinin diizenlenmesinde gorev

almaktadir (46).

Sepsis patofizyolojisinde rol alan molekiiler yapilardan olan inflamazomlar,
DAMP ve PAMP uyarisinin PRR tarafindan algilanmasi sonucunda olusan
sitoplazmik protein yapilaridir. Sepsisin yanisira, Multiple Sklerozis, Alzheimer
hastalig1 ve Parkinson hastalig1 gibi ndrodejeneratif hastaliklarin patofizyolojisinde
gorev almaktadirlar (47). Dogal bagisiklik sisteminde, PRR’ler, DAMP ve PAMP’lar
tantyarak immiin yanitin baglamasinda gorev almaktadirlar. PRR’lerin uyarilmasi
sonucunda interferon-a, interferon-p ve proinflamatuar sitokinlerin salinimi
tetiklenmektedir (48). NLR’lerin de (NOD-like receptor, NOD benzeri reseptorler)
igerisinde bulundugu bazi PRR aileleri inflamazom kompleksini olusturan dnemli
yapilar arasinda yer almaktadirlar. Belirli bir uyaran sonucunda NLR’ler, inaktive olan
prokaspaz-1’in oligomerizasyonunu saglamaktadirlar. Bu oligomerizasyon sonucunda
pro-kaspaz-1 proteinleri, proteolitik bir par¢alanma sonucunda aktif form olan kaspaz-
I’e dontigmektedirler (49). Aktive olan kaspaz-1; pro-IL-1B ve pro-IL-18’1
pargalayarak, bu molekiillerin aktif formu olan IL-1p ve IL-18’¢ doniismesini
saglamaktadir. Aktif kaspaz-1 ayrica inflamatuar bir hiicre 6liim sekli olan piropitozu

da tetikleyebilmektedir (50).
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Sepsis iliskili ensefalopati esnasinda piropitozisi ve inflamasyonu tetikleyen
NLRP3 inflamazomu genis ¢esitlilige sahip uyaranlarla tetiklenebilmektedir. Hatta
NLRP3 inflamazomu farkli agonist maddelerle uyarildiginda dahi benzer hiicre ici
yolaklar aktive olmaktadir (47). NLRP3 aktivasyonunda bazi siiregler etkili
olmaktadir. Bunlar arasinda potasyum iyonunun (K*) hiicre disina akisi, mitokondriyal
reaktif oksijen tiirlerinin {retimi, NLRP3’iin mitokondriye translokasyonu,
mitokondriyal DNA ya da kardiyolipin salinimi ve lizozomal bozulma sonucunda
katepsinlerin sitoplazmaya salinimi yer almaktadir (51,52). Bir¢ok hiicrede NLRP3’iin
aktive olmasi i¢in bir hazirlik agsamasi gerekmektedir. Bu hazirlik asamast LPS’nin ,
TLR4 baglanmasiyla baslamaktadir. Bu uyaran sonrasinda NF-«B sinyal dizisi aktive
olmaktadir. NF-xB, niikleusta pro-IL-1B, pro-IL-18 ve NLRP3’in gen
transkripsiyonunu saglamaktadir (47). inaktif durumda olan NLRP3’{in aktif formuna
doniigebilmesi icin bir sinyal daha gerekmektedir. Bu sinyalin olusumunda birgok
faktoriin etkili oldugu diistinlilmektedir. Bu faktorler arasinda potasyum iyonunun
(K™) hiicre disina akis1, kalsiyum iyonunun (Ca*?) mobilizasyonu, klor iyonunun (CI")
hiicre disina akisi ve sodyum iyonunun (Na") hiicre i¢ine akisi gibi iyonik akiglar

Onemli bir yer tutmaktadir (53).

Piropitoziste gorevli bir diger molekiil olan IL-18, sepsis sonras1 merkezi sinir
sistemi iizerinde etki gosteren en dnemli sitokinlerden birisidir. Yapilan ¢aligmalarda
merkezi sinir sisteminde gerceklesen mikroglia ve astrosit hasar1 sonrasinda IL-1(
ekspresyonunda artis gerceklestigi gosterilmistir (54). IL-1B hiicredeki reseptoriine
baglandiginda, adhezyon faktdrlerinin ekpresyonunu arttirmakta ayrica l6kositlerin
inflamasyon bolgesine kemotaksisini kolaylastirmaktadir. Bunlarin sonucunda immiin
reaksiyon cevabii giiclendirmektedir (55). IL-1B, immiin yanitin yani sira merkezi
sinir sisteminde 6grenme ve hafiza ile ilgili siireglerde de rol oynamaktadir. IL-1f ve
IL-1p reseptorii, hipokampiiste normal fizyolojik kosullarda eksprese edilmektedir ve
IL-1B’n1n bu fizyolojik diizeyleri hipokampiisiin hafiza ile ilgili etkinliginde 6nem arz
etmektedir (56-58). Yapilan bazi c¢aligmalar, IL-1B’nin sinyal yolagindaki bir
bozulmanin ya da IL-1p reseptoriiniin genetik delesyonunun hipokampiis ile iliskili
hafizada bozulmaya yol ac¢tigini géstermektedir (57). Bunun yaninda IL-1f"nin yliksek
diizeyleri de hipokampiis ile iliskili hafiza iizerinde bozucu bir etkiye neden olmaktadir

(55,57). Yapilan bir calismada IL-1B, p38-MAPK sinyal yolag: araciligiyla akson
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gelisimini ve sinaps olusumunu baskilayabilmektedir. Bu durumun IL-1p’nin hafiza
ile ilgili bozucu etkilerinden birisi oldugu diisiiniilmektedir (59). Periventrikiiler beyaz
madde hasari, birgok ndérolojik hastalik patofizyolojisindeki en 6nemli olaylardan
birisidir (60,61). Periventrikiiler beyaz madde hasari, mikroglial aktivasyon,
proinflamatuar sitokinlerdeki artig, oligodentrosit progenitdr hiicre kaybi ve aksonal
miyelin kayb1 gibi bircok olay sonucunda gelismektedir. Oligodentrisit progenitor
hiicreler sepsis esnasinda iiretimi artan proinflamatuar sitokinler tarafindan hedef
alinmaktadir. Neonatal sicanlar ve oligodentrisit progenitor hiicre kiiltiirii lizerinde
yapilan bir ¢alismada IL-1B"nin , oligodentrosit progenitdr hiicrelerin olgunlagsmasinda
ve farklilagmasinda etkili olan FYN-MEK-ERK fosforilasyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir (62). Mikroglial aktivasyonu ve sitokin firtinasini tetikleyen LPS ile
TLR-4 etkilesiminde ayrica glutamat sekresyonunda da bir artis olmaktadir. Bu durum
kalsiyumun hiicre igerisine akisin1 bozmakta ve sonug olarak ndronal disfonksiyon
gelismektedir (63). Mikroglial hiicre aktivasyonunda ayrica CD40 ve ligandi da gorev
almaktadir. CD40 ve ligandinin ekspresyonu ile IL-1f ve IL-6 sentezi tetiklenmektedir
(64).

Beyinde en fazla bulunan glial hiicreler olan astrositler beynin patojenlere kars1
olan immiin yanitinda temel rolii oynayan diger bir hiicre grubudur. Astrositlerin,
KBB’nin biitiinliigiiniin korunmasinda gorevli temel hiicreler oldugu belirtilmistir.
Astrositler doku hasarimi takiben aktive duruma ge¢cmekte ve hasar bolgesine
gocmektedirler, bu esnada bir takim morfolojik degisiklikler ve inflamatuar
mediyatorlerin salimimi gergeklesmektedir. Astrositlerin beyin dokusunda gerektigi
durumlarda glial skar (astrogliozis) olusturabilme oOzellikleri vardir. Astrogliozis
biyoenerjitik ve trofik destek saglayarak noronal sag kalimi arttiric1 yonde katki
saglamaktadir. Astrositler ndrotoksik bir fenotipe déniiserek SIE’nin patofizyolojisine
katki saglamaktadirlar (31). 2016 yilinda yapilan bir calismada sistemik LPS
uygulanmasindan 4 saat sonra astrositlerin hiicre iskeletinde yapisal degisiklikler
oldugu gosterilmistir. Hiicre iskeletindeki bu degisikliklerin, sitokin sinyallerini
algilayip kendi sitokinleri olan CXCL10, CCL11 ve G-CSF salgilamak i¢in bir hazirlik
asamasi oldugu diisiiniilmektedir. Astrositler kendi tirettikleri sitokinler vasitasiyla
hipokampal mikrogevreyi degistirmektedirler (65). Astrositlerin tirettigi CCLI11

eozinofil kemoatraktani olarak gorev yapmaktadir. CCL11, ayrica beyinde norojenezi
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azaltarak 6grenme ve hafizada bozulmaya yol agmaktadir (66). Yapilan bir baska
calismada mikroglialarin CCLI11 reseptoriinii eksprese ettigi ortaya konulmustur.
Aktive olan astrositlerden salgilanan CCLI11’in mikroglialarin  gbgiine ve
mikroglialardan reaktif oksijen tiirlerinin iiretimine sebep oldugu bunun sonucu olarak

da noronal 6liimii tetikledigi ortaya konulmustur (67).

Sepsis iligkili ensefalopatinin patofizyolojisinde etkili olan 16kosit gocli dogal
bagisiklik sisteminin 6nemli bilesenlerinden birisidir. Ilerleyen inflamasyonda
dokularda gelisen hasar sonrasinda baskin hiicre haline gelen nétrofiller normal beyin
dokusunun parankimasinda bulunmamaktadir (68). Sepsis esnasinda kanda tiretilen
proinflamatuar mediyatdrler endotelyal hiicrelerin aktive olarak adhezyon molekiilleri
exprese etmelerini saglamaktadir. Bu mediyatorler arasinda endotel kokenli CXCR2
ve astrosit kaynakli CXCL1 bulunmaktadir. Bu molekiiller sayesinde ndtrofil
adezyonu ger¢eklesmekte ve notrofiller beynin kapiller sistemine go¢ etmektedir (69).
Beyin dokusunda artan noétrofiller proinflamatuar sitokinleri ve reaktif oksijen
tiirlerinin iiretimini tetikleyerek inflamatuar yaniti artirmaktadir. Notrofiller ayrica
Matriks metalloproteinazlar(MMP), miyeloperoksidaz(MPO), elastaz ve katepsinlerle

beyin parankimine zarar vermektedir (25).

2.3 Sepsis Iliskili Ensefalopatide Kan-Beyin Bariyerinin Bozulmasi
Kan-beyin bariyeri, beyin dokusu ve onun periferi arasinda bulunan yiiksek
secici gegirgen bir yapidir. Bu yapinin bilesenleri arasinda temel olarak mikrovaskiiler
endotelyal hiicreler, astrosit uzantilari, perisitler ve kapiller bazal membran yer
almaktadir. Bunlarin disinda zonula okludens-1 (ZO-1), claudin-5 ve okludin
proteinleri KBB’deki siki baglantilar1 olusturmakta gorevli proteinlerdir. Bu
proteinlerdeki kayip veya azalma KBB’nin gecirgenligini artirmaktadir ve buna baglh
olarak inflamatuar hiicreler beyin dokusuna gecebilmektedirler. Bu bariyerin
biitiinliiglinlin ~ korunmasi1  beynin  fonksiyonlarinin ~ saglikli  bir  sekilde
gergeklestirebilmesi igin kilit 6neme sahiptir. Bu yiizden KBB serebral homeostazin
temel unsurlarindan biri olarak kabul edilmektedir. Sepsis, merkezi sinir sistemindeki
etkisini Ozellikle KBB’deki bir takim akut ve kronik degisikleri tetikleyerek
yapmaktadir. Kan-beyin bariyerindeki bu degisikleri tetikleyen bazi ajanlar mevcuttur.

Bunlar arasinda TNF-a, IL-1p ve IL-6 gibi proinflamatuar sitokinler, LPS’ler gibi
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bakteriyel endotoksinler ve KBB’ye etki eden bazi reaktif oksijen tiirleri sayilabilir.
Bu ajanlar, kan-beyin bariyerinde hiicresel fonksiyon bozukluguna ve bunun

sonucunda da gegirgenlik artisina neden olmaktadirlar (22).

Endotelyal hiicrelerde LPS ile TLR-4 etkilesimi sonucunda NF-kB
aktivasyonu ger¢eklesmektedir. Aktive olan NF-xB; TNF-a, IL-18 ve IL-6 gibi
proinflamatuar sitokinleri kodlayan genlerin aktive olmasini saglamaktadir (34,35).
Hiicrelerin LPS ile uyarilmasi sonucunda {iretimi artan proinflamatuar sitokinler,
p38MAPK/INK sinyal yolagi araciliiyla okludin expresyonunu azaltarak hiicrelerin
yapisinda ve sonug olarak gecirgenliginde bir degisime neden olabilmektedirler (70).
Ayrica bu ajanlar Matrix metalloproteinazi olan MMP-9’un kan-beyin bariyerinde
aktivasyonuna da neden olmaktadirlar. Normal sartlarda MMP-9’un endotel
hiicrelerindeki ekspresyonu diisiiktiir ve inaktif zimojenler seklinde bulunmaktadir.
Lokositler, inflamatuar mediatérler tarafindan uyarildigit zaman MMP-9
salgilayabilmektedirler. Endotel hiicrelerindeki artmis MMP-9 proteinleri kan-beyin
bariyerinin ekstraseliiler matriks komponentlerine ozellikle tip 4 kollajene hasar
vermektedirler. Kan-beyin bariyerindeki bu yapisal hasar, gecirgenlik artisina neden
olur ve bu durum beyin 6demi, toksik maddelerin kan-beyin bariyerinden gegisi ve
beyin dokusunun zarar gérmesiyle sonuc¢lanmaktadir. Sitokin firtinasi ve inflamazom
olusumunda etkili olan NF-xB, MMP-9’un transkripsiyonunu da diizenlemektedir ve
NF-«B’nin inhibisyonu, MMP-9’un ekspresyonunu azaltmaktadir. MMP-9’un
endotelyal hiicrelerindeki azalmis ekspresyonu hem inflamasyonun hem de kan-beyin

bariyeri hasarinin azalmasini saglamaktadir (71).

Mitokondriyal biitiinliikteki bozulma, reaktif oksijen tiirlerinin tiretimini,
protein ve lipid oksidasyonunu, DNA hasarini ve hiicre 6liimiinii tetiklemektedir. Bu
nedenle mitokondriyal yapida meydana gelen herhangi bir hasar bir¢cok hastaligin
patogenezinde rol almaktadir. Yapilan bir ¢alismada LPS tarafindan tetiklenen
mitokondriyal bozulmanin sik1 baglant:1 proteinlerinde hasar1 ve KBB gecirgenliginde
artigt tetikledigi ortaya konulmustur (72,73). Dinamin-1 iliskili protein (dynamin-1-
related protein, Drp-1) sitoplazmada bulunan ve c¢esitli uyaranlar sonucunda
mitokondri yilizeyine tutunan bir molekiildiir. Drp-1’in mitokondriyal ylizeyde GTPaz
aktivasyonunu  tetikleyerek  mitokondriyal  parcalanmaya neden  oldugu

diisiiniilmektedir. Drp-1’in inhibitorii olan P110 ile yapilan bir ¢aligmada, Drp-1
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inhibisyonu sonucunda ndronal hiicrelerde mitokondriyal disfonksiyonun ve
par¢alanmanin engellenerek hiicrelerin 6limden kurtuldugu gosterilmistir (72).
Fareler tizerinde yapilan bagka bir ¢alismada LPS’nin tetikledigi ZO-1 ve okludin siki
baglanti proteinlerinin expresyonundaki azalmanin ve adezyon molekiillerinin
ekspresyonundaki artisin P110 tedavisiyle geri dondiiriildiigii gosterilmistir. Ayrica
ayni ¢alismada P110’un apoptozun tetiklenmesinde énemli rolii olan sitokrom c’nin
mitokondriden salinimini azalttig1 da gosterilmistir (74).

Sonug olarak sepsis iligkili ensefalopatinin patofizyolojisinde kan-beyin
bariyerinin bozulmasit 6nemli bir yer tutmakta ve bu bariyerin bozulmasi bir¢ok

etkenin tetiklemesi ve hiicresel yolaklarin aktivasyonu sonucu gelismektedir.

2.4 Sepsis Iliskili Ensefalopatinin Tedavisi

Sepsis tedavisi temel olarak 3 baslik altinda toplanmaktadir. Bunlar
enfeksiyonun kontrolii, hemodinamik dengenin saglanmasi ve konagin enfeksiyona
kars1 verdigi immiin yanitin diizenlenmesi olarak ge¢mektedir. Enfeksiyon kontrolii
icin antibiyotik tedavisi ya da enfeksiyon alaninin cerrahi sekilde drenaji secenekler
arasinda yer almaktadir. Hemodinamik dengenin saglanmasinda sivi tedavisi ve
vasoaktif ajanlar kullanilmaktadir. Konagin immiin yanitinin diizenlenmesinde ise NF-
kB {lizerinden etki ederek immiin yanit1 baskiladigi bilinen glikokortikoidler
kullanilmaktadir. Vazopressin de immiin yanit1i diizenlemede kullanilabilen
ajanlardandir. Insan aktive protein C'nin rekombinant bir formu Drotrecogin alfa
(aktive) antitrombotik, anti-inflamatuar ve trombolitik etkilere sahiptir. Sepsis
tedavisinde kullanilan bu ilacin daha sonraki yapilan c¢aligmalarda negatif etkisi

gosterilince, ilag kullanimdan kaldirilmistir (4).

2.5 Polifenoller ve Flavonoidler

Fitokimyasallar, organizmanin enerji iiretiminde dogrudan yer almamasina
ragmen, hastaliklarin 6nlenmesinde 6nemli roller tistlenen bitkisel kokenli
mikrobesinlerdir (75). Polifenoller, yaklasik 8000 iiyesiyle fitokimyasallar arasindaki
en biiyiik grubu olusturmaktadirlar. Sebzeler, meyveler, bakliyatlar ve baharatlar gibi
birgok bitkide bulunabilen polifenoller ortak 6zellikleri bulunan bir kimyasal yapiya
sahiptirler. Bu ortak yapida en az bir aromatik halka ve bu halkaya bagli bir hidroksil

grubu yer almaktadir. Polifenoller , flavonoid ve flavonoid olmayan olarak

15



siiflandirilabilmektedir (76). Anti-inflamatuar 06zelliklere sahip polifenollerin,
inflamatuar temelli bir¢ok hastalikta faydali oldugu gosterilmistir. Polifenoller bu anti-
inflamatuar etkilerini iki transkripsiyon faktoriiniin aktivitesini diizenleyerek
gerceklestirmektedirler. Polifenoller, bu trankripsiyon faktorlerinden birisi olan NF-
KB tiizerinde inhibitor etkiye sahipken, NF-E2-iligkili faktor (nrf2) tizerinde ise
aktivator etkiye sahiptirler. Bu sayede proinflamatuar sitokinlerin sentezinde ve doku
inflamasyonu tizerinde azaltic1 bir etkiye neden olmaktadirlar. Polifenollerin ayrica
sepsis ve sepsis iligkili organ disfonksiyonun tedavisi iizerinde olumlu etkilere sahip

oldugu yapilan bir ¢ok calismada gosterilmistir (75).

Flavonoidler baz1 bitkilerde serbest olarak ya da glikozidler seklinde
bulunabilen bilesiklerdir. Sebzeler, meyveler, cicekler ve tahillar gibi ¢ok genis
yelpazedeki bitki tiirlerinde bulunmaktadirlar. Bitkilerde bulunan bu polifenoller
bitkilerin dogada bulunan zararli patojenlere kars1 miicadelesinde yardimci olmakta ve
bitkilerin bliylimesine katkida bulunmaktadir. Patojenlere kars1 olan etkileri arasinda
bakterilerin Oliimii, énemli viral enzimlerin inhibisyonu ve zararli protozoalarin
Oldiiriilmesi yer almaktadir (77). Dogada binlerce ¢esit flavonoid bulunmaktadir ve
flavonoidler polifenoller i¢erisindeki en biiylik grubu olusturmaktadirlar. Bu flavonoid
gruplar1 arasinda taksifolin, hesperetin, katesin, malvidin, antosiyanidin, antosiyanin

ve kuersetin gibi bir¢ok alt grup sayilabilmektedir (78).

Flavonoidlerin temel yapisi, iki benzen halkast ve bunlara bagli piran
halkasindan olusan bir flavan ¢ekirdeginden olugsmaktadir (79). Flavonoidler hidrojen
veren antioksidanlardir ve bu 6zellikleri sayesinde aromatik halka yapisinda bulunan
coklu hidroksil gruplarim1 indirgeyebilmektedirler. Bu nedenle polifenolik
flavonoidler hidroksil ve siiperoksit radikali gibi farkli tiirden reaktif oksijen
radikallerini temizleyen molekiiller olarak gorev yapmaktadirlar (80). Farkl
zamanlarda yapilan bir¢cok calismada flavonoidlerin bu antioksidan etkisi temel
arastirma konusu olarak karsimiza ¢ikmaktadir (77,81,82). Yapilan bir¢cok ¢alismada
flavonoidlerin sepsis ve sepsis iliskili ensefalopatinin tedavisinde faydali olabilecegi
gosterilmistir. Fareler lizerinde yapilan bir ¢alismada genisteinin, sepsisli farelerin
hipokampiisinde TNF-a, IL-1B ve NF-kB diizeylerini azalttif1 ayrica biligsel
fonksiyonlarda iyilesme sagladig1 gosterilmistir. Yapilan baska ¢aligmalarda fisetin ve

morin flavonoidlerinin SIE gelisen deney hayvanlarinda beyin dokusunda lipid
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peroksidasyonunu engelledigi, proinflamatuar sitokin ve kaspaz diizeylerini azalttig1
ayrica beyin dokusu ve biligsel aktivite lizerinde olumlu etkilere sahip oldugu

gosterilmistir (83,84).

2.6 Kurkuminin Terapétik Etkileri ve Sepsis Uzerindeki Etki
Mekanizmalari

Kurkumin zerdecal bitkisinde bulunan bir polifenoldiir. Zerdecal, zencefil
(Zingiberacae) tiiriine ait bir bitkidir ve diinyada subtropikal ve tropikal bolgelere
yayllmistir, Ozellikle Cin ve Hindistan gibi asya iilkelerinde yaygin olarak
yetistirilmektedir (85). Yaklasik 200 y1l kadar 6nce kesfedilen kurkumin ilk olarak
1847 yilinda Vogel Jr. Tarafindan saf olarak elde edilmistir. Kurkumin (1,7- bis (4-
hydroxy- 3-methoxyphenyl) -1,6- heptadiene-3,5-dione) zerdecal bitkisinin kokiinden
izole edilmektedir. Zerdecal genel olarak yag (5.1%), protein (6.3%), karbonhidrat
(69.4%), mineraller (3.5%) ve sivi igerikten(13.1%) olusmaktadir (86). Zerdegal
bitkisinde ayrica 1i¢ c¢esit kurkuminoid bulunmaktadir. Bunlar arasinda
kurkumin(60%-70%), demetoksikurkumin (20%-27%) ve bisdemeteksokurkumin
(%10-%15) yer almaktadir(5). Kurkuminle yapilan ¢alismalarda, kurkuminin bir¢ok
hastalikta faydali etki gosterebilecegi belirtilmistir. Bu etkiler arasinda antiepileptik,
antiproliferatif, anti-inflamatuar ve antioksidatif etki sayilabilmektedir (87-89).

Onceki galismalar viicudun patojenlerle miicadele edebilmek igin asir1 immiin
cevap olusturdugunu ortaya koymustur. Bu immiin cevapla birlikte ¢ok miktarda
inflamatuar ve anti-inflamatuar sitokin salinmakta ve bunun sonucunda, sepsiste doku
hasari, organ yetmezligi ve 6liim gerceklesmektedir (90). Birgok ¢alisma kurkuminin,
bu asir1 immiin cevapla miicadele edebilecek anti-inflamatuar etkilere sahip oldugunu
gostermistir. Kurkumin bu anti-inflamatuar etkisini hiicre igerisinde birden ¢ok sinyal
yolagini tetikleyerek yapmaktadir (Sekil 1). Kurkuminin proinflamatuar sitokinlerden
olan TNF-a, IL-1PB ve IL-6’nin sentezlenmesi tizerindeki gii¢lii inhibitor etkisi bu
mekanizmalardan birisidir (91). Yapilan bir calismada kurkuminin kronik kolitli deney
hayvanlarinda p38 MAPK aktivitesini baskilayarak COX-2 ve iNOS sinyal yolaklarini
baskiladig1 ve bu yolla da anti-inflamatuar bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir (92).
Kurkuminin, NF-kB inhibitorii olan ve enfeksiyon durumunda hiicre i¢i diizeyi azalan
IxkBa’nin hiicre i¢i miktarinda artisa neden oldugu ve bu yolla NF-kB’nin

aktivasyonunu engelleyebilecegi gosterilmistir. NF-kB heterodimer yapisinda olan
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p65 molekiilii, NF-«B’nin sitoplazmadan ¢ekirdege gegerek proinflamatuar
sitokinlerin expresyonunu saglayan genlerin aktive olmasina yardimci olmaktadir.
Kurkuminin, enfekte hiicrelerde sitozolik p65 diizeylerini arttirdigi ve niikleer p65
diizeylerini azalttig1 ortaya konulmustur (93). AKT proteini, NF-kB sinyal yolaginin
aktive olmasinda rol oynamaktadir. Kurkumin PI3K/AKT sinyal yolagindaki AKT yi
baskilayarak NF-kB sinyal yolagin1 baskilamaktadir (89). Kurkumin ayrica PPARy
(peroxisome proliferator-activated receptor gamma) expresyonunu arttirarak da NF-
kB sinyal yolagini ve sonug olarak sitokin firtinasin1 baskilayabilmektedir (94). LPS
ile TLR-4 etkilesimi ve bu etkilesim sonucunda aktive olan sinyal yolaklar1 da
kurkumin tarafindan baskilanabilmektedir. Kurkumin TLR-4’iin hiicre dis1 kismiyla
iligkili olan ve LPS ile TLR-4 etkilesiminde 6nemli bir role sahip olan MD-2 proteine
baglanarak bu etkilesimi engelleyebilmektedir (95,96). Ayrica MyD88 ve TRIF
bagimli sinyal yolaklarini da inhibe ederek, NF-kB ve inflamatuar yaniti
baskilayabilmektedir (97). Sepsisli fareler lizerinde 2016 yilinda yapilan bir ¢alismada
kurkuminin beyin 6demini azalttifi ve ndronal apoptozisi engelledigi de ortaya
konulmustur. Ayrica ayni calismada kurkuminin, mitokondriyal disfonksiyonu
engelleyerek reaktif oksijen tiirlerini azalttigi gosterilmistir. Bunun disinda
kurkuminin, sepsisli farelerde MMP diizeyini azaltarak KBB’nin bozulmasinin

engellendigi gosterilmistir (98)
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Sekil 1: Kurkumin Sepsisteki Etki Mekanizmalari (Karimi ve ark. modifiye edilmistir) (5)

2.7 Kuersetinin Terapétik Etkileri ve Sepsis Uzerindeki Etki
Mekanizmalari

Kuersetin ve tiirevleri olan izokuersetin, rutin ve kuersitrin bircok biyolojik
aktiviteye sahip olan ve flavanoid ailesine ait olan bitkisel kaynakli molekiillerdir.
Meyveler, sebzeler ve tahillar gibi bircok bitkisel besinde bulunabilen kuersetin
ozellikle elma, sogan, turuncgiller, liztim, domates, brokoli ve yesil yaprakh
sebzelerde yliksek oranlarda bulunmaktadir. Yapisinda ¢ok sayida hidroksil grubu
barindiran kuersetin antioksidan ve anti-inflamatuar etkiler basta olmak iizere

antitiimor, antibakteriyel, immiinsiipresif ve ndroprotektif etki gibi birgok faydali
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etkiye sahiptir (99). Yapilan bir calismada depresyonun tetiklendigi farelerde,
kuersetinin depresyon iligkili davraniglar iizerinde olumlu etkilere sahip oldugu
gosterilmistir. Bunun yanmisira aynmi g¢alismada kuersetinin, FOXG1/CREB/BDNF

sinyal yolag1 araciliiyla norojenezi de uyardigr gosterilmistir (100).

Bu etkilerin yanisira kuersetin sepsis tizerinde de bir¢ok faydali etkiye sahiptir.
Bu etkiler arasinda oksidatif stresin engellenerek doku hasarinin énlenmesi, immiin
sistem ve inflamasyonun diizenlenmesi ayrica sepsis iliskili organ disfonksiyonun
Onlenmesi sayilabilmektedir. Kuersetin inflamasyon tizerindeki inhibe edici etkisini
bir¢ok mekanizma ile gostermektedir (Sekil 2) (6). Bunlardan birisi LPS ile aktiflenen
NF-xB sinyal yolagmin inhibitérii olan IkBa’ nin fosforilasyonunu azaltarak
yikilmasini 6nlemek ve NF-«B sinyal yolaginin baskilanmasidir. Bu sayede TNF-a ve
IL-1p gibi proinflamatuar sitokinlerin iiretimi baskilanmaktadir (101). Ayrica
kuersetinin, TLR-4 mRNA ekspresyonunu azaltarak NF-«xB ve MAPK sinyal
yolaklarini baskiladig1 da gosterilmistir (102). Yapilan bir calismada kuersetinin p38
MAPK ve JNK iizerinden iNOS uyarilmasini inhibe ederek NO sentezini azalttigi1 da
gosterilmistir (103). Kuersetinin sepsis lizerindeki genel etkileri yani sira sepsis iligkili
ensefalopatide beyin dokusundaki inflamasyonu baskilayarak beyin hasarin
azalttigin1 gosteren ¢aligmalar da mevcuttur. Fareler tizerinde 2018 yilinda yapilan bir
calismada, kuersetinin LPS ile indiiklenen néroinflamasyonda TLR-4/NF-kB sinyal
yolagint ve TNF-a, IL-1B, COX-2, NOS-2 gibi inflamasyon iliskili belirtecleri
baskiladigi gosterilmistir. Yine ayni calismada kuersetinin beyin dokusundaki kaspaz-
3 aktivitesini baskilayarak ndronal apoptozisi azalttig1 da gosterilmistir (104). Yapilan
baska bir calismada kuersetinin noronal inflamasyonu ve oksidatif stresi azaltarak
noronal sag kalimi arttirdigi ve beyin dokusu iizerinde koruyucu bir etkiye sahip

oldugu gosterilmistir (105).
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Sekil 2: Kuersetinin Sepsisteki Etki Mekanizmalar1 (Karimi ve ark. modifiye edilmistir) (6)
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢aligmanin yapilmasi i¢in Dokuz Eyliil Universitesi Hayvan Deneyleri

Yerel Etik Kurulundan 07.09.2022 tarihinde 01/11/2022 karar sayil etik kurulu onay1

(EK-1) almmistir. Proje Dokuz Eyliil Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

komisyonu tarafindan TTU-2023-2981 proje kodu ile desteklenmistir. Deney

hayvanlarina yapilan uygulamalar Dokuz Eyliil Universitesi Hayvan Deneyleri

Laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir. Doku homojenizasyonu ve biyokimyasal analizler

Dokuz Eyliil Universitesi Tibbi Biyokimya AD Laboratuvari ve Dokuz Eyliil

Universitesi ARLAB biinyesinde vyiiriitiilmiistiir. Calismada yer alan deney

hayvanlarina yapilan uygulamalarda uluslararas1 deney hayvanlari ¢calisma ilkelerine

ve hayvan refahina uygun bir yaklagim sergilenmistir.

Tablo 3: Tez Caliymasinda Kullamilan Ekipmanlar

Kurulusta Bulunan
Altyapi/Ekipman Turu

Projede Kullanim Amaci

Santrifiij Doku homojenizasyonunda siipernatanti
ayirmak
Etiiv ELISA inkiibasyonlar

-86 °C Derin dondurucu

Dokularin dondurulmasi ve saklanmasi

Hassas terazi (0,1 mg hassasiyetli)

Dokularin ve sollisyonlarin hazirlanmasi
icin gerekli malzemelerin tartiminda

Otomatik pipet seti (Thermo Fisher
Scientific)

Deneyde kullanilan ¢ozeltilerin,
reaktiflerin hazirlanmasi ve ELISA
kitlerinin ¢alisilmasi

Buzdolabi1

Kitlerin saklanmasi

Buz yapma makinesi

Dokular belirli soguklukta muhafaza
edilmesi

Bidistile su cihazi

Bidistile su gereksiniminin karsilanmasi

Vortex 4S

Soliisyonlarin karistirilmasi

Mikroplaka okuyucu

ELISA testleri ile protein tayini
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3.1 Deney Hayvanlari

Calismada kullamlan deney hayvanlari Dokuz Eyliil Universitesi Hayvan
Deneyleri Laboratuvarindan temin edildi. Calismada kullanilacak deney hayvam
sayisinin belirlenmesi amaciyla ¢alisma oncesinde gii¢ analizi yapild1 ve ¢alismada
agirliklari ortalama 350-400 gram olan Wistar Albino tiirlinde toplamda 42 tane erkek
sican kullanildi. Literatiirde, erkek ve disi si¢anlarda olusturulan sepsis modeli i¢in
cinsiyet hormonlarinin sepsis siddetini etkileyebileceginin belirtilmesi nedeniyle,
secilen tiim siganlar ayni cinsiyette ve erkek olarak secildi (106). Calisma gruplar1 6n
deneyler hari¢ her bir deney grubunda 6 hayvan olacak sekilde gruplandirildi. Deney
hayvanlarinin 12 tanesi 6n deney calismalarinda, 30 tanesi de sepsis modelinin

olusturulup polifenollerin etkinliginin degerlendirildigi deneysel kisimda kullanildi.

3.2 Deney Hayvanlarinin Bakimi ve Beslenmesi

Deneyde kullanilan tiim siganlar 20-22°C oda 1si1sinda, bagil nem orani yiizde
50-60 olan standart hayvan odalar1 ve kafeslerinde 12 saatlik aydinlik, 12 saatlik
karanlik periyod olacak sekilde barindirildi. Tiim deney siiresinde hayvanlarin yem ve
suya serbest bir sekilde (ad libitum) ulagsmalari saglandi. Hayvanlarin beslenmesinde

¢cesme suyu ve standart pelet yem kullanildu.

3.3 Deney Gruplari ve Deney Modelinin Olusturulmasi

Deney modelinin olusturulmasi iki asamali olarak tasarlandi. Calismanin ilk
asamasinda LPS enjeksiyonu ile sepsis modelinin olusturulmas: ve dogrulanmasi,
ikinci agamasinda ise sepsis modelinin olustugu ve KBB’nin bozuldugu dogrulanmis
olan bir deney modelinde polifenollerin ve kombinasyonunun etkinliklerinin
degerlendirilmesi amaglandi. Her bir deney grubundaki deney hayvani sayisi,
intaperitoneal (i.p) verilecek maddeler ve bu maddelerin uygulama dozlar1 Tablo-4 ve

Tablo-5’te gosterilmistir.
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Tablo 4: On Deney Gruplari

Gruplar (n) Enjeksiyonlar
Kontrol 3 SF*
LPS 3 LPS (5mg/kg)
*: Serum Fizyolojik
Tablo 5: Deney gruplari
Gruplar (n) | Enjeksiyonlar
LPS 6 LPS (5 mg/kg) /Pozitif Kontrol Grubu
Tasiyici kontrol 6 DMSO" / Tasiyict kontrol Grubu
Kurkumin 6 Kurkumin (50 mg/kg)
Kuersetin 6 Kuersetin (100 mg/kg)
Kombinasyon 6 Kurkumin (25 mg/kg) + Kuersetin (50
mg/kg) /Kombinasyon Grubu

*: Dimetil stilfoksit

3.4 Deneyin Yapihisi

3.4.1 Sepsis modelinin olusturulmasi

Sepsis olusumunu saglayan LPS dozunun ve siiresinin belirlenmesi i¢in yapilan

on deneyde literatiir bilgisine dayanarak LPS grubuna, LPS (Escherichia Coli

O111:B4, Sigma-Aldrich) distile su i¢cinde S5Smg/kg dozunda i.p yolla verildi. Kontrol

grubunda yer alan deney hayvanlarina ise aynit miktarda SF intraperitoneal yoldan

verildi (107). Literatiirde belirtilen siire boyunca deney hayvanlart sepsis bulgular

acisindan izlendi. Bu siire zarfinda LPS verilen deney hayvanlarindaki agr1 bulgular

olan orbital daralma, burun diizlesmesi, kulaklarin agilmas1 ve biyiklarda diklesme rat

grimace scale’e gore degerlendirildi (Sekil 3).
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N C Natlonal Centre
for the Repllacement
3 R S Refinement & Reduction
of Animals In Research

The Rat Grimace Scale

Research has demonstrated that changee in faclal expresgion provide a meane of agsesaing pain In rata.

The specific facial action units shown below have been used to generate the  The action units should only be used in awake animals. Each animal should
Rat Grimace Scale These action units increase in intensity in response to be observed for a short period of time to avoid scoring brief changes in
post-procedural pain and can be used as part of a clinical assessment. facial expression that are urvelsted to the animal's welfare.

Not present "0”

Ear changes

* Ears curl Inwarde and are angled
forward to form & pointed” shape
* Space between the ears Incresees

Read the original paper:
Sotocinel SG, Sorge RE, Zaloum A, Tuttie AH Martin L, Wieshopt JS, Mappiebeck JCS, For guidance on using the Rat Grimace Scale, research papars that underpin this
Wi P, Zhan § Zhang S, McDougal L, King O0, Mogll J& 2011. The Rat Grimace Soala: tachrigqua, and for grimece scales In other specien, visit wwwno3m.om.ukigrimacescalos
2 partially automated mathod for quantifying pain in the laboratory mt vie fackd o request coples of this poster, please emal: enquires@ncamong.uk
eprecsions. Molocular Poin 7: 55, dot 10.1186/1744-8059-7-55 The NC3Ra provides a range of 285 resownes ot www.no3rs.org.uidnesources
Imagee kindly provided by Dr Jeffrey Mogil, McGil University

Sekil 3: Rat Grimace Scale(108)
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3.4.2 KBB biitiinliigiiniin bozuldugunun dogrulanmast

Lipopolisakkarit uygulanmasindan sonraki altinci saatin sonunda kan-beyin
bariyerinin bozulup, bozulmadiginin degerlendirilmesi amaciyla, literatiirde daha 6nce
tarif edildigi sekilde deney hayvanlarina Evans blue boyasi verildi (109). Bu
uygulamada deney hayvanlarina kuyruk veninden deney hayvanlariin agirliklarina
gore hesaplanmis olan Evans blue boyasi (3 ml/kg) uygulandi ve bu boyanin deney
hayvaninda sistemik dolagima karigmasi icin 1 saat beklendi. Bir saatlik bekleme
stiresinin sonunda perfiizyon asamasina gecildi. Bu agsamada deney hayvaninin karin
ve gogiis boslugu agildi. Sonrasinda gogiis kavitesi agilarak kalbin sag atriyumunda
kiigtik bir delik agildi. Sol ventrikiile de enjektorle girilerek yaklasik olarak 200-250
ml serum fizyolojik verilerek, perfiizyon islemi sag atriyumdan seffaf renkte sivi
gelmesiyle sonlandirildi (Sekil 4). Bu siire sonunda deney hayvanin kafatasi agilarak
beyin ¢ikarildi ve beyin hipokampiis, prefrontal lob ve kalan beyin dokusu olacak
sekilde 3 pargaya ayrildi1 ve dokular -80 °C saklandi. Sonraki giin -80 °C’den ¢ikarilan
hipokampiis ve prefrontal korteks tartildi ve 500 puL, %50 trikloroasetik asit i¢erisinde
doku homojenizatorii kullanilarak homojenize edildi. Elde edilen homojenat 10000 g
hizinda 20 dk santrifiij edildi ve siipernatant etanol ile 4 kat seyreltildi. Evans blue
boyasinin standart egrisi, etanolde Evans blue boyasinin 100, 250, 500, 750, ve 1000
ng/ml konsantrasyonunda ¢oziilmesiyle elde edildi. Standart ve drneklerde floresans
1s1ma Olctiimii 620/680 nm’de yapildi. Belirlenen standartlar kullanilarak orneklerde

miktar tayini yapildu.
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Sekil 4: Perfiizyon Asamasi (Sol ventrikiilden SF verilmesi)

3.4.3 Deney Hayvanlarina Uygulanacak Polifenol Cozeltilerinin

Hazirlanmasi

250 mg Kurkumin 375 pL’lik DMSO ig¢inde ¢oziilerek bir stok soliisyon
hazirlandi. Deney hayvani bagina 20 mg kurkumin icermesi i¢in ependorf tiiplere 30
uL hazirlanan stok soliisyondan eklendi ve bu ¢ozelti sonraki giin hayvanlara verilmek
tizere -20 °C saklandi. Sonraki giin bu stok soliisyona 300 uL etanol eklendi ve ¢ozelti
vortekslenerek hayvanlara intraperitoneal olarak verildi. Boylelikle %100 DMSO
igerisinde ¢oziilen kurkumin bir hayvana verilmesi gereken maksimum DMSO
yiizdesi olan %10 oranina seyreltilmis oldu. Ayrica etanol ile seyreltme yapilirken bir

hayvana ip olarak verilmesi gereken maksimum etanol dozuna (1 ml/kg) dikkat edildi.

500 mg kuersetin 3.75 ml etanol igerisinde ¢oziilerek stok soliisyon hazirlandi.
Hayvan basina 40 mg kuersetin icermesi i¢in ependorf tiiplere 300 pL hazirlanan stok
soliisyondan eklendi. Daha sonra bu stok soliisyona 30 pL. DMSO (Son ¢ozelti %10
DMSO) eklenip ¢6zelti bir sonraki giin hayvana enjekte edilmek tizere -20 °C saklandi.

Sonraki giin bu karisim vortekslenerek hayvanlara ip yoldan verildi.

Kombinasyon grubundaki her bir hayvana verilecek olan soliisyonun 10 mg

kurkumin ve 20 mg kuersetin i¢ermesi icin, ependorflara hazirlanan kurkumin stok
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sollisyonundan 15 pL ve kuersetin stok soliisyonundan 150 pL eklenerek bir karigim
olusturulmustur ve daha sonra bu karisim bir sonraki giin hayvanlara verilmek {izere -

20 °C saklanmustir.

3.4.4 Deney Hayvanlarinin Tartilmasi, Gruplandirilmas: ve Isaretlenmesi

[k etapta deney hayvanlar1 her bir kafeste 3 hayvan olacak sekilde 10 kafese
ayrild1 ve hayvanlar doz hesaplanmasi i¢in tartildi. Hayvanlarin agirligi 350-400 gram
olarak belirlendi. Sonrasinda her kafes ilgili deney grubunun 1. kafesi ve ilgili deney
grubunun 2. kafesi (LPS 1. ve LPS 2. Kafes) seklinde etiketlendi ve isaretleme
islemine geg¢ildi. Her kafesteki hayvanin kuyrugu sirasiyla tek ¢izgi (1. Hayvan), ¢ift
cizgi (ikinci hayvan) ve ¢izgi yok (3. Hayvan) olacak sekilde boyandi.

3.4.5 Deney Modelinin Olusturulmas1 ve Dokularin Toplanmasi

Deneyin 1. Giinii

LPS uygulanmasindan 24 saat Oncesinde Kurkumin grubundaki deney
hayvanlarima 50 mg/kg kurkumin i.p olarak verildi. LPS uygulanmasindan 24 saat
oncesinde Kuersetin grubundaki deney hayvanlarina 100 mg/kg kuersetin i.p olarak
verildi. LPS uygulanmasindan 24 saat dncesinde Kombinasyon grubundaki deney
hayvanlarma 25 mg/kg kurkumin+50 mg/kg kuersetin igeren karigim 1.p olarak verildi.
LPS uygulanmasindan 24 saat Oncesinde tasiyict kontrol grubundaki deney

hayvanlaria %10 DMSO i.p olarak verildi.

Deneyin 2. Giinii:

LPS wuygulanmasindan 1 saat Oncesinde Kurkumin grubundaki deney
hayvanlarima 50 mg/kg kurkumin i.p. olarak verildi. LPS uygulanmasindan 1 saat
oncesinde Kuersetin grubundaki deney hayvanlarina 100 mg/kg kuersetin i.p. olarak
verildi. LPS uygulanmasindan 1 saat 6ncesinde Kombinasyon grubundaki deney
hayvanlaria 25 mg/kg kurkumin+50 mg/kg kuersetin igeren karigim 1.p olarak verildi.
LPS uygulanmasindan 1 saat Oncesinde tasiyict kontrol grubundaki deney

hayvanlarma %10 DMSO i.p olarak verildi.
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Yukaridaki enjeksiyonlardan sonra DMSO grubu disindaki deney hayvanlarina
5 mg/kg dozundaki LPS i.p olarak verildi. Sonrasinda hayvanlar 6 saat boyunca rat
grimace scale’e gore izlendi ve belirli araliklarla goriintiileri kaydedildi. LPS
uygulanmasindan sonraki 6. saatte deney hayvanlar1 sakrifiye edildi ve beyinleri
cikarilip buz iizerine koyuldu. Sakrifikasyon islemi tamamlandiktan sonra toplanan
beyinlerin hipokampiis ve prefrontal loblar1 buz iizerinde tiim beyinden disseke
edilerek ayristirildi.  Ayristirilan bu dokular daha sonra ilgili biyokimyasal

parametreleri ol¢iilmek tizere -80 °C sakland.

3.5 Biyokimyasal Olciimler
3.5.1 Doku Homojenatinin Hazirlanmas1

NF-xB, TNF-a, IL-1B 6lgtimleri ve NLRP-3, ZO-1, Claudin-5 6l¢timleri i¢in
beynin iki ayri lobundan hipokampiis ve prefrontal korteks bdolgeleri kullanildi.
Dokularin homojenizasyonu esnasinda prefrontal korteks ve hipokampiis tek bir
homojenat olusturacak sekilde homojenize edildi. NF-kB, TNF-q, IL-1f dl¢limlerinde
kullanilmak amaciyla doku homojenat hazirlanmasi siirecinde ilk etapta dokular
tartildi. Daha sonra bu dokular kitlerin prospektiisiinde belirtildigi sekilde agirlik (mg):
hacim (uL) = 1:9 olacak sekilde soguk PBS ile cam homojenizatérde buz iizerinde
homojenize edildi. Daha sonrasinda berrak bir goriiniim elde etmek amaciyla
sonikasyon cihazi kullanildi. Elde edilen homojenat iki tiipe ayrildi. Bunlardan birisi
NF-«kB 6l¢iimii i¢in +4 °C, 10000g’ de 5 dk santrifiij edildi ve elde edilen siipernatant
-80 °C’ye kaldirildi. Diger kisim +4 °C, 5000g’ de 7 dk santrifiij edildi ve elde edilen
stipernatant TNF-a ile IL-1p 6l¢iimii i¢in -80 °C’ye kaldirild1.

NLRP-3, ZO-1, Claudin-5 6l¢timlerinde kullanilmak amaciyla doku homojenat
hazirlanmas: siirecinde ilk etapta dokular tartildi. Daha sonra bu dokular kitlerin
prospektiisiinde belirtildigi sekilde uygun lizis tampon ¢ozeltileri kullanilarak doku
ogiitiiciisii ile homojenize edildi. NLRP-3 i¢in elde edilen homojenat 18000g de 20 dk
santrifiij edildi ve elde edilen siipernatant -80 dereceye kaldirildi. ZO-1 ve Claudin-5
Olctimlerinde kullanilmak amaciyla hazirlanan homojenat 10000g de 5 dk santrifiij

edilerek -80 dereceye kaldirildi.
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3.5.2 ELISA Yéntemiyle Biyokimyasal Olgiimlerin Yapilmasi

Tablo 6: Kitlerin Marka ve Yontemleri

TEST ADI MARKA ADI YONTEM

Z0-1 USCN ELISA

Claudin-5 MyBioSource ELISA

TNF-a Reed Biotech ELISA

IL-1PB Reed Biotech ELISA

NF-kB ELK Biotechnology ELISA

NLRP-3 Abcam ELISA

Doku Protein Olgiimii Pierce™(Thermo BCA Protein Olgiimii

Scientific)

10.

3.5.2.1 ZO-1 ELISA Test Prosediirii

. Calismadan 6nce tiim drnekler, soliisyonlar ve mikroplaka oda sicakligina

getirildi.

Standartlar kit prosediiriinde belirlendigi sekilde hazirlandi.

Reaktif A ve reaktif B konsantre ¢ozeltileri kendi diliientleriyle 1:100
oraninda diliisyon yapilarak ¢alismaya uygun hale getirildi.

Mgili kuyucuklara 100 pL drnek ve standartlardan eklendi ve 37 °C, 60 dk
inkiibasyona birakild1.

Kuyucuklardaki sivilar alindi ancak yikama yapilmadi.

Her bir kuyucuga 100 pL reaktif A eklendi ve 37 °C, 60 dk inkiibasyona
birakildi.

350 puL yikama soliisyonu ile 3 kere yikama yapildi.

Her bir kuyucuga 100 pL reaktif B eklendi ve 37 °C, 30 dk inkiibasyona
birakildi.

350 pL yikama soliisyonu ile 5 kere yikama yapilda.

Her bir kuyucuga 90 pL siibstrat reaktifi eklendi ve 37 °C, 15 dk karanlikta

inkiibasyona birakild1.
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11.

10.

11

Her bir kuyucuga 50 pL. durdurma soliisyonu (siilfiirik asit) eklendi ve 450’nm

de absorbans 6l¢iildi.

3.5.2.2 Claudin-5 ELISA Test Prosediirii

. Calismadan 6nce tiim 6rnekler, soliisyonlar ve mikroplaka oda sicakligina

getirildi.
Standartlar kit prosediiriinde belirlendigi sekilde hazirlandi.

. Reaktif A ve reaktif B konsantre ¢ozeltileri kendi diliientleriyle 1:100

oraninda diliisyon yapilarak ¢alismaya uygun hale getirildi.
Igili kuyucuklara 100 uL 6rnek ve standartlardan eklendi ve 37 °C, 60 dk

inkiibasyona birakildu.

. Kuyucuklardaki sivilar alind1 ancak yikama yapilmadi.

Her bir kuyucuga 100 pL reaktif A eklendi ve 37 °C, 60 dk inkiibasyona
birakildi.

350 pL yikama soliisyonu ile 3 kere yikama yapildi.

Her bir kuyucuga 100 pL reaktif B eklendi ve 37 °C, 30 dk inkiibasyona
birakildi.

350 pL yikama soliisyonu ile 5 kere yikama yapildi.

Her bir kuyucuga 90 uL siibstrat reaktifi eklendi ve 37 °C, 15 dk karanlikta

inkiibasyona birakilda.

. Her bir kuyucuga 50 pL durdurma soliisyonu (stilfiirik asit) eklendi ve 450°’nm

de absorbans olciildii.

3.5.2.3 TNF-a ELISA Test Prosediirii

Calismadan 6nce tiim ornekler, soliisyonlar ve mikroplaka oda sicakligina
getirildi.

Standartlar kit prosediiriinde belirlendigi sekilde hazirlandi.

Biotinli-Antikor ve HRP (Horseradish Peroksidaz) konjugati konsantre
cozeltilerine kendi diliientleriyle 1:100 oraninda diliisyon yapilarak calismaya

uygun hale getirildi.
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. Ilgili kuyucuklara 100 pL drnek ve standartlardan eklendi ve 37 °C, 90 dk
inkiibasyona birakildi.

. 300 pL yikama soliisyonu ile 3 kere yikama yapildi.

. Her bir kuyucuga 100 pL biotinli antikor eklendi ve 37 °C, 60 dk
inkiibasyona birakild.

. 300 pL yikama soliisyonu ile 3 kere yikama yapildi.

. Her bir kuyucuga 100 uL. HRP konjugat1 eklendi ve 37 °C, 30 dk
inkiibasyona birakildi.

. 300 pL yikama soliisyonu ile 3 kere yikama yapildi.

. Her bir kuyucuga 100 pL siibstrat reaktifi eklendi ve 37 °C, 15 dk karanlikta
inkiibasyona birakild.

. Her bir kuyucuga 50 pL durdurma soliisyonu (stilfiirik asit) eklendi ve 450’ nm

de absorbans ol¢iildi.

3.5.2.4 IL-1B ELISA Test Prosediirii

. Calismadan 6nce tiim 6rnekler, soliisyonlar ve mikroplaka oda sicakligina
getirildi.

Standartlar kit prosediiriinde belirlendigi sekilde hazirlandi.

. Biotinli-Antikor ve HRP konjugati konsantre ¢ozeltilerine kendi
diltientleriyle 1:100 oraninda diliisyon yapilarak ¢alismaya uygun hale
getirildi.

. Ilgili kuyucuklara 100 pL &rnek ve standartlardan eklendi ve 37 °C, 90 dk
inkiibasyona birakild1.

. 300 pL yikama soliisyonu ile 3 kere yikama yapildi.

. Her bir kuyucuga 100 pL biotinli antikor eklendi ve 37 °C, 60 dk

inkiibasyona birakild1.

. 300 pL yikama soliisyonu ile 3 kere yikama yapildi.

. Her bir kuyucuga 100 uL. HRP konjugati eklendi ve 37 °C, 30 dk

inkiibasyona birakildi.

. 300 pL yikama soliisyonu ile 3 kere yikama yapildi.

. Her bir kuyucuga 100 pL siibstrat reaktifi eklendi ve 37 °C, 15 dk karanlikta
inkiibasyona birakildi.
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11. Her bir kuyucuga 50 uL durdurma soliisyonu (siilfiirik asit) eklendi ve

450’nm de absorbans 6l¢iildii.

3.5.2.5 NF-kB ELISA Test Prosediirii

1. Calismadan dnce tiim drnekler, soliisyonlar ve mikroplaka oda sicakligina
getirildi.

2. Standartlar kit prosediiriinde belirlendigi sekilde hazirlandi.

3. Biotinli-Antikor ve Streptavidin-HRP konsantre ¢ozeltilerine kendi
diliientleriyle 1:100 oraninda diliisyon yapilarak calismaya uygun hale
getirildi

4. Tlgili kuyucuklara 100 uL 6rnek ve standartlardan eklendi ve 37 °C, 80 dk
inkiibasyona birakildu.

5. 200 pL yikama soliisyonu ile 3 kere yikama yapild.

6. Her bir kuyucuga 100 pL biotinli antikor eklendi ve 37 °C, 50 dk
inkiibasyona birakildi.

7. 200 pL yikama soliisyonu ile 3 kere yikama yapildi.

8. Her bir kuyucuga 100 pL streptavidin HRP eklendi ve 37 °C, 50 dk
inkiibasyona birakilda.

9. 200 pL yikama soliisyonu ile 5 kere yikama yapildi.

10. Her bir kuyucuga 90 uL. TMB (3,3",5,5'-Tetramethylbenzidine) reaktifi
eklendi ve 37 °C, 20 dk karanlikta inkiibasyona birakildi.

11. Her bir kuyucuga 50 uL. durdurma soliisyonu (siilfiirik asit) eklendi ve 450

nm’de absorbans 6l¢iildii.

3.5.2.6 NLRP-3 ELISA Test Prosediirii

1. Calismadan once tiim 6rnekler, soliisyonlar ve mikroplaka oda sicakligina
getirildi.

2. Standartlar kit prosediiriinde belirlendigi sekilde hazirlandi.

3. Antikor karisim1 hazirlamak i¢in konsantre antikor soliisyonlarinin her
birinden 300 pL alindi ve antikor diliisyon soliisyonu ile 3 ml’ye tamamlandi.

4. Tlgili kuyucuklara 50 pL 6rnek ve standartlardan eklendi.
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5. Ornek ve standartlarin {izerine 50 L antikor karisimindan eklendi ve 400
rpm hizinda ¢alisan galkalayici lizerinde 1 saat oda sicakliginda inkiibasyona
birakildi.

6. 350 pL yikama soliisyonu ile 3 kere yikama yapildi.

7. Her bir kuyucuga 100 L. TMB reaktifi eklendi ve 400 rpm hizinda ¢alisan
calkalayici lizerinde oda sicakliginda, karanlikta 10 dk inkiibasyona birakildi.

8. Her bir kuyucuga 100 pL durdurma soliisyonu eklendi ve 450 nm’de

absorbans Olg¢iildii.

3.5.2.7 BCA Protein Ol¢iimii Test Prosediirii

1. BCA Reaktif A: BCA Reaktif B oran1 50:1 olacak sekilde karistirilarak
calisma reaktifi hazirlandi.

Kitte belirtildigi sekilde standartlar hazirland.

Igili kuyucuklara 25 pL 6rnek ve standartlardan eklendi.

Uzerlerine 200 L calisma reaktifi eklendi.

37 °C, 30 dk inkiibasyona birakild.

AN O i

562 nm’de absorbans 6l¢iildii.

3.6 istatistiksel Analiz

Deney modellerinde kullanilacak deney hayvani sayisini belirlemek amaciyla
kurkumin ve kuersetin polifenolleri kullanilarak yapilan iki deney hayvani ¢aligsmasi
gii¢ analizinde kullanild1 (110,111). Bes bagimsiz grubun karsilastirildig: bu
calismada; ANOVA F test icin etki bliytikligii "1" alinarak %95 giiven araligi %90
gii¢ ile toplam 6rnek biiytikliigi 20, her grup i¢in "4" olarak hesaplandi. Verinin her
grupta dagilimin parametrik 6zellige yaklasmasi ve/veya homojen dagilim
gostermemesi i¢in, her gruba en az 6 hayvan alinmasina karar verildi. Verilerin
normal dagilima uygunlugu Shapiro Wilk testi ile kontrol edilmistir. Siirekli veriler,
her grup i¢in tanimlayici olarak parametrik kosul saglanmasi nedeniyle ortalama ve
standart sapma ile sunuldu. Gruplarin karsilastirilmasinda ANOVA F test ve Posthoc
Bonferroni test uygulandi. Tiim testlerde P<0.05 hata istatistiksel olarak anlamli

kabul edilmistir.

34



4. BULGULAR

4.1 On Deneyler
4.1.1.Gozlemsel bulgular

Kan-Beyin bariyerinin bozulmasi ve sepsis gelismesi amaciyla literatiirde
belirtilen 24 saatlik siirenin sonucunda; 5 mg/kg LPS verilen 3 deney hayvaninin
Olmesi nedeniyle, 6n deney calismasi bekleme siiresi kisaltilarak yeniden planlandi.
Ikinci kez yapilan 6n deneyde, LPS grubundaki deney hayvanlarina 5 mg/kg LPS,
kontrol grubundaki deney hayvanlarima aymi miktarda SF verildi ve literatiirde
belirtilen diger bir siire olan 6 saat boyunca deney hayvanlari sepsis bulgulari agisindan
izlendi (112,113). LPS verilen deney hayvanlarinda agri bulgulari olan orbital
daralma, burun diizlesmesi, kulaklarin agilmasi ve biyiklarda diklesme 2. saatten
itibaren gozlenmeye baslandi. ikinci saat ile deney hayvanlarmin sakrifikasyonuna
kadar gegen siirede bu bulgular daha belirgin olarak gézlenmeye devam edildi (Sekil
5 ve Sekil 6). Evans blue verildikten 1 saat sonra deney hayvanlarinin kulak, burun
gibi u¢ uzuvlar1 ve 6n, arka ayaklarinin mavi bir renk aldig1 gézlendi (Sekil 7). Bu
durum bize evans blue boyasinin dolasimda dagiliminin gergeklestigini
gostermektedir. Perfiizyon asamasi i¢in karin boslugu acildiginda i¢ organlarin da
mavi renk aldig1 gozlendi (Sekil 8), ayrica sepsis bulgularindan olan Peyer plaklari

gozlendi (Sekil 9) (114,115).
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Sekil 6: LPS verildikten 6 saat sonra belirgin orbital daralma mevcut (On deney)
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Sekil 8: Evans blue sonrasi i¢ organlarin goriiniimii
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Sekil 9: Peyer Plaklar

4.1.2. Biyokimyasal bulgular

On deney calismasinda KBB gecirgenligi Evans blue boyasinin hipokampiis
ve prefrontal kortekste Olgiilmesiyle degerlendirilmistir. LPS verilmesinden 6 saat
sonrasinda LPS grubundaki deney hayvanlarinin hipokampiis ve prefrontal
korteksinden elde edilen homojenatta 6l¢iilen Evans blue boyasinin diizeyi ortalama
72,67+6,05 ng/mg, kontrol grubundaki deney hayvanlarinda Olciilen Evans blue
boyasinin diizeyi 18,7+1,82 ng/mg olarak ol¢iilmiistiir (Sekil 10). Bu sonuglarla deney
hayvanlarina 5 mg/kg LPS’nin i.p olarak verilmesinden 6 saat sonrasinda KBB’nin

bozuldugu anlasilmis ve bu veriler 1s181inda sepsis deney modeli olusturulmustur.
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Sekil 10: Evans Blue Diizeyleri (Hipokampiis+Prefrontal Korteks)

4.2 Deney modelinde polifenollerin etkinliginin degerlendirilmesi
4.2.1 Gozlemsel bulgular

Deneyde LPS verilmesinden sonra tiim deney hayvanlar1 6 saat boyunca rat
grimace scale ile degerlendirilmis ve deneyin baslangici ve 6. saatteki skorlar tablo
7, tablo 8, tablo 9 ve tablo10’da gosterilmistir. Deneyin 6. saatinde LPS grubundaki
deney hayvanlarinin belirgin sekilde letarjik, ¢evresel uyaranlara tepkilerinin azalmis
ve tilylerinin bakimsiz oldugu gozlenmistir (Sekil 11). Deneyin 6. saatinde;
kombinasyon grubunun 1 numarali deney hayvani disinda kurkumin, kuersetin ve
kombinasyon grubundaki deney hayvanlarinin hareketli, cevresel uyaranlara duyarh
ve tiiylerinin bakimli oldugu gézlenmistir (Sekil 12, Sekil 13 ve Sekil 14).
Kombinasyon grubundaki 1 numarali deney hayvanin ¢evresel uyaranlara tepkili

oldugu ancak hareketliliginde azalma oldugu gézlenmistir.
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Tablo 7: LPS Grubundaki Deney Hayvanlarinin Skorlanmasi

LPS Grubu

Orbital

Daralma

Burun

Diizlesmesi

Kulaklarin

Agilmasi

Biyiklarin
Diklesmesi

1.Hayvan (0.

Saat)

0

1.Hayvan (6.

Saat)

1

2.Hayvan (0.

Saat)

0

2.Hayvan (6.

Saat)

3.Hayvan (0.

Saat)

3.Hayvan (6.

Saat)

4.Hayvan (0.

Saat)

4.Hayvan (6.

Saat)

5.Hayvan (0.

Saat)

5.Hayvan (6.

Saat)

6.Hayvan (0.

Saat)

6.Hayvan (6.

Saat)

N O N O N O N O N O N O

N O N O N O N O N O N O

N O N O N O N O | O N O

Tablo 8: Kurkumin Grubundaki Deney Hayvanlarimin Skorlanmasi

Kurkumin Grubu

Orbital

Daralma

Burun Diizlesmesi

Kulaklarin

Agilmasi

Biyiklarin
Diklesmesi

1.Hayvan (0.

Saat)

0

0

1.Hayvan (6.

Saat)

0

1

2.Hayvan (0.

Saat)

0

2.Hayvan (6.

Saat)

3.Hayvan (0.

Saat)

3.Hayvan (6.

Saat)

4.Hayvan (0.

Saat)

4.Hayvan (6.

Saat)

5.Hayvan (0.

Saat)

5.Hayvan (6.

Saat)

6.Hayvan (0.

Saat)

6.Hayvan (6.

Saat)

S| O O O O O O o o o <o <o

O O O O O O O O o o <o <o
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Sekil 11: LPS Grubu
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Tablo 9: Kuersetin Grubundaki Deney Hayvanlarinin Skorlanmasi

Kuersetin Grubu Orbital Burun Diizlesmesi | Kulaklarin Biyiklarin
Daralma Agilmasi Diklesmesi

1.Hayvan (0. Saat) 0 0 0 0
1.Hayvan (6. Saat) 1 0 1 2
2.Hayvan (0. Saat) 0 0 0 0
2.Hayvan (6. Saat) 0 0 1 1
3.Hayvan (0. Saat) 0 0 0 0
3.Hayvan (6. Saat) 0 0 1 1

4. Hayvan (0. Saat) 0 0 0 0

4. Hayvan (6. Saat) 0 0 1 1
5.Hayvan (0. Saat) 0 0 0 0
5.Hayvan (6. Saat) 0 0 1 1
6.Hayvan (0. Saat) 0 0 0 0
6.Hayvan (6. Saat) 0 0 1 1

Tablo 10: Kombinasyon Grubundaki Deney Hayvanlarinin Skorlanmasi

Kombinasyon Orbital Daralma | Burun Kulaklarin Biyiklarin
Grubu Diizlesmesi Agilmasi Diklesmesi
1.Hayvan (0. Saat) | 0 0 0 0
1.Hayvan (6. Saat) | 2 1 1 1
2.Hayvan (0. Saat) | 0 0 0 0
2.Hayvan (6. Saat) | 0 0 0 1
3.Hayvan (0. Saat) | 0 0 0 0
3.Hayvan (6. Saat) | 0 0 0 1
4.Hayvan (0. Saat) | 0 0 0 0
4.Hayvan (6. Saat) | 0 0 0 1
5.Hayvan (0. Saat) | 0 0 0 0
5.Hayvan (6. Saat) | 0 0 0 1
6.Hayvan (0. Saat) | 0 0 0 0
6.Hayvan (6. Saat) | 0 0 0 1
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Sekil 12: Kurkumin Grubu
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Sekil 13: Kuersetin grubu
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Sekil 14: Kombinasyon grubu
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4.2.2 Biyokimyasal Bulgular

4.2.2.1 ZO-1 Sonuclart
Gruplardaki ZO-1 diizeyleri tablo 11°de gosterilmistir. Gruplar birbirleriyle

karsilastirildiginda, LPS grubunda ZO-1 diizeyi, tasiyict kontrol grubuna kiyasla

istatistiksel olarak anlamli diisik saptandi (<0,001).

Kurkumin, kuersetin ve

kombinasyon uygulanan gruplarinin ZO-1 diizeyleri ise LPS grubuna gore istatistiksel

olarak anlamli yiiksek saptandi (p degerleri tabloda verilmistir). Buna karsin,

kurkumin, kuersetin ve kombinasyon gruplarimin ZO-1 diizeyleri arasinda ise

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi.

Tablo 11: ZO-1'in deney gruplari arasi karsilastirilmasi

p (Post Hoc
Grup mean SD ptotal-F Post-Hoc grup Bonferoni Testi)
LPS 179.6 20,6 LPS-Tasiyici kontrol <0,001
LPS-Kurkumin 0,011
LPS-K ti 0,013
Tastyici kontrol 328,5 37,9 uerse™ !
LPS-Kombinasyon 0,020
T k [-Kurkumi 1
Kurkumin 2380 343 <0001 astyici kontrol-Kurkumin 0,00
Taslyicl kontrol-Kuersetin 0,001
Taslyici kontrol-
Kuersetin 2382 34,9 Kombinasyon <0,001
Kurkumin-Kuersetin 1,000
Kurkumin-K i 1
Kombinasyon 2337 42,1 urkumin-Kombinasyon ,000
Kuersetin-Kombinasyon 1,000
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4.2.2.2 Claudin-5 Sonuclari
Gruplardaki Claudin-5 diizeyleri tablo-12’de gosterilmistir.  Gruplar

birbirleriyle karsilagtirildiginda, LPS grubundaki claudin-5 diizeyi tasiyict kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamlhi diisiik Olctildii (<0,001). Kurkumin,
kuersetin ve kombinasyon uygulanan gruplarin claudin-5 diizeyleri ise LPS grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek saptandi (p degerleri tabloda verilmistir).
Kurkumin, kuersetin ve kombinasyon gruplarmin Claudin-5 diizeyleri arasinda ise

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi.

Tablo 12: Claudin-5'in deney gruplari arasi karsilastirilmasi

p (Post Hoc
Grup mean SD ptotal-F Post-Hoc grup Bonferoni Testi)
LPS 208,0 16,2 LPS- Tastyici kontrol <0,001
LPS-Kurkumin <0,001
LPS-K ti <0,001
Tastyici kontrol 349,6 27,3 el ’
LPS-Kombinasyon <0,001
T kontrol -Kurkumi 0,001
Kurkumin 284,2 19,9 g pp —yic KOO “RurKumin ’
Taslyici kontrol -Kuersetin <0,001
Taslyici kontrol -
Kuersetin 278,8 23,4 Kombinasyon <0,001
Kurkumin-Kuersetin 1,000
Kurkumin-Kombi 1,000
Kombinasyon 278,8 32,9 urkumin-fombinasyon !
Kuersetin-Kombinasyon 1,000
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4.2.2.3 TNF-a Sonuglart
Gruplardaki TNF-a diizeyleri tablo-13’te gosterilmistir. Gruplar birbirleriyle

karsilastirildiginda, LPS grubundaki TNF-a diizeyi tasiyict kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli yiiksek Ol¢iildii (<0,001). Kurkumin, kuersetin ve
kombinasyon uygulanan gruplarin TNF-a diizeyleri ise LPS grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli diisiik saptandi (p degerleri tabloda verilmistir). Kurkumin, kuersetin
ve kombinasyon gruplarinin TNF-qo diizeyleri arasinda ise istatistiksel olarak anlamli

bir fark saptanmadi.

Tablo 13: TNF-a'min deney gruplari arasi karsilastirilmasi

p (Post Hoc
Grup mean SD ptota-F Post-Hoc grup Bonferoni Testi)
LPS 130,6 11,9 LPS- Taslyici kontrol <0,001
LPS-Kurkumin <0,001
LPS-K ti <0,001
Tastyici kontrol 499 6,2 UGB !
LPS-Kombinasyon <0,001
T k | -Kurkumi 1
Kurkumin 935 93 <0.001 asiyicl kontrol -Kurkumin <0,00
Taslyici kontrol -Kuersetin <0,001
Taslyici kontrol -
Kuersetin 95,7 12,9 Kombinasyon <0,001
Kurkumin-Kuersetin 1,000
Kurkumin-Kombi 1,000
Kombinasyon 904 7,6 urkumin-fombinasyon ’
Kuersetin-Kombinasyon 1,000
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4.2.2.4 IL-1 Sonuglart
Gruplardaki IL-1fB diizeyleri tablo-14’te gosterilmistir. Gruplar birbirleriyle

karsilastirildiginda, LPS grubundaki IL-1fB diizeyi tastyici kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli yiiksek Ol¢iildii (<0,001). Kurkumin, kuersetin ve
kombinasyon uygulanan gruplarin IL-1f diizeyleri ise LPS grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli diisiik saptandi (p degerleri tabloda verilmistir). Kurkumin, kuersetin
ve kombinasyon gruplarinin IL-1p diizeyleri arasinda ise istatistiksel olarak anlamli

bir fark saptanmadi.

Tablo 14: IL1’nin deney gruplari arasi karsilastirilmasi

p (Post Hoc
Grup mean SD ptota-F Post-Hoc grup Bonferoni Testi)
LPS 2473 10,7 LPS- Taslyici kontrol <0,001
LPS-Kurkumin <0,001
LPS-K ti <0,001
Tastyici kontrol 69,5 3,8 UGB !
LPS-Kombinasyon <0,001
T k | -Kurkumi < 1
Kurkumin 1765 65 <0001 asiyicl kontrol -Kurkumin 0,00
Taslyici kontrol -Kuersetin <0,001
Taslyici kontrol -
Kuersetin 186,7 5,9 Kombinasyon <0,001
Kurkumin-Kuersetin 0,187
Kurkumin-Kombi 1,000
Kombinasyon 178,5 6,2 urkumin-fombinasyon ’
Kuersetin-Kombinasyon 0,544
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4.2.2.5 NF-kB Sonuclart
Gruplardaki NF-kB diizeyleri tablo-15’te gosterilmistir. Gruplar birbirleriyle

karsilastirildiginda, LPS grubundaki NF-kB diizeyi tastyici kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli yiiksek Ol¢iildii (<0,001). Kurkumin, kuersetin ve
kombinasyon uygulanan gruplarin NF-xB diizeyleri ise LPS grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli diisiik saptandi (p degerleri tabloda verilmistir). Kurkumin, kuersetin
ve kombinasyon gruplarinin NF-«kB diizeyleri arasinda ise istatistiksel olarak anlamli

bir fark saptanmadi.

Tablo 15: NF-kB'nin deney gruplari arasi karsilastirilmasi

p (Post Hoc
Grup mean SD ptotal-F Post-Hoc grup Bonferoni Testi)
LPS 5584 32,7 LPS- Taslyici kontrol <0,001
LPS-Kurkumin <0,001
LPS-K ti <0,001
Tastyici kontrol 173,1 19,0 o c L !
LPS-Kombinasyon <0,001
T k | -Kurkumi 1
Kurkumin 4143 186 <0001 asiyicl kontrol -Kurkumin <0,00
Taslyici kontrol -Kuersetin <0,001
Taslyici kontrol -
Kuersetin 408,7 12,7 Kombinasyon <0,001
Kurkumin-Kuersetin 1,000
Kurkumin-K i 1
Kombinasyon 4013 95 urkumin-Kombinasyon ,000
Kuersetin-Kombinasyon 1,000

50



4.2.2.6 NLRP-3 Sonuclari
Gruplardaki NLRP-3 diizeyleri tablo-16’da gosterilmistir. Gruplar birbirleriyle

karsilastirildiginda, LPS grubundaki NLRP-3 diizeyi tasiyici kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli yiiksek Ol¢iildii (<0,001). Kurkumin, kuersetin ve
kombinasyon uygulanan gruplarin NLRP-3 diizeyleri ise LPS grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli diigiik saptandi (p degerleri tabloda verilmistir).
Kurkumin, kuersetin ve kombinasyon gruplarinin NLRP-3 diizeyleri arasinda ise

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi.

Tablo 16: NLRP-3'iin deney gruplari arasi karsilastirilmasi

p (Post Hoc
Grup mean SD ptotal-F  Post-Hoc grup Bonferoni Testi)
LPS 132 25 LPS- Taslyici kontrol <0,001
LPS-Kurkumin 0,017
LPS-K ti 0,032
Tastyici kontrol 7,8 1,0 o © L ’
LPS-Kombinasyon 0,007
T kontrol -Kurkumi 0,548
Kurkumin 98 13 <0001 astyici kontrol -Kurkumin ,
Tastyici kontrol -Kuersetin 0,319
Taslyici kontrol -
Kuersetin 10,0 1,7 Kombinasyon 1,000
Kurkumin-Kuersetin 1,000
Kurkumin-Kombi 1,000
Kombinasyon 9,4 1,7 urkumin-fombinasyon ’
Kuersetin-Kombinasyon 1,000
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5. TARTISMA

Sepsis yogun bakim iinitelerinde yatan hastalardaki 6liim nedenleri arasinda
Oonemli orana sahip bir hastaliktir. Diinya {lizerindeki insidansi siirekli artan sepsis
morbidite ve mortalitenin en 6nemli sebeplerinden birisi olarak karsimiza ¢ikmaktadir
(116). Organ disfonksiyonu sepsiste ger¢eklesen en dnemli komplikasyonlardandir.
Ozellikle beynin etkilenmesi sepsiste yaygin olarak ortaya ¢ikan bir komplikasyondur
ve sonug olarak sepsis iliskili ensefalopati gelismektedir. Sepsis iligki ensefalopatide
klinik, konflizyondan komaya kadar uzanmaktadir (24). Sepsis tedavisi temel olarak
hemodinamik dengenin korunmasi, enfeksiyonun kontrolii ve konagin immiin
yanitinin diizenlenmesini kapsamaktadir (117). Ozellikle konagm immiin yanitinin
diizenlenmesi sepsis tedavisinde giincel arastirma konularindan bir tanesidir. Bu
amagla polifenollerin sepsis iizerindeki etkileri ile ilgili bir¢ok ¢alisma yapilmis ve bu
polifenollerden olan kurkumin ve kuersetin sepsis iizerinde olumlu etkileri ile 6ne

¢ikan polifenoller olmustur (118-123).

Polifenoller arasinda; kurkumin ve kuersetin, antioksidan ve immiinmodiilator
ozelliklere sahip olan ve sepsis tedavisi agisindan umut vaad eden polifenoller olarak
one ¢ikmaktadirlar. Sepsis iligkili ensefalopatinin patofizyolojisinde NF-kB sinyal
yolagy, reaktif oksijen tiirlerindeki artis, proinflamatuar sitokinlerdeki artis ve NLRP-
3 inflamazomu 6nemli bir yer tutmaktadir. Hem kurkumin hem de kuersetinin sepsis
patofizyolojisinde etkili olan bu sinyal yolaklar1 lizerinde baskilayici bir etkiye sahip
olduklar1 bilinmektedir (99,124). Bu iki polifenol kombinasyonunun antiinflamatuar
etkilere sahip oldugu gosterilmis olmasina ragmen, bu iki polifenol kombinasyonunun
sepsis iligkili ensefalopati {izerindeki etkilerini inceleyen bir caligma literatiirde
mevcut degildir (125). Bu calismada kullanilan polifenollerin farkli yolaklar tizerinde
farkl1 diizeylerde etkiye sahip olabilecegi diisiiniilerek iki polifenoliin kombine

edilmesi ile daha gii¢lii sinerjik bir etki olusabilecegi hipotezlenmistir.

Arastirmamizda sepsis deney modelini olusturulmak amaci ile LPS uygulamasi
tercih edilmistir. Deneysel sepsis modelleri peritonit modelleri ve toksin modelleri
seklinde iki gruba ayrilmaktadir. Cekal ligasyon ve perforasyon peritonit olusturulan
modeller arasinda, LPS uygulamasi ise toksin ile olusturulan modeller arasinda 6n

plana ¢ikmaktadir. Cerrahi bir model olan CLP modelinde sepsis olusumu, bagirsakta
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olusturulan perforasyon sonucunda diskinin disar1 ¢ikarak peritonit olusturmasina
dayanmaktadir. Bu yoniiyle CLP insanda olusan sepsise en benzer sepsisi olusturan
model olmasina ragmen, bu modelin bir¢ok dezavantaji da bulunmaktadir. Cerrahi bir
model olmasi nedeniyle uygulayan kisiye baglh degiskenlikler ve standardizasyonun
saglanmasindaki zorluklar en 6ne ¢ikan dezavantajlar arasinda yer almaktadir. Ayrica
bu modelde bagirsaktan sizan diski ve buna bagli olarak bakteri miktarinin
ayarlanmasindaki zorluk, olusturulan deney modelindeki sepsis siddetini ayarlamakta
giicliik olusturmaktadir. Bunun disinda cerrahi modelin olusturulmasindaki
basarisizlik ve sonug olarak sepsisin tetiklenememesi de bu modelin zayif yonleri
arasinda yer almaktadir. LPS modeli ise polimikrobiyal bir sepsis olusturamadigindan
insanda gelisen sepsisi tam olarak yansitamamasina ragmen, uygulayana bagl
farkliliklardan etkilenmemesi sayesinde daha kontrollii ve daha iyi standardize edilmis
bir model olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Bunun yani sira LPS modelinde doz
ayarlamasi sayesinde olusturulan sepsisin siddeti ayarlanabilmektedir. Tim bu
avantajlarindan dolayr calismamizda LPS ile sepsis modeli olusturulmasi tercih
edilmistir (126). Yapilan ¢alismalarda 5 mg/kg LPS (i.p) verilen ve 6 saat sonra
sakrifiye edilen Wistar albino sicanlarda beyin dokusunda inflamatuar belirteclerin
yiikseldigi ve noroinflamasyonun tetiklendigi gosterilmistir (112,113). Bu nedenle
yaptigimiz calismada da bu doz ve slire sepsis modelinin olusturulmasi amaciyla

secilmistir.

Kan beyin bariyerindeki bozulma sepsis iligkili ensefalopatinin
patofizyolojisinde dnemli bir yer tutmaktadir. KBB’nin yapisindaki bozulma beynin
norotoksik maddelere dogrudan maruziyetine yol agmakta ve proinflamatuar sitokin
sentezleyen hiicreleri uyarmaktadir. Tiim bu olaylarin sonucunda néroinflamatuar
yolaklar aktive olarak sepsis iliskili ensefalopati gelismesine neden olmaktadir (24).
KBB gegirgenligini degerlendirmek amaciyla birgok yontem kullanilmasina ragmen
yiiksek molekiil agirlig1 nedeniyle saglam bir KBB’yi gegemeyen Evans blue boyas1
ile KBB gec¢irgenliginin degerlendirilmesi en yaygin kullanilan yontemlerden birisi
olarak karsimiza cikmaktadir (109). Bu nedenle yaptigimiz calismada, sepsis
modelinin dogrulanmasi i¢in Evans blue boyasi ile KBB gecirgenliginin 6lgiilmesi

kullanildi. LPS grubundaki hayvanlarin beyin dokularinda olciilen Evans blue
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diizeylerinin kontrol grubundan yiiksek saptanmasi sonucunda olusturulan sepsis

modeli dogrulanmis oldu ve deneyin ikinci kismina bu modelle devam edildi.

Deney hayvanlarina intraperitoneal yoldan LPS verilmesi ile olusturulan sepsis
modelinde, LPS uygulanmasindan 24 saat 6nce ve 1 saat 6nce kurkuminin tek basina,
kuersetinin tek basina ve kurkumin ile kuersetinin birlikte uygulanmasinin sepsis
iliskili ensefalopati tlizerindeki etkileri inflamasyon belirtegleri ve kan-beyin bariyeri
proteinlerinin diizeyleri ile degerlendirildi. Oral kullanimda diisiik biyoyararlanima
sahip olmasi nedeniyle kurkuminin ve kuersetinin i.p yoldan verilmesi tercih edilmistir

(127,128).

Kumari ve ark. 2017 yilinda yaptiklar bir caligmada LPS (10 mg/kg, i.p) ile
sepsis modeli olusturulan deney hayvanlarinda, LPS verilmesinden 1 saat 6nce 20
mg/kg dozunda verilen kurkuminin (i.p) mortaliteyi ve serum TNF-a diizeylerini
azalttig1 gosterilmistir (129). Lu ve ark. tarafindan yapilan bir ¢aligmada ise LPS (5
mg/kg, 1.p) ile sepsis modeli olusturulan deney hayvanlarinda LPS ile es zamanl
verilen 20 mg/kg kurkuminin sepsis iliskili vazokonstriksiyon ve E-selektin
diizeylerini azalttig1 ortaya konulmustur (110). Literatiirdeki caligmalar referans
alinarak; yaptigimiz ¢alismada kullanilan kurkumin dozu, kurkumin grubu i¢in 50
mg/kg ve kombinasyon grubu i¢in 25 mg/kg olarak belirlendi. Yapilan ¢aligmalarda
kurkuminin LPS uygulanmasindan 1 saat 6nce etkili oldugu gosterildigi i¢in caligmada
kurkumin verilme zamanlarindan birisi olarak bu saat tercih edilmistir. Ayrica
kurkuminin daha uzun vadeli etkilerinden de faydalanmak amaciyla LPS

uygulanmasinda 24 saat dncesinde de kurkumin uygulamasi yapilmistir.

Chang ve ark. tarafindan 2013 yilinda yapilan ¢alismada LPS (10 mg/kg, i.p)
ile sepsisin tetiklendigi deney hayvanlarina i.p olarak uygulanan 50 mg/kg ve 100
mg/kg kuersetinin proinflamatuar sitokinler olan IL-1p ve TNF-a diizeylerinde diisiise
neden oldugu ortaya konulmustur (101). Tang ve ark. tarafindan 2009 yilinda yapilan
calismada yine ayni sekilde 10 mgkg LPS (i.p) ile sepsis tetiklenen deney
hayvanlarinda 50 mg/kg ve 100 mg/kg kuersetinin(i.p) TNF-a diizeylerinde ve
mortalite oranlarinda diisise neden oldugu gosterilmigtir (111). Literatiirdeki
caligmalar referans alinarak; yaptigimiz ¢alismada da kullanilan kuersetin dozu,

kuersetin grubu i¢in 100 mg/kg ve kombinasyon grubu i¢in 50 mg/kg olarak belirlendi.
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Lipopolisakkarid uygulamasi ile hiicre ylizeyinde bulunan TLR-4 etkilesimi
sonucunda ¢ok basamakli bir sinyal yolag:1 aktive olmaktadir. Bunun sonucunda NF-
kB aktive olarak niikleusa ge¢mekte, NLRP3 inflamazomunun olusumunu ve
proinflamatuar sitokin sentezini uyarmaktadir (130). Bu nedenle NF-xB, TNF-a, IL-
1B ve NLRP-3 sepsiste gelisen inflamasyonu degerlendirmek amaciyla birgok
calismada belirte¢ olarak kullanilmistir (131-133). Kan-beyin bariyeri beyin
homeostazisini saglayan énemli bir yapidir. Kan-beyin bariyerindeki bozulma sepsis
iliskili ensefalopatinin gelismesinde ©Onemli bir rol oynamaktadir (134). Siki
baglantilar, bagirsak ve beyin gibi organlarda bulunan ve dokular arasinda bariyer
olusturan yapilardir. Kan beyin bariyerinin yapisinda bulunan siki baglantilar temel
olarak okludin, claudinler gibi transmembran proteinler, zonula okludens proteinleri
ve hiicre iskeleti proteinlerinden olusmaktadir. Claudin-5 proteini kan beyin
bariyerinin biitiinligiinden ve hiicreler arasi gecirgenlikten sorumluyken, ZO-1
proteinleri ise siki baglantilarin diizenlenmesi ve sinyal iletiminde gorev almaktadir.
Bu proteinlerin beyin dokusundaki diizeylerinin kan beyin bariyerinin gegirgenligiyle
iligkili oldugu gosterilmistir (135). Bu bilgiler temel alinarak calismamizda beyin
dokusundaki noéroinflamasyon NF-kB, TNF-a, IL-13 ve NLRP-3 6l¢timleri ile, kan-

beyin bariyerindeki bozulma ise ZO-1 ve Claudin-5 dl¢iimleri ile degerlendirilmistir.

Elde edilen veriler degerlendirildiginde LPS grubunda, tasiyict kontrol
grubuna kiyasla ZO-1 ve claudin-5 diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
diisiik; TNF-a, IL-1B, NF-«B ve NLRP-3 diizeyleri ise istatistiksel olarak anlaml1 bir
sekilde yliksek olarak ol¢iildii ve bu durum bize olusturdugumuz deney modelinde 5
mg/kg LPS verilmesi sonucunda kan-beyin bariyerinin bozuldugunu ve
noroinflamasyonun tetiklendigini gostermis oldu. Sonuglar polifenoller agisindan
degerlendirildiginde ise kan beyin bariyeri proteinlerinden olan Claudin-5 ve ZO-1
diizeyleri; kurkumin, kuersetin ve kombinasyon grubunda LPS grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha yiiksek saptandi. Noroinflamasyon
belirteclerinden olan TNF-a, IL-1B, NF-kB ve NLRP-3 diizeylerinin ise; kurkumin,
kuersetin ve kombinasyon grubunda LPS grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml
bir sekilde diisiik oldugunu tespit ettik. Bu durum bize kurkumin ile kuersetinin tek
baslarina ve kombine uygulanmasinin LPS ile tetiklenen SIE’ de tedavi edici ya da

Onleyici bir etkisinin oldugunu gostermis oldu. Ancak kurkumin ve kuersetin
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kombinasyonunun, bu iki polifenoliin tek basina verilmesine kiyasla noéroinflamasyon

tizerinde anlamli bir fark yaratmadigi saptandi.

Antinflamatuar etkilere sahip olan kurkuminin néroinflamasyonu azaltigini
cesitli yolaklar ve belirtegler iizerinden gosteren ¢alismalar literatiirde mevcuttur. Oz
ve Erdal’in 2024 yilinda yaptig1 bir ¢calismada LPS ile indiiklenen sepsis iligkili
noroinflamasyon modeli olusturulan farelerde, kurkumin verilen gruptaki farelerin
beyin dokusunda 6l¢iilen TNF-a diizeyinin LPS grubuna kiyasla anlamli bir sekilde
diistik oldugu bildirilmistir (136). Hooshmand ve Asoodeh’in 2024 yilinda yaptig1 bir
baska caligmada LPS ile inflamasyonun indiiklendigi mikroglia hiicrelerinde TNF-a
ve IL-1B diizeylerinin, kurkumin uygulanmasiyla azaldig: ortaya konulmustur (137).
Kurkumin néroinflamasyonu baskilayict bu etkisini birden ¢ok yolak ve molekiiler
yap1 iizerinden iizerinden gostermektedir. Bu molekiiler yapilar arasinda NF-«B ve
proinflamatuar sitokinler 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu konuda 2021 yilinda yapilan
bir caligmada, iskemik inme modeli olusturulan sicanlarda intraperitoneal yoldan
verilen kurkuminin, sepsis patofizyolojisinde de etkili olan NF-xB p65 ve kan-beyin
bariyerine zarar veren MMP-9 diizeylerini disiirdiigii ortaya konulmustur. Ayni
calismada ayrica kurkumin verilen deney hayvanlarinda ZO-1 ile Claudin-5
diizeylerinin ve kan beyin bariyeri gegirgenliginin korundugu ortaya konulmustur
(71). Wu ve ark. tarafindan 2021 yilinda yapilan bir ¢aligmada ise arsenik trioksit
tarafindan norotoksitite tetiklenen deney hayvanlarina kurkumin tedavisi
uygulanmistir. Bu ¢aligmada kurkumin uygulanmasinin beyin dokusunda NF-xB ve
proinflamatuar sitokinlerden olan TNF-a, IL-1pB, IL-6, IL-2 diizeylerinde bir diisiise
neden oldugu gosterilmis, ayrica kurkuminin beyin dokusundaki ZO-1 diizeylerini
korudugu da ortaya konulmustur (138). Bir inflamazom molekiilii olan ve piropitozisle
iliskili olan NLRP-3 molekiilii, kurkuminin noroinflamayonun azaltilmasi amaciyla
etki ettigi molekiillerden bir digeri olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Gan ve ark.
tarafindan 2022 yilinda yapilan bir calismada norotoksitite ve nodroinflamasyon
tetiklenen deney hayvanlarina kurkumin tedavisi verilmistir. Bu ¢alismada da
kurkuminin deney hayvanlarinin beyin dokusunda hem NF-«xB diizeylerinde hem de
piropitozis iliskili molekiiler yapilardan olan NLRP-3, IL-1p ve IL-18 diizeylerinde
bir diislise neden oldugu ortaya konulmustur (139). Yapilan ¢aligmalar géz Oniine

alindiginda, kurkuminin, ndéroinflamasyon ile iligkili molekiiler yapilar ve KBB’deki

56



sik1 baglant1 proteinleri {lizerindeki etkileri ile ilgili verilerin bizim g¢aligmamizda

buldugumuz sonuglarla uyumlu oldugu goriilmektedir.

Flavanoid ailesine ait olan kuersetin, ndroinflamasyonu azaltic1 ve kan beyin
bariyerinin bozulmasini dnleyici etkilere sahiptir ve bu etkileri bir¢ok farkli yolak ve
molekiiler yapi iizerinden yerine getirmektedir. Bu molekiiler yapilar arasinda NF-kB,
proinflamatuar sitokinler ve NLRP-3 6nemli bir yer tutmaktadir (140). Yang ve ark.
2024 yilinda yaptig1 bir calismada g¢ekal ligasyon ile sepsis iliskili ensefalopati
tetiklenen deney hayvanlarinda kuersetinin proinflamatuar sitokin diizeylerini ve
mikroglial aktivasyonu azaltti§i gosterilmistir. Ayn1 c¢alismada LPS ile
noroinflamasyon modeli olusturulan mikroglia hiicrelerinde kurkuminin NF-kB ve
NLRP-3 diizeylerini azalttig1 da ortaya konulmustur (141). Lee ve ark. 2020 yilinda
yaptig1 bir baska c¢alismada lateral ventrikiil igerisine LPS uygulanarak
noroinflamasyon olusturulan deney hayvanlarinda kuersetin uygulanmasinin,
proinflamatuar sitokinlerden olan IL-6 ve IL-1P, ayrica NF-xB’nin beyin dokusunda

Olciilen diizeylerini anlamli bir sekilde diisiirdiigii ortaya konulmustur (142).

Kuersetin noroinflamatuar yolak iizerindeki etkilerinin yanisira, kan beyin
bariyerinde bulunan siki baglanti proteinleri ilizerinde de koruyucu etkilere sahip
oldugunu gosteren ¢aligmalar mevcuttur. Jin ve ark. tarafindan 2019 yilinda yapilan
bir caligmada serebral iskemi reperfiizyon modeli olusturulan deney hayvanlarina
kuersetin uygulanmasmin Claudin-5 ve ZO-1 diizeylerini diisiirdiigii ve kan beyin
bariyeri geg¢irgenligi azalttig1 ortaya konulmustur (143). Ayrica norotoksitite modeli
olusturulan deney hayvanlarinda 2013 ve 2022 yillarinda yapilan iki ¢alismada
kuersetin uygulanmasinin, claudin-5 ve ZO-1 proteinlerinin beyin dokusundaki
miktarlarinin azalmasini engelledigi ortaya konulmustur (144,145). Kuersetinin
noroinflamasyon ve sepsis iligkili ensefalopati iizerindeki etkilerini degerlendiren
caligmalarda elde edilen sonuglar, ndroinflamasyon belirtegleri ve kan beyin bariyeri
proteinlerinin diizeyleri agisindan bizim c¢alisgmamizda elde ettigimiz sonuclarla

uyumludur.

Sonug olarak yapilan bu ¢alisma ile 5 mg/kg LPS’nin i.p olarak verilmesi ile
olusturulan sepsis modelinde, kurkumin ve kuersetin polifenol kombinasyonunun LPS

uygulanmasindan 24 saat ve 1 saat 6nce verilmesi ile LPS ile indiiklenen inflamatuar
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yanit ve KBB bozulmasinin anlamli diizeyde dnlenebilecegini ancak polifenollerin tek
baslarina ve kombinasyon olarak verilmeleri arasinda beyindeki inflamatuar
belirtecler ve KBB’deki siki baglanti proteinlerinin diizeyleri agisindan anlamli bir
fark olusmadigi saptanmustir. Literatiirde kurkumin ve kuersetin kombinasyonun
sepsis lizerindeki etkilerini degerlendiren bagka calisma olmadig1 i¢in kombinasyon
ile ilgili verileri karsilagtirma olanagimiz bulunmamaktadir. Ancak, hipotetik olarak
sinerjik ve daha giiclii bir etki olusturmasini diislindiiglimiiz kombinasyon dozunun ve
verilme siirelerinin degistirilmesi ile yapilacak yeni ¢alismalarda farkli sonuglarin elde
edilebilecegini diistinmekteyiz. Aragtirmamizin 6nemli kisitliliklart arasinda farkli doz
ve slirelerin denenememesi yer almasina karsin, bu alanda gelecekte yapilacak

arastirmalar icin elde edilen verilerin bir temel olusturacagini 6ngérmekteyiz.

6. SONUC VE ONERILER

1. Bu c¢alismada LPS verilerek sepsis modeli olusturulan deney hayvanlarinda
kurkumin, kuersetin ve kurkumin-kuersetin kombinasyon uygulanmalarinin beyindeki
inflamasyonu azalttig1 ve sik1 baglant1 proteinlerini korudugu ortaya konulmustur.

2. Calismada kurkumin ve kuersetin kombinasyonunun sepsis iliskili ensefalopati
nedenli beyin dokusunda gelisen inflamasyonu baskilamadaki etkinligi, bu iki
polifenoliin tek baslarina kullanilmalariyla kiyaslandiginda arada anlamli bir fark
olmadig1 saptanmuistir.

3. Calismanin O6nemli kisithiliklar1 arasinda farkli kombinasyon dozlarinin ve
uygulama zamanlarmin denenememesi yer almaktadir.

4. Gelecekte yapilacak calismalarda farkli kombinasyon dozlar1 ve uygulama

zamanlar1 denenerek farkli sonuclarin elde edilebilecegini diistinmekteyiz.
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