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1. GIRIS

Glinlimiizde norodejeneratif hastaliklar ciddi mortalite ve morbidite nedeni
olup, etyopatogeneze ve tedavide kullanabilecek ajanlara yonelik arastirmalar devam
etmektedir. Norodejeneratif hastaliklarin  temelinde yatan faktorlerden biri
noroinflamatuar sdreclerdir. NOroinflamasyon, santral sinir sisteminde (SSS)
bagisiklik tepkisinin mikroglia ve astrositler tarafindan aktivasyonudur. Tipik olarak
noroinflamasyon, SSS hasarina, inflamatuar ve enfeksiy6z nedenlere, serebral
iskemiye, toksinlere yanit olarak veya otoimminitenin bir sonucu olarak ortaya
cikabilmektedir. Inflamatuar sitokinlerin etkisi ile ndroinflamatuar siireg
tetiklenmektedir. Noroinflamatuar yanit baslangigta, hasar1 takiben gelisen doku
onarimi sirasinda koruyucu bir rol oynar, ancak Alzheimer hastalii, parkinson
hastaligi, amyotrofik lateral skleroz ve multipl skleroz dahil olmak {izere
norodejeneratif hastaliklarda kronik noroinflamasyon hastalik  tablosunun

progresyonu ile iligkilidir (1).

Karnitin, temelde yag asidi oksidasyonu i¢in mitokondri membraninda yer
alan peptid yapili bir molekiildir dolayisiyla mitokondriyal fonksiyonlarin
regiilasyonunda rol oynar. Diger taraftan sinaptik iletide néromodiilator etkisi, beyin
kaynakli norotrofik faktér (BDNF) diizeylerini arttirmasi noroprotektif 6zelligini
ifade etmektedir. Sonucta karnitinin antioksidan, antiinflamatuar ve antiapoptotik
etkileriyle de néroinflamasyonun baskilanmasinda etkinligi olabilecegi diisiiniilen ve

bununla ilgili genis arastirma alanlarma sahip olan 6nemli bir molekiildiir (2,3).

Gram negatif bakterilerin bir komponenti olan lipopolisakkarit (LPS)
deneysel olarak inflamasyon/ndroinflamasyon modelinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. LPS’ye maruziyet sonrasi aktive olan mikroglialar proinflamatuar
sitokinlerin salinimi ve bazi proteinlerin birikimine neden olarak néroinflamasyona

neden olur (1).

Lipopolisakkarit Toll benzeri reseptor (TLR) 4 ile etkileserek inflamasyonu
tetikler. Toll benzeri reseptdr, tumdr nekroz faktor reseptort (TNFR), interlokin 1
reseptorii (IL1R) uyarilmasi sonucu inaktif niikleotidbaglayan oligomerizasyon alani

benzeri reseptor proteini 3 (NLRP3) iiretimi artmaktadir. Hiicre dis1 ATP birikimi,



iyon degisiklikleri gibi sinyallerle NLRP3’iin aktivasyonu uyarilinca NLRP3
inflamazomu olusur. Inflamasyon ve piroptozis tetiklenir. NLRP3 inflamazom
aktivasyonu sonucu da interlokin 18 (IL-18)’in aktif formu olusur ve salinir (4).
Karnitinin ise NF-kB trankripsiyon faktoriinii ve iNOS gen ifadesini inhibe ettigi
cesitli caligmalarla gosterilmistir (5). Ayrica antioksidan etkiye sahiptir. Oksidatif
stresin ve inflamasyonun birbirini tetiklemesi nedeniyle karnitinin bunlardan birini
veya her ikisini inhibe etmesi inflamasyonu ve oksidatif stresi 6nleyebilmektedir
(5.6)

Noroinflamasyon modeli olusturmak iizere siganlara intraperitoneal (ip) yolla
LPS enjeksiyonu yapilmistir. Bu tabloya subakut karnitin enjeksiyonunun farkl
yonlerden koruyucusu etkisini arastirmayir amacladik. Noroinflamasyonda NO,
oksidan ajanlar, sitokinler néronlarda ve sinapslarda fagositoza yol agar. Karnitinin
ise antioksidan, antiinflamatuar, noroprotektif 6zellikleriyle ve indiklenebilir nitrik
oksit sentaz [inducible nitric oxide synthase (iNOS)] gen ifadesinin inhibe edilmesi
gibi  fonksiyonlariyla noroinflamasyonda koruyucu olarak kullanilabilecegi
digiiniilmiistiir. LPS ile olusan noroinflamasyonda néron ve sinaps kaybi meydana
gelmesi sonucunda hafizada ve 6grenmede bozulma meydana geleceginden buna
karst karnitinin etkisinin 6grenme ve nodrodavranis deneyleri ile incelenmesi
amaclandi. Kognitif fonksiyonu degerlendirmek amaciyla su labirenti, lokomotor
aktiviteyi degerlendirmek amaciyla agik alan testi, umutsuzluk ve depresyona egilimi
degerlendirmek igin zorlanmis yiizme testi, ek olarak hipokampiiste eslik eden
histopatolojik degisiklikler incelenmistir. Ayrica LPS indiiksiyonu ile iliskili olan
tumor nekroz faktor alfa [tumor necrosis factor-alpha (TNF-a)], IL-18 dlzeylerinin
hem hipokampiiste hem de serumda diizeylerinin degisimi ve karnitinin NLRP3
inflamazomu tizerine etkisini degerlendirmek i¢in hipokampiiste NLRP3 ve IL-18

ekspresyonunun incelenmesi amaclandi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Noroinflamasyon (NT)

Diinya niifusunun yaslanmasiyla birlikte norodejeneratif hastaliklar
artmaktadir ve norodejeneratif hastaliklar biiyiik bir halk sagligi problemi haline
gelmektedir. NoOrodejenerasyonun patofizyolojisinde hedef, sinir hicreleri ve

sinapslardir (7).

Kanser, bulasic1 hastalik ve kardiyovaskiiler hastaliklar nedeniyle erken ve
orta yasta 0liim tibbin gelismesi ve halk sagligi cabalariyla azalmis olup, bunun
sonucunda yash populasyonun artisiyla beraber norodejeneratif hastaliga yatkinlik
artmistir. Giiniimiizde norodejeneratif hastaliga sahip insanlar bakim ihtiyact olan

onemli bir populasyonu olusturmaktadir (8).

Santral sinir sistemi hastaliklarinin ¢ogunun patogenezinde ndroinflamasyon
bulunmaktadir (9). Inflamasyon, immiin sistemin yabanci uyaranlara kars1 verdigi
bagisiklik yanit1 olup patojenlere karsi savunmay1 ve dokuda meydana gelebilecek
hasarm 6nlenmesini saglar (10). Noroinflamasyon ise; mikroglialar, astrositler ve kan
beyin bariyerine (KBB) katilan endotel hiicrelerinin aktivasyonu, inflamasyon iligkili
mediatOrlerin beyin zerine etkileri ve immin sistem hicrelerinin beyin dokusuna
infiltrasyonuyla meydana gelen bir siiregtir (11). Noroinflamatuar yanitta sitokin,
kemokin, reaktif oksijen tlrevleri (ROS) ve ikinci haberciler bulunur. Bu mediatorler
SSS'de yerlesmis glial (mikroglia ve astrositler), endoteliyal ve periferik vaskiiler
immiin hiicreler tarafindan tretilmektedir (12). Noroinflamasyonu baslatan faktorler
arasinda travmaya bagli beyin hasari, infeksiyon, serebrovaskiiler olay, otoimmiin

hastaliklar, toksik metabolitler, yaslanma, hava kirliligi ve pasif tiitiin i¢iciligi vardir

(9,13).

Santral sinir sisteminin bagigiklik sistemi hiicresi olan mikroglialar,
noroinflamatuar siireglerin en onemli hiicreleri ve aracilaridir. Ayrica, periferal

inflamasyon c¢esitli mekanizmalar yoluyla beyinde inflamatuar yanit olusturabilir

(14).

Akut inflamasyon, viicutta olusan tehlike sinyallerine verilen ani ve hizli

yanit olup, patojeni yok eden veya hasarli bolgenin onarimini saglayan bir savunma



mekanizmasidir. Uzun sireli uyaranlar sonucunda ise kronik inflamasyon meydana
gelir. Noroinflamasyon genel olarak SSS’nin kronik inflamasyonu anlaminda
kullanilir. Mikroglial ve astrositik aktivasyonun kiimiilatif etkileri ile SSS’de kronik
ve progresif hasar1 tanimlar ve ndrodejeneratif hastaliklarin progresyonuna yol agar
(15). SSS’de meydana gelen inflamasyon sonucunda olusan etkiler incelendiginde
olumlu ve olumsuz sonuclar gorilmektedir. Bir tarafta hasarlanan ndronlarin
lyilesmesini saglarken diger tarafta norodejenerasyonun siddetini arttirir. Bunun
ayrimi uyaranm slresi ve siddetine bagh olarak degisiklik gosterir (16).
Noroinflamasyon, norodejeneratif hastaliklara bagli néronal hasar i¢in dnemli bir

risk faktora olarak gorulmektedir (17).

Kan beyin bariyeri endotel, kapilleri saran astrositik yapilar, bazal lamina ve
bu laminaya gomiilii halde bulunan perisitlerden olusmustur. Monosit, makrofaj
imman hiicreleri periferik inflamasyon strecine dahil olur. Periferik vaskiiler alanda
bulunan immiin sistem hiicreleri hasara ugramis KBB’yi gegebilirler. KBB’yi gecen
immiin sistem hiicreleri, sinir hiicrelerini, glialar1 etkiler ve immiin yanit1 baglatir.
Olusan bu immiin yanit aslinda ilk zamanlarda néroprotektif amacli bir yanit olarak
gerceklesse de immiin sistemin aktivasyonundaki artis sonucu immiin hiicrelerin
sayisinin artmastyla beraber beyin dokusunda hasar siddetlenebilir (13). Onceden
KBB’nin SSS’yi periferik immiin sistemden tamamen ayirdigi ve periferik
dolagimdaki immiin hiicrelerin KBB’yi ge¢medigi diisiiniilmekteyken, giiniimiizde
KBB’nin, immiin sistem kaynakli inflamatuar sitokinlere karsi gecirgen oldugu,
SSS’ye gecen sitokinlerin mikroglialardan ve astrositlerden de bu sitokinlerin
salinimi ve yayilimini saglayarak beyin dokusuna daha fazla 16kosit infiltrasyonuna

yol acabildigi bilinmektedir (13,18).
Periferik inflamasyon, ndroinflamasyonu su mekanizmalarla gerceklestirir;
1. KBB’deki tasiyic sistemler, proinflamatuar sitokinlerin beyin dokusuna
gegisine izin verir.
2. KBB’si olmayan sirkumventrikiiler organlardan sitokinler SSS’ye gecer.

3. KBB biitiinliigli proinflamatuar sitokinler ile bozulur ve daha gegirgen
hale gelir. Bu gecirgenlik artis1 da inflamatuar hiicrelerin KBB’ye ge¢isini

artirir.



4. Sitokin diizeyleri, beyin damarlarinda bulunan endoteliyal hiicrelerdeki
sik1 baglantilarin dayanikliligin1 saglayan okludin gibi proteinlerin
yapisinin bozulmasi ile siki baglantilarin gegirgenligini artirmaktadir.

Dolayisiyla KBB’nin gecirgenligini arttirir.

5. Periferal sitokinler tarafindan vagal uyarilmanin, SSS iizerine direkt etkisi

vardir ve bu uyarilmanin hastalik davranigini tetikledigi bildirilmistir.

Sonu¢ olarak, KBB’yi asan inflamatuar sitokinlerin ve ndroglial
hicrelerden kaynaklanan sitokinlerin neden oldugu néroinflamasyon
cevabr noron hasarina ve kaybma yol acarak beyinle ilgili bircok

hastaligin progresyonuyla sonuglanabilir (13).

2.1.1. Noroinflamasyon ve Mikroglialar

Santral sinir sisteminin makrofaji olan mikroglia, hipokampiis ve bazal
ganglionlarin yapisinda bulunur. Santral sinir sistemindeki noronlar1 patojenlerden

korumak, fagositoz, sinyal iletimi, mediator salinimi gibi gérevleri vardir (19,21).

Mikroglialar, inflamasyon sonucu salman sitokinler ile uyarildiktan sonra
morfolojik yapisinda degisim goriiliir. Dinlenme halindeki dallanmis formundan,
fagositik Ozellikteki aktif formuna doniisiir ve proinflamatuar sitokinlerin salinimi
gerceklesir. Kronik inflamasyonda ise uzun sire aktif formda kalan mikroglialar,
uzun sureli sitokin ve norotoksik molekiillerinin saliverilmesine 6nderlik eder (13).
Santral sinir sistemindeki inflamatuar surecin ilk gostergesi mikroglial aktivitedir.
Mikroglial aktivasyon toksin, doku hasari, mikrobiyal ajanlar veya herhangi bir
tehlike sinyali varhiginda gergeklesir. Bu durumlarda mikroglialar, saglikli néron
mikrocevresinde de aktive olup, fagositoz veya apoptoz yoluyla saglikli néronlarda
da hasara yol acabilmektedir (22). Uyarilma sonucunda aktiflesen mikroglialar;
fagositoz, T-hiicrelerine antijen sunma ve gesitli oksidan maddelerin salgilanmasi
gibi gorevlerde yer alir. Bunlarin yanisira iNOS’u indiikler, interlokin-1
[interleukin-1p  (IL-1B)] ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinleri artirir,
siklooksijenaz-1, siklooksijenaz-2, reaktif oksijen tirevlerini etkinlestirir. Bunlarin

sonucunda ndrodejenerasyon ve ndronal 6liim gelisir (23).



Mikroglialar hem proinflamatuar hem antiinflamatuar ya da hem nérotoksik
ve hem de noroprotektif imminolojik Ozellikler kazanabilirler (24). Aktif
mikroglialar néron kaybina sebep olup nérodejeneratif rol iistlenirken, doku hasarini
ve patojenleri yok ederek noroprotektif role de sahip olabilirler. Oli veya hasarli
noronlarm mikroglia tarafindan fagosite edilmesi ile diger hiicreler i¢in hasara sebep
olabilecek proinflamatuar intraselliiler komponentlerin saliverilmesi
onlenebilmektedir. Bircok proapoptotik sinyal ileti yolu siddetli ndéroinflamasyon
nedeniyle Gretimi artan molekiller UGzerinden duzenlenir. Bu sonuglar, sinir
hiicrelerindeki apoptozun ve mikroglialardaki etkinligin noroinflamasyon ile
dogrudan etkilendigini desteklemektedir (22). Ek olarak, mikroglialarin etkinlesmesi,
hiicresel metabolik ihtiyac1 da artirarak oksidatif stres ve mitokondriyal islev
bozukluguna da neden olabilmektedir. Mikroglial aktivite sonucu {iretimi artmis olan
proinflamatuar mediatorlerin inhibe edilmesi ndron hasarmin azalmasina, dolayisiyla
norodejenerasyonun yavaglamasima yol a¢ip, norodejenerasyonun 6niine gegmek igin

farkli bir tedavi yaklagimini giindeme getirmektedir (24).

2.1.2. Noroinflamasyon ve Astrositler

Astrositler, SSS’de en cok bulunan ve alt tipleri olan glial hiicre tipidir.
Astrositlerin, noronlara metabolik destek, sinyal iletimi, sinaptik plastisite,
sinaptogenez, beyin kan akimimi regiile etmek, oksidatif stresi modiile etmek gibi

onemli islevleri vardir (25).

Astrositler, uyarildiklar1 zaman proinflamatuar mediatorler saliverilmektedir.
Astrositlerde de, SSS’de hiicre hasar1 veya tehlike sinyali s6z konusu oldugunda
mikroglialardaki gibi morfolojik ve fonksiyonel degisiklikler meydana gelir (26).
Astrositler uyarildiklarinda reaktif astrogliozis gelismektedir. Astrositlerde meydana
gelen bu proliferasyonun amaci doku hasarmni engellemek ve ortadan kaldirmaktir.
Astrogliozis, hasar1 engellemek igin olsa da fizyolojik bir olay degildir ve bu siireg

astrositlerin olumlu etkilerinin kaybina neden olabilir (25).

Astrositleri uyaran olaylar dizisi net olmamakla beraber ndrodejeneratif
hastaliklarin patogenezinde bulunan bircok nedene bagli gerceklesebilir. Sinir

hiicreleri i¢indeki protein yapilar, hasarli yapilar ve hasarli nérondan salinan



mediatorler gibi mekanizmalar sonucunda astrosit proliferasyonu gelisip

nérodejenerasyon meydana gelebilir(27).

Astrositlerin -~ aktiflestirilmesi ~ sonucunda  Onemli  transkripsiyon
molekiillerinden biri olan nukleer faktor kappa beta [nuclear factor kappa beta (NF-
kB)] aktive olur. NF-xB’nin aktivasyonu proinflamatuar  molekiillerin
etkinlestirilmesini, periferik immiin hiicre go¢iinii regiile eder. Bu olaylar sonucunda

inflamatuar yanit nérodejenerasyona neden olur (28).

2.2. Lipopolisakkarit (LPS) Yapis1

Lipopolisakkarit, diinya c¢apmnda deneysel ndroinflamasyon ve amiloidoz
modelleri olusturmak i¢in kullanilmaktadir (29). Lipopolisakkarit ile indiiklenen
sistemik inflamasyon; Alzheimer, parkinson, amyotrofik lateral skleroz, multipl

skleroz gibi norodejeneratif hastaliklarin olusmasina neden olmaktadir (30).

Lipopolisakkarit, gram negatif bakterilerde bulunan yapisal bir komponent
olup hiicre dis membraninin disinda yerlesim gosterir. Lipopolisakkarit yapisal

olarak ii¢ bilesenden olusur. Bunlar su sekildedir;

1- Hidrofobik olan Lipit A kismi, LPS’yi hiicre dis1 tabakaya baglayan
yapidir.

2- 1I¢ ve dis polisakkarit kor
3- Antijenik yapida olan hidrofilik kisim (O antijen) (31).

Insanda edinsel ve dogal olmak iizere iki farkli immiin yanit mevcut olup
LPS’nin lipit A kism1 dogal immiiniteyi aktiflestirir. Lipopolisakkaritin O antijen
komponenti de edinsel immiin yanit1 aktiflestirir. Lipopolisakkaritin etkinligi zincir
uzunluguna, yapisindaki acil gruplarinin yerine, fosfat sayismna baghdir.
Lipopolisakkarit molekult hidrofilik ve hidrofobik gruplar icermektedir. Molekil
yapisindaki O antijen bolimii ve g¢ekirdek bolimii hidrofilik polisakkarit
zincirlerden, lipit A boliimii ise hidrofobik glikolipit boliimlerden olugmaktadir. O
antijeni bakteri susuna gore degisen yinelenen oligosakkarit zincirleri igermektedir.
Cekirdek bolimii oligosakkarite 6zgii sekerlere sahiptir. Lipit A boliimil ise agil

gruplar1 tastyan fosforillenmis diglukozamin yapisindadir(32).



Lipopolisakkarit, oldukga toksik bir endotoksindir ve memelilerde bulunan
enzimlerle par¢alanmaya karsi direnglidir. Boylece, inflamatuar sitokin Gretimiyle
kalic1 bir inflamatuar uyar1 saglar (33).Lipopolisakkarit uygulamasiyla olusturulan
noroinflamasyon modelinde, KBB’nin biitiinliigi bozulur, bunun sonucunda
norotoksik faktorler ve inflamatuar mediatorler SSS’ye gecer. Boylece hedef beyin
hiicrelerinde disfonksiyon, oksidatif stres ve apoptoz olusur (34). Lipopolisakkarit,
TLR4 reseptor proteinleri araciligiyla proinflamatuar kaskadlar1 uyararak

hipokampste noroinflamasyonu indikler (35).

2.3. LPS Sinyal Tletisi

Dogal bagisiklik; polimorfoniikleer 16kosit, bazofil, makrofaj, monosit,
eozinofil gibi hiicrelerden olusur. Baz1 hiicreler mikrobiyal etkenleri fagosite ederek
inflamatuar yanit1 baslatir, boylece organizmadaki ilk savunma mekanizmasini
meydana getirirler. Bu inflamatuar yanita, dogal bagisikligin kalitimsal olarak
aktarilan proteinleri olan, patern tanima reseptorlerinin [pattern recognition receptors
(PRR)] uyarilmas1 da katki saglar. Patern tanima reseptorleri hem
mikroorganizmanin ¢esitli yapilarini tanir; bunlara patojen iligkili molekiiler yapilar
[pathogen associated molecular pattern (PAMP)]denir; hem de doku hasari, nekroz,
hiicre 6liimii gibi durumlarda organizma tarafindan salgilanan maddelere immiin

cevap gosterirler (36). Patern tanima reseptorleri 5 gruptur:
1. Toll-benzeri reseptorler [toll like receptor (TLR)],

2. Niikleotid baglayan oligomerizasyon domain benzeri reseptor [nucleotide-

binding oligomerization domain-like receptor (NLR)],

3. Retinoik asitle indiklenebilir gen [retinoic acid-inducible gene (RIG)]

benzeri reseptorleri [RIG like receptor (RLR)],
4. C-tipi lektin reseptorleri [C-type lectin receptors (CLRs)] ve

5. Absent in melanoma 2-benzeri reseptorlerden [absent in melanoma 2
(AIM2)-like receptors (ALR)] meydana gelir.

Bu reseptorler bagisiklik sistemi hucreleri, epitelyal, endotelyal hicreler

tarafindan eksprese edilmektedir (37,38). TLR’lerin bir kismi hiicre ylizeyinde, bir



kismi intraselliller kompartmanlarda eksprese edilir. Hiicre ylizeyindeki TLR’ler
ozellikle  protein, lipit, lipoprotein  yapilarla  uyarilirken, intraselliiler

kompartmanlarda eksprese edilen TLR’ler niikleik asitleri tanirlar (37,39).

Lipopolisakkarit ilk olarak TLR4 ligandiolarak tanimlanmistir (40). TLR4
temel olarak SSS’deki mikrogliatizerinde eksprese edilir. Lipopolisakkarit, LPS
baglayici protein [LPS-binding protein; (LBP)] tarafindan baglanir. Lipopolisakkarit,
CD 14 [cluster of differentiation 14] ‘e gegirilir, daha sonra miyeloid farklilagma
faktori 2 [(myeloid differentiation factor; (MD2)] ve TLR4'e aktarilarak hiicre
yizeyinde bir kompleks meydana getirir. Lipopolisakkarit-MD2-TLR4 kompleksi
ikigerli dimer yapisina doniiserek adaptor proteinler  Toll-interlokin 1
reseptor[toll/interleukin-1 receptor (TIR)] bolgesi iceren adaptor protein[ TIR domain
containing adaptor protein (TIRAP)] ve miyeloid farklilagmasindan Oncelikli
sorumlu gen [myeloid differentiation primary response gene; (MYD)] 88’i
etkinlestirip NF-xB gibi transkripsiyon faktorlerinin nikleer translokasyonunu
saglar. Toll benzeri reseptor 4-MD2 kompleksi internalizasyonu ile farkli bir adaptor
protein seti olan Toll-interlokin 1 reseptor alani i¢eren adaptor indiikleyici IFN-R
[toll-interleukin 1 receptor domain-containing adapter-inducing interferon-f (TRIF)]
ve TRIF ile iligkili adaptor molekiillerini [ TRIF-related adaptor molecule (TRAM)]
etkinlestirerck interferon dlzenleyici faktor [interferon regulatory factor (IRF)]
aktivasyonunu, tip 1 interferon dretimini ve ayrica NF-kB’nin gecikmeli

aktivasyonunu destekler (41,42) (Sekil 2.1).



Reseptor dimerizasyonu

Erken NF-kB aktivasyonu

l

TNF-a, IL-1p. IL-18 ve NLRP3

TRAM l
l \ Kaspaz 1 aktivasyonu
IRF3 l

Geg NF-«B aktivasyonu

l IL-1pB, IL-18, Gasdermin D

Noron kayb1

Tip 1 interferon

Sekil 2.1. LPS sinyal iletisi

(41) no’lu kaynaktan modifiye edilmistir. LPS: Lipopolisakkarit, LBP: Lipopolisakkarit baglayici
protein, CD 14: Cluster of differentiation 14, MD2: Myeloid farklilasma faktorii 2, TLR4: Toll
benzeri reseptor 4, TIRAP: Toll-interlokin 1 reseptor[toll/interleukin-1 receptor (TIR)] bélgesi igeren
adaptor protein, MYD 88: Miyeloid farklilasmasindan oncelikli sorumlu gen 88, TRAM: TRIF ile
iligkili adaptor molekiilii, TRIF: Toll-interlokin 1 reseptér alani igeren adaptor indiikleyici IFN-R,
IRF3: interferon diizenleyici faktor, NF-xB: Nukleer faktor kappa beta.

Nukleer faktor kB, aktivator protein 1 [Activator protein 1 (AP-1)] ve IRF
gibi transkripsiyon faktorleri; ¢ekirdekte diizenleyici bolgelere baglanir. Boylece IL-
1B, Interlokin 6 (IL-6), TNF-a ve IL-18 proinflamatuar sitokinler ve kemokinler,
ROS ve INOS gibi proinflamatuar ve prooksidan mediatérler dretilir (42,43). Bu
transkripsiyonel olaylar zinciri sonucunda notrofiller ve monositler infeksiyon

bdlgesine gd¢ eder ve immiin hiicrelerin bakterisidal yeteneginin gelismesine katki
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saglar. Bununla birlikte herhangi bir patojene karsi gelisen immiin yanit dogal ve
adaptif bagisiklik sistemini etkinlestirip, inflamasyona neden olur. Bu sitokinler,
noroinflamatuar siirecin anahtaridir. TLR4 kapsamli néronal hiicre dliimiine aracilik
eder (44). Kronik inflamasyon, oksidatif nitrozatif streste artisa neden olan uzun
streli mikroglial aktivasyon ile karakterizedir (45). Asir1 inflamatuar yanit, ayni
zamanda mitokondriyal disfonksiyona, ROS uretimine neden olur ve sonug olarak
hiicre hasar1, ndron kayb1 gerceklesebilir. inflamasyon ve oksidatif stres i¢ icedir

(Sekil 2.2) (46,47).

LP5- CD14 Kompleksi e TLR4

Astrosit ve mikroglia aktivasyonu

|

Sitokin salinim

l

Oksidatif stres

I

Kronik inflamasyon ve

mitokondiyal disfonksiyon

Néron kayb

Ogrenme ve hafizada bozulma

Sekil 2.2. SSS’de LPS’nin etki mekanizmasi

(47) numarali kaynaktan yararlanilarak ¢izilmistir. LPS: Lipopolisakkarit, CD 14: Cluster of
differentiation, TLR: Toll benzeri reseptor.

Hayvanlara LPS verilmesi anoreksiya, hareketlerde azalma, kilo kayba,

azalmis kesif¢i davranig, anksiyete, uyuklama ve genel davranigsal depresyon dahil
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olmak iizere davranig paternine ve biligsel bozulmaya neden olur (48,49). Bu
semptomlarin birgcogunun, insanlarda ndrodejeneratif hastalik semptomlarina ¢ok
benzer oldugu diisliniilmektedir. Bu nedenle, LPS uygulamasi, deney hayvanlarinda

ndroinflamasyonla iligkili hastaliklar1 incelemek i¢in siklikla kullanilir (49).

2.3. inflamazomlar

Patojenlere karsi viicudun ilk savunma sistemini dogal bagisiklik sistemi
olusturur. Mikroorganizmalara kars1 hizli ve etkili bir savunma yanit1 kazanilmis
bagisiklik devreye girmeden Once meydana gelir. Bunun yanmisira kazanilmis
bagisikligm etkili bir sekilde gorevini yapmasinda énemlidir (50). Dogal bagisikligin
bilesenleri fiziksel bariyerler, kompleman sistemi, monosit/makrofajlar, eozinofiller,
dogal oldiiriicii hiicreler, notrofillerdir (51). Patern tanima reseptdrleri, endozomal
membranda, hiicre yiizeyinde, sitoplazmada bulunur; gesitli mikroorganizmalara ait
yapisal elemanlar1 tanir ve dogal bagisikligin aktivasyonunu saglar (50). Patern
tanima reseptorlerinin alt gruplarindan biri olan TLR hiicre i¢i ve hiicre dis1
yerlesimli olabilirken; NLR ve ALR’ler sitoplazmada bulunur. Sitoplazmada gorev
yapan NLR ve ALR gibi reseptOrler patojen organizmalarin yapisini ve olusan
tehlike sinyallerini tanir (48). Multiprotein kompleksi olan inflamazomu

olusturabilen reseptor alt tipleri NLR ve ALR proteinleridir (52).

Inflamazomlar, dogal bagisiklik mekanizmalar1 olup, inflamasyona yol acar
ve programlanmis hiicre liimiiniin inflamatuar bir formu olan piroptozisi indukler.
Inflamatuar sitokinlerin iiretimini ve bunun sonucunda inflamasyon bdlgesine
bagisiklik hiicrelerinin alimmasini saglayan dogal bagisikligin hiicresel sinyal

merkezleri olarak kabul edilir (53).

Patern tanima reseptorlerinden AIM-2, NLRP1-3-6-9, NLR ailesi kaspaz
aktivasyon ve alm alam1 (CARD) iceren protein 4 (NLRC4) inflamazom
olusturabilen reseptorlerdendir (54). NLRP3 cok c¢esitli hasarla iliskili molekiiler
yapilar [damage-associated molecular pattern (DAMP)] ve PAMP ile; AIM-2
dsDNA’yla; NLRC4 Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa ve Shigella
flexneri dahil olmak tizere birkag gram negatif bakteriye ait olan proteindz yapilar ile
aktive edilir (55).
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Uyarilara yanit olarak olusan inflamazom; sensor, adaptor protein olan
apoptoz 1iliskili benek benzeri protein [apoptosis associated speck like protein
containing CARD (ASC)] ve efektor protein olan kaspazlardan olusan sitozolik bir
multiprotein kompleksidir (56).

Normalde doku hiicrelerinde bu inflamazom bilesenleri diisiik seviyelerde
eksprese edilir, boylece asir1 aktivasyonu Onlenir. Homotipik 6liim alani (Death
Domain-DD) etkilesimleri yoluyla aktive olur ve birlestirilir (57,58). Inflamasyonda
CARD’dan, pirin alanindan [pyrin domain (PYD)] sarmal filamentler halinde
kendiliginden birlestigi bulunmustur (59). Bu inflamazom kompleksleri, dogal

bagisiklik, inflamasyonda sinyalizasyon ve efektor islevleri yerine getirir (60).

Inflamazom olusturabilen PRR’ler, ASC adaptdr proteini aracihifs ile efektdr
protein olan prokaspaz 1 ile etkilesir. Bunun sonucunda proinflamatuar mediatorler

salinir (52).

Literatiirde yapilan bircok calismada NLRP3 inflamazom yolunun
inflamatuar hastaliklarin patogenezinde o©nemli oldugu vurgulanmistir (61).
Inflamazomlar; herhangi bir sekilde tetiklenmis olan immiin yanitin kontrol altinda
tutulamadig1r durumlarda inflamatuar aktivite ile iligkili bircok hastalikta rol oynar
(52). Ayrica, inflamazom reseptoriiniin yapisal bilesenleri hiicrelerin proliferasyonu,
gen transkripsiyonu, tiimor olusumu gibi bir¢ok olayda gorev alir ve bunlari
duzenleyebilmektedir ~ (62). inflamazomlarin, ndrodejeneratif  hastaliklarin
baslamasinda ve progresyonunda 6nemli bir role sahip oldugu cesitli fare deneyi

modellerinde gosterilmistir (63).

2.4. NOD (NiikleotidBaglayic1 Oligomerizasyon Alani) Benzeri Reseptor

Proteini 3 (NLRP3) Inflamazomu Aracili inflamasyon

NLRP3, NLR ailesinin bir GOyesi olup sitozolik bir reseptor proteinidir.
NLRP3 c¢ok genis 6zellikteki PAMP ve DAMP sinyallerini tanima fonksiyonuna
sahip olmasiyla diger NLR proteinlerinden ayrilmaktadir (64).

NLRP3 inflamazomu, kaspaz-1 (Cysteinyl aspartate specific proteinase-1)'in
aktivasyonuna yol acan multiprotein bir yapidir. Inflamazom aktivasyonu,

proinflamatuar sitokinlerin (IL-1p ve IL-18) proteolitik aktivasyonuna aracilik eder
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ve piroptozu programlar (65). NLRP3 inflamazomunun anormal dlizeyde aktive
olmasi, kriyopirin iligkili periyodik sendromlar, alzheimer, diyabetes mellitus gibi
bazi inflamatuar bozukluklarla iligkilidir (66).

NLRP3’iin yapist aktif olmayan durumda iken 3 bolimden meydana
gelmektedir. N-terminalinde pirin yapist (PYD), merkezde niikleotid baglayan
oligomerizasyon alan1 (NACHT), C-terminalinde I0sinden zengin tekrarlayan kismi
(LRR) igerir. NLRP3’Un yapisinda bulunan N-terminal PYD, ASC ile baglanmay1
saglarken, NACHT otooligomerizasyon yapar. Patojen mikroorganizma ve tehlike

iliskili sinyalleri taniyan kistm LRR bolgesidir (Sekil 2.3) (67,68).

A

NLRP3 Inflammasomes

Platform protein

Nirp3 ' PYD

NACHT

Adaptor protein

ASC < PYD = CARD

LRR

Effector protein CASP1 CARD DN ,

Sekil 2.3. NLRP3 inflamazom diizenegi

(A) NLRP3 inflamazom bilesenleri. NLRP3, C-terminal LRR alanlari, bir merkezi NACHT alam ve
bir N-terminal PYD alanindan olusan tiglii bir yap1 gosterir. (B) NLRP3 inflamazomunun 3 boyutlu
yapist. Bu multiprotein kompleksi, kiiresel bir "tekerlek" yapisi olusturur (68). Yayinci kurulustan izin
alinarak yayinlanmigtir. NLRP3: Nikleotid baglayan oligomerizasyon alani benzeri reseptdr proteini,
ASC: Apoptoz iligkili benek benzeri protein, CASP1: Kaspaz 1, PYD: Pirin alani, NACHT: Nukleotid
baglayan oligomerizasyon alani, LRR: Ldsinden zengin tekrarlayan alan, CARD: Kaspaz aktivasyon
ve alim alani.

NLRP3, doku hasarinda salinan endojen molekiillerden olan ekstraselliiler
ATP, okside mitokondriyal DNA, hiicre i¢i potasyum kaybi tarafindan aktive
olabilmektedir (69). NLRP3, uyaranlara dogrudan baglanamaz, ¢iinkii NLRP3
inflamazomu, farkli yapisal ve kimyasal 6zelliklere sahip bir¢ok sinyalle aktive edilir
(70). NLRP3’iin dolayl1 olarak, uyaranlari tarafindan indiiklenmis olan ortak hiicresel
durumlar: algilamasi ile uyarildigi one siiriilmiistiir. Bununla birlikte, bu hiicresel
olaylarm neler oldugu tartigmalidir. NLRP3 inflamazom aktivasyonu iki asamali

modelle kontrol edilmektedir (71).

NLRP3 inflamazomu aktivasyonu i¢in kanonik yolda ilk asama "hazirlama

(sinyal 1)", ikinci agsama "birlestirme ve aktivasyon (sinyal 2)"dur. Hazirlama sinyali,
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dinlenme durumundaki hiicrelerde bulunan yetersiz NLRP3 bilesenleri seviyelerini
yukar1 dogru diizenlemek i¢in bir dizi olay baslatir. Bu transkripsiyonel yukari
diizenleme, sitokin reseptorleri, TLR'ler ve NLR'ler dahil olmak tiizere ¢esitli PRR'ler
yoluyla ¢esitli DAMP'lar ve PAMP'lar tarafindan indiiklenebilir, boylece NLRP3'{in
yani swra pro-IL-1f gibi ana proinflamatuar genlerin aktivasyonu ve gen
transkripsiyonu  iceren NF-kB  aktivasyonu ile sonuglanir (4). Ikinci
asama "aktivasyon sinyali (sinyal 2)" hiicre dis1 ATP, toksinler, RNA viriisleri dahil
olmak {iizere gesitli uyaranlarla saglanir. Iyonik akis, mitokondriyal disfonksiyon,
ROS iiretimi ve lizozomal hasar dahil olmak tizere cok ¢esitli molekiiler veya
hiicresel durumlarin  NLRP3 inflamazomunu aktiflestirdigi bulunmustur (66).
Bununla birlikte, bircok yol kesistigi ve birbiriyle iliskili oldugu i¢in, NLRP3
inflamazom aktivasyonu son derece karmasiktir (72). Kaspaz-1 olustugu zaman
Gasdermin D (GSDMD) de parcalanir ve elde edilen GSDMD amino terminali
(GSDMD)N®™ Yy hijcre zarma baglanir, porlar olusturur ve piroptozu indiikler (Sekil
2.4) (73). Kanonik olmayan yol, GSDMD'yi parcalayan insanlarda kaspaz 4/5'i veya
kemirgenlerde kaspaz-11'i aktive etmek icin gram negatif bakteriler veya LPS

tarafindan aktive edilir (74).
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Sekil 2.4. NLRP3 inflamazomu hazirlama (sinyal 1) ve aktivasyon (sinyal 2) sinyali
(73).

Yayinci kurulustan izin almarak yaymlanmistir. PAMP: Patojen iliskili molekiiler yapilar, DAMP:
Hasarla iliskili molekiiler yapilar, TLR: Toll benzeri reseptor, TNFR: Tiimér nekroz faktor reseptorti,
IL1R: interlokin 1 reseptorii, NF-xB: Niikleer faktor kappa beta, IL-1B: Interlokin-1lbeta, IL-18:
Interlékin 18, NLRP3: Niikleotid baglayict oligomerizasyon alani benzeri reseptér proteini, NOD2:
NUkleotid baglayici oligomerizasyon alani igeren protein 2 , NEK: NIMA-iliskili kinaz 7, P2X7: P2X
purinoseptdr 7, ROS: Reaktif oksijen tiirevleri, ASC: Apoptoz iliskili benek benzeri protein, GSDMD:
Gasdermin D, GSDMDN®™Gasdermin D amino terminali.

Toll benzeri reseptor aktivasyonu sonucunda proinflamatuar sitokinlerin
yanisra NF-xB  gen transkripsiyonu araciigi ile NLRP3’lin kendisinin
transkripsiyonu da artar (64). Hiicre membraninda yerlesmis olan katyon kanallar1 ile
kenetli iyonotropik P2X7 reseptorlerinin hiicre i¢i potasyum kaybi ve ATP aracili
uyarilmasiyla NLRP3 aktive olur (75).

NLRP3’tin P2X7 reseptorleri ile aktivasyonu sonucunda NLRP3’e ASC
proteini baglanir buna da prokaspaz-1 baglanarak inflamazom yapis1 meydana gelir.
Bunlarin sonucunda prokaspaz-1, kaspaz-1’e aktive olur. ASC proteini yapisindaki

pirin alaniyla NLRP3’te bulunan pirin alanmna, CARD proteini ile prokaspaz-1’in
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CARD proteinine baglanarak kaspaz-1’in olusumuna aracilik etmektedir. Sonug
olarak kaspaz-1 aktive oldugu zaman IL-1p ve IL-18 aktif formuna doniisiir (64,76-
78).

2.5. Noroinflamasyonda Tumor Nekroz Faktor-a (TNF-a)

Sitokinler inflamasyonun merkezinde olup hem bagisiklik sistemi hem de
sinir sistemi lizerinde etkileri vardir. Ayrica hem fizyolojik hem de patolojik siirecler
esnasinda beyinde degisikliklere neden olabilirler (79). Ozellikle inflamatuar
sureglerden sonraki uzun donemde, sistemik inflamasyonu takiben davranigsal ve
biligsel fonksiyonlarda sitokinlerin roliiniin daha iyi anlagilmasi, 6nemli bir arastirma

alan1 olmaya devam etmektedir (80).

Tumaor nekroz faktor-a, dogal bagisiklikta yer alan proinflamatuar bir sitokin
olarak kabul gormektedir (81). Timor nekroz faktdr-a’nin SSS hiicrelerinde, sinaptik
plastisite, 6grenme, hafiza, uyku gibi durumlar iizerinde diizenleyici etkisi vardir
(82,83). Patolojik kosullar altinda basta mikroglialar olmak tizere astrositlerden de
yuksek oranda TNF-a salgilanir ve g¢esitli norolojik bozukluklarin patogenezinde

suglu bulunan néroinflamatuar cevabin énemli bir par¢asini meydana getirir (79,84-
86).

TUmor nekroz faktor-o’nin R1 ve R2 olmak tizere iki reseptorii vardir. TNF-
a, R1 reseptorii ile etkileserek Fas aracili 6liim alan1 (FADD) araciligiyla hiicre
Olimiine aracilik ederken, R2 reseptorii ile etkileserek NF-xB transkripsiyonu
uizerinden inflamasyona neden olur (87,88). Onemli bir diizenleyici transkripsiyon
faktor olan NF-xB, inflamasyonda yer alan genleri indiklemede 6nemli bir rol
oynar (89). Niikleer faktér kB inaktif durumda iken sitozolde bulunur; ¢esitli
inflamatuar uyaranlar, sitokinler, oksidan ajanlar, mikroorganizmalar NF-kB’nin
DNA ile baglandig1 c¢ekirdege go¢ etmesine, aktive olmasma ve bir¢ok
proinflamatuar genin transkripsiyonuna yol agar (90,91). Dolayisiyla, TNF-a ile
induklenen NF-kB’nin bu yolaklari, TNF-a'nin IL-6 ve IL-8 gibi diger inflamatuar
sitokinleri indiikleme ve interferonlarla sinerji olusturma yetenegini agiklar (87).
Tumor nekroz faktor-o’nin bu biyolojik islevleri, noroinflamasyondaki roluni

belirgin hale getirir ve néroinflamasyonun ana sitokini olarak kabul edilebilir (92).
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2.6. Noroinflamasyonda Interlokin-18

Proinflamatuar bir sitokin olan IL-18, IL-1 ailesindendir ve interferon gama
indiikleyici faktor olarak bilinir (93). Interlokin 18, aslinda bir proteaz olan IL-1

doniistiirticii enzim (kaspaz-1) ile aktif formuna dontisiir (94).

Interlokin 18, makrofaj ve T-lenfositten interferon gama (IFN-y) salmimini
indiikler. Interldkin 18; IL-1pB, IL-6, IL-8, TNF-a salgilanmasmni indiiklerken, IL-10
salmmmmi inhibe eder. Interlokin-18; makrofajlar, periferik kan mononikleer
hiicreleri, mikroglialar basta olmak Uzere astrositler, néronlar ve ependimal hiicreler

tarafindan da sentezlenmektedir (95,96).

Interlokin 18’in mikrobiyal infeksiyonlar, fokal serebral iskemi, wallerian
dejenerasyonu, hipoksik-iskemik, hiperoksik ve travmatik beyin yaralanmalari ile

ortaya ¢iktig1 deneysel ve klinik calismalar ile gosterilmistir (97).

Yakin zamanda 1L-18 reseptorinin hipokampus, hipotalamus ve korteks gibi
cesitli beyin bolgelerinde eksprese edildiginin gosterilmesi, 1L-18'in bu bolgelerdeki
fonksiyonlar1t modiile etmede etkisi olabilecegini gostermistir (98). Beyindeki IL-
18’in normal islevi bilinmemekle birlikte, SSS gelisiminde bir rolii olabilecegi,
beynin immiin ve inflamatuar siireclerine katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir

(99,100).

Interlokin 18’in, son zamanlarda davranissal ve bilissel etkileri olan
noroinflamatuar ve norodejeneratif siireclerde anahtar bir sitokin oldugu

distintilmiistiir (97,101).
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Sekil 2.5. IL-18'in noroinflamasyon ve ndrodejenerasyona aracilik etme hipotezi

(97) numarali kaynaktan modifiye edilmistir. ICAM-1: Interselliiler adezyon molekiilii 1, ROS:
Reaktif oksijen tiirevleri, IL-1p: Interlokin-1beta, TNF: Timér nekroz faktér, MMPs: Matriks
metalloproteinaz, CCL-3: Kemokin ligand 3, CXCL-8 (IL-8): Kemokin ligand: 8, IFN-y: Interferon
gama, PMN: Polimorfoniikleer 16kosit, FasL: Fas ligandi.

Noropatolojik durumlarda IL-18’in, inflamatuar yanit ve sitotoksik yolak
iizerine diizenleyici etkisi vardir. Mikroglia, IL-18’in temel kaynagidir. Interlokin 18,
kaspaz-1 gen ifadesini arttirir. TUmoOr nekroz faktor-o, IL-1p gibi diger
proinflamatuar sitokinleri ve matriks metalloproteinaz (MMPs)’1 arttirir.
Polimorfoniikleer  lokositlerin,  monositlerin/makrofajlarm  ekstravazasyonu,
endotelyal hicrelerde interselliler adezyon molekul-1 [intercellular adhesion
molecule (ICAM-1)]’in IL-18’e¢ bagh up regiilasyonu, CXCL-8 (IL-8, kemokin
ligandi 8) ve kemokin ligand 3 (CCL-3) gibi bu htcrelerin kemokinlerinin mikroglial
uretimi ile glclendirilir. 1L-18, polimorfonikleer l6kositlerin solunum patlamasini ve
degraniilasyonunu indiikler, bu da lokal ndrotoksik enzimlerin saliimina yol agar.
Monositler tarafindan salgilanan IFN-y ile stimilasyon (zerine, mikroglia ve
polimorfoniikleer 16kositlerden, ndroinflamasyona daha fazla katkida bulunacak olan
ROS’u serbest birakirlar. EK olarak mikroglia, oligodendroglia ve astrositler 1L-18
tarafindan indiiklenen FasL (Fas ligandi)'yi eksprese eder, bdylece inflamatuar

kosullar altinda Fas aracili apoptotik hiicre dliimiinii artirir (Sekil 2.5) (97).
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2.7. Hipokampiis ve Biligsel Fonksiyonlar

Hipokampal yap1; hipokampiis, dentat gyrus, subikulum ve entorhinal
korteksten olusan beyindeki bir bolgedir. Hipokampiis yapisi, ammon boynuzu
[(cornu ammonis (CA)] denilen dort esas bdlgeden (CA1-CA4) meydana gelir
(102,103). Hipokampiis yapisi lateral ventrikiiliin temporal boynuzu komsulugunda

olup, medial temporal lobta yerlesim gosterir, temporal lobun uzantisidir (102,104).

Hipokampiisiin alt kisimlar1 birbirleriyle baglant1 gosterir (105). Hipokampal
yap1t, SSS’nin diger kisimlariyla entorhinal korteks araciligiyla informasyon iletimi
gerceklestirir. Subikulum, hipokampiiste bir gecis bolgesi olup entorhinal korteks ile
baglant1 saglar (102,103). Hipokampiisteki bilgi genel olarak tek yonlii glutamaterjik
bir yolu takip eder (105).

Hipokampiisiin en onemli fonksiyonlarindan biri 6grenme ve hafizadaki
yeridir (103,105,106).Hipokampiisiin uzun siireli hafizanin meydana getirilmesinde
kortikal kisimlardan informasyon alip, bunlar1 birlestirdigi bildirilmistir (106).
Bunlarin yanisira, hipokampiis olaylarin nerede meydana geldigi ve birbirleriyle
iligkisini izlemeye yarayan mekansal bellekte gorev almaktadir; bu sebeplerden

otliri, kognitif haritalandirma olusturulmasinda 6nemli gorevler almaktadir (103).

Norobilimsel arastirma alaninda LPS modelinin genis bir kullanim1 vardir.
Noroinflamasyon, norodejeneratif hastaliklarla iligkili 6nemli bir patomekanizmadir
(107). Lipopolisakkarit etkili bir endotoksin olup SSS’deki noroglial hiicreleri
aktiflestirerek proinflamatuar sitokinlerden basta TNF-a olmak iizere bir¢ok sitokin
salimimia yol acar (108). Bu sitokinlere cevaben cesitli ROS’lar iiretilip oksidatif
stres durumu da meydana gelir (109). Sonu¢ olarak, mikroglial aktivasyon ve sitokin
salmimi sinaptik plastisite bozukluklar1 ve ndéronal hiicre 6liimii ile sonuglanan bir
dizi olaya neden olur ve sonunda bellek ve biligsel islev bozuklugunu tetikleyebilir
(110). Literatiir incelendiginde LPS’nin santral sinir sisteminde hipokampuste hasar,
biligsel fonksiyonlarda ve sinaptik plastisitede bozulmaya neden oldugu
bilinmektedir. Bu siire¢ sonunda asetilkolin saliniminda bozulma, hipokampiiste
gliozis meydana gelir. LPS’ye bagli noroinflamasyon olustugunda da hipokampal
bagimli 6grenme ve hafizay1 degerlendiren 6grenme ve ndrodavranis deneylerinde

bu nedenle basarisiz sonuclar elde edilebilir (111).
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Hipokampiisiin etkilendigi durumlarda, kisa siireli bellegin uzun siireli
bellege cevrilemedigi, yeni bellek bilesenleri meydana getirmenin ve meydana

gelmis olanin korunmasmin zorlastig1; ayrica hafiza kaybi gelistigi gozlenmistir
(112).

2.8. Karnitin

L-karnitin 20.yy’in basinda kas dokusunda izole edilmistir (113). Kimyasal
yapist 1927°de belirlenmis olup L-karnitinin hidroksil grubu B-pozisyonundadir.
Karnitin temel yapitasi olarak aminoasitlere benzemektedir ancak proteinlerin
yapisina katilmadigindan aminoasitlerden farklilik gosterir. Bu nedenle aslinda
kuarterner amin tiirevi oldugu diisiiniiliir. Biyokimyasal formuli 3-hidroksi-4-N-
trimetilaminobutirat seklindedir (Sekil 2.6) (114).

CH=
| i
Ha Hz
HaC—N*—Cc— L":lH— c—C—o
| OH
CHy

Sekil 2.6. L-karnitinin kimyasal yapis1 (gama-trimetil amino beta hidroksi bitirik
asit)

2.8.1. L-Karnitinin Sentezi

Karnitinin %751 besinlerle alinirken, %25°i endojen olarak sentez edilir.
Bitkisel besinlerin tersine hayvansal besinler L-karnitin agisindan daha zengindir.
Karnitin insan viicudunda endojen iretilebildigi i¢cin esansiyel degildir, endojen
iretiminden sorumlu organ temel olarak karacigerdir; ayrica bobrek, testis ve

beyinde de karnitin dretilir (115).

Cizgili kaslar ve diiz kas 6zelligi tagiyan kalp kasinda karnitin tiiketimi fazla
olmasma ragmen karnitini sentezleyemez. Bunun nedeni kalp kasinda ve iskelet
kasinda sentez i¢in gerekli olan enzimlerden y-butirobetain hidroksilaz’in
olmamasidir.y-butirobetain hidroksilaz’m bulundugu yerler karaciger, bobrekler,

beyin ve testistir (115,116).
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Sekil 2.7°de gosterildigi gibi, L-karnitinin endojen Uretilmesi igin esas olarak
gerekli aminoasitler lizin ve metiyonindir. Bu aminoasitler disinda askorbik asit,
demir, piridoksin ve niasin de gereklidir. L-karnitinin sentezinde metil igeren gruplar
metiyoninden, karbon zincirleri ve nitrojen ise L-lizinden temin edilir (117). Bu
maddelerin eksikliginde sentez azalir, metiyonin tretilmesi igin gerekli olan

kobalamin vitamini eksikliginde L-karnitinin yapis1 bozulur (114).

Endojen dretilen L-karnitin sentezi viicutta bes asamada olur. Bunlar su
sekildedir (118);

Metil grubu vericisi S-adenozil metiyonin olup, lizinin metilasyonu
sonucunda 6-N-trimetillizin olusur. Bu reaksiyon dizisinin baglangicinda trimetillizin

proteine bagli olarak bulunur. Proteinlerden proteolizle trimetillizin ayrilir.

Ikinci asamada, 6-N-trimetillizinin 3. karbonunun hidroksilasyonu sonucu
sitoplazmada 3-OH-6-N-trimetillizin sekillenir. Bu reaksiyonun gergeklesmesi igin

askorbik asit ve demir (+2) gereklidir.

Ucgiincii reaksiyon iiriinii y-trimetilaminobutiraldehit’tir. Glisinin ayrilmasiyla

olusur. Bu reaksiyonda piridoksine ihtiyac duyulur.

Dordincu reaksiyon Griinii aldehitin oksidasyonuyla y-butirobetain (deoksi L-
karnitin) olusur. Reaksiyonlar arasinda olusan y-butirobetain (deoksi L-karnitin) L-

karnitinin prekdrsorudur.

Deoksi L-karnitinden, y-butirobetain hidroksilaz enzimiyle endojen Uretilen
L-karnitin meydana gelir. Bu reaksiyonda askorbik asit ve ferr6z demir kullanilir
(Sekil 2.7) (118,119).
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Protein-lizin
S-Adenozilmetiyonin

Protein- 6N-Trimetillizin

l Proteoliz ( Lizozom)

6N-Trimetillizin
6N-Trimetillizin hidroksilaz
(Mitokondri dis zar)
Vit C, FeZt
3-OH-6N-Trimetillizin
3-0OH-6N-Trimetillizin aldolaz
l (Sitozol)
7-trimetilaminobutiraldehit (TMABA)
Trimetilaminobutiraldehit
dehidrogenaz (TMABADH)
(Sitozol)
v-Butirobetain

v-Butirobetamn hidroksilaz (Sitozol,
peroksizom)

Vit C, Fe¥*

L-karnitin

Sekil 2.7. Insanda karnitin biyosentezi. (119) numarali kaynaktan modifiye
edilmistir.

2.8.2. L-Karnitinin Emilimi

L-karnitin, duodenum ve jejunumdan aktif tasima ile absorbe edilir. Absorbe
edilen L-karnitin asetillenir. L-karnitin serbest halde kana verilebilecegi gibi ester
seklinde de verilebilir. Kanda % 80'i serbest formda kalani ise ester (ag¢ilkarnitin)
seklinde bulunur (120). Bobreklere gelen karnitin glomeriiler filtrasyona ugrar ve
biiyiikk bir kismu tiibiilerden reabsorbe edilir. Bobrekte tiibiiler reabsorbsiyona
ugrayan L-karnitin miktari, viicudun ihtiyacina ve serum konsantrasyonuna gore
degismektedir (121). Karnitin metabolize edilemez ve idrarda hem serbest hem

acilkarnitin olarak atilir (122). Ayn1 zamanda siit ve az miktarda da gaita ile atilir
(120,123).
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Viicutta karnitinin neredeyse tamamu iskelet kaslarinda ve diiz kas yapisinda
olan kalp kasinda depolanir (124). Karnitinin ortalama %2’si ise karaciger, bobrek,

beyin, eritrosit ve plazmada bulunabilir (125).

2.8.3. L-Karnitinin Biyolojik Fonksiyonlari

L-karnitin, uzun zincirli yag asitlerini enerji metabolizmasinda gorevli
organel olan mitokondriye tasir. Mitokondride yag asitleri okside edilerek enerji
aciga cikar (126). Kisa ve orta zincirli yag asitlerinin mitokondrideki oksidasyonu L-
karnitinden bagimsiz gerceklesebilirken, uzun zincirli yag asitlerinin mitokondrideki
oksidasyonu L-karnitine bagimlidir. Uzun zincirli yag asitlerinin L-karnitinden
bagimsiz okside edilememesinin nedeni ise mitokondri membraninin uzun zincirli
yag asitlerini gegirecek yapida olmamasidir ve bu membranmn L-karnitin ile

gecilebilmesidir (127,128).

Yag asit molekiillerinin dokuda katabolizmas1 temel olarak ii¢ basamakta
olur. Bu ii¢ asama; yag asitlerinin aktive edilmesi, mitokondriye tasmmasi ve
mitokondride okside edilmesidir. Yag asitlerinin aktive edilmesi basamaginda uzun
zincirli yag asitleri acil-KoA sentetaz enzimiyle uzun zincirli agil-KoA’ya ¢evrilir.
Yag asitlerinin katabolizmasindaki ikinci basamakta ise aktivasyonu gerceklesen yag
asitler, mitokondrinin dis membraninda bulunan karnitin palmitoiltransferaz-|
[carnitine palmitoyltransferase | (CPT 1)] enzimi yardimi ile karnitine aktarilir ve
bunun sonucunda uzun zincirli yag a¢il-KoA, agilkarnitine ¢evrilir. Yag asitlerinin
katabolizmasindaki iiglincii basamakta da acilkarnitin molekiilii mitokondriyal
karnitin-acil karnitin translokaz [carnitine-acylcarnitine translocase (CAT)] enzimi
tarafindan mitokondri i¢ zarindan gecer. CAT enzimi Kotransporterdir; yani
acillenmis karnitini ve serbest karnitini ayn1 anda zit yone tasima gorevi yapar. CAT
enzimi, a¢il karnitini mitokondrinin matriksine tasir, serbest halde bulunan karnitinin
de mitokondri matriksinden sitozole tasinmasini saglar. Mitokondrinin i¢ zarmin i¢
tarafinda yerlesmis olan karnitin palmitoiltransferaz-II [carnitine
palmitoyltransferase Il (CPT I1)] enzimi agilkarnitinde bulunan uzun zincirli yag
asidi molekiilinic Koenzim A’ya verir ve agil-KoA olusumunda gorev alir. Agil-
KoA’nin 3-oksidasyonu sonucu meydana gelen asetil-KoA enerji metabolizmasinda

gorev almak i¢in krebs siklusuna katilir. Beta oksidasyonda ve asetil-KoA’larin krebs
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siklusu basamaklarinda kullanilmasiyla olusan rediikte halde bulunan nikotinamid
adenin dindkleotid [nicotinamide adenine dinucleotide hydride (NADH)] ve rediikte
flavin adenin diniikleotid [dihydroflavine adenine dinucleotide (FADH2)]’ler
elektron tagima sistemi ve oksidatif fosforilasyonda kullanilir. Bunun sonucunda

ATP dretilir (129,132).

L-karnitin yag asidi B-oksidasyonunu hizlandirir, bunun sonucunda asetil-
KoA miktar1 artar. Karnitin, toksik asetil-KoA molekullerini tamponize eder ve
asetil-KoA/KoA oranmi regiile eder (113). Bu oran bir¢ok alanda gorevli
mitokondriyal enzim fonksiyonlarmin regiilasyonunda gorevlidir. Bunlar (re

dongiisii, krebs siklusu, glukoneogenez, yag asidi oksidasyonudur (113,133).
L-karnitinin hiicre i¢i metabolizmada gorev aldig1 bazi yerler su sekildedir;
Peroksizomal beta oksidasyona katilir (113).

Karnitin, antiapoptotik etki gdsterir. Mitokondriyal fonksiyon bozuklugundan
dolayr mitokondriden sitoplazmaya sitokrom ¢ salinimi oldugunda apoptoz
baglamaktadir. Bu nedenle, L-karnitinin antiapoptotik etkisinin mitokondriyal

disfonksiyonda iyilesmeye bagl oldugu disiiniilmektedir (134).

Antioksidan etkiye sahiptir ve serbest radikal ¢opciiliigii yapar (6) . L-
karnitin, ksantin oksidaz enzimini inhibe ederek serbest radikal Gretimini
onlemektedir ve lipit zar stabilizasyonunda gorev alir. Nitrik oksit sentetaz (NOS)
aktivitesini de bloke eder (5,135,137). L-karnitinin radikal siiplirme mekanizmasi, a-
karbon iizerinde olusan bir radikali konjugasyon ile stabilize eden karbonil grubu
etkisiyle aciklanabilir. Stperoksit radikali, lipidlerde, proteinlerde ve DNA'da
oksidatif hasar1 indukleyen H,O> veya hidroksil radikaligibi diger ROS olusumunda
onemli bir rol oynar (138). L-karnitinin ayrica superoksit, H>O> ve hidroksil
radikalini temizleme yetenegine sahip oldugu, Fenton reaksiyon sisteminde hidroksil
radikal Uretimini engelleyebilecegi ortaya ¢ikmustir. L-karnitin glutatyon peroksidaz
(GPx), superoksit dismutaz (SOD), katalaz1 koruyabilmektedir (139).

Uzun zincirli agillerin mitokondriden disar1 ydnde transportu karnitinin
gorevlerinden biridir, bunun sonucunda mitokondri icinde birikmis olan agillerin
enerji metabolizmalarint olumsuz yonde etkilemesi Onlenmis olur (140). Agcil-

KoA'nin agilkarnitine doniismesi, toksik agil gruplarinin detoksifiye edilmesinde
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onemlidir (141). Uzun zincirli agil-KoA’lar mitokondri i¢inde birikirse adenin
niikleotid translokaz enziminin aktivitesi baskilanir ve ATP mitokondrinin disina
taginamaz (140). Bunlarin yanisira, uzun zincirli a¢il-KoA’lar membranlarda sabun

etkisi olusturarak hasar olusturabilir (113).

Iskemi varliginda karnitin diizeylerinin azaldgi, cesitli iskemi ile ilgili
calismalarda, karnitin takviyesi sonucunda hiicrelerin metabolik hizinin ve dokularin
oksijen tiiketiminin arttig1 gdzlenmistir (142). Iskemi swrasinda mitokondri enerji
{iretimi yavaslamaktadir. Iskemik durumda karnitinin faydasi, B-oksidasyonun
yavaglamasiyla birikmis olan agil-KoA ile reaksiyona girip acil grubunun iskemik
hiicrenin disma ¢ikarilmasidir. Mitokondri i¢cindeki a¢il-KoA miktar1 azalir; adenin
niikleotid translokaz serbest hale geger, ATP ve KoA seviyesi yikselir; asetil-
KoA/KoA orani azalir; krebs siklusu ve oksidatif yolak kullanilir. Laktat iiretimi
azalir ve asidoz gerilemis olur. Ayrica, L-propiyonil karnitin, D-propiyonil karnitin,
fenton reaksiyonu ile hidroksil radikal tretimini durdurur. Sonug olarak hiicre hasari
azalir (121,143).

Indiiklenebilir NO sentaz, immiinolojik uyaranlarla uyarilir. Indiiklenebilir
NO sentaz, uzun siireli ve siddetli NO salinimina neden olur (144). Diyabetes
mellitus, ateroskleroz, norodejeneratif hastaliklar gibi hastaliklarin patogenezine
katkida bulunur (145,146). L-karnitinin iNOS’u ve NF-xB aktivasyonunu
baskilamasinda, L-karnitinin iNOS gen ifadesi {izerine baskilayic1 yOniiniin
transkripsiyonel seviyede olabilecegini gosteren ¢aligmalar mevcuttur. L-karnitinin

antiinflamatuar etkisi de vardir (5).

L-karnitin aerobik metabolizmay1 arttirir, spor yapanlarda kas agrist hissinin
azalmasina katkida bulunarak uzun siireli egzersiz yapmasma olanak saglar. L-
karnitin, mitokondride yag agilleri baglar acilkarnitin olusturur. Serbest KoA agiga
cikartir. Serbest KoA artar, krebs siklusu aktive olur. Aerobik metabolizma aktive

oldugu i¢in piriivat laktata donemez, yorgunluk hali gecikir (142,147,148).

Niikleer faktor eritroid 2 ile iligkili faktér 2 (Nrf2)/hem oksijenaz 1 (HO-1)
sinyal yolunun aktivasyonu, hiicresel antioksidan stresi diizenler, antiinflamatuar ve
sitoprotektif etkilere yol agar (149). Normal kosullar altinda Nrf2, sitoplazmada
Kelch benzeri ECH ile iliskili protein 1'e (Keapl) baglanir. Stres kosullarinda Nrf2,
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Keapl'den ayrilir, g¢ekirdege go¢ eder ve HO-1 gibi sitoprotektif antioksidan
enzimlerin promotdr bolgesindeki antioksidan tepki elemanlarina (ARE) baglanir
(150). Nrf2/HO-1 sinyal yolunun aktivasyonu ayni zamanda NLRP3’{in
aktivasyonunu da inhibe eder, boylece IL-1B ekspresyonunu azaltir ve
antiinflamatuar ve sitoprotektif etkiler gosterir (151.)L-karnitinin, Nrf2/Keapl sinyal
yollarmi aktive ederek, HO-1/ glutatyon sistein ligaz degistirici alt biriminin
(GCLM) aktivitesinin modulasyonunu ve TGF-B1 ifadesini azaltarak aracilik ettigi
antioksidan ve antiinflamatuar o6zelliklerini vurgulayan yaymlar mevcuttur (149).
TGF-B1 GPx, katalaz ve SOD dahil olmak iizere bir¢ok antioksidan enzimin
ekspresyonunu inhibe ederek ve en bol hiicre i¢i serbest tiyol olan glutatyon
konsantrasyonunu diisiirerek ROS seviyelerini arttirr (152,153).

Canli hiicrelerde siirekli olarak akut veya kronik strese yol acan nedenler
tarafindan hasar olustugu iyi bilinmektedir. Cevresel degisikliklere uyum saglamak
ve farkli yaralanma tiirlerinde hayatta kalmak i¢in Gkaryotik hiicreler, ¢esitli stres
bicimlerini algilayan ve kontrol eden farkli tepki aglar1 gelistirmistir (154).
Bunlardan biri olan 1s1 soku yaniti, cok ¢esitli toksik kosullar altinda hiicrenin hayatta
kalmas1 i¢in gerekli olan evrensel bir temel mekanizma olarak biiyiik ilgi ¢ekmistir.
Bununla uyumlu olarak, beyinde, cesitli stres ve ndronal hasarlanma bi¢imlerini
tespit ve kontrol etmede aktif olarak calisan 1s1 soku proteinleri (HSP), sirtuin ve
tiyoredoksin dahil olmak Uzere entegre hayatta kalma tepkileri mevcuttur (155). Is1
sok proteinleri noronal sagkalimda ve inflamasyonda sinyallesme siireglerinde gorev
almakta olup inflamatuar yanitta regiilasyon ve ndroprotektif yetenekleriyle dnem
kazanmaktadir. Ancak noroinflamasyon siirecleri tizerindeki etkileri henliz tam
olarak anlasgilamamasia ragmen cesitli ¢alismalarda immiin regiilasyonda rol aldigi,

antioksidan ve antiapoptotik oldugu, néronal sagkalimda gorev aldig1 gosterilmistir

(156,157).

Karnitin vitagen aktivasyonuna yol agarak HSP’lerin, tiyoredoksinlerin ve
sirtuinlerin sentezini diizenler. Karnitinin redoks sinyaline katilimi1 ve transkripsiyon
faktorlerini (Nrf2, peroksizom proliferator ile aktive olan reseptdr o, NF-xB vb.)
diizenlemesinin yanisira vitagen agmi aktive etmesi, L-karnitin ve tirevlerinin

antioksidan etkisinden sorumlu ana mekanizmadir (158).
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Sinaptik plastisite, sinapslarda hem yapisal hem de islevsel olarak meydana
gelen, Ogrenmeyi ve hafizayr etkileyen degisikliktir (159). Biligsel islev
bozuklugunun sinaptik plastisitedeki azalma ile iligkili oldugu bildirilmistir (160).
Siklik AMP yanit elemani baglayict protein (CREB), 6grenme ve hafizada kritik bir
rol oynayan bir transkripsiyon faktoridur. Fosforilasyon (pCREB) ile aktive
edildikten sonra, hafiza olusumu ve sinaptik plastisiteden sorumlu olan beyin
kaynakli norotrofik faktoriin (BDNF) transkripsiyonunu baslatir. BDNF ve/veya
pCREB’in azaltilmis ifadesi, sinaptik plastisiteyi azaltabilir (161). Ek olarak, NF-kB
aktivasyonunun, BDNF iiretimini engelleyerek ve dolayisiyla sinaptik plastisiteyi
azaltarak biligsel fonksiyon bozuklugunu indiikledigi bulunmustur (162). Karnitinin
BDNF diizeylerinin arttirmasi, NF-xB sinyal yolunun inhibisyonuna yol agmasi,
asetilkolin sentezini arttirmas1 ile sinaptik plastisiye korudugu bilinmektedir.
Mekansal hafiza ve norodavranis deneylerinde performansta iyilesme goézlenebilir

(163).

2.9. Noroinflamasyon ve Oksidatif Stres

Lipopolisakkarit, TLR tarafindan tanmnarak NF-xB sinyal yolunun
aktiflesmesine neden olup sistemik inflamatuar yanit olusturur. inflamasyon;
oksidatif stres, DNA hasar1 olusturarak mikroglialar1 uyarir. Bunun sonucunda
mikroglialar fagositoz, inflamatuar sitokin salinimi, apoptoz ve ROS iireterek
néroinflamasyona yol acar. Reaktif oksijen radikalleri néronlarda, mitokondriyal
islev bozuklugu yaparak ROS iiretimine ve doku hasarma katkida bulunur. NF-xB
sinyal yolu, oksidatif stres ile ortaya ¢ikan mitokondri islev bozuklugu sonucunda
aktiflesebilmektedir. Bazi ndrodejeneratif hastaliklarin temelinde mitokondriyal islev
bozuklugu oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, mitokondriyal hasar1 hedef alan tedavi
yaklagimlarinin da noéroinflamasyonu azaltacagi diisiiniilmektedir. Inflamatuar
streclerde proinflamatuar sitokinlerin etkisi ile mikroglialardan iINOS eksprese edilir.
Onemli bir norodejeneratif hastaliklardan olan Alzheimer hastaliginda iNOS
aktivitesinin artig1 ve NO diizeylerindeki artis sonucu proteinlerin yapist bozularak

noronal dokularda hasar olusur (22).
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3. GEREC ve YONTEM

Siileyman Demirel Universitesi (SDU) Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetim
Biriminin TTU-2022-8650 proje numarasiyla destekledigi ¢alismamiz, SDU Tip
Fakiiltesi Hayvan Uretimi Deneysel Arastirma Merkezi ile Biyokimya Anabilim Dal1
Arastrma Laboratuvarmda gerceklestirilmistir. Cahsmamiz, SDU Tip Fakiiltesi
Hayvan Etik Kurulundan, 17.02.2022 tarih ve 23 sayili karar1 ile onay almarak etik

kurul kurallarma uygun sekilde yapilmistir.
3.1. Gereg

3.1.1. Deney Hayvanlan

Calismada Wistar Albino tiirti 32 adet erkek sican kullanilmistir. Calismaya
baslamadan once hayvanlarin gerekli saglik kontrolleri yapilip, canli agirliklar:
belirlenmistir. Deney siiresince siganlar 12 saat aydinlik/12 saat karanlik ve 23°C
sicaklik kosullarinda tutulmus, yeterli miktarda yem ve suyla beslenmislerdir.

Giinliik kafes temizlikleri yapilarak kafeslerin altia odun talagi koyulmustur.

Sicanlar 4 gruba ayrilmig olup Euro tip 4 kafeslerde barmdirilmistir. Kontrol
(K, n=8), Lipopolisakkarit (LPS, n=8), LPS+Karnitin (KarLPS, n=8) ve Karnitin
(Kar, n=8) olacak sekilde ayrilmistir (Tablo 3.1). Alt1 aylik, kilolar1 250-400 gram

arasindaki siganlarm bakimi1 SDU Deney Hayvanlar1 Laboratuvarinda yapilmustir.

Tablo 3.1. Deney gruplar1

Grup adi Sayi(n)
Grup 1 Kontrol (K) 8
Grup 2 Lipopolisakkarit (LPS) 8
Grup 3 Lipopolisakkarit+Karnitin (KarLPS) 8
Grup 4 Karnitin (Kar) 8
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Resim 3.1. Kafeste barindirilan siganlar

3.1.2. Lipopolisakkarit

Lipopolisakkarit, sican noroinflamasyon modelini tetiklemek i¢in g¢okca
kullanilmaktadir. Tek doz LPS uygulamasimin bile SSS’de aylarca siiren inflamasyon
olusturdugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur (164,165). Bununla birlikte, standart
bir uygulama prosedirii yoktur. Tekrarlanan aralikli LPS uygulamasi ile modellenen
kronik tekrarlanan periferik inflamasyonun biligssel fonksiyonlar {izerine etkilerini
arastiran caligma az sayida mevcuttur. Siganlardaki inflamasyon yiikiiniin biligsel
islev tlizerindeki etkisinin degerlendirildigi ¢aligmamizda, literatiire katkida
bulunmak i¢in yetiskin sicanlar1 aralikli LPS endotoksinine maruz biraktik (166,167).
Sicanlarin kanmna veya viicuduna yliksek seviyelerde endotoksin uygulanmasi,
mikroglial aktivasyonu, bellek bozuklugunu, beyin sinapslarinin ve ndronlarin
kaybini indiikler (168). Agirliklarma gore, LPS i¢in belirlenen 3 mg/kg dozunda,
sicanlarin o giin alacagi dozlar hesaplanmistir. Yiiksek doz LPS (Sigma-Aldrich,
USA, L2630; Escherichia coli 0111:B4) 3 mg/kg dozda ip olarak deneylerin ilk
giinii LPS ve KarLPS gruplarina uygulanmistir (169). Daha sonra LPS birer hafta
arayla 3 kez daha diisiik doz 250 pg/kg olarak LPS ve KarLPS gruplarindaki
sicanlara ip enjekte edilmistir (170,171). Kontrol grubuna da ayn1 hacimde ip serum
fizyolojik verilmistir (169). Enjeksiyonlar deney hayvanlari laboratuvarinda veteriner
hekim gdzetiminde yapilmistir. Son LPS dozundan 1 hafta sonra 7 aylik olan si¢anlar

O0grenme, norodavranig, lokomotor aktivitenin test edilecegi "Ogrenme
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laboratuvarina" tasmarak adapte olmalar1 i¢in 3 giin beklenmistir. Ogrenme
Laboratuvar1 "Deney Hayvanlar1 Laboratuvari"na bitigik binada bulunan, 2 odadan
olusan bir laboratuvardir. Bir oda barinma ve beslenme i¢in kullanilmis olup diger
odada Ogrenme, hafiza, norodavranigsal parametreler ve lokomotor aktivitenin

degerlendirildigi sistemler mevcuttur.

3.1.3. L-Karnitin

L-karnitin icin belirlenen giinlik dozumuz 300 mg/kg (Sigma-Aldrich, USA,
C0283) olup KarLPS ve LPS gruplarma kilogramlarina gore hesaplanan miktarda ip
enjekte edilmistir (169). Lipopolisakkaritin ilk doz uygulamasindan bir giin sonra,
karnitin enjeksiyonu baglamis olup 28 giin boyunca subkronik karnitin uygulamasi
yapilmistir  (172,174). Lipopolisakkarit uygulamasi sonrasi noroinflamasyon
olusumu ¢esitli ¢calismalarla degerlendirilmistir. Enjeksiyon sonucu hipokampdiste
inflamasyonun maruziyet sonrasi 1. giinden basladigi bulunmustur. Enjeksiyon
sonrasi inflamasyon saatler icinde baglamakla birlikte 6 ile 24 saatte baslayabildigini
gosteren caligmalarin  bulunmasindan dolayr karnitin  uygulamasma, LPS
uygulamasindan bir giin sonra baglanmistir (175). Lipopolisakkarit uygulamasi
sonras1t KarLPS grubuna karnitin enjeksiyonuna baslamak icin 1 giin beklenmistir.
Dolayisiyla Kar grubuna da KarLPS grubu ile ayni giin karnitin enjeksiyonlari
baslanmistir. Yirmi sekiz giinliik karnitin enjeksiyonu sonrasi siganlar dgrenme,
norodavranis, lokomotor aktivite testlerinin yapilacagi "Ogrenme laboratuvarmna"

tasmmustir.

3.1.4. Kullamlan Malzemeler ve Aletler

1. Sogutmali santrifiij: Eppendorf MR5415 (Almanya)

2. Santrifiij: Niive NF 1200 R model sogutmali (Tiirkiye)
3. Derin dondurucu: Kirsch Bosch -80°C (Almanya)

4. Hassas terazi: Scaltec SPB 33 (isvigre)

5. Vorteks: Nuve NM 100 (Turkiye)

6. Otomatik pipet: Eppendorf (Almanya), Gilson (Fransa)
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10.

11.

12.

13.

pH metre: Hanna Instruments (Portekiz)

Manyetik karistirict: Niive (Tiirkiye)

Biyokimya analizorii: Beckman Coulter AU5800 ( Japonya)
Cam-Teflon homojenizator

ELISA plate yikayici: Bio-tek marka ELx 50 model otomatik strip
yikayic1 (ABD)

ELISA okuyucu: Rayto RT-6000 Microplate Reader (Cin)

Idrar Santrifiij Tiipii 15 ml (Isolab Almanya)

3.1.5. Kullamilan Kimyasal Maddeler

1-

Lipopolisakkarit (Escherichia coli lipopolisakkarit, O111:B4) (L2630,
Sigma)

Fosfat buffer salin tablet (P4417, Sigma)
L-karnitin (Sigma-Aldrich, USA, C0283)
Ketasol %10 (Ketamin hidroklortr 100 mg) (Richter Pharma, Avusturya)

Rompun %2 enjeksiyonluk Cozelti 25 ml (Bayer, Almanya)

3.1.6. Kullanilan Reaktif Malzemeleri

e PR

SunRed Rat TNF-o. ELISA kiti katalog no: 201-11-0765 (Cin)
SunRed Rat IL-18 ELISA kiti katalog no: 201-11-0118 (Cin)
Rel Assay Diagnostics Total Antioksidan Status (TUrkiye)

Rel Assay Diagnostics Total Oksidan Status (Turkiye)

3.1.7. Kullanilan Cozeltiler

Fosfat tamponu; pH: 7,4 fosfat buffer salin tabletten (P4417, Sigma) bir tablet

almip 200 ml suya karistirilarak yapilmistir. Toplamda bir litre fosfat tamponu

hazirlanmastir.
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3.1.8. Serum ve Hipokampus TNF-a ve IL-18 Diizeylerin Cahsma

Prensibi

3.1.8.1. Serum ve Hipokampus TNF-a Calisma Prensibi

Sican serum ve hipokampiisinde TNF-a diizeyinin kantitatif olcimi ¢ift
antikor sandvi¢ enzim-bagli immiinsorbent test [enzym-linked immunosorbent assay

(ELISA)] yontemiyle ticari kit (SunRed, Sangay, Cin) ile ¢aligilmistr.

Kit 6 nokta kalibrator icermektedir (40 ng/l, 80 ng/l, 160 ng/l, 320 ng/l, 640
ng/l, 1280 ng/l). Standartlar calisilarak bu konsantrasyonlara karsilik gelen optik
dansite verileri alimmustir. Calisma bitiminde standartlarin  optik dansite-
konsantrasyon grafigi elde edilmis ve numunelerin konsantrasyonu bu grafikten

faydalanilarak ng/l cinsinden hesaplanmustir. Sensitivitesi 5.127 ng/1I’dir.

3.1.8.2. Serum ve Hipokampus IL-18 Calisma Prensibi

Sican serum ve hipokampiisiinde IL-18 dizeyinin kantitatif olcimi ¢ift
antikor sandvi¢ enzim-bagli immiinsorbent test [enzym-linked immunosorbent assay

(ELiSA)] yontemiyle ticari kit (SunRed, Sangay, Cin) ile yapilmistir.

Kit 6 nokta kalibrator icermektedir (5 ng/l, 10 ng/l, 20 ng/l, 40 ng/l, 80 ng/I,
160 ng/l). Standartlar calisilarak bu konsantrasyonlara karsilik gelen optik dansite
verileri almmustir. Calisma bitiminde standartlarin optik dansite-konsantrasyon
grafigi elde edilmis ve numunelerin konsantrasyonu bu grafikten faydalanilarak ng/|

cinsinden hesaplanmistir. Sensitivitesi 0.472 ng/I’dir.

3.1.9. Serum ve Hipokampls Total Oksidan Durum (TOS) ve Total
Antioksidan Durum (TAS) Calhisma Prensibi

Orneklerde spektrofotometrik yontem ile Rel Assay Diagnostics Kitleri
kullanilarak total antioksidan durum (TAS) ve total oksidan durum (TOS)
calisilmistir. Her iki kitinde Beckman Coulter AU5800 otoanalizoriine aplikasyonu
yapilmistir.
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TAS prensibi:

Ornek icindeki antioksidan maddeler, Kit icindeki reaktiflerden olan koyu
mavi-yesil renkteki ABST radikal solusyonunu renksiz forma indirgemistir ve
reaksiyon karigimmin 660 nm’deki absorbans degisimi Olclilmiistiir. Absorbans
degisimi, numunedeki TAS miktar1 ile koreledir. Yontemin kalibrasyonu stabil

antioksidan standart soliisyonu (E vitamini analogu) Trolox Equivalent ile yapilmistir
(176).

TOS prensibi:

Ornek i¢indeki oksidan maddeler, ferrdz iyon selatdr kompleksini ferrik iyon
haline okside etmistir. Ferrik iyon formu, asidik ortamda kromojen ile renkli bir
kompleks meydana getirmistir. Renk olusumu; numunedeki oksidan molekdillerin
miktar1 ile orantili oldugundan, spektrofotometrik olarak Olc¢iilmiis ve TOS degeri

elde edilmistir. Yontemin kalibrasyonu hidrojen peroksit ile yapilmistir (176).

Elde edilen TAS ve TOS sonuglarindan OSI degerleri hesaplanir. TOS (pumol
H202 equiv./lt) degerinin TAS (mmol Trolox equiv./It) degerine oraninin yiizde

derecesi olarak ifade edilen oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplanmistir.

3.1.10. Genetik Analiz icin Kullanilan Sarf ve Ekipmanlar

1- Roche, TriPure Isolation Reagent Cat. No. 11 667 165 001 200 ml
2- Merck, Isopropanol Cat. No. 109634

3- Merck, EtOH Cat. No. 100983

4- Invitrogen™ UltraPure™ Dnase/Rnase-Free Distilled Water Catalog No.
10-977-023

5- Thermo RevertAid RT Reverse Transcription Kit Cat. No. K1691
6- Roche, LightCycler® 480 SYBR Green | Master Cat. No. 4707516001
7- Roche, ® 480 Multiwell Plate 96, White Product No. 04729692001

8- SOLAB, Filtreli pipet uglar1 (10,100,1000 pl) *Cat. No. TF-R-S-010 pipet
ucu — filtreli — ISOLAB — seffaf — 10 pl — kutu — steril 96 adet/kutu *Cat.
No. TF-R-S-100 pipet ucu — filtreli — ISOLAB — seffaf — 100 pl- kutu —
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steril 96 adet/kutu *Cat. No. TF-R-S-1000 pipet ucu — filtreli — ISOLAB —
seffaf — 1000 pl — kutu — steril 96 adet/kutu

9- Thermo, 0,2 mL PCR tlpl Catalog number: AB0620 Tubes, 0.2 mL, flat

cap

10- ISOLAB, 1,5 mL steril mikrosantrifiij ttipu Cat. No. 078.03.022

11- Primers From Macrogen

3.1.11. Genetik Analiz icin Kullanilan Cihazlar

-80°C derin dondurucu (New Brunswick Scientific — U535)
-20°C derin dondurucu (Argelik, Turkiye)

Nanodorop 2000 (Thermo Scientific)

Allegra X-15R Refrigerated Centrifuge (Beckman Coulter)
Thermal Block (Biosan TS100-C)

Vorteks cihazi (Biosan V-1 Plus)

Santriftj (Hettich Universal 320R)

Veriti 96 well Thermal Cycler (Applied)

LightCycler 480 11 (Roche Diagnostics)

3.2. Yontem

3.2.1. Ogrenme ve Davranigsal Testler

3.2.1.1. Morris Su Labirenti - Morris Water Maze

Morris su labirenti, hipokampiise dayali mekansal hafizay1 degerlendiren

biligsel fonksiyonlar1 gosteren bir testtir. Su labirenti, 150 cm c¢apli, 80 cm

yiiksekliginde dairesel galvanik metalden yapilmis ve i¢ yiizeyi beyaz bir havuzdur.

Labirentin oldugu yer giines 15181 almayacak sekilde diizenlenmistir ve labirentin dort

tarafina yukar1 yonde bakacak sekilde yerlestirilmis lambalarla dolayli olarak

aydinlatma saglanmistir. Su labirenti etrafinda sabit olan bazi gorsel ipuglar

(lambalarin birine baglanan kurdele, tablo, sandalye) vardir. Deneyden Once su
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labirentine su doldurulup 23°C’ye sitilmasi saglanmistir. Sonra koyu sar1 toz boya
suda ¢ozdiiriiliip suyun renklenmesi saglanmistir. “Smart Versiyon 2.5” programiyla
(Smart Video-Tracking, Panlab, Barcelona, Ispanya) havuz “1. kadran”, “2. kadran”,
“3. kadran” ve “4. kadran” olarak dort kadrana ayrilmistir. Gizli platform su
yiizeyinin 2 cm altinda olacak sekilde yerlestirilmis ve gizli platformun bulundugu
bu kadran ‘“hedef kadran” olarak belirlenmistir. Su labirentinde tiim 6grenme
egzersizleri boyunca ve bellek testinde, platform bulma streleri, katedilen mesafe,
yiizme hizlari, hedef kadranda gecirilmis olan siire gibi veriler bu program yoluyla
kayit altina alinmistir. Su labirentinin iist kisminda, tiim egzersizler ve hafiza testi
stiresince sicanlarin hareketlerini kaydeden bir video kamera (Sony SSC-DC398P,
Japonya) elde edilen verileri, bilgisayara aktarmakta ve veriler Smart 2.5 programi

tarafindan islenmektedir.

Resim 3.2. Bir siganin Morris su labirentinde izledigi yol ve Morris su labirentindeki
kadranlar

3.2.1.1.1. Deney Prosedtru

Deney boyunca siganlar havuza koyulurken, siganlarin yiiziiniin labirentin
duvarma bakacak sekilde olmasma 6zen gdosterilmistir. Havuzdan ¢ikarilan siganlar
havlu ve 40W beyaz ampul altinda kurutulup kafese tekrar koyulmustur.
Egzersizlerde sicanlar, hedef kadran dis1 kadranlardan spontan (zon 1, 2 ve 4) olarak

suya birakilmistir. Bir giinde sicanlara toplamda 5 egzersiz yaptirilmistir. Morris
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protokolii uygulanmis olup, mekansal ipucu ve yonsel stratejiler kullanilarak
platformun yerini 6grenme egzersizi art arda 4 giin yapilmistir. Sicanlara egzersiz
sirasinda ylizmeleri i¢in 60 saniyelik (s) zaman verilmistir. Siganlar, birinci giin gizli
platformu 60 s i¢inde bulamamigsa elle gizli platforma yonlendirilip, platformu
O0grenmesi ve bu platformun sudan kurtulus oldugunu anlamasi amaciyla platformda
30 s durmasina ve gevreyi algilamasina izin verilmistir. Ikinci giinde siganlar 60 s’de
platformu bulamamissa deneyi yapan kisi siganlar1 platforma yonlendirmistir fakat
bu kez platformda 15 s durmalarina izin verildikten sonra platformdan alinmustir.
Diger giinler sicanlar platformu bulamamigsa yonlendirme yapilmaksizin alinmistir.

Dordiincii giin tiim sicanlar toplam 20 kere 6grenim egzersizi yapmistir (177,178).

Besinci glinde “Probe trial” testi yapilmistir. Bu testte hedef kadrandaki gizli
platform kaldirilip, sicanlar, sakli platformun bulunmadigr diger kadranlardan (1., 2.
ve 4. kadran) birakilmis ve 60 s yiizmesine izin verilmistir. Bu siire i¢inde daha 6nce
sakli platformun bulundugu hedef kadranda (3. kadran) gecirdikleri siire
kaydedilmistir. Bu siire mekansal hafizanin gostergesi olarak degerlendirilmistir
(177,178). Bu degerlendirmeden 2 saat sonra yine 5. giinde si¢anlara bu testin ipucu
iceren formu “Visible (goriiniir) Platform” testi uygulanmistir. Bu test LPS ve L-
karnitinin siganlarda goérme, lokomotor aktivite ya da motivasyon tizerindeki
etkilerini degerlendirmek icin yapilmistir. Bu test yapilirken goriiniir platform hedef
kadrandan farkli kadranlara tasinmis (1., 2. ve 4.) ve sicanlar her defasinda hedef (3.)

kadrandan birakilmistir. Goriiniir platformu bulma siireleri kayit altina alimnmustir.

3.2.1.2. Acik Alan Testi-Open Field Test

“Acik alan testi” lokomotor aktivite, eksploratuar (kesif¢i) davranis paterni ve
anksiyeteyle iliskili davranislar1 degerlendirmek icin yapilmaktadir. Bu test i¢in
100x100 cm bir kare alan ve 40 cm yuksekliginde duvara sahip, siyah renk ahsap bir
platform kullanilmaktadir. Platformun tabani beyaz renkle ¢izilip 16 esit kareye
ayrimustir. Platformun ¢evresindeki 4 lamba duvara yansitilip dolayli olarak
aydinlatma saglanmistir. Hayvanlar sessiz bir ortamda test edilmis olup, 5 dakikalik
(dk) stirede hayvanlarm hareketleri, platformu tepeden kaydeden bir video kamerayla
kaydedilmistir (Sony SSC-DC398P, Japonya). “Smart versiyon 2.5” programi

kullanilarak platformun video kamerayla alinan goriintiisii dis, orta, merkez alanlar
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olmak {izere i¢ ige hayali 3 kadran olusturulmus ve bu kadranlarda kalma siiresi ayr1
ayr1 kayit altina alinmistir. Tiim sicanlar “agik alan testi’nde degerlendirilmis ve 5 dk
stirede platformu kesfetmelerine izin verilip davraniglart skorlanmistir (179,180).
Davranis skorlamasi su sekilde yapilmistir: Cizgi sayisi (line crosses): en az 3
ayagiyla gectigi ¢izgi sayisi, bu veri siganin lokomotor davranismin (horizontal
lokomotor aktivite) bir formudur. Sahlanma (rearing): Arka iki ayagi iistiinde ayaga
kalkip koklama hareketinin sayisi, duvara tirmanma (walling): platformun duvarina
iki ayag iistiinde kalkip tirmanma hareketinin sayisi, kenarda kalma siiresi (edge
duration): aparatin kenarinda, dig kadraninda gecirdigi siire, merkezde kalma siiresi
(centre duration): aparatin merkezinde geg¢irdigi siire ve merkez karedeki aktivite
sayis1 (center square activity): kare alanm tam ortasina ¢izilmis 25cmx25cm“lik
merkez kareden gecme sayisini ifade etmektedir. Ayrica her bir sicanin bu siire
icerisindeki digki ve idrar yapma sayis1 kaydedilmektedir. Gegtigi ¢izgi sayisi,
sahlanma sayisi, duvara tirmanma sayisi, merkez karedeki aktivite sayis1 ve aparatin
merkezinde gecirdigi siirenin fazlalig1 artmis lokomotor aktivite ve kesif¢i davranisi
gosterirken, aparatin kenarinda gecirdigi siirenin fazlaligi, aparatin i¢inde hareketin
ve gecilen ¢izgi sayisinin azligi, diski ve idrar yapma sayisinda artis, kesifci davranis

azalmas1 ve yiiksek anksiyete diizeyini géstermektedir (181).

Resim 3.3. Agik alan testi uygulamasindaki bir sigan

3.2.1.3. Zorlanms Yiizme Testi (Forced Swim Test)

Sicanlar 20 cm caph seffaf, i¢ine 30 cm derinliginde su konulmus bir

silindirik aparata 6 dakika siiresince birakilmis ve tavana yerlestirilen kamera ile
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goruntuleri kaydedilerek aktif olarak yuzdikleri sire ve yizmeden bekledikleri,
batmaya bagladiklar1 siireler, Smart V2.5 programi ile kaydedilmistir. Siganlar, deney
basladiginda yiizerek, ¢irpinarak ya da sigrayarak silindirin kenarlaria tirmanmaya
ve kagmaya calisacaktir. Siganlar bir siire sonra kagamayacaklarmi anladiklarindaysa
davranigsal caresizlik olarak degerlendirilen hareketsiz kalma, miicadeleyi birakma
ve teslim olma hali gergeklesir. Sicanlarin hareketsiz kaldiklari siirenin artmig olmasi

ruh halinde diisiis ile iliskilendirilir (182).

3.2.2. Hipokampus Dokusunun Elde Edilmesi

Sicanlara 6grenme deneylerini tamamladiktan 1 giin sonra ip olarak %10
ketamin HCI (90 mg/kg)-%?2 ksilazin HC1 (10 mg/kg) anestezisi uygulanmustir.
Abdominal insizyon ile vena cava inferiordan eksanguinasyon yapilmis ve kanlar1
almmistir. Soguk fosfat tamponu ile islatilmis buz akiileri lizerinde, her siganin
kafatas1 kemikleri orta hattan baslanarak dikkatli bir sekilde uzaklastirilip, her iki
hemisfer ayrilip, frontal loplara kesi atilmis ve diiz kenar elde edilmistir. Beyin
dokusu frontal kisim iizerinde dik sekilde konulup hipokampiisler bu pozisyonda
O0zel olarak yaptigimiz aparatlarla beyin dokusundan ayrilmistir. Sicanlarin
hipokampiislerinin yaris1 soguk fosfat tamponu dolu ependorf tiplerine konulup
biyokimyasal analiz i¢in ayrilmistir. Diger yaris1 histopatolojik analiz i¢in formol
iceren kaplara ve genetik analiz i¢cinde soguk serum fizyolojik bulunan ependorflara

ayrilmigtir.

Resim 3.4. Hipokampiis ¢ikarmak i¢in kullandigimiz aparatlar
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Biyokimyasal analiz i¢gin her gruptaki sicanlarin hipokampiis 6rnekleri tek tek
tartilip fosfat tamponu i¢inde 6nce cam teflon homojenizasyon aparat1 yardimryla 15-
20 darbe uygulanarak par¢alanmistir. Sonrasinda sonikatérde (UW- 2070 Bandelin
Electronic, Almanya) 30 sn tutulmustur. Homojenizasyon tamamlanmistir. Bu
basamaklarin hepsi soguk zincire uygun sekilde yapilmistir. Doku homojenatlar1

10000 g’de ve +4 °C’de on dk santrifiij edilip, 2 adet porsiyonlanmstir.

Genetik analiz i¢in soguk serum fizyolojik i¢ine alinan hipokampiis drnekleri

NLRP3 ve IL-18 gen ekspresyon dizeyleri 6lgiilmek tzere -80°C’de saklanmustir.

Histopatolojik analiz i¢cin formol i¢ine alinan hipokampiis dokusu
hemotoksilen-eozin (H-E) ile boyandiktan sonra 1sik mikroskobunda incelenene

kadar oda sicakliginda saklanmuistir.

3.2.3. Serum Numunelerin Elde Edilmesi

Tim siganlarin kanlar1 anestezi altinda sakrifikasyon sonrasi jelli sar1 kapakl
biyokimya tiiplerine alinmistir. Kanlar serumlar1 ayrilmak iizere 3000 rpm’de 10 dk

santrifiij edilmistir. Serumlar ii¢ ependorfa porsiyonlanmustir.

Serum ve hipokampiis dokusundan ticari rat spesifik ELISA kitleriyle TNF-a,
(SunRed) ve IL-18 (SunRed) calisilmistir. Ayrica serum ve hipokampiis
dokularindan TAS ve TOS calisilmistir. Hipokampilis TNF-a ve IL-18 sonuglari,
doku protein miktar1 ile karsilastirilarak gram protein basina miktar olarak

verilmistir.
3.2.4. Histokimyasal Preparat Hazirhklar
3.2.4.1. Doku Orneklerinde Histolojik Calisma

3.2.4.1.1. Doku Takip Cahsmalan ve Kesitlerin Eldesi

En az 2 glin %10 notral formalin soliisyonunda fikse edilen 6rnekler, bir gece

akan suda yikandiktan sonra sirasiyla agagidaki asamalardan gegirilmistir.
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a) Suyun dokulardan uzaklastirilmasi (Dehidratasyon)

Ornekler farkli derecedeki alkollerde birer saat bekletildi.

Alkol derecesi Stire

%50 bir saat bekletildi.
%70 bir saat bekletildi.
%80 bir saat bekletildi.
%90 bir saat bekletildi.
%96 bir saat bekletildi.
%100 bir saat bekletildi.
%100 bir saat bekletildi.
%100 bir saat bekletildi.

b) Seffaflandirma

Her U¢ dk’da bir kontrol edilerek ksilolde 3-10 dk bekletildi.

c) Parafin emdirme

S1v1 parafin (60 °C etiivde) 30 dk bekletildi.

Kat1 parafin (oda sicakliginda) 1 gece bekletildi.

d) Gémme

Sert parafin, igerisine gdmiilen dokularla tabakalar halinde hazirland:.
e) Kesitalma

Elde edilen parafin tabakalardan kizakli mikrotom ile 3-4 pum kalinliginda

kesitler alind1.

3.2.4.2. Kesitlerin Hematoksilen-Eozin ile Boyanmasi (H-E)

Histokimyasal degerlendirme i¢in elde edilen preparatlara Hematoksilen-

Eozin (H-E) boyama yapildi. Boyama asamalar1 asagida belirtilmistir.
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Yapilan islemSiire

1. Deparafinizasyon
A) 60°C etiiv
B) Ksilol |
C) Ksilol 11

2. Alkol serisi
A) %96
B) %90
C) %80
D) %70

3. Distile Su

4. Hematoksilen

5. Cesme suyu

6. Asit alkol

7. Cesme suyu

8. Eozin

9. Cesme suyu

10. %70-%80-%90

11. Ksilol

45 dk bekletildi.
20 dk bekletildi.

20 dk bekletildi.

10 dk bekletildi.
10 dk bekletildi.
10 dk bekletildi.
10 dk bekletildi.
5 dk bekletildi.

2 dk bekletildi.

5 dk bekletildi, sonrasinda akan suda 2-3 kez yikandi.

3-4 sn

5 dk bekletildi, sonrasinda akan suda 2-3 kez yikandu.

2 dk bekletildi.
5 dk sonra akan suda 2-3 kez yikandi.
alkol serisinden sirasiyla batirip ¢ikarilarak gecirildi.

bir gece bekletildi.

12. Kapatma (Entellan)

Beyin dokusu kesitlerinde, kontrol ve deney gruplarinda histokimyasal

yontemler uygulandiktan sonra dokudaki hasarlanma-iyilesme degerleri; kamera

destekli binokiiler 151k mikroskobu (ECLIPSE Ni-U, Nikon, Tokyo, Japan) ile

karsilastirilmistir.
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3.2.5. Hipokampis NLRP3 VE IL-18 Gen Ekspresyon Duzeylerinin
Tayini

3.2.5.1. RNA lzolasyon Protokolii

Tum ratlara ait doku Ornekleri tizerine 1 ml tripure isolation reagent (DNA,
RNA ve protein izolasyonu i¢in kullanilan reaktif) eklenmistir ve homojenizator
kullanilarak seramik boncuklar yardimiyla parcalanmistir. Bu asamada tiipteki doku
parcalanarak homojen bir goriiniim almistir. Tripure isolation reagent etkisiyle
pembe renk olusmustur. Daha sonra tiipler buz iizerine alnip 2 dk, sonra oda
sicakliginda 5 dk bekletilmistir. Tiiplere 200 pl kloroform eklenmis, 5 dk daha
bekletilmistir. Kloroform, homojen sekle gelen dokuda faz olusumunu saglayarak
RNA, DNA ve proteinin ayr1 fazlarda eldesine aracit olmaktadir. Tiipler 12000
rpm’de 4°C’de 20 dk santrifiij edilmis olup, 3 faz olusmustur. RNA izolasyonu igin
renksiz olan en {stteki 1. faz baska ependorf tiipe aktarilmistir. Yeni tiipe 500 pl
izopropanol eklenerek 25°C’de 10 dk inkiibe edilmistir. 12000 rpm’de 4°C’de 10 dk
santriflyj edilip, slipernatant1 atilmistir. Elde edilen ¢okelek lizerine 1 ml %75 etanol
eklenmistir. 7500 g’de 4°C’de 5 dk santriflij edilmis, siipernatanti atilmustir. 57°C’de
etanol uzaklastirilarak, kalan ¢Okelege 50-100 pl RNAse icermeyen su

pipetlenmistir. Elde edilen RNA’larin konsantrasyonlar1 ve safliklar1 belirlenmistir.

3.2.5.2. RNA Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

[zole edilmis olan RNA’larm konsantrasyonlar1 Nanodrop cihaz1 ile
spektrofotometrik yontemle Olgiilmiistiir. RNA Orneklerinin konsantrasyonu ve
safliklar1t 260 ve 280 nm dalga boylarindaki absorbanslarinin 6lgiilmesiyle

belirlenmistir.

3.2.5.3. cDNA Sentezi

cDNA sentezi, Thermo Scientific™ RevertAid RT Reverse Transcription Kit
kullanilarak belirtilen sekilde gerceklestirilmistir. Her 6rnek icin RNA + Random +
Hexamer primer (1 pl) + Niikleaz free su’dan 12 pl eklenmistir. Olusturulan 12 pl
RNA 6rnegi karisimi1 65°C’de 5 dk bekletildikten sonra buz iistiinde sogutulmustur.
Son hacim 20 pl olacak sekilde belirtilen reaksiyon bilesenleri RNA 6rnekleri
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tizerine eklenerek 0,2 upl’'lik polimerize zincir reaksiyonu [Polymerase Chain
Reaction (PCR)] tiiplerinde karistirilmistir ve Thermal Cycler cihazina yerlestirilip
25°C’de 5 dk, 42°C’de 60 dk ve 70°C’de 5 dk olarak hazirlanan program ile
reaksiyon gercgeklestirilmistir (Tablo 2).

Tablo 3.2. NLRP3 ve IL-18 igin cDNA sentez protokoli

Bilesenler ( Tek reaksiyon igin) Hacim
RNA o6rnegi 12 pl
5x Reaction Buffer 4 ul
RiboLock Rnase Inhibitor (20 U/pul) 1 pl
10 mM dNTP Mix 2 ul
RevertAid RT (200 U/ul) 1l
Toplam Hacim 20 pl

Kontrol olarak Beta Aktin (ACTB) gen bolgesine ait diziler kullanilmustir.
Yetkili firma NLRP3 ve IL-18 genine ait Forward ve Reverse primerleri

tasarlamistir. Primer dizileri verilmistir.
NLRP3:
F: 5>-TTTCCCAGACCCTCATGTTG-3’
R: 5’-GGTGCTGAGACTTGAGAAGAG-3’
IL-18:
F: 5°-GGATGTCTACCCTCTCCTGTAA-3’
R: 5’-GTCCTGGCACACGTTTCT-3’
Beta Aktin (ACTB):
F: 5’-ACCACCATGTACCCAGGCATT-3’

R: 5>-CCACACAGAGTACTTGCGCTCA-3’

3.2.5.4. Real Time PCR (RT-PCR)

Sentezlenen cDNA’lar, belirtilen gen bolgeleri i¢in dizayn edilen primerler ile

LightCycler® 480 SYBR Green I Master kullanilarak Roche LightCycler 480 II
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cihaziyla ¢alisilmistir. Calismada ACTB geni referans (kontrol) gen olarak alinmas,

target genler ile beraber asagida belirtilen sekilde hazirlanip ve cihaza yiikklenmistir.

Reaksiyon tiipiinde, tek bir reaksiyon i¢in bilesenlerin her birinden (cDNA
hari¢) eklenip ve reaksiyon sayisi ile ¢arpilarak reaksiyon karisimi hazirlanmistir.
Plate’lere her bir reaksiyon i¢in 16 pl reaksiyon karigimimdan transfer edilmistir. 2 pl
cDNA o6rnegi her bir kuyucuga son reaksiyon hacmi 20 pl olacak sekilde eklenmistir
(Tablo 3.3). Hazirlanan platelerin iizeri kapatilarak plate santrifiij cihazi ile santrifiij
edilmistir. Real Time PCR cihazina yerlestirilmistir. Orneklerin RT-PCR ile
ekspresyonlarina bakilmistir. Asagida belirtilen cihaz protokoli ile c¢alisma

yapilmustir (Tablo 3.4).

Tablo 3.3. Reaksiyon karigimi

Bilesenler ( Tek reaksiyon i¢in) Hacim
Su, PCR-grade 6,4 pl
Forward primer (F) (ara stok 10 uM) 0,8 ul
Reverse primer ® ( ara stok 10 uM) 0,8 ul
Enzim karisimi (Light Cycler 480 SYBR Green I Master 10 i
+

cDNA 2 ul
Toplam reaksiyon hacmi 20 pl

18 ul Reaksiyon Mix + 2 pl cDNA = 20 pl Total Reaksiyon Hacmi

Tablo 3.4. Cihaz protokoli

PRE- - . .
Program adi INKUBASYON AMPLIFIKASYON MELTING CURVE SOGUTMA
Analiz Modu Yok Kuantifikasyon Modu Erime Egrisi Modu Yok
Dongii Sayisi 1 45 1 1
Hedef
Sicaklik [°C] 95 95 57 72 95 62 97 40
Sure 00:05:00 00180 00:00:15 | 00:00:10 | 00:00:05 | 00:01:00 | 00:00:00 00:00:30
Sicaklik Artig
Hia [°C/s] 4.8 4.8 2,5 4.8 4.8 2,5 0,11 2,5
Okuma Yok Yok Yok Tek Yok Yok | Continuous Yok
Modu
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3.2.5.5. Analiz

Real Time PCR analizi sonucunda elde edilen veriler Absolute Quantification

ve Advanced Relative Quantification yontemleriyle analiz edilmistir.

Elde edilen sonuglarda Relative Quantification yapabilmek i¢in Fold Change
metodu kullanilmistir. Bu metod ile Target gen Ct degerleri ACTB ile normalize
edilmistir. Normalize degerler, kontrol gruplar1 ile oranlanarak Fold Change

degerleri bulunmustur.

e 2’den biiyiik ise anlaml1 Target Up Regiilasyon,
e 2’den diisiik 1se anlaml1 Target Down Regiilasyon durumunu ifade eder.

e -2 ve 2 araligindaki degerler ise anlamsiz olarak tanimlanir.

3.3. Istatistiksel Analiz

Morris su labirenti verileri Levene homojenite testi ile degerlendirilmis,
verilerin homojen dagildig1 saptandiktan sonra su labirenti verilerinden ilk 4 giinliik
o0grenme periyodu i¢in, her grup kendi i¢inde 1. giinden 4. giine, giinler arasi degisim
‘tekrarlanan 6lgiimlerde varyans analizi’ ile degerlendirilmis ve p<0.05 anlamli kabul
edilmistir. Anlamliligin hangi glinden kaynaklandigini saptamak amaciyla ardindan
Bonferroni diizeltmeli t test uygulanmis ve p<0.01 anlamli kabul edilmistir. Tiim
egitim giinlerinde ve test giiniinde, su labirenti verileri agisindan kontrol ve deney
gruplar1 arasinda fark olup olmadigi ise tek yonlii varyans analizi ile degerlendirilmis
ve p<0.05 anlamli kabul edilmistir. Anlamliligin hangi gruptan kaynaklandiginin

belirlenmesi i¢in Post hoc Bonferroni test ile degerlendirme yapilmistir.

Acik alan testi ve zorlanmis yiizme testi verileri Kruskal Wallis test ile

degerlendirilmistir. Ikili karsilastirmalar Mann Whitney U test ile yapilmustir.

Serum ve hipokampus dokusunda TNF-o, IL-18 duzeyleri, hipokampdste IL-
18 ve NLRP3 ekspresyonlari, serum oksidatif durumu degerlendirdigimiz TAS, TOS
diizeylerini degerlendirmek iizere 6nce Levene homojenite testi yapilmis, homojen
dagilan veriler tek yonlii varyans analizi ve ardindan Post hoc Bonferroni test ile

degerlendirilmistir. Hipokampiisteki TAS, TOS, OSI dizeyleri ise Kruskal Wallis
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test ile degerlendirilmistir. kili karsilastirmalar Mann Whitney U test ile yapilmustir.

Istatistik programi olarak SPSS 22 yazilimi1 kullanilmistir.

Histolojik caligmalarin istatistik degerlendirmeleri i¢in, SPSS 18 yazilim1 ve
Instat 3.0 yazilimlar1 kullanilmigtir ve ikili grup karsilastirmalar1 i¢in parametrik
olmayan Mann Whitney U testi uygulanarak, 0,05’in altindaki p degerleri anlamli
olarak kabul edilmistir (183).
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4. BULGULAR

4.1. Morris Su Labirenti Verileri

4.1.1. Egitim Donemi Verileri

Hedef platformu bulma siiresi a¢isindan egitim donemi (1.-4. giin) verileri her
bir grup kendi i¢inde giinler arasinda karsilastirilmistir ve bu amagla tekrarlayan
Olg¢timlerde varyans analizi yapilmis Mauchly’nin Kiiresellik varsayimi saglanmadigi
icin (p=0,002) Greenhouse-Geisser diizeltmeleri F degeri igin tercih edilmistir
(df=1,23, F=34,71, p<0,001). Ardindan hangi giinler arasinda farklilik oldugunu

saptamak amaciyla ikili karsilastirmalar yapilmistir ve bulgular asagidaki gibidir:

K grubu ve LPS gruplarinda hedef platformu bulma siiresi agisindan 1. giine
gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmanin 3. gilin basladigi (sirasiyla
p<0,001, p=0,001), ancak KarLPS ve Kar grubunda bu azalmanin 2. giin basladig1
goriilmiistiir (swasiyla p=0,003, p<0.001). Egitim donemi sonunda tiim gruplar

Morris su labirentinde sakli platformu bulmay1 6grenmistir (Grafik 4.1).

Hedef Platformu Bulma Siiresi

50 - o —a— Kontrol
O—LPS
40 - —o— KarLPS
=
& 30 | —— Kar
o
Han )
v 20 4
&
10 - *
B
0 T T T 1

Gin 1 Giin 2 Gin 3 Gin 4

Grafik 4.1. Morris su labirentinde egitim doneminde her bir grubun kendi iginde 1.-
4. gun surecinde hedef platformu bulma suresi

*? Kontrol grubunda, ‘#’ LPS grubunda, ‘&’ KarLPS grubunda, ‘B’ ise Kar grubunda 1. giin
ortalamasina gore anlamli farki gostermektedir (p<0,05). Veriler tekrarlanan oOl¢iimlerde varyans
analizi ile degerlendirilmistir.
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Egitim doneminde hedef platformu bulma siiresi agisindan her bir giin icin
gruplar karsilastirildiginda 1. giin (df=3, F=3,07, p=0,023), 3. giin (df=3, F=20,79,
p<0,001) ve 4. giinde (df=3, F= 6,03, p=0,003) istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmistir. Hedef platformu bulma siiresi acgisindan 1. egitim giiniinde LPS ile
KarLPS grubu arasinda anlamli farklilik varken (p=0.02), 3. egitim giliniinde LPS
grubu ile K, KarLPS ve Kar grubu arasinda anlamli farklilik saptanmis olup diger
gruplara gore hedef platformu bulma siiresi anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur
(srastyla p<0.001, p=0,001, p<0,001). Benzer sekilde 4. egitim giiniinde de LPS
grubu ile K, KarLPS ve Kar gruplar1 arasinda anlamli olarak yiiksek saptanmistir
(swrasiyla p=0,002, p=0,046, p=0,025). K grubu ile Kar grubu ve KarLPS grubu
arasinda anlamli fark bulunamamustir (p>0,05, p>0,05) (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Morris su labirentinde egitim doneminde hedef platformu bulma siiresinin
giin ic1 gruplar arasi karsilastirmasi (sn)

Sare (sn) Giun 1 Gun 2 Gun 3 Gln 4

Kontrol 39,94+8,48 26,70+7,03 10,08+1,01* 7,48+1,48*
LPS 47,45+8,90 34,32+7,30 22,50+4,97 15,0845,91
KarLPS 37,17+6,37* 25,95+4,88 15,4942, 42* 9,95+3,89*
Kar 42,53+4,99 21,7546,16 14,23+3,06* 9,19+2,09*

“*?_ayni egitim giiniinde LPS grubuna gore istatistiksel olarak anlaml farki ifade etmektedir (p<0,05).
Veriler ortalamatstandart sapma olarak verilmistir. Veriler tek yonlii varyans analizi ile
degerlendirilmistir.

4.1.2. Morris Su Labirenti Test GUnu Verileri (Probe Test-Visible Test)

Morris su labirenti test guni verilerinden hedef kadranda gecirilen sire ve
hedef kadranda katedilen mesafe acisindan gruplar arasinda anlamlhi farklilik
saptanmistir (srrasiyla df=3, F=8,10, p<0,001, df=3, F=3,48, p=0,029), goriiniir
platformu bulma siireleri agisindan gruplar arasinda farklilik yoktur (df=3, F=0,62,
p=0,60). Hedef kadranda gecirilen siire LPS grubunda K, KarLS, Kar gruplarina gore
anlaml diizeyde diisiik saptanmistir (p= 0,001, p=0,021, p=0,002). Hedef kadranda
gecirilen siire acisindan KarLPS grubunda LPS grubuna gore anlamli bir iyilesme
s6z konusudur (p=0,021). Hedef kadranda katedilen mesafenin LPS grubunda K
grubuna gore anlamli diizeyde kisa oldugu goriilmiistiir (p=0,031). KarLPS grubunda

LPS grubuna gore hedef kadranda katedilen mesafe daha fazla olmasina ragmen
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istatistiksel olarak anlamli olmadigi gorilmistir (p=0,320) (Tablo 4,2).K ve Kar
gruplar1 arasinda hedef kadranda gecirilen siire, hedef kadranda katedilen mesafe,

gorlinlir platformu bulma siiresi agisindan anlamli fark bulunamamistir (p>0,05,

p>0,05, p>0,05).

Tablo 4.2. Morris su labirentinde test giint verileri

Hedef kadranda Hedef kadranda GOorunar platformu
gecirilen sire (sn) katedilen mesafe (cm) bulma stresi (sn)
Kontrol 23,30+3,27* 259,27+38,42* 5,88+3,57
LPS 16,97+2,49 193,98+30,37 7,45+1,93
KarLPS 21,56+3,02* 237,37+56,38 6,47+1,91
Kar 22,85+2,64* 246,94+42,72 6,53+1,095

“*’_test giiniinde LPS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farki ifade etmektedir (p<0,05). Veriler
tek yonlii varyans analizi ile degerlendirilmistir. Veriler ortalama+standart sapma olarak verilmistir.

4.2. Acik Alan Testi Sonuclari

Acik alan testi verileri Kruskall Wallis test ile degerlendirilmistir.
Degerlendirilen verilerden katedilen yol, hiz, duvara trmanma-+sahlanma hareketi
acisindan anlaml fark saptanmistir (sirasiyla p=0,004, p=0,022, p=0,001). Yapilan
ikili karsilastirmalar sonucu LPS ile K grubu arasinda katedilen yol ve hiz agisindan
anlaml bir diisiis goriilmiis (p=0,049, p=0,021), ve yine LPS ile KarLPS gruplar
arasinda katedilen yol ve hiz agisindan anlamh bir diisiis bulunmustur (p=0,001,
p=0,01). LPS ile Kar grubu arasinda katedilen yol agisindan anlamli fark saptanirken
hiz acisindan anlamli bir fark yoktur (p=0,01, p=0,05). Duvara tirmanma ve
sahlanma sayilar1 bir arada degerlendirilmis ve gruplar arasinda anlamli farklilik
saptanmistir (p=0,001). LPS grubunda bu bulgu acisindan K, KarLPS ve Kar
gruplarma gore anlamli bir diisiis s6z konusudur (p=0,003, p<0,001, p<0,001). Diger
parametreler agisindan bir farklilik saptanmamustir (Tablo 4.3). K ve Kar grubu
arasinda acik alan testinde bakilan tiim parametreler agisindan anlamli fark

bulunamamistir (p>0.05).
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Tablo 4.3. Acik alan testi verilerinin gruplar arasi karsilastiriimasi

Kontrol LPS KarLPS Kar

Dis kadrana giris sayisi 6,87+2,85 6,12+2,35 6,62+3,06 7,25+4.,46
ig: kadrana giris sayisi 9,00+3,89 8,50+3,62 9,62+5,04 9,5045,70

Merkeze giris sayisi 2,12+1,12 2,37+1,76 2,87+2,23 3,37+2,38
Gectigi cizgi sayis1 39,37+8,91 38,75+10,02 38,75+2,60 37,25+8,13
Hiz (cm/sn) 13,27+0,58* 12,54+0,93 14,56+1,47* 13,56+1,08
Katedilen toplam yol (m) 1,64+0,26*  1,30+0,18 1,94+0,12* 1,66+0,09*
Sahlanma sayis1 18,25+591* 7,87+3,35 17,50+4,75* 19,00+3,50*
Idrar yapma sayisi 7124591 9374573  7,87+3,87  8,37%5,34
Diskilama sayisi 5,12+0,99 3,75+1,38 3,87+1,24 3,25+1,58

“*?_LPS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilig1 ifade etmektedir (p<0,05). Agik alan testi
verileri Kruskall Wallis test ile degerlendirilmistir. Veriler ortalama+standart sapma olarak verilmistir.

4.3. Zorlanms Yiizme Testi Sonuclan

Zorlanmig yiizme testi verileri 0-6 dakikalik verileri Kruskal Wallis test ile
degerlendirilmistir. Hareketlilik siiresi ve hareketsiz kalman siire agisindan gruplar
arasinda anlamli farklilik saptanmistir (sirasiyla p=0,034, p=0,036). Mann Whitney
U test ile ikili karsilastirmalar1 yapildiginda K-LPS (p=0,13, p=0.16), K-Kar (p=0,44,
p=0,44), K-KarLPS (p=0,13, p=0,13) arasinda anlamli farkliik saptanmamustir.
Ancak LPS ile KarLPS gruplar1 arasinda hareketlilik siiresi ve hareketsiz kalman
siire agisindan anlamli farklilik oldugu goriilmiistiir (p=0,028, p=0,028). KarLPS
grubunda LPS grubuna gore hareketsiz kalinan siirenin daha az oldugu oldugu tespit
edilmistir.

Tiim gruplarin son 3 dakikadaki performanslar1 degerlendirildiginde her iki
parametre (hareketsiz kalan siire, hareketlilik siiresi) agisindan da anlamli farklilik
gbze carpmaktadir (sirasiyla p=0,004, p=0,003). LPS grubunda K grubu ve
KarLPS’ye gore hareketsiz kalman siirede anlamli bir artig, hareketli olunan siirede
de anlamli bir azalma goriilmiistiir (p=0,028, p<0,001) (Grafik 4.2). K ve Kar grubu

arasinda anlamli fark saptanmamustir (p>0,05).
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Grafik 4.2. Zorlanmig yiizme testi verilerinin gruplar arasi karsilastiriimasi

Zorlanmis yilizme testi verileri Mann Whitney U test ile degerlendirilmistir.
“*_LPS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilig1 ifade etmektedir, (p<0,05).

4.4. Serum ve Hipokampiiste Inflamatuar Sitokinlerin Sonuclan

Serum TNF-a ve IL-18 diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli farklilik
saptanmustir (swrastyla df=3, F=5.05, p=0,006; df=3, F=8.46, p<0,001). Anlamliligin
hangi gruptan kaynaklandigini saptamak iizere yapilan Post hoc Bonferroni testi
sonucu serum TNF-o diizeyi agisindan LPS grubunda K ve Kar gruplar ile
karsilastirildiginda anlamli diizeyde yiikseklik saptanmustir (swrasiyla LPS-K p=0,03,
LPS-Kar p=0,007), KarLPS grubunda ise LPS grubuna gére TNF-a diizeyi diismiis
olsa da bunun istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriilmiistir (LPS-KarLPS
p=0,12). Serum IL-18 diizeyleri agisindan LPS grubunun IL-18 duzeylerinin tim
gruplara gore anlamli diizeyde yiiksek oldugu saptanmistir (sirasiyla LPS-K p=0,001,
LPS-KarLPS p=0,009, LPS-Kar p=0,002) (Tablo 4.4).

Hipokampus dokusunda TNF-a ve IL-18 diizeylerini inceledigimizde her iki
parametre acisindan da gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmigtir (sirasiyla df=3,
F=6.27, p=0.004; df=3, F=5.65, p=0,006). TNF-a diizeyleri agisindan LPS grubu tiim
gruplardan anlamli diizeyde yiiksektir (LPS-K p= 0,012, LPS-KarLPS=0,006, LPS-
Kar p=0,042). IL-18 diizeyi agisindan yine istatistiksel farkliligin kaynagi LPS grubu
olarak goriilmiistiir, LPS-K p=0,01, LPS-KarLPS p=0,024, LPS-Kar p=0,031"dir.
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Hipokampiis dokusunda ve serumda K ve Kar grubu arasinda TNF-a, IL-18

diizeyleri karsilastirildiginda aralarinda anlamli farklilik saptanmamistir (p>0,05,

p>0,05) (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Serum ve hipokampuste IL-18, TNF-a sitokinlerinin gruplar arasi
karsilastirilmast

Serum Serum Hipokampus Hipokampds
IL-18 (ng/l) TNF-a (ng/l) IL-18 (ng/qg) TNF-a (ng/g)

Kontrol 25,87+4,52*  108,33%+18,39*  76,25+21,78*  310,64+104,79*

LPS 43,47+13,87 135,52+13,39 189,67+94,30 595,17+228,01
KarLPS 29,47+5,17* 113,70+12,11 87,76+34,17* 294,45+91,69*
Kar 26,81+3,69*  103,39+24,63*  91,45+35,15* 353,86+77,93*

“*’ LPS grubuna gore istatistiksel olarak anlamh farklihg: ifade etmektedir (p<0,05). Veriler tek
yonlil varyans analizi ile degerlendirilmistir. Veriler ortalama+standart sapma olarak verilmistir.

4.5. Serum ve Hipokampiiste Oksidatif Stres Parametrelerinin Sonuclar

Serumdaki TAS, TOS ve OSI verilerinin tek yonli varyans analizi ile
degerlendirilmesinde TOS ve OSI’de istatistiksel anlamlilik saptanmistir (sirasiyla
df=3, F=0.67, p=0,57; df=3, F=3.84, p=0,02; df=3, F=4.27, p=0,013). Bu
anlamliligin hangi gruptan kaynaklandigii saptamak iizere Post hoc Bonferroni test
ile degerlendirilmis olup TOS ve OSI diizeyi LPS grubunda K grubuna gore anlamli
diizeyde yiiksek saptanmistir (p=0,018, p=0,021). Her ne kadar KarLPS grubunda
LPS grubuna gore TOS ve OSI diizeyi diigmiis olsa da bu azalma istatistiksel olarak
anlaml diizeyde degildir (p=0,31, p=0,25). Serum TAS, TOS ve OSI degerleri
incelendiginde K ve Kar gruplar1 arasinda, Kar ve KarLPS gruplar: arasinda anlamli

farklilik saptanmamistir (sirasiyla p>0,05, p>0,05) (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5. Serum oksidatif stres parametrelerinin sonuglart ve gruplar arasi

karsilastirilmast
Serum TAS Serum TOS oSl
(mmol Trolox Eqg/L) (nmol H20: Eqg/L) (Arbitrary Unit)
Kontrol 1,09+0,35 71,4442 97* 0,72+0,34*
LPS 0,97+0,03 10,14+1,01 1,04+0,13
KarLPS 1,02+0,06 8,45+0,68 0,82+0,07
Kar 1,14+0,34 8,08+0,87 0,73+0,13

“*>LPS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farkliligi ifade etmektedir (p<0,05). Serum TAS,
TOS ve OSI verileri tek yonlii varyans analizi ile degerlendirilmistir. Veriler ortalamazstandart sapma
olarak verilmistir.

Hipokampis dokusunda TAS, TOS ve OSI verileri Levene homojenite testi
ile degerlendirilmis ve veriler homojen dagilmadig1 i¢in Kruskal Wallis test ile
degerlendirilme yapilmistir. Her 3 parametre acisindan da (TAS, TOS ve OSI)
istatistiksel anlamlilik saptanmustir (sirasiyla p=0,008; p=0,001; p=0,001). Bu
anlamliligin hangi gruptan kaynaklandigini saptamak {izere Mann Whitney U test ile
degerlendirilmis olup TOS ve OSI diizeyleri LPS grubunda K, KarLPS, Kar grubuna
gore anlamh diizeyde yiikselmis (sirastyla LPS-K: p=0,002, p=0,002; LPS-KarLPS:
p=0,004, p=0,002; LPS-Kar: p=0,002, p=0,004), TAS dizeyi ise LPS grubunda K,
KarLPS, Kar grubuna gore anlamli derecede azalma saptanmustir (p=0,004, p=0,002,
p=0,041) (Tablo 4.6). K ve Kar grubu arasmnda hipokampiiste TAS, TOS, OSI

degerleri agisindan anlamli farklilik goriilmemistir (p>0,05).

Tablo 4.6. Hipokampiis oksidatif stres parametrelerinin sonuglar1 ve gruplar arasi

karsilastirilmasi
Hipokampis TAS Hipokampus TOS oSl
(mmol Trolox Eqg/L) (nmol H20:; Eqg/L) (Arbitrary Unit)
Kontrol 2,68+0,36* 58,08+9,46* 2,19+0,44*
LPS 1,76+0,45 98,4248,53 6,18+3
KarLPS 2,78+0,35* 78,22+10,28* 2,82+0,37*
Kar 2,45+0,66* 73,90+9,30* 3,21+0,97*

“*? LPS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklihigi ifade etmektedir (p<0,05). Hipokampis
TAS, TOS ve OSI verileri Mann Whitney U test ile degerlendirilmistir. Veriler ortalama+tstandart
sapma olarak verilmistir.
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4.6. Hipokampuste NLRP3 ve IL-18 Ekspresyon Bulgular

Hipokampiis dokusunda IL-18 ekspresyonu incelendiginde gruplar arasinda
anlaml bir farklilik saptanmustir (df=3, F=3,91, p=0,024). K grubu ile LPS grubu
arasinda anlamli farklilik saptanirken (K-LPS p=0,033),K grubu ile diger gruplar
arasinda anlamli fark saptanmamistir (K-KarLPS p>0,05, K-Kar p>0,05) (Tablo 4.7).
Istatistiksel farklilik LPS grubundan kaynaklanmakta olup LPS grubunda K grubuna
gore IL-18 diizeyi daha yiiksek saptanmistir. LPS grubunda IL-18 gen ekspresyon
diizeyinin K grubuna gore 2,64 kat up regiile oldugu goriilmiistiir (Grafik 4.3).

Hipokampuste NLRP3 ekspresyonunu degerlendirdigimizde gruplar arasinda
anlamh bir farklilik saptanmistir (df=3, F=4,781, p=0,011). Ardindan yapilan Post
hoc test ile K grubu ile KarLPS ve Kar gruplar1 arasinda IL-18 ve NLRP3
ekspresyon diizeyleri agisindan anlamli bir fark bulunmadigi (sirasiyla p>0,05,
p>0,05) ancak yine anlamliligin LPS grubundan kaynaklandigi ve LPS grubu ile K
grubu arasinda anlamli bir farklilik oldugu gériilmistir (LPS-K; p=0,009) (Tablo
4.7). LPS grubunda NLRP3 gen ekspresyon diizeyinin K grubuna gére 2,30 kat up
regiile oldugu saptanmustir (Grafik 4.3).
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Grafik 4.3. Hipokampiste NLRP3 ve IL-18 relatif mMRNA ekspresyon diizeylerinin

karsilagtirilmasi

> LPS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farkliligi ifade etmektedir (p<0,05). Veriler tek
yOnlu varyans analizi, Post hoc Bonferroni test ile degerlendirilmistir.
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Tablo 4.7. Hipokampuiste NLRP3 ve 1L-18 relatif mMRNA ekspresyon duzeyleri

IL-18 NLRP3

MRNA MRNA
Kontrol 0,99+0,40* 0,82+0,45*
LPS 2,62+1,56 1,89+0,51
KarLPS 1,16x0,47 1,15+0,39
Kar 1,68+0,68 1,15+0,62

“*> LPS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farkliligi ifade etmektedir (p<0,05). Veriler tek
yonlii varyans analizi ile degerlendirilmistir. Veriler ortalama=+ standart sapma olarak verilmistir.

4.7. Hipokampuste Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubu ile deney gruplarina ait beyin doku kesitlerinde incelenen
yapisal degisiklikler Refaiy ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 skorlamaya gore

degerlendirilmistir (184).

Beyin doku kesitlerinin H-E boyamalarinda kontrol grubuyla deney gruplari
arasinda histolojik olarak anlamli farklar bulunmustur (p<0,05) (Tablo 4.8). Kontrol
grubuna ait beyin doku kesitleri normal histolojik yapida gozlemlenirken kismen de
olsa baz1 kesitlerde; noropil vakuolizasyonu ve néronlarda piknotik nukleus seklinde

bulgular gézlemlenmistir (p>0,05), (Tablo 4.8, Resim 4.1, H-E x100).

Lipopolisakkarit verilen gruba ait dokularda, kontrol grubuna goére dnemli
yapisal degisiklikler goriilmiistiir (p<0,05). Bu degisiklikler; ndron dejenerasyonu,
noron sayisinda azalma, hemorajik alanlar, mononikleer hiicre infiltrasyonu, néropil
vakuolizasyonu, noronlarda piknotik nukleus seklinde gozlemlenmistir (sirasiyla
p=<0,001, p=0,001, p= 0,001, p=0,002, p=0,002, p=0,002) (Tablo 4.8, Resim 4.2, H-
E x100).

Lipopolisakkarit verildikten sonra Kkarnitin uygulanan si¢anlara ait doku
kesitlerinde, LPS grubuna kiyasla noron dejenerasyonu, hemorajik alanlar,
mononiikleer hicre infiltrasyonu, néropil vakuolizasyonu, néronlarda piknotik
nukleus histopatolojik bulgularmin ¢ogunda azalma gdzlemlenmis olup (sirasiyla
p=0,001, p=0,002, p=0,001, p=0,002, p=0,001)ndéron sayisindaki azalmanin da daha
az oldugu bulunmustur (p=0,004). Sadece karnitin verilen gruba ait doku kesitleri ise

histolojik olarak kontrol grubuna yakin Ozellikteyken bazi Orneklerde ndropil
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vakuolizasyonu, noronlarda piknotik nukleus ve hemorajik alanlara rastlanmistir

(swrasiyla p=0,768, p=0,818, p=0,487) (Tablo 4.8, Resim 4.3 - 4.4, H-E x100).

Tablo 4.8. Gruplar arasindaki histopatolojik bulgularin derecelendirilmesi

Gruplar K LPS KarLPS Kar
Noron Dejenerasyonu - ++/+++ ++ -
Noron Sayisinda Azalma - +++ ++ -
Hemorajik Alanlar - +++ ++ -+
Mononiikleer Hiicre Infiltrasyonu - ++ + -
Noropil Vakuolizasyonu -[+ +++ +++ -+
Noronlarda Piknotik Nukleus -/+ +++ +++ -/+

Kontrol ve deney gruplarma ait doku kesitlerinde incelenen yapisal degisiklikler (- /+++) arasi
skorlanarak degerlendirilmistir.

-: Higbir yapisal degisikligin olmamasi,

+: Hafif derecede,

++: Orta derecede,

+++: Ciddi derecede yapisal degisikligin olmasini ifade etmektedir.

Tablo 4.9. Gruplar arasindaki histopatolojik bulgularin istatistiksel degerlendirilmesi

Gruplar Kontrol LPS KarLPS Kar
Noron 0.75+0.29 | 14.25+3.26% | 13.17 + 1.35%" | 0.65 + 0.19
Dejenerasyonu

Néron Sayisinda 0.49 +0.22 | 15.7542.29% | 12.15+2.16%" | 0.39 +0.27
Azalma

Hemorajik Alanlar 0.65+0.19 | 15.25+1.60% | 12.15+1.25%" | 0.87 +0.36

Mononikleer Hicre

. 0.59 £0.29 | 13.25+1.32% | 11.15+1.46*" | 0.55+0.19
Infiltrasyonu

Noropil

. 0.95+0.44 | 15.05+1.39% | 14.15 + 3.15%" | 0.85 + 0.45
Vakuolizasyonu

Noronlarda Piknotik

0.87 +0.35 16.07+2.28% | 15.15 +3.222P | 0.88 + 0.25
Nukleus

Gruplar arasindaki histopatolojik bulgular Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler
ortalama + SD olarak ifade edilmektedir.

2 K ile karsilastirildiginda anlamli olarak artig oldugunu ifade eder (p<0.05).

b LPS ile karsilastirildiginda anlamli olarak azalma oldugunu ifade eder (p<0,05).
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Resim 4.1. Kontrol grubuna ait beyin doku kesiti. Normal histolojik yapilar disinda
kismen de olsa bazi alanlarda noropil vakuolizasyonu ve noronlarda
piknotik nukleus gibi bulgulara rastlanmistir, (H-E, x100).

Resim 4.2. LPS grubuna ait beyin doku kesiti. Kontrol ve karnitin verilen gruplara
kiyasla histopatolojik bulgular goézlenmistir. Siyah oklar; noropil
vakuolizasyonunu, sari1 oklar; néronlarda piknotik nukleusu, kirmizi
oklar; noron dejenerasyonunu, turuncu oklar; hemorajik alanlari ve mavi
oklar; mononukleer hiicre infiltrasyonunu gostermektedir, (H-E, x100).
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Resim 4.3. LPS+Karnitin grubuna ait beyin doku kesiti. Histopatolojik bulgularda
LPS grubuna kiyasla azalmalar gozlenmistir. Siyah oklar; ndropil
vakuolizasyonunu, sar1 oklar; ndronlarda piknotik nukleusu, kirmizi
oklar; lewy cisimciklerini gostermektedir, (H-E, x100).

Resim 4.4. Karnitin grubuna ait beyin doku kesiti. Normal histolojik yapilar disinda

kismen de olsa bazi alanlarda noropil vakuolizasyonu, ndronlarda
piknotik nukleus ve hemorajik alanlar gézlemlenmistir, (H-E, x100).
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5. TARTISMA

Noroinflamasyonun, ndrodejeneratif hastaliklarin ve biligsel fonksiyon
bozuklugunun baglatilmasi ve siirdiiriilmesinde katkida bulundugu bilinmektedir.
Norodejeneratif hastaliklarin patogenezi belirsizligini korumaktadir ve bu hastaliklar
icin etkin tedavi arayislar1 hala stirmektedir. Bu nedenle, uygun bir deneysel modelde
noroinflamasyonla iligkili biligsel fonksiyon bozuklugu ve norodejeneratif
hastaliklarin arastirilmasi 6nemlidir (35). Biz de bu amagla LPS uygulamas: ile
noroinflamasyon modeli olusturduk ve subkronik L-karnitin uygulamasmin (4 hafta)
bu tabloya etkilerini arastirdik. LPS ilk olarak 3 mg/kg dozunda uygulanip akut
inflamasyon tetiklenmis, ardindan inflamasyonu siirdiirmek i¢in haftada bir 250
pg/kg disik dozda c¢alisma sonuna kadar LPS uygulamasi yapilarak
noroinflamasyon modeli olusturulmustur. Lipopolisakkaritin ilk doz uygulamasindan
bir giin sonra, karnitin enjeksiyonu baslamis olup 28 giin boyunca subkronik karnitin
uygulamasi es zamanli olarak yapilmistir. LPS uygulanan siganlarin hem serum hem
de hipokampils dokusunda proinflamatuar sitokinlerin (IL-18, TNF-a) arttigi, ayni
zamanda hipokampus dokusunda IL-18 ve NLRP3 gen ekspresyonunda artis oldugu
gbdzlenmistir. Bu veriler néroinflamasyon tablosunun olustugunu gostermektedir. Ek
olarak LPS uygulanan grupta K ve Kar grubuna goére hipokampusin histopatolojik
degerlendirmesi sonucu hipokampiiste néron dejenerasyonunda artis, néron sayisinda
azalma, hemorajik alanlarda artis, ndronlarda piknotik nukleus artisi, noropil
vakuolizasyon artisi, mononiikleer hiicre infiltrasyonunda artis saptanmistir. Bu
olumsuz etkiler KarLPS grubunda kismen hafiflemistir. Ayn1 zamanda LPS
uygulanan sicanlarin serumlarinda ve hipokampiis dokusunda oksidatif stresin artmis
oldugu da saptanmustir. KarLPS grubunda ise LPS grubuna gore hipokampiste
oksidatif stresin azaldigi gozlenmistir. Serum ve hipokampiis dokusunda LPS
uygulamasi ile yiikselen IL-18 duzeyleri L-karnitin uygulamasi ile kontrol grubu
diizeyine diismiistiir. TNF-a agisindan serumda L-karnitin’in diizeltici/iyilestirici
etkisi anlamli degil iken hipokampiis dokusunda L-karnitin TNF-a diizeyini
diistirerek kontrol grubu diizeyine ¢ekmistir. LPS uygulamasinin IL-18 ve NLRP3

mRNA ekspresyonunda artisa neden oldugu ancak ¢alismamizda kullandigimiz doz
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ve siure ile L-karnitin uygulamasmin ekspresyon fiizerine bir etkisi olmadigi

gozlenmistir.

Literatiirde farkli LPS dozlar1 ile olusturulan noéroinflamasyon modelleri ve
beyin dokusunda ¢esitli parametreler {izerine etkilerini ortaya koyan ¢aligmalar vardir
(169,185). Bizim modelimizin de bu verilerle uyumlu sekilde oldugunu gézlemledik.
Noroinflamasyon modelinde serum ve doku duzeyinde inflamatuar sitokin dlgtimleri
yaygm olarak calisilmistir. Badshah ve arkadaslarmin yaptigi calismada farelere 2
ginde bir toplam 7 kez 250 pg/kg dozunda ip LPS verilmistir. LPS’nin
hipokamplste TNF-o diizeyi, reaktif oksijen tiirevleri ve mitokondriyal apoptozu
kontrol grubuna kiyasla anlamh 6lciide arttirdigir gosterilmistir (186). Kitazawa ve
arkadaglarinin yaptigi ¢alismada farclere haftada 2 kez 0,5 mg/kg, 6 hafta ip LPS
verilmistir. Alt1 hafta sonunda LPS uygulanan grupta kontrol grubuna gore
mikroglial aktivasyonda ve proinflamatuar sitokin olan IL-1 diizeyinde artis
goriilmiistiir (187). Raeufy ve arkadaslarinin yaptigi calismada, siganlara ip 500
Hg/kg LPS enjeksiyonu ve sonrasinda 30, 60, 100 mg/kg dozlarda 6 giin boyunca ip
karnitin verilmistir. LPS uygulamasi sonrasi sicanlarda TLR/NF-kB yolunun
aktivasyonu, karnitin uygulamasi sonrasi ise bu yolagin inaktivasyonu sonucu LPS
kaynakli noroinflamasyonun azaldigi saptanmistir (188). Zhu ve arkadaslarmin
yaptig1 c¢alismada farelere 5 mg/kg tek doz ip LPS verilmis, 3 giin sonra
hipokamplste TNF-a ve IL-18 diizeyi Ol¢iilmiistiir. LPS uygulanan gruptaki
siganlarin hipokampiisiinde TNF-o ve IL-18 dlzeyi kontrol grubuna gore anlamli
olarak daha yiiksek bulunmustur. Serumda bakilan TNF-a diizeylerinin LPS
grubunda bulunan sicanlarda, kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek oldugu

goriilmiistiir (189).

Bossu ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada, LPS grubundaki siganlara 1 kez ip
5 mg/kg LPS yapilmistir. Yedinci giin ve 10. ayda hipokampiis ve serumda TNF-a,
IL-18 diizeyleri Olglilmiistiir. Bunlarin sonucunda 7. giinde LPS grubunda,
hipokampus ve frontal kortekste TNF-o diizeyinde anlamli artig goriilmiistiir.
Interlokin 18 diizeyinde ise, beyin bolgelerinde kontrol grubuna gore artis olmakla
birlikte istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir. Onuncu aydaki testlerde TNF-a ve
IL-18 diizeyi, hipokampiis, frontal korteks ve serebellumda anlamli olarak yiiksek

bulunmustur. Serumda kisa siireli proinflamatuar sitokin artis1 ile santral sinir
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sistemine gegen sitokinlerin kronik noroinflamasyondan sorumlu oldugu
diistinilmistiir (165). Bu g¢alismalarda uygulanan L-karnitin dozu ve suresinde
farklilik olmakla beraber bizim ¢aligmamizla uyumlu sekilde LPS ile indUklenen

noroinflamasyonu L-karnitin uygulamasi hafifletmekte hatta diizeltmektedir.

Kazak ve arkadaglarmin fareler iizerinde yaptig1 arastirmada, ¢alismanin 3.
giinu kontrol hari¢ tum gruplara tek doz 3 mg/kg LPS, profilaksi ve tedavi igin, iki
farkli gruba 5 giin boyunca glnde bir kez 100 mg/kg ve 300 mg/kg asetil L-karnitin
uygulanmistir. LPS grubu beyin dokusu BDNF diizeyinin, kontrol ve 100 mg/kg
asetil L-karnitin verilmis olan gruplara gére diisiik oldugu bulunmustur. Literatiirdeki
diger verilerin aksine 300 mg/kg asetil L-karnitin verilen grubun ise TNF-a
konsantrasyonunun, kontrol ve LPS gruplarina gére anlamh diizeyde yiiksek oldugu
tespit edilmistir (169). Bu g¢alismanin verileri bizim c¢aligmamizla kismen
celismektedir, ancak 300 mg/kg L-karnitin uygulamasi sadece 5 giin yapilmis ve akut
etki degerlendirilmistir. Ancak bizim ¢alismamizda bu siire 28 giindiir ve L-karnitin
bu sure¢ sonunda TNF-a diizeyini hipokampiiste anlamli diizeyde diisiirmiistiir. Bu
celiskinin  L-karnitin’in akut etki ve kronik etkinden kaynaklanabilecegi

kanisindayiz.

Literatiirde yapilan bir¢ok calismada NLRP3 inflamazom yolunun
inflamatuar hastaliklarin patogenezinde O©nemli oldugu vurgulanmistir (61).
Dominguini ve arkadaslar1 siganlarda sepsis iliskili noroinflamasyon olusturduktan
24 saat sonra hipokampiis dokusunu incelemistir. Sepsis olusturulan gruptaki
sicanlarm hipokampiisleri incelendiginde IL-18 ile NLRP3 proteinlerinde artis
saptanmistir (190). Bian ve arkadaslarinin yaptig1 calismada, sicanlara 2 giinde bir
500 pg/kg dozunda LPS ip 2 hafta uygulanmis ve LPS grubunda kontrol grubuna
kiyasla hipokampiis NLRP3 ekspresyonunda anlamli artis goriilmiistiir (191).
Vizuete ve arkadaslarinin yaptig1 ¢aligmada, siganlara ip 1 mg/kg LPS verilmistir.
Hipokampiis 6 ve 24 saat sonra incelenmis ve 6. saatte NLRP3 proteinini kodlayan
mRNA’nin arttig1 gosterilmistir (192). Zhang ve arkadaslarmin yaptigi ¢alismada,
fareler 4 hafta boyunca hafif siddette strese maruz birakilmis, 4 hafta sonunda strese
maruz kalan farelerin hipokampuslerinde kontrol grubuna goére Western blot
yontemiyle Olgiilen NLRP3 proteini anlamli diizeyde artmis bulunmustur.

Lipopolisakkarit uygulamasmmn beyinde TLR’ye baglanarak NF-xB gen
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transkripsiyonunu aktive ettigi ve bu yolla NLRP3 geninin ekspresyonu arttirdigi ve
ardindan, IL-18 wve |IL-18 gibi proinflamatuar sitokinler aktive olarak

ndroinflamasyon olustugu ileri stirtilmiistiir (193).

Bizim ¢alismamizda kullanilan LPS dozu ve siiresinde farklilik olmasina
ragmen benzer sekilde bizim c¢alismamizda da LPS uygulanan grupta kontrol
grubuna gore IL-18 ve NLRP3 mRNA ekspresyonunda anlamli bir artig saptanmistir
ancak bu tabloya uyguladigimiz L-karnitin siiresi ve/veya dozu ile iyilestirici bir etki

saptanamamistir.

Santral sinir sisteminde mikroglial aktivasyon sonucu, kronik inflamasyon
olustugunda oksidatif nitrozatif stres meydana gelir. Olusan oksidatif nitrozatif stres,
mitokondriyal disfonksiyon, ROS {retiminde artiy ve inflamatuar yanitin
siddetlenmesine yol agar. Inflamasyon ve oksidatif stres i¢ ice girer (46). Karnitinin
antioksidan etkisi; serbest radikalleri dogrudan siipiirmesi, stres kosullarinda
mitokondri biitlinliigiiniin korunmasi ve ROS olusumunun onlenmesi, ksantin
oksidaz ve NAPDH oksidazlar gibi ROS ureten enzimlerin inhibe edilmesi,
antioksidan enzimlerin (SOD, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, katalaz vb.)
ve kiclk antioksidan molekullerin (glutatyon) ek sentezi, NF-kB'nin inhibisyonu

yoluyla redoks sinyalini etkileme tzerinedir (158)

Kang ve arkadaslarinin yaptig1 calismada, erkek sicanlara 3 giin ip LPS
verilmis ve enjeksiyonundan hemen sonra hipokampiiste Ol¢liimler yapilmistir.
Lipopolisakkarit grubunda kontrol grubuna gore 6lgiilen H202, NO ve malondialdehit
diizeylerinin artti§1, SOD ve katalaz gibi antioksidan enzimlerin diizeylerinin
azaldig1 saptanmistir (194). Aslanko¢ ve arkadaslarinin yaptigi calismada, disi
sicanlara 5 mg/kg tek doz LPS uygulanmistir. Alt1 saat sonrasinda siganlar sakrifiye
edilip hipokampiiste TAS, TOS c¢alisiimistir. Oksidatif stres belirteclerinin, TOS ve
OSI seviyelerinin LPS grubunda kontrol grubuna gore anlamli sekilde arttigi
bulunmustur (swrastyla p=0,022, p=0,019) (195). Savran ve arkadaslar1 disi
sicanlara 5 mg/kg LPS enjeksiyonu yapmustir. Dordiincii glin hipokampiis ve beyin
dokusunda TAS seviyelerini 6nemli dl¢iide azaltmis, TOS ve OSI seviyelerinin LPS
ile 6nemli 6l¢iide artmis oldugu bulunmustur (196). Bu ¢alismalar farkli dozlarda

LPS uygulamasi ile beyin, hipokampiis dokusunda oksidatif stres artigini ortaya
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koymustur. Bizim ¢alismamizda da benzer sekilde LPS uygulamasi oksidatif stresi

arttirmigtir.

Raeufy ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada, erkek sicanlara ip 500 nug/kg LPS
enjeksiyonu ve sonrasinda 30, 60, 100 mg/kg dozlarda 6 giin boyunca ip karnitin
verilmistir. Karnitinin uygulamasimin, TLR4/NF-kB yolunun baskilanmasi, oksidatif
stresi azaltarak LPS kaynakli noroinflamasyona kars1 noroprotektif etkide bulundugu
gosterilmistir (188). Biz ¢alismamizda TAS, TOS ve OSI diizeylerini serum ve
hipokampiis dokusunda analiz ettik, LPS’nin oksidatif stresi ve OSI’yi anlamli
diizeyde arttirdigini buna karsi L-karnitinin SSS’de koruyucu etkiye sahip oldugunu

sOyleyebiliriz.

Lipopolisakkaritin  hipokampus histopatolojisindeki  etkilerinin, artan
mikroglial aktivasyona ve mikroglialardan fazla miktarda proinflamatuar sitokin
salinimina bagl oldugu disiiniilmektedir (30). Noroinflamasyonda, hipokampuste
histopatolojik olarak ndéron sayisinda azalma ve noron dejenerasyonunun olustugu
saptanmigtir. Khan ve arkadaslarmm yaptigi calismada ip LPS, farelere 0,25
mg/kg/giin dozunda 7 giin uygulanmistir. Beyin korteksi ve hipokampiisiunde
immiinohistokimyasal incelemeyle (Nissl boyama) canli ndron reaktivitesi ve
dansitesi degerlendirilmis, fare korteks ve hipokampiisiindeki noronal hayatta kalma
reaktivitesini kontrol grubu farelere kiyasla azalttigini1 gostermistir. Dolayisiyla, LPS
verilen grupta korteks ve hipokampiiste noron kaybi kontrol grubuna kiyasla daha
fazla bulunmustur (197). Wang ve arkadaslarimin yaptig1 bir calismada, erkek
sicanlara 2 giinde bir 2 hafta boyunca ip 500 pg/kg LPS uygulanmistir, ilk LPS
enjeksiyonundan 15 gin sonra siganlar sakrifiye edilmistir. Hipokampiisiin
histokimyasal incelemesinde kontrol grubunda herhangi bir anormallik
bulunmazken, LPS grubunda ndronlarda dejenerasyon ve piknotik nukleus
goriilmiistiir (198). Tung ve arkadasglarmin yaptigi ¢alismada, 13 giin boyunca 1
mg/kg dozunda ip LPS verilmis ve kontrol grubunda bulunan sicanlarm beyin
dokular1 histolojik olarak normal iken LPS uygulanan sigcanlarn noronlarinda
dejeneratif degisiklikler, biiziilmiis ve asidofilitesi artmis sitoplazma, kiiclilmiis ve
koyu renkli goriiniim almig piknotik niikleuslar goriilmiis ve bu sonug¢ anlamli olarak

degerlendirilmistir (199).

64



Tiim bu veriler bizim c¢alismamizla uygun sekilde LPS ile indiiklenen
ndroinflamasyonun olumsuz sonuclarint desteklemektedir. LPS uygulamasi sonrasi
karnitin uygulanan grupta, LPS grubuna gore histopatolojik bulgularda dizelme
bulunmus olup karnitin uygulamasi bu olumsuz sonuglart kismen diizeltmis ancak

kontrol grubu diizeyine getirememistir.

Ogrenme ve davranis deneyleri incelendiginde tiim gruplarm egitim dénemi
sonunda Morris su labirentinde sakli platformu bulmay1 6grendikleri ancak 6grenme
hizlar1 agisindan farklilik gosterdikleri goriilmiistiir. Birinci, 3. ve 4. egitim
giinlerinde LPS grubu ile KarLPS grubu performansi arasinda anlamli bir fark
saptanmig, LPS grubu tiim gilinlerde anlaml diisiik performans gostermistir. Ayrica
3. ve 4. giinlerde sadece KarLPS grubu ile degil kontrol ve Kar grubu ile de LPS
grubu arasinda anlamli farklilik s6z konusudur. Egitim donemi sonunda tiim gruplar
sistemin amacini anlamig ancak LPS grubu d6grenme siiresi agisindan diger gruplara
gore anlamli diizeyde diislik performans gostermistir. Test giinlinde ‘Hedef kadranda
gecirilen siire (sn)’ agisindan LPS grubu verisi tiim gruplara gére daha kisayken
KarLPS grubunda anlamli bir iyilesme saglanmis ve K grubu diizeyinde bir
performans s6z konusu olmustur. Ac¢ik alan testinde sistemi tanimayi amaglayan
kesifci davranisin gostergesi duvara trmanma ve sahlanma verisi agisindan LPS
grubu en diisiik performansi gosterirken KarLPS grubunda anlamli bir dizelme
saglanmugtir. Sistemde katedilen toplam mesafe ve hiz agisindan degerlendirildiginde
yine LPS grubunun en diisiik performansi gosterdigi, buna karsilik KarLPS grubunda
anlamli bir diizelme ile kontrol grubu seviyesinin yakalandigi goriilmiistiir.
Zorlanmig yiizme testinde sicanlarin yasamayi isteme ve sistemden kurtulma istegini
ozellikle son 3 dakikada degerlendirdigimizde LPS grubunda hareketsiz kalinan siire
daha uzunken, kontrol ve KarLPS gruplarinda hareketlilik siiresi anlamli diizeyde
yiiksektir. Davranis deneylerinin verileri subkronik L-karnitin uygulamasinin LPS ile
olusturulan néroinflamasyon karsisinda hipokampal mekansal hafiza ve

norodavranigsal agidan iyilesme sagladigini desteklemektedir.

Literatiirde LPS uygulamasinin 6grenme ve hafizayr bozduguna ve/veya
ndrodavranigsal olumsuz etkiler yarattigmma dair ¢esitli ¢alismalar bulunmaktadir
(166,198,200-204).LPS ile indiiklenen noéroinflamasyona cevaben bozulan biligsel

fonksiyona L-karnitin’in etkisini aragtiran ¢alismalar kisithdir. Farkli uygulamalarla
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olusturulan biligsel fonksiyon bozukluguna L-karnitin’in olumlu etkileri
yaymlanmistir (172,174). Nouri ve arkadaslarinin yetigkin sicanlarda valproik asit
kaynakli biligsel fonksiyon bozukluguna karsi L-karnitinin koruyucu etkisini
arastirdigi c¢aligmada, 50 mg/kg/gun ip L-karnitin 28 giin boyunca siganlara
uygulanmistir. Morris su labirenti deneyinde karnitin alan grubun hedef platformu

bulma siiresinin kontrol grubuna gére 6nemli 6l¢iide kisaldigi bulunmustur (172).
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6. SONUC ve ONERILER

NOrodejeneratif hastaliklar giiniimiizde Onemli morbidite ve mortalite
nedenlerinden biridir ve en o6nemli sebeplerinden biri ndroinflamasyondur.
Norodejeneratif  hastaliklarin ~ etyopatogenezi ve tedavi arayislar1  hala
sirmektedir. Bu nedenle, uygun bir hayvan deneyi modelinin olusturulmasi,
noroinflamasyonla iligkili biligsel fonksiyon bozuklugu ve norodejeneratif
hastaliklarin arastirilmasi ve koruyucu ve/veya iyilestirici bir ajan gelistirilebilmesi

icin son derece dnem tasimaktadir.

Morris su labirenti, agik alan ve zorlanmig yiizme testinde performansin LPS
grubunda diger gruplara gore anlamli diizeyde diisiik oldugu bulunmustur.
Hipokampus IL-18, TNF-a, TOS, OSI diizeyleri ve NLRP3, IL-18 gen ekspresyon
dizeyleri LPS grubunda kontrol grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur.
LPS grubunda kontrol grubuna gore serumda IL-18, TNF-a diizeyleri ile TOS ve
OSI diizeylerinde artis oldugu saptanmustir.

Karnitinin, néroinflamasyon iizerine etkisini degerlendirdigimizde, 6grenme
ve norodavranis deneylerinde L-karnitin uygulamasi performanslarinda anlamli bir
iyilesme, hipokampiiste 1L-18, TNF-a diizeylerinde ve oksidatif stres diizeyinde
azalma saglarken NLRP3, IL-18 gen ekspresyon duzeylerinde bir degisiklik
yaratmamistir.  Subkronik  L-karnitin = uygulamasi LPS ile olusturulan
noroinflamasyon varliginda hipokampiiste inflamasyonun gostergesi olan sitokinlerin
diizeyini diistirebilmekte ancak bunu IL-18 ve NLRP3 mRNA ekspresyonu
iizerinden gerceklestirmemektedir, inflamasyonu azaltma sekli farkli bir mekanizma
tizerinden gergeklesmektedir. Bu etki buyik ihtimalle antioksidan etkisi ile

saglanmaktadir.

Verilerimizin 151gmda L-karnitin SSS’de inflamasyona bagli olusan hasarlarin
azaltilmasmda noroprotektif bir tedavi segenegi olarak kullanilabilecegi
sOylenebilir. Noroinflamasyonla seyreden SSS hastaliklarinda L-karnitinin tedavi
edici ve/veya destekleyici bir ajan olabilecegini ortaya koyan caliymamizda
norodejeneratif hastaliklarin seyrinde L-karnitin kullanimmin 6nemli faydalar

saglayacagi tahmin edilmektedir. L-karnitinin bu etkilerinin hangi doz ve surede
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ndroinflamasyon lizerindeki olumlu etkilerini sagladigina dair net verileri ortaya

koyacak daha ¢ok ¢aligmaya ihtiyag vardir.

Calismamizin kisithiligi, IL-18 ve NLRP3’iin western blotting ile protein
tiriinlerinin degerlendirilmemis olmasidir. Ek olarak fosforile NF-kB’nin western
blotting ile analizi karnitinin antiinflamatuar etkisinin NF-kB transkripsiyon

faktoriinii baskilamasi araciligiyla olup olmadigini gosteremedik.
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OZET

Néroinflamasyon Modelinde L-Karnitin Uygulamasinin Bilissel Islevler ve
NLRP3 Yolu, TNF-Alfa, IL-18 Uzerine Etkisi

Diinyada oldugu gibi iilkemizde de Onemli bir saglik problemi olan,
ndroiflamasyonla ile seyreden norodejeneratif hastaliklara bagli giderek artan
morbidite ve mortalite nedeniyle tedavi arayislar1 devam etmektedir. Calismamizda
LPS ile olusan néroinflamasyon modeli lizerine L-karnitinin olasi ndroprotektif,
antiinflamatuar, antioksidan etkilerinin degerlendirilmesi amaglandi.

Calismamizda Wistar Albino tiirli 32 adet 4-6 aylik erkek sigan kullanilmis
olup 4 gruba ayrilmistir. Gruplar K, LPS, KarLPS ve Kar grubu olarak esit sayida
ayrilmigtir. LPS ve LPS+Karnitin gruplarmna ilk giin 3 mg/kg ip LPS enjeksiyonu
uygulanmustir. Daha sonra LPS birer hafta arayla 3 kez 250 pg/kg idame dozu olarak
LPS ve LPS+Karnitin gruplarma ip enjekte edilmistir. Karnitin, 300 mg/kg dozda ip
olarak KarLPS ve Kar gruplarina 28 giin boyunca uygulanmistir. K grubundakilere
es hacimde ip serum fizyolojik uygulanmistir. Daha sonra siganlarin Morris su
labirent testi, acik alan testi ve zorlanmis yilizme testindeki performanslari
degerlendirilmistir. Bu testlerden sonra hipokampiiste sitokinler, TAS, TOS
dizeyleri, NLRP3 ve IL18 ekspresyon diizeyleri, histokimyasal incelemeler, serumda
sitokin, TAS, TOS diizeyleri degerlendirilmistir.

Ogrenme deneylerinde LPS grubununda performansin diger gruplara gore
anlamli derecede diisiik oldugu bulunmustur. Hipokampiste IL-18, TNF-a, TOS,
OSI duzeyleri, NLRP3 ve 1L-18 ekspresyon diizeyleri LPS grubunda kontrol grubuna
gore anlamli yiiksek bulunmustur. Serumda IL18, TNF-a diizeyleri ile TOS ve OSI
diizeylerinde artis oldugu saptanmistir. Hipokampiis dokusu histopatolojik olarak
degerlendirildiginde LPS grubuna ait dokularda, kontrol grubuna gére 6nemli yapisal
degisiklikler goriilmiistiir.

Kar+LPS grubunda LPS grubuna gore oOgrenme  deneylerinde
performanslarinda anlamli bir iyilesme, hipokampiiste 1L-18, TNF-a, TOS, OSI
dizeylerinde azalma ve histokimyasal degerlendirmede noroinflamatuar
histopatolojik bulgularda anlamli olarak azalma oldugu goriilmiistiir. Serumda IL-18
diizeyinde anlamli bir diisiis goriilmiistiir.

Calismamizda, karnitinin SSS’de inflamasyona bagli olusan hasarlarin
azaltilmasinda noroprotektif bir tedavi secenegi olarak kullanilabilecegini
ongdrmekteyiz ancak en iyi sonucu alabilmek i¢in doz, siklik ve kullanim siiresini
acisindan daha kapsamli calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: 1L-18, Karnitin, LPS, NLRP3, Noroinflamasyon
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ABSTRACT

Effects of L-Carnitine Administration on Cognitive Functions and NLRP3
Pathway, TNF-Alpha, IL-18 in Neuroinflammation Model

Due to the increasing morbidity and mortality related to neurodegenerative
diseases characterized by neuroinflammation, is an important health problem in our
country as well as in the world, and the search for treatment of these diseases are still
continued. In our study, we aimed to evaluate the possible neuroprotective,
antiinflammatory and antioxidant effects of L-carnitine on LPS-induced
neuroinflammation model.

In our study, 32 male Wistar Albino rats, aged 4-6 months, were divided into
4 groups. The groups were divided equally as C, LPS, CarLPS and Car groups. LPS
and LPS+Carnitine groups received 3 mg/kg ip LPS injection on the first day. Then,
LPS was injected LPS and LPS+Carnitine groups at a dose of 250 ug/kg per week as
a maintainance dose for 3 weeks. Carnitine was administered at a dose of 300 mg/kg
ip to the CarLPS and Car groups for 28 days. An equal volume of ip saline was
administered to the C group. Then, the performance of the rats in Morris water maze,
open field task and forced swimming task were evaluated. After these tests, cytokine
levels, NLRP3 and IL18 expression levels and histochemical evaluations in the
hippocampus, and cytokine, TAS and TOS levels in hippocampi and serum were
evaluated.

In learning and neurobehavior experiments, it was found that the performance
of the LPS group was significantly lower than the other groups. IL-18, TNF-a, TOS,
OSI levels, NLRP3 and IL-18 expression levels in the hippocampus were
significantly higher in the LPS group compared to the control group. IL-18, TNF-a
levels, TOS and OSI levels were found to be increased in serum. When the
hippocampus tissue was evaluated histopathologically, significant structural changes
were observed in the tissues of the LPS group compared to the control group.

In the Car+LPS group, there was a significant improvement in their
performance in learning and neurobehavior experiments, a decrease in IL-18, TNF-a,
TOS, OSI levels in the hippocampus and a significant decrease in neuroinflammatory
histopathological findings in histochemical evaluation compared to the LPS group. A
significant decrease was observed in serum IL-18 level.

In our study, we suggest that carnitine may be used as a neuroprotective
treatment option in the reduction of inflammation-induced damage in the CNS,
however, more sudies are needed in order to specify the dose, frequency and usage
period to get the best result

Keywords: Carnitine, IL-18, LPS, Neuroinflammation, NLRP3

70



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

KAYNAKLAR

Pintado C, Gavilan MP, Gavilan E, Garcia-Cuervo L, Gutierrez A, Vitorica J et
al. Lipopolysaccharide induced neuroinflammation leads to the accumulation of ubiquitinated
proteins and increases susceptibility to neurodegeneration induced by proteasome inhibition in
rat hippocampus. J Neuroinflammation. 2012; 9: 87. doi.org/10.1186/1742-2094-9-87.

Zanelli SA, Solenski NJ, Rosenthal RE, Fiskum G. Mechanisms of ischemic neuroprotection by
acetyl-L-carnitine. Ann N 'Y Acad Sci. 2005; 1053:153-161. doi:10.1196/annals.1344.013.

Traina G. The neurobiology of acetyl-L-carnitine. Front Biosci (Landmark Ed). 2016; 21(7):
1314-1329. doi:10.2741/4459.

Akther M, Haque ME, Park J, Kang TB, Lee KH. NLRP3 ubiquitination-a new approach to
target NLRP3 inflammasome activation. Int J Mol Sci. 2021; 22(16): 8780.
doi:10.3390/ijms22168780.

Izgut-Uysal VN, Agac¢ A, Derin N. Effect of carnitine on stress-induced lipid peroxidation in rat
gastric mucosa. J Gastroenterol. 2001; 36(4): 231-236. doi:10.1007/s005350170108.

Kolodziejczyk J, Saluk-Juszczak J, Wachowicz B. L-Carnitine protects plasma components
against oxidative alterations. Nutrition. 2011; 27(6): 693-699. doi:10.1016/j.nut.2010.06.009.

Ransohoff RM. How neuroinflammation contributes to neurodegeneration. Science. 2016;
353(6301): 777-783. doi:10.1126/science.aag2590.

Leicht H, Konig HH, Stuhldreher N, Bachmann C, Bickel H, Fuchs A et al. Predictors of costs in
dementia in a longitudinal  perspective. PLOS  One. 2013; 8(7): e70018.
doi:10.1371/journal.pone.0070018.

Vezzani A. Epilepsy and inflammation in the brain: Overview and pathophysiology. Epilepsy
Curr. 2014; 14(1): 3-7. d0i:10.5698/1535-7511-14.52.3.

Abdulkhaleg LA, Assi MA, Abdullah R, Zamri-Saad M, Taufig-Yap YH, Hezmee MNM. The
crucial roles of inflammatory mediators in inflammation: A review. Vet World. 2018; 11(5):
627-635. doi:10.14202/vetworld.2018.627-635.

Dey A, Kang X, Qiu J, Du Y, Jiang J. Anti-inflammatory small molecules to treat seizures and
epilepsy: From bench to bedside. Trends Pharmacol Sci. 2016; 37(6): 463-484.
doi:10.1016/j.tips.2016.03.001.

DiSabato DJ, Quan N, Godbout JP. Neuroinflammation: the devil is in the details. J Neurochem.
2016; 139(2): 136-153. d0i:10.1111/jnc.13607.

Lyman M, Lloyd DG, Ji X, Vizcaychipi MP, Ma D. Neuroinflammation: The role and
consequences. Neurosci Res. 2014; 79: 1-12. doi:10.1016/j.neures.2013.10.004.

Kempuraj D, Thangavel R, Selvakumar GP, Zaheer S,Ahmed M, Raikwar SP et al. Brain and
peripheral  atypical inflammatory  mediators potentiate  neuroinflammation  and
neurodegeneration. Front Cell Neurosci. 2017; 11: 216. doi:10.3389/fncel.2017.00216.

Streit WJ, Mrak RE, Griffin WS. Microglia and neuroinflammation: A pathological
perspective. J Neuroinflammation. 2004; 1(1): 14. doi:10.1186/1742-2094-1-14.

Kielian T. Multifaceted roles of neuroinflammation: The need to consider both sides of the
coin. J Neurochem. 2016; 136(1): 5-9. doi:10.1111/jnc.13530.

McManus RM, Heneka MT. Role of neuroinflammation in neurodegeneration: New
insights. Alzheimers Res Ther. 2017; 9(1): 14. doi:10.1186/s13195-017-0241-2.

Meneses G, Cérdenas G, Espinosa A, Rassy D, Pérez-Osorio IN, Barcenaet B et al. Sepsis:
Developing new alternatives to reduce neuroinflammation and attenuate brain injury. Ann N 'Y
Acad Sci. 2019; 1437(1): 43-56. doi:10.1111/nyas.13985.

71



19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Venneti S, Wiley CA, Kofler J. Imaging microglial activation during neuroinflammation and
alzheimer disease. J Neuroimmune Pharmacol. 2009; 4(2): 227-243. doi:10.1007/s11481-008-
9142-2.

Perry VH. A revised view of the central nervous system microenvironment and major
histocompatibility complex class Il antigen presentation. J Neuroimmunol. 1998; 90(2): 113-121.
doi:10.1016/s0165-5728(98)00145-3.

Hanisch UK, Kettenmann H. Microglia: Active sensor and versatile effector cells in the normal
and pathologic brain. Nat Neurosci. 2007; 10(11): 1387-1394. doi:10.1038/nn1997.

Shabab T, Khanabdali R, Moghadamtousi SZ, Kadir HA, Mohan G. Neuroinflammation
pathways: A general review. Int J Neurosci. 2017; 127(7): 624-633.
doi:10.1080/00207454.2016.1212854.

Park SE, Sapkota K, Kim S, Kim H, Kim SJ. Kaempferol acts through mitogen-activated protein
kinases and protein kinase B/AKT to elicit protection in a model of neuroinflammation in
BV2microglial cells. Br J Pharmacol. 2011; 164(3): 1008-1025. do0i:10.1111/j.1476-
5381.2011.01389.x.

Mazeraud A, Pascal Q, Verdonk F, Heming N, Chrétien F, Sharshar T. Neuroanatomy and
physiology of brain dysfunction in sepsis. Clin Chest Med. 2016; 37(2): 333-345.
doi:10.1016/j.ccm.2016.01.013.

Steardo LJ, Bronzuoli MR, Lacomino A, Esposito G, Steardo L, Scuderi C et al.
Neuroinflammation turn on the flame in alzheimer's disease? focus on astrocytes. Front
Neurosci. 2015; 9: 259. doi:10.3389/fnins.2015.00259.

Sofroniew MV, Vinters HV. Astrocytes: biology and pathology. Acta Neuropathol. 2010;
119(1): 7-35. doi:10.1007/s00401-009-0619-8.

Kreisl WC, Kim MJ, Coughlin JM, Henter ID, Owen DR, Innis RB et al. PET imaging of
neuroinflammation in neurological disorders. Lancet Neurol. 2020; 19(11): 940-950.
doi:10.1016/S1474-4422(20)30346-X.

Meraz-Rios MA, Toral-Rios D, Franco-Bocanegra D, Villeda-Hernandez J, Campos-Pefia V.
Inflammatory process in alzheimer's disease. Front Integr Neurosci. 2013; 7: 59.
doi:10.3389/fnint.2013.00059.

Miklossy J. Chronic inflammation and amyloidogenesis in alzheimer's disease -- role of
spirochetes. J Alzheimers Dis. 2008; 13(4): 381-391. doi:10.3233/jad-2008-13404.

Batista CRA, Gomes GF, Candelario-Jalil E, Fiebich BL, De Oliveira ACP. Lipopolysaccharide-
induced neuroinflammation as a bridge to understand neurodegeneration. Int J Mol Sci. 2019;
20(9): 2293. d0i:10.3390/ijms20092293.

Auer GK, Weibel DB. Bacterial cell mechanics. Biochemistry. 2017; 56(29): 3710-3724.
doi:10.1021/acs.biochem.7b00346.

Bryant CE, Spring DR, Gangloff M, Gay NJ. The molecular basis of the host response to
lipopolysaccharide. Nat Rev Microbiol. 2010; 8(1): 8-14. doi:10.1038/nrmicro2266.

Ohanian SH, Schwab JH. Persistence of group a streptococcal cell walls related to chronic
inflammation of rabbit dermal connective tissue.J Exp Med. 1967; 125(6): 1137-1148.
doi:10.1084/jem.125.6.1137.

Flierl MA, Stahel PF, Rittirsch D,Huber-Lang M, Niederbichler AD, Hoesel LM, et al. Inhibition
of complement C5a prevents breakdown of the blood-brain barrier and pituitary dysfunction in
experimental sepsis. Crit Care. 2009; 13(1): 12. d0i:10.1186/cc7710.

Zhao J, Bi W, Xiao S, Lan X, Cheng X, zZhang J et al. Neuroinflammation induced by
lipopolysaccharide causes cognitive impairment in mice. Sci Rep. 2019; 9(1): 5790.
doi:10.1038/s41598-019-42286-8.

Ozbek M, Hitit M, Ergiin E, Beyaz F, Ergiin L. Toll benzeri reseptérler. 2017. Mehmet Akif
Ersoy Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Dergisi. 5(2): 180-192.

72



37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

Seeley EJ, Matthay MA, Wolters PJ. Inflection points in sepsis biology: From local defense to
systemic organ injury. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol. 2012; 303(5): 355-363.
doi:10.1152/ajplung.00069.2012.

Kumar H, Kawai T, Akira S. Pathogen recognition by the innate immune system. Int Rev
Immunol. 2011; 30(1): 16-34. doi:10.3109/08830185.2010.529976.

Kawai T, Akira S. The role of pattern-recognition receptors in innate immunity: Toll-like
receptors. Nat Immunol. 2010; 11(5): 373-384. d0i:10.1038/ni.1863.

Beutler B. TLR4: Central component of the sole mammalian LPS sensor. Curr Opin Immunol.
2000; 12(1): 20-26. doi:10.1016/s0952-7915(99)00046-1.

Maeshima N, Fernandez RC. Recognition of lipid A variants by the TLR4-MD-2 receptor
complex. Front Cell Infect Microbiol. 2013; 3: 3. doi:10.3389/fcimb.2013.00003.

Palsson-McDermott EM, O'Neill LA. Signal transduction by the lipopolysaccharide receptor,
TLR-4. Immunology. 2004; 113(2): 153-162. doi:10.1111/j.1365-2567.2004.01976.x.

Yu H, Lin L, Zhang Z, Zhang H, Hu H. Targeting NF-xB pathway for the therapy of diseases:
Mechanism and clinical study. Signal Transduct Target Ther. 2020; 5(1): 209.
doi:10.1038/s41392-020-00312-6.

Lehnardt S, Massillon L, Follett P, Jensen EF, Ratan R, Rosenberg PA, et al. Activation of innate
immunity in the CNS triggers neurodegeneration through a TLR-4 dependent pathway. Proc Natl
Acad Sci USA. 2003; 100(14): 8514-8519. doi:10.1073/pnas.1432609100.

Tansey MG, McCoy MK, Frank-Cannon TC. Neuroinflammatory mechanisms in parkinson's
disease: potential environmental triggers, pathways, and targets for early therapeutic
intervention. Exp Neurol. 2007; 208(1): 1-25. doi:10.1016/j.expneurol.2007.07.004.

Galley HF. Oxidative stress and mitochondrial dysfunction in sepsis. Br J Anaesth. 2011; 107(1):
57-64. doi:10.1093/bja/aer093.

Zakaria R, Wan Yaacob WM, Othman Z, Long |, Ahmad AH, Al-Rahbi B. Lipopolysaccharide-
induced memory impairment in rats: A model of alzheimer's disease. Physiol Res. 2017; 66(4):
553-565. doi:10.33549/physiolres.933480.

Choi DY, Lee JW, Lin G, Lee YK, Lee YH, Choi IS. Obovatol attenuates LPS-induced memory
impairments in mice via inhibition of NF-kB signaling pathway. Neurochem Int. 2012; 60(1):
68-77. doi:10.1016/j.neuint.2011.11.005.

Shaw KN, Commins S, O'Mara SM. Lipopolysaccharide causes deficits in spatial learning in the
watermaze but not in BDNF expression in the rat dentate gyrus. Behav Brain Res. 2001; 124(1):
47-54. doi:10.1016/s0166-4328(01)00232-7.

Turvey SE, Broide DH. Innate immunity. J Allergy Clin Immunol. 2010; 125(2): 24-32.
doi:10.1016/j.jaci.2009.07.016.

Kanneganti TD. The inflammasome: Firing up innate immunity. Immunol Rev. 2015; 265(1): 1-
5. doi:10.1111/imr.12297.

Rathinam VA, Fitzgerald KA. Inflammasome complexes: Emerging mechanisms and effector
functions. Cell. 2016; 165(4): 792-800. doi:10.1016/j.cell.2016.03.046.

Li Y, Lv J, Shi W, FengJ, Liu M, Ganet S et al. Inflammasome Signaling: A novel paradigm of
hub platform in innate immunity for cancer immunology and immunotherapy. Front Immunol.
2021; 12: 710110. doi:10.3389/fimmu.2021.710110.

Xue Y, Enosi Tuipulotu D, Tan WH, Kay C, Man SM. Emerging activators and regulators
of inflammasomes and  pyroptosis. Trends  Immunol.  2019;  40(11): 1035-1052.
doi:10.1016/j.it.2019.09.005.

Kesavardhana S, Kanneganti TD. Mechanisms governing inflammasome activation, assembly
and pyroptosis induction. Int Immunol. 2017; 29(5): 201-210. doi:10.1093/intimm/dxx018.

73



56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74,

Zhong FL, Robinson K, Teo DET, Tan KY, Lim C, Harapas CR, et al. Human DPP9 represses
NLRP1 inflammasome and protects against autoinflammatory diseases via both peptidase
activity and FIIND domain binding. J Biol Chem. 2018; 293(49): 18864-18878.
doi:10.1074/jbc.RA118.004350.

Rathinam VAK, Chan FK. Inflammasome, inflammation, and tissue homeostasis. Trends Mol
Med. 2018; 24(3): 304-318. doi:10.1016/j.molmed.2018.01.004.

Cornut M, Bourdonnay E, Henry T. Transcriptional regulation of inflammasomes. Int J Mol Sci.
2020; 21(21): 8087. doi:10.3390/ijms21218087.

Shi M, Zhang P, Vora SM, Wu H. Higher-order assemblies in innate immune and inflammatory
signaling: A general principle in cell biology. Curr Opin Cell Biol. 2020; 63: 194-203.
doi:10.1016/j.ceb.2020.03.002.

Kovacs SB, Miao EA. Gasdermins: Effectors of pyroptosis. Trends Cell Biol. 2017; 27(9): 673-
684. doi:10.1016/j.tch.2017.05.005.

Strowig T, Henao-Mejia J, Elinav E, Flavell R. Inflammasomes in health and disease. Nature.
2012; 481(7381): 278-286. doi:10.1038/nature10759.

Latz E, Xiao TS, Stutz A. Activation and regulation of the inflammasomes. Nat Rev Immunol.
2013; 13(6): 397-411. doi:10.1038/nri3452.

Guo H, Callaway JB, Ting JP. Inflammasomes: Mechanism of action, role in disease, and
therapeutics. Nat Med. 2015; 21(7): 677-687. doi:10.1038/nm.3893.

Vladimer Gl, Marty-Roix R, Ghosh S, Weng D, Lien E. Inflammasomes and host defenses
against  bacterial infections. Curr ~ Opin Microbiol. 2013; 16(1): 23-31.
doi:10.1016/j.mib.2012.11.008.

Paget C, Doz-Deblauwe E, Winter N, Briard B. Specific NLRP3 inflammasome assembling and
regulation in neutrophils: relevance in inflammatory and infectious diseases. Cells. 2022; 11(7):
1188. doi:10.3390/cells11071188.

Jiang H, Yiqing Y, Jiang W, RongBin Z. NLRP3 inflammasome: Activation, regulation, and role
in diseases. Sci. Sin. Vitae. 2017; 47: 125-131.

Awad F, Assrawi E, Louvrier C, Claire Jumeau C, Giurgea I, Amselem Set al. Photoaging and
skin cancer: Is the inflammasome the missing link?. Mech Ageing Dev. 2018; 172: 131-137.
doi:10.1016/j.mad.2018.03.003.

Lee SM. Role of NLRP3 inflammasome in pathogenesis of pulpal disease. University of
Pennsylvania Dental Medicine.Doctoral Thesis, (Thesis Supervisor: PhD. Dr. Anh D. Le), 2015;
1-66.

Kelley N, Jeltema D, Duan Y, He Y. The NLRP3 inflammasome: An overview of mechanisms
of activation and regulation. Int J Mol Sci. 2019; 20(13): 3328. d0i:10.3390/ijms20133328.

Lamkanfi M, Kanneganti TD. NLRP3: An immune sensor of cellular stress and infection. Int J
Biochem Cell Biol. 2010; 42(6): 792-795. doi:10.1016/j.biocel.2010.01.008.

Swanson KV, Deng M, Ting JP. The NLRP3 inflammasome: Molecular activation and
regulation to therapeutics. Nat Rev Immunol. 2019; 19(8): 477-489. d0i:10.1038/s41577-019-
0165-0.

He Y, Hara H, Nufiez G. Mechanism and regulation of NLRP3 inflammasome activation. Trends
Biochem Sci. 2016; 41(12): 1012-1021. doi:10.1016/j.tibs.2016.09.002.

Gonzélez-Moro A, Valencia I, Shamoon L, Sanchez-Ferrer CF, Peir6 C, Cuesta F. NLRP3
inflammasome in vascular disease: A recurrent villain to combat
pharmacologically. Antioxidants (Basel). 2022; 11(2): 269. doi:10.3390/antiox11020269.

Govindarajan V, De Rivero Vaccari JP, Keane RW. Role of inflammasomes in multiple sclerosis
and their potential as therapeutic targets.J Neuroinflammation. 2020; 17(1): 260.
doi:10.1186/s12974-020-01944-9.

74



75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

Mufioz-Planillo R, Kuffa P, Martinez-Colén G, Smith BL, Rajendiran TM, Nifez G. K* efflux
is the common trigger of NLRP3 inflammasome activation by bacterial toxins and particulate
matter. Immunity. 2013; 38(6): 1142-1153. doi:10.1016/j.immuni.2013.05.016.

Iwata M, Ota KT, Duman RS. The inflammasome: Pathways linking psychological stress,
depression, and systemic illnesses. Brain Behav Immun. 2013; 31: 105-114.
d0i:10.1016/j.bbi.2012.12.008.

Haneklaus M, O'Neill LA, Coll RC. Modulatory mechanisms controlling the NLRP3
inflammasome in inflammation: Recent developments. Curr Opin Immunol. 2013; 25(1): 40-45.
doi:10.1016/j.c0i.2012.12.004.

Harris J. Autophagy  and cytokines. Cytokine. 2011, 56(2): 140-144.
doi:10.1016/j.cyt0.2011.08.022.

Wyss-Coray T, Mucke L. Inflammation in neurodegenerative disease--a double-edged
sword. Neuron. 2002; 35(3): 419-432. doi:10.1016/s0896-6273(02)00794-8.

Pitossi F, del Rey A, Kabiersch A, Besedovsky H. Induction of cytokine transcripts in the central
nervous system and pituitary following peripheral administration of endotoxin to mice. J
Neurosci Res. 1997; 48(4). 287-298. doi:10.1002/(sici)1097-4547(19970515)48:4<287:aid-
jnr1>3.0.co;2-7.

Clark 1A. How TNF was recognized as a key mechanism of disease. Cytokine Growth Factor
Rev. 2007; 18(3-4): 335-343. doi:10.1016/j.cytogfr.2007.04.002.

Kaneko M, Stellwagen D, Malenka RC, Stryker MP. Tumor necrosis factor-alpha mediates one
component of competitive, experience-dependent plasticity in developing visual cortex. Neuron.
2008; 58(5): 673-680. doi:10.1016/j.neuron.2008.04.023.

Krueger JM. The role of cytokines in sleep regulation. Curr Pharm Des. 2008; 14(32): 3408-
3416. doi:10.2174/138161208786549281.

McCoy MK, Tansey MG. TNF signaling inhibition in the CNS: Implications for normal brain
function and neurodegenerative disease. J Neuroinflammation. 2008; 5: 45. doi:10.1186/1742-
2094-5-45.

Frankola KA, Greig NH, Luo W, Tweedie D. Targeting TNF-a to elucidate and ameliorate
neuroinflammation in neurodegenerative diseases. CNS Neurol Disord Drug Targets. 2011;
10(3): 391-403. do0i:10.2174/187152711794653751.

Montgomery SL, Bowers WJ. Tumor necrosis factor-alpha and the roles it plays in homeostatic
and degenerative processes within the central nervous system. J Neuroimmune Pharmacol. 2012;
7(1): 42-59. doi:10.1007/s11481-011-9287-2.

Sedger LM, McDermott MF. TNF and TNF-receptors: From mediators of cell death and
inflammation to therapeutic giants - past, present and future. Cytokine Growth Factor Rev. 2014;
25(4): 453-472. doi:10.1016/j.cytogfr.2014.07.016.

Jablonska A, Lukomska B. Stroke induced brain changes: Implications for stem cell
transplantation. Acta Neurobiol Exp (Wars). 2011; 71(1): 74-85.

Bowie A, O'Neill LA. Oxidative stress and nuclear factor-kappaB activation: A reassessment of
the evidence in the light of recent discoveries. Biochem Pharmacol. 2000; 59(1): 13-23.
doi:10.1016/s0006-2952(99)00296-8.

Van Berlo D, Knaapen AM, van Schooten FJ, Schins RP, Albrecht C. NF-kappaB dependent and
independent mechanisms of quartz-induced proinflammatory activation of lung epithelial
cells. Part Fibre Toxicol. 2010; 7: 13. doi:10.1186/1743-8977-7-13.

Oeckinghaus A, Ghosh S. The NF-kappaB family of transcription factors and its regulation. Cold
Spring Harb Perspect Biol. 2009; 1(4): a000034. doi:10.1101/cshperspect.a000034.

Muhammad M. Tumor necrosis factor alpha: A major cytokine of brain neuroinflammation.In:
Cytokines, Behzadi P, Eds. London, Intechopen, 2020: p. 27-41.

75



93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

Dinarello CA. Novel targets for interleukin 18 binding protein. Ann Rheum Dis. 2001; 60 (3):
18-24. doi:10.1136/ard.60.90003.iii18.

Hedtjarn M, Leverin AL, Eriksson K, Blomgren K, Mallard C, Hagberg H. Interleukin-18
involvement in hypoxic-ischemic brain injury.J Neurosci. 2002; 22(14): 5910-5919.
doi:10.1523/JNEUROSCI.22-14-05910.2002.

Nakanishi K, Yoshimoto T, Tsutsui H, Okamura H. Interleukin-18 is a unique cytokine that
stimulates both Thl and Th2 responses depending on its cytokine milieu. Cytokine Growth
Factor Rev. 2001; 12(1):53-72. doi:10.1016/s1359-6101(00)00015-0.

Conti B, Park LC, Calingasan NY, et al. Cultures of astrocytes and microglia express interleukin
18. Brain Res Mol Brain Res. 1999; 67(1): 46-52. doi:10.1016/s0169-328x(99)00034-0.

Felderhoff-Mueser U, Schmidt OI, Oberholzer A, Biihrer C, Stahel PF. 1L-18: A key player in
neuroinflammation and neurodegeneration?. Trends Neurosci. 2005; 28(9): 487-493.
doi:10.1016/j.tins.2005.06.008.

Alboni S, Cervia D, Ross B, Montanari C,Gonzalez AC,Sanchez-Alavez M et al. Mapping of the
full length and the truncated interleukin-18 receptor alpha in the mouse brain. J Neuroimmunol.
2009; 214(1-2): 43-54. d0i:10.1016/j.jneuroim.2009.06.016.

Ojala JO, Sutinen EM, Salminen A, Pirttila T. Interleukin-18 increases expression of kinases
involved in tau phosphorylation in SH-SY5Y neuroblastoma cells. J Neuroimmunol. 2008;
205(1-2): 86-93. doi:10.1016/j.jneuroim.2008.09.012.

Wang MJ, Huang HY, Chen WF, Chang HF, Kuo JS. Glycogen synthase kinase-3f inactivation
inhibits tumor necrosis factor-a production in microglia by modulating nuclear factor kB and
MLKS3/INK signaling cascades. J Neuroinflammation. 2010; 7: 99. doi:10.1186/1742-2094-7-99.

Alboni S, Cervia D, Sugama S, Conti B. Interleukin 18 in the CNS. J Neuroinflammation. 2010;
7: 9. doi:10.1186/1742-2094-7-9.

Schultz C, Engelhardt M. Anatomy of the hippocampal formation. Front Neurol Neurosci. 2014;
34: 6-17. doi:10.1159/000360925.

izci Y, Erbas YC. Hippocampus: its structure and functions. Tiirk Norosir Derg. 2015; 25(3):
287-295.

Gilbert PE, Brushfield AM. The role of the CA3 hippocampal subregion in spatial memory: A
process oriented behavioral assessment. Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry. 2009;
33(5): 774-781. doi:10.1016/j.pnpbp.2009.03.037.

Park D, Bae S, Yoon TH, Ko J. Molecular mechanisms of synaptic specificity: Spotlight on
hippocampal and cerebellar synapse organizers. Mol Cells. 2018; 41(5): 373-380.
doi:10.14348/molcells.2018.0081.

Catani M, Dell'acqua F, Thiebaut de Schotten M. A revised limbic system model for memory,
emotion and  behaviour. Neurosci  Biobehav  Rev. 2013; 37(8): 1724-1737.
doi:10.1016/j.neubiorev.2013.07.001.

Noh H, Jeon J, Seo H. Systemic injection of LPS induces region-specific neuroinflammation and
mitochondrial dysfunction in normal mouse brain. Neurochem Int. 2014; 69: 35-40.
doi:10.1016/j.neuint.2014.02.008.

Quan N, Sundar SK, Weiss JM. Induction of interleukin-1 in various brain regions after
peripheral and central injections of lipopolysaccharide. J Neuroimmunol. 1994; 49(1-2): 125-
134. doi:10.1016/0165-5728(94)90188-0.

Sugino K, Dohi K, Yamada K, Kawasaki T. The role of lipid peroxidation in endotoxin-induced
hepatic damage and the protective effect of antioxidants. Surgery. 1987; 101(6): 746-752.

Azmand MJ, Rajaei Z. Effects of crocin on spatial or aversive learning and memory impairments
induced by lipopolysaccharide in rats. Avicenna J Phytomed. 2021;11(1):79-90.

76



111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

Liu Y, Zhang Y, Zheng X, Fang T, Yang X, Luo X et al. Galantamine improves cognition,
hippocampal inflammation, and synaptic plasticity impairments induced by lipopolysaccharide
in mice. J Neuroinflammation. 2018;15(1):112. doi:10.1186/s12974-018-1141-5.

Elul R. Regional differences in the hippocampus of the cat. Specific discharge patterns of the
dorsal and ventral hippocampus and their role in generalized seizures. Electroencephalogr Clin
Neurophysiol. 1964; 16: 470-488. doi:10.1016/0013-4694(64)90089-6.

Harmeyer J. The physiological role of I-carnitine. Lohman Information. 2002; 27: 15-21.

Bieber LL. Carnitine. Annu Rev Biochem. 1988; 57: 261-283.
doi:10.1146/annurev.bi.57.070188.001401.

Cave MC, Hurt RT, Frazier TH, Matheson PJ, Garrison RN, McClain CJ et al. Obesity,
inflammation, and the potential application of pharmaconutrition. Nutr Clin Pract. 2008; 23(1):
16-34. d0i:10.1177/011542650802300116.

Rebouche CJ, Chenard CA. Metabolic fate of dietary carnitine in human adults: Identification
and quantification of urinary and fecal metabolites.J Nutr. 1991; 121(4): 539-546.
d0i:10.1093/jn/121.4.539.

Karadeniz A, Simsek N, Cakir S. Haematological effects of dietary I-carnitine supplementation
in broiler chickens. Revue Méd. Vét, 2008; 159(8-9): 437-444.

Strijbis K, Vaz FM, Distel B. Enzymology of the carnitine biosynthesis pathway. IUBMB Life.
2010; 62(5): 357-362. doi:10.1002/iub.323.

Li N, Zhao H. Role of carnitine in non-alcoholic fatty liver disease and other related diseases: An
update. Front Med (Lausanne). 2021; 8: 689042. doi:10.3389/fmed.2021.689042.

Citil M, Veteriner hekimlikte karnitin (carnitine). Kafkas Univ. Vet. Fak. Derg. 2002; 8(1): 77-
82.

Matsumura M, Hatakeyama S, Koni I, Mabuchi H. Effect of I-carnitine and palmitoyl-I-carnitine
on erythroid colony formation in fetal mouse liver cell culture. Am J Nephrol. 1998; 18(5): 355-
358. d0i:10.1159/000013376.

Stanley CA. Carnitine deficiency disorders in children. Ann N Y Acad Sci. 2004; 1033: 42-51.
doi:10.1196/annals.1320.004.

Coskun O, Oter SK. Genel bilgiler ve egzersiz ile iliskisi; Fizyolojik ve morfolojik
etkileri. Egitimde Bilimde Haberde Saglik. 2001; 3(1): 11-22.

Engel AG, Rebouche CJ. Carnitine metabolism and inborn errors. J Inherit Metab Dis. 1984;
7(1): 38-43. doi:10.1007/BF03047372.

Bremer J. Carnitine--metabolism and functions. Physiol Rev. 1983; 63(4): 1420-1480.
doi:10.1152/physrev.1983.63.4.1420.

Karayaylali I, Giiven¢ B, Tamer L, Giirbiiz E, Adam SM, Paydas S et al.Kronik hemodiyaliz
hastalarinda 1-karnitin ilavesinin lipid profili, Ca2+ Mg2+ ATPaz, Na+ K+ ATPaz ve
intraselliiler Ca+ 2 {izerine etkisi. Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi. 1997; 22(3): 152-
157.

Hilsmann  WC, Peschechera A, Arrigoni-Martelli E.  Carnitine and cardiac
interstitium. Cardioscience. 1994; 5(2): 67-72.

Pepine CJ. The therapeutic potential of carnitine in cardiovascular disorders. Clin Ther. 1991;
13(1): 1-2.

McGarry JD, Sen A, Esser V, Woeltje KF, Weis B, Foster DW. New insights into the
mitochondrial carnitine palmitoyltransferase enzyme system. Biochimie. 1991; 73(1): 77-84.
doi:10.1016/0300-9084(91)90078-f.

Kayaalp O. Rasyonel tedavi yoniinden tibbi farmakoloji. 3. Cilt 6. ‘c1 baski. Ankara. 1993; 11-
2505.

77



131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

Zelnik N, Fridkis I, Gruener N. Reduced carnitine and antiepileptic drugs: Cause relationship or
co-existence?. Acta Paediatr. 1995; 84(1): 93-95. doi:10.1111/j.1651-2227.1995.th13494.x.

Aoshima S, Fujisawa S, Kobayashi A. Changes in the subcellular distribution of free carnitine
and its acyl derivatives in diabetic rat hearts following treatment with I-carnitine. Jpn Heart J.
1993; 34(6): 763-772. doi:10.1536/ihj.34.763.

Nemoto S, Aoki M, Dehua C, Imai Y. Effects of carnitine on cardiac function after cardioplegic
ischemia in neonatal rabbit hearts. Ann Thorac Surg. 2001; 71(1): 254-259. doi:10.1016/s0003-
4975(00)02023-3.

Kanter M, Topcu-Tarladacalisir Y, Parlar S. Antiapoptotic effect of I-carnitine on testicular
irradiation in rats. J Mol Histol. 2010; 41(2-3): 121-128. d0i:10.1007/s10735-010-9267-5.

Ribas GS, Biancini GB, Mescka C, Wayhs CY, Sitta A, Wajner M et al. Oxidative stress
parameters in urine from patients with disorders of propionate metabolism: A beneficial effect of
I-carnitine supplementation. Cell Mol Neurobiol. 2012; 32(1): 77-82. doi:10.1007/s10571-011-
9736-8.

Izgut-Uysal VN, Agac¢ A, Derin N. Effect of carnitine on stress-induced lipid peroxidation in rat
gastric mucosa. J Gastroenterol. 2001; 36(4): 231-236. doi:10.1007/s005350170108.

Flanagan JL, Simmons PA, Vehige J, Willcox MD, Garrett Q. Role of carnitine in disease. Nutr
Metab (Lond). 2010; 7: 30. doi:10.1186/1743-7075-7-30.

Pietta PG. Flavonoids as antioxidants.J Nat Prod. 2000; 63(7): 1035-1042.
doi:10.1021/np9904509.

Gulcin I. Antioxidant and antiradical activities of I-carnitine. Life Sci. 2006; 78(8): 803-811.
doi:10.1016/j.1fs.2005.05.103.

Baumgartner M, Blum L. L-carnitine. I-versus or d, occurence, metabolism, biosynthesis, animal
feeding studies, regulations, lonza Ltd. Muenchensteinerstrasse 38, CH-4002, Basel. 1997; 1-7.

L"Jmutlu U. L-karnitin uygulamasinin ratlarda bazi lipit parametreleri iizerine etkisi. Selguk
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Yiiksek Lisans Tezi, Konya, (Tez danismani: Dog. Dr.
Ramazan C6l) 2012; 12-19.

Lango R, Smolenski RT, Narkiewicz M, Suchorzewska J, Lysiak-Szydlowska W. Influence of I-
carnitine and its derivatives on myocardial metabolism and function in ischemic heart disease
and during cardiopulmonary bypass. Cardiovasc Res. 2001; 51(1): 21-29. doi:10.1016/s0008-
6363(01)00313-3.

Dhalla NS, Dixon IMC, Shah KR, Ferrari, R. Beneficial effects of I-carnitine and derivatives on
heart membranes in experimental diabetes. In: L-carnitine and its role in medicine: From
function to therapy; Ferrari R, DiMauro S, Sherwood G, Eds. London, UK, 1992; p. 411-426.

Nathan C, Xie QW. Nitric oxide synthases: Roles, tolls, and controls. Cell. 1994; 78(6): 915-918.
doi:10.1016/0092-8674(94)90266-6.

Kanwar JR, Kanwar RK, Burrow H, Baratchi S. Recent advances on the roles of NO in cancer
and chronic inflammatory disorders. Curr Med Chem. 2009; 16(19): 2373-2394.
doi:10.2174/092986709788682155.

Ma JS, Kim WJ, Kim JJ, Kim TJ, Ye SK, Songet MD et al. Gold nanoparticles attenuate LPS-
induced NO production through the inhibition of NF-kappaB and IFN-beta/STAT1 pathways in
RAW264.7 cells. Nitric Oxide. 2010; 23(3): 214-219. doi:10.1016/j.niox.2010.06.005.

Clarkson PM. Nutritional ergogenic aids: Carnitine. Int J Sport Nutr. 1992; 2(2): 185-190.
d0i:10.1123/ijsn.2.2.185.

Onal A, Astarcioglu H, Ormen M, Atila K, Sarioglu S. Sicandaki renal iskemi-reperfiizyon
hasarinda 1-karnitinin koruyucu etkisi. Ulusal Travma Dergisi. 2004; 10(3): 160-167.

Salama A, Fayed HM, Elgohary R. L-carnitine alleviated acute lung injuries induced by
potassium dichromate in rats: Involvement of Nrf2/HO-1 signaling pathway. Heliyon.
2021;7(6):e07207. doi:10.1016/j.heliyon.2021.e07207.

78



150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

Lee BW, Ha JH, Shin HG, Jeong SH, Jeon DB, Kim JH et al Spiraea
prunifolia var, simpliciflora attenuates oxidative stress and inflammatory responses in a murine
model of lipopolysaccharide-induced acute lung injury and TNF-a-stimulated NCI-H292
cells. antioxidants (Basel). 2020;9(3):198. doi:10.3390/antiox9030198.

Sun'Y, Xia Y, Liu X, Liu J, He W, Ye H et al. Dexmedetomidine alleviates LPS-induced acute
lung injury via regulation of the p38/HO-1 pathway. Mol Med Rep. 2020;22(3):2442-2450.
doi:10.3892/mmr.2020.11330.

Peltoniemi M, Kaarteenaho-Wiik R, Sdily M, Sormunen R, Paakkd P, Holmgren A et al.
Expression of glutaredoxin is highly cell specific in human lung and is decreased by
transforming growth factor-beta in vitro and in interstitial lung diseases in vivo. Hum Pathol.
2004;35(8):1000-1007. doi:10.1016/j.humpath.2004.04.0009.

Liu RM, Gaston Pravia KA. Oxidative stress and glutathione in TGF-beta-mediated
fibrogenesis. Free Radic Biol Med. 2010; 48(1): 1-15. doi:10.1016/j.freeradbiomed.2009.09.026.

Butterfield DA, Drake J, Pocernich C, Castegna A. Evidence of oxidative damage in alzheimer's
disease brain: Central role for amyloid beta-peptide. Trends Mol Med. 2001;7(12):548-554.
doi:10.1016/s1471-4914(01)02173-6.

Calabrese V, Cornelius C, Mancuso C, Pennisi G, Calafato S, Bellia F et al. Cellular stress
response: A novel target for chemoprevention and nutritional neuroprotection in aging,
neurodegenerative disorders and longevity. Neurochem Res. 2008; 33(12): 2444-2471.
doi:10.1007/s11064-008-9775-9.

Yurinskaya MM, Mit'kevich VA, Barykin EP, Garbuz DG, Evgenev MB, Makarov AA et
al. Mol biol (Mosk). 2015; 49(6): 1030-1034. doi:10.7868/S0026898415060233.

Dukay B, Csoboz B, Téth ME. Heat-shock proteins in neuroinflammation. Front Pharmacol.
2019; 10: 920. doi:10.3389/fphar.2019.00920.

Surai PF. Antioxidant action of carnitine: Molecular mechanisms and practical applications. EC
Veterinary Science. 2015: 66-84.

Hasan A, Nitsche MA, Rein B, Schneider-Axmann T, Guse B, Gruber O et al. Dysfunctional
long-term potentiation-like plasticity in schizophrenia revealed by transcranial direct current
stimulation. Behav Brain Res. 2011; 224(1): 15-22. do0i:10.1016/j.bbr.2011.05.017.

Lv C, Ma Q, Han B, Li J, Geng Y, Zhang X et al. Long-term DL-3-n-butylphthalide treatment
alleviates cognitive impairment correlate with improving synaptic plasticity in SAMP8
mice. Front Aging Neurosci. 2018;10:200. doi:10.3389/fnagi.2018.00200.

Liao D, Lv C, Cao L, Yao D, Wu Y, Long M et al. Curcumin attenuates chronic unpredictable
mild stress-induced depressive-like behaviors via restoring changes in oxidative stress and the
activation of Nrf2 signaling pathway in rats. Oxid Med Cell Longev. 2020;2020:9268083.
doi:10.1155/2020/9268083.

Wang SB, Jia JP. Oxymatrine attenuates diabetes-associated cognitive deficits in rats. Acta
Pharmacol Sin. 2014; 35(3): 331-338. doi:10.1038/aps.2013.158.

Morid OF, Menze ET, Tadros MG, George MY. L-carnitine modulates cognitive impairment
induced by doxorubicin and cyclophosphamide in rats; Insights to oxidative stress, inflammation,
synaptic plasticity, liver/brain, and kidney/brain axes. J Neuroimmune Pharmacol.
2023;10.1007/s11481-023-10062-1. doi:10.1007/s11481-023-10062-1.

Qin L, Wu X, Block ML, Liu Y, Breese GR, Hong JS et al. Systemic LPS causes chronic
neuroinflammation and progressive neurodegeneration. Glia.  2007; 55(5): 453-462.
doi:10.1002/glia.20467.

Bossu P, Cutuli D, Palladino I, Caporali P, Angelucci F, Laricchiuta D et al. A single
intraperitoneal injection of endotoxin in rats induces long-lasting modifications in behavior and
brain protein levels of TNF-o and IL-18. J Neuroinflammation. 2012; 9: 101. doi:10.1186/1742-
2094-9-101.

79



166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

Engler-Chiurazzi EB, Russell AE, Povroznik JM, McDonald KO, Porter KN, Wang DS et al.
Intermittent  systemic exposure to lipopolysaccharide-induced inflammation disrupts
hippocampal long-term potentiation and impairs cognition in aging male mice. Brain Behav
Immun. 2023;108:279-291. doi:10.1016/j.bbi.2022.12.013.

Marottoli FM, Katsumata Y, Koster KP, Thomas R, Fardo DW, Tai LM. Peripheral
inflammation, Apolipoprotein E4, and Amyloid-$ interact to induce cognitive and
cerebrovascular dysfunction. ASN Neuro. 2017; 9(4): 1759091417719201.
doi:10.1177/1759091417719201.

Brown GC. The endotoxin hypothesis of neurodegeneration.J Neuroinflammation.
2019;16(1):180. doi:10.1186/s12974-019-1564-7.

Kazak F. Farelerde lipopolisakkarit ile olusturulan néroenflamasyonda beyinde gelisen oksidatif
stres yang1 ve BDNF diizeyi lizerine asetil 1-karnitinin etkisi. Ondokuz Mayis Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii. Doktora Tezi, Samsun. (Tez Danismani: Prof. Dr. Giil Fatma Yarim), 2017;
1-117.

Zhu B, Wang ZG, Ding J, Liu N, Wang DM, Ding LC et al. Chronic lipopolysaccharide
exposure induces cognitive dysfunction without affecting BDNF expression in the rat
hippocampus. Exp Ther Med. 2014;7(3):750-754. doi:10.3892/etm.2014.1479.

Shaw KN, Commins S, O'Mara SM. Cyclooxygenase inhibition attenuates endotoxin-induced
spatial learning deficits, but not an endotoxin-induced blockade of long-term potentiation. Brain
Res. 2005; 1038(2): 231-237. doi:10.1016/j.brainres.2005.01.035.

Nouri E, Karimi SA, Raoufi S, Zarei M. Protective effects of I-carnitine against valproic acid-
induced memory impairment and anxiety-like behavior in adult rat. Physiol Behav.
2022;253:113853. doi:10.1016/j.physbeh.2022.113853.

Goo MJ, Choi SM, Kim SH, Ahn BO. Protective effects of acetyl-l-carnitine on
neurodegenarative changes in chronic cerebral ischemia models and learning-memory
impairment in aged rats. Arch Pharm Res. 2012; 35(1): 145-154. doi:10.1007/s12272-012-0116-
9.

Ueno Y, Koike M, Shimada Y, Shimura H, Hira K, Tanaka R et al. L-carnitine enhances axonal
plasticity and improves white-matter lesions after chronic hypoperfusion in rat brain. J Cereb
Blood Flow Metab. 2015; 35(3): 382-391. doi:10.1038/jcbfm.2014.210.

Fu HQ, Yang T, Xiao W, Fan L, Wu Y, Terrando N et al. Prolonged neuroinflammation after
lipopolysaccharide  exposure in aged rats. PLoS One. 2014; 9(8): e106331.
doi:10.1371/journal.pone.0106331.

Erel O. A new automated colorimetric method for measuring total oxidant status. Clin Biochem.
2005; 38(12): 1103-1111. doi:10.1016/j.clinbiochem.2005.08.008.

Morris R. Developments of a water-maze procedure for studying spatial learning in the rat. J
Neurosci Methods. 1984; 11(1): 47-60. doi:10.1016/0165-0270(84)90007-4.

Doguc DK, Delibas N, Vural H, Altuntas I, Sutcu R, Sonmez Y. Effects of chronic scopolamine
administration on spatial working memory and hippocampal receptors related to learning. Behav
Pharmacol. 2012; 23(8): 762-770. doi:10.1097/FBP.0b013e32835a38af.

Brotto LA, Barr AM, Gorzalka BB. Sex differences in forced-swim and open-field test
behaviours after chronic administration of melatonin. Eur J Pharmacol. 2000; 402(1-2): 87-93.
doi:10.1016/s0014-2999(00)00491-x.

Mesembe O, Bisong S, Ekong M, Ekeoma A. Neurobehavioural activity in albino Wistar rats in
the open field maze following long term tobacco diet ingestion. The Internet Journal of
Neurology. 2008; 10(2): 345-363.

Ceyhan BM, Gultekin F, Doguc DK, Kulac E. Effects of maternally exposed coloring food
additives on receptor expressions related to learning and memory in rats. Food Chem Toxicol.
2013; 56: 145-148. doi:10.1016/j.fct.2013.02.016.

80



182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

197.

Slattery DA, Cryan JF. Using the rat forced swim test to assess antidepressant-like activity in
rodents. Nat Protoc. 2012; 7(6): 1009-1014. doi:10.1038/nprot.2012.044.

Gibson-Corley KN, Olivier AK, Meyerholz DK. Principles for valid histopathologic scoring in
research. Vet Pathol. 2013; 50(6): 1007-1015. doi:10.1177/0300985813485099.

Refaiy A, Muhammad E. ElGanainy EO. Semiquantitative smoothelin expression in detection of
muscle invasion in transurethral resection and cystectomy specimens in cases of urinary bladder
carcinoma. Afr J Urol 17. 2011; 6-10. doi.org/10.1007/s12301-011-0002-6.

Skrzypczak-Wiercioch A, Satat K. Lipopolysaccharide-induced model of neuroinflammation:
Mechanisms of action, research application and future directions for its use. Molecules. 2022;
27(17): 5481. doi: 10.3390/molecules27175481.

Badshah H, Ikram M, Ali W, Ahmad S, Hahm JR, Kim MO. Caffeine may abrogate LPS-
induced oxidative stress and neuroinflammation by regulating Nrf2/TLR4 in adult mouse
brains. Biomolecules. 2019; 9(11): 719. doi: 10.3390/biom9110719.

Kitazawa M, Oddo S, Yamasaki TR, Green KN, LaFerla FM. Lipopolysaccharide-induced
inflammation exacerbates tau pathology by a cyclin-dependent kinase 5-mediated pathway in a
transgenic model of alzheimer's disease. J Neurosci. 2005; 25(39): 8843-8853. doi:
10.1523/INEUROSCI.2868-05.2005.

Jamali-Raeufy N, Alizadeh F, Mehrabi Z, Mehrabi S, Goudarzi M. Acetyl-I-carnitine confers
neuroprotection against lipopolysaccharide (LPS) -induced neuroinflammation by targeting
TLR4/NFkB, autophagy, inflammation and oxidative stress. Metab Brain Dis. 2021; 36(6):
1391-1401. doi: 10.1007/s11011-021-00715-6.

Zhu W, Cao FS, Feng J, Chen HW, Wan JR, Lu Q et al. NLRP3 inflammasome activation
contributes to  long-term  behavioral  alterations in  mice injected  with
lipopolysaccharide. Neuroscience. 2017; 343: 77-84. doi: 10.1016/j.neuroscience.2016.11.037.

Dominguini D, Michels M, Wessler LB, Streck EL, Barichello T, Dal-Pizzol F. Mitochondrial
protective effects caused by the administration of mefenamic acid in sepsis. J
Neuroinflammation. 2022; 19(1): 268. doi: 10.1186/5s12974-022-02616-6.

Bian H, Wang G, Huang J, Liang L, Zheng Y, Wei Y et al. Dihydrolipoic acid protects against
lipopolysaccharide-induced behavioral deficits and neuroinflammation via regulation of
Nrf2/HO-1/NLRP3 signaling in rat.J Neuroinflammation. 2020; 17(1): 166. doi:
10.1186/s12974-020-01836-y.

Vizuete AFK, Frées F, Seady M, Zanotto C, Bobermin LD, Roginski AC et al. Early effects of
LPS-induced neurcinflammation on the rat hippocampal glycolytic pathway. J
Neuroinflammation. 2022; 19(1): 255. doi: 10.1186/512974-022-02612-w.

Zhang Y, Liu L, Liu YZ, Shen XL, Zhang T, Wang W et al. NLRP3 inflammasome mediates
chronic mild stress-induced depression in  mice via neuroinflammation. Int  J
Neuropsychopharmacol. 2015; 18(8): pyv006. doi: 10.1093/ijnp/pyv006.

Kang JY, Lee JS, Seol IC, Kim YS, Park MS, Yoo HR. Pharmacological effects of gami-
yukmijihwang-tang on the lipopolysaccharide-induced hippocampus oxidation and inflammation
via regulation of SIRT6. Pharmaceuticals. 2022; 15(3): 293.doi: 10.3390/ph15030293.

Aslankoc R, Savran M, Ozmen O, Asci S. Hippocampus and cerebellum damage in sepsis
induced by lipopolysaccharide in aged rats - pregabalin can prevent damage. Biomed
Pharmacother. 2018; 108: 1384-1392. doi: 10.1016/j.biopha.2018.09.162.

Savran M, Ozmen O, Erzurumlu Y, Savas HB, Asci S, Kaynak M. The impact of prophylactic
lacosamide on LPS-induced neuroinflammation in aged rats. Inflammation. 2019; 42(5): 1913-
1924. doi: 10.1007/s10753-019-01053-7.

Khan A, Ali T, Rehman SU, Khan MS, Alam SI, Ikram M et al. Neuroprotective effect of
quercetin against the detrimental effects of LPS in the adult mouse brain. Front Pharmacol. 2018;
9: 1383. doi: 10.3389/fphar.2018.01383.

81



198.

199.

200.

201.

202.

203.

204.

Dang R, Zhou X, Tang M, Xu P, Gang X, Liu Y et al. Fish oil supplementation attenuates
neuroinflammation and alleviates depressive-like behavior in rats submitted to repeated
lipopolysaccharide. Eur J Nutr. 2018; 57(3): 893-906. doi: 10.1007/s00394-016-1373-z.

Tung S. Beyin noroinflamasyon modelinde resveratroliin oksidatif ve histopatolojik degisiklikler
ile SIRT1 geni ifadesi iizerine etkileri. Inonii Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii Yiiksek
Lisans Tezi, Malatya (Tez Danigmant: Prof. Dr. Yilmaz Cigremis), 2019; 1-55.

Khan MS, Muhammad T, Ikram M, Kim MO. Dietary supplementation of the antioxidant
curcumin halts systemic LPS-induced neuroinflammation-associated neurodegeneration and
memory/synaptic impairment via the INK/NF-kB/Akt signaling pathway in adult rats. Oxid Med
Cell Longev. 2019; 2019: 7860650. doi: 10.1155/2019/7860650.

Song JH, Lee JW, Shim B, Lee CY, Choi S, Kang C et al. Glycyrrhizin alleviates
neuroinflammation and memory deficit induced by systemic lipopolysaccharide treatment in
mice. Molecules. 2013; 18(12): 15788-15803. doi: 10.3390/molecules181215788.

Arshad HM, Ahmad FU, Lodhi AH. Methanolic extract of aerva javanica leaves prevents LPS-
induced depressive like behavior in experimental mice. Drug Des Devel Ther. 2022; 16: 4179-
4204. doi: 10.2147/DDDT.S383054.

Wang W, Lu Y, Xue Z, Li C, Wang C, Zhao X et al. Rapid-acting antidepressant-like effects of
acetyl-I-carnitine mediated by PI3K/AKT/BDNF/VGF signaling pathway in mice. Neuroscience.
2015; 285: 281-291. doi: 10.1016/j.neuroscience.2014.11.025.

Lee B, Yeom M, Shim I, Lee H, Hahm DH. Inhibitory effect of carvacrol on lipopolysaccharide-
induced memory impairment in rats. Korean J Physiol Pharmacol. 2020; 24(1): 27-37. doi:
10.4196/kjpp.2020.24.1.27.

82



EKLER

Ek 1. Materyal Kullanim izni

00200088 Posta - . Dutiook

RE: could you help me. the publication permission

8.03.2023 Car 0347
Kime:

Hello. Yes, you can use the figure as long as you cite it or if you modify it you should indicate that.

Best regards

De:
Enviado: martes, 28 de febrero de 2023 9:20

Para:
Asunto: could you help me. the publication permission

Hello my teacher. I'm a medical doctor. My name s .1 am working in the research and
practice hospital of in turkey. | would like to use it in my specialty thesis
in medicine, if you have the permission of your publication (

'NLRP3 Inflammasome in Vascular
Disease: A Recurrent Villain to Combat Pharmacologically. Antioxidants, 2022: 11(2):269.
hitps://doi.org/10.3390/antiox11020269 p:3 figure 1: NLRP3 inflammasome priming and

activation.). Could you help. Thanks.

83



Ek 2. Materyal Kullanim izni

PNILVED DT Posta - « Outiook

Re: could you help me. the publication permission

28022023 Sal 07:46
Kime:
S 'momméz, F

Yes, you can,

You shouid mention that that image was adapted from my thesis,
Good luck for your research,

Thank you.

29 A

B PR 20230 29 28U QY 2 313

e A

X &: could you help me. the publication permission

Hello my teacher. I'm a medical doctor. My name s . am working in the research and practice
hospital of in turkey. | would like to use it in my specialty thesis in medicine, if

you have the permission of your publication (Lee, 5.-M., Role of NLRP3 Inflammasome in Pathogenesis of
~ T PUIpATDR ke, 20157p:4 figure 1:NLRP3 inflammasome assembly). Could you help. Thanks.

84



Ek 3. Etik Kurul Onay1

TL.
SO \'mbl:mar g
e LUNIVERSITESE
AN AN DENEVLERI YEREL E11K ki I 1 BASKANLIGH

Toplantn Tarih . | Warar Saymr
17.02.2022 0 D

SDU Rektorlugil Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 17 02 2022 tarihinde saat-10-00'da
toplanarak agaidak karalar alinmugtir;

arar: 23 Proje Viriiticis@és Prof, Dr.Duygy KUMBUL DOGUEC (Sileyman  Demre!
Universitest Lip Fab b Biyokimya A.D.) Yirtigtlogunde,

Yardimai ‘\r:l'snrmunhjr Prof Dr Duygu Kumbul Dogus. Arg Grv Dr Sonmez Sevik, Dr. ogr
Uvess huvay Henmiler Oztark, Arg.Gor, Dr Meltem Ozgogmen'in yurdimer aragtirmac: olarak yer
aldig “Noromnflanusyo ! bilissel i N

INF-alfa, ILIS iizcrine i” baghki: SDU Bilimsel Arastirma Projesi etik kurulumuzea oybirlig
e LYGUNLEGUNA karar verilmigtir,

D [y P GULLE Prof. OF. Torahimd-Mitif (4513 Prof Drd Manire CAKIR
_' ur,w‘,‘, Baskan Yardimeis | OYE
|
Y.r
()( ¢ er”
Dog Or. Onfer CELTR ‘ |
GYE Prof Dr. Duyg KUMBUL (- - Dog. Dr. Pmar ASLAN KOSAR |
OYE o UyE
i
KATII MADI
: Dr, Or. Oyesi Nefa Aigercr (/11 5 Og Gor Iorahim ONARAN
Doc.Dr (vy“'# CINA O yte W " (HUDAL Sorumilu Veteriner Hekim) |
R i UYE }
KATIL 122 |
Ornan MU Serian GONBENG Vet. Helim Ayyepil AVSAR
SV Uy SIVIL Uy ‘

85



	BEYAN
	ÖNSÖZ
	İÇİNDEKİLER
	SİMGELER ve KISALTMALAR DİZİNİ
	ŞEKİLLER DİZİNİ
	GRAFİKLER DİZİNİ
	RESİMLER DİZİNİ
	TABLOLAR DİZİNİ
	1. GİRİŞ
	2. GENEL BİLGİLER
	2.1. Nöroinflamasyon (Nİ)
	2.1.1. Nöroinflamasyon ve Mikroglialar
	2.1.2. Nöroinflamasyon ve Astrositler

	2.2. Lipopolisakkarit (LPS) Yapısı
	2.3. LPS Sinyal İletisi
	Şekil 2.1. LPS sinyal iletisi
	Şekil 2.2. SSS’de LPS’nin etki mekanizması

	2.3. İnflamazomlar
	2.4. NOD (NükleotidBağlayıcı Oligomerizasyon Alanı) Benzeri Reseptör Proteini 3 (NLRP3) İnflamazomu Aracılı İnflamasyon
	Şekil 2.3. NLRP3 inflamazom düzeneği
	Şekil 2.4. NLRP3 inflamazomu hazırlama (sinyal 1) ve aktivasyon (sinyal 2) sinyali (73).

	2.5. Nöroinflamasyonda Tümör Nekroz Faktör-α (TNF-α)
	2.6. Nöroinflamasyonda İnterlökin-18
	Şekil 2.5. IL-18'in nöroinflamasyon ve nörodejenerasyona aracılık etme hipotezi

	2.7. Hipokampüs ve Bilişsel Fonksiyonlar
	2.8. Karnitin
	Şekil 2.6. L-karnitinin kimyasal yapısı (gama-trimetil amino beta hidroksi bütirik asit)
	2.8.1. L-Karnitinin Sentezi
	Şekil 2.7. İnsanda karnitin biyosentezi. (119) numaralı kaynaktan modifiye edilmiştir.

	2.8.2. L-Karnitinin Emilimi
	2.8.3. L-Karnitinin Biyolojik Fonksiyonları

	2.9. Nöroinflamasyon ve Oksidatif Stres

	3. GEREÇ ve YÖNTEM
	3.1. Gereç
	3.1.1. Deney Hayvanları
	Tablo 3.1. Deney grupları
	Resim 3.1. Kafeste barındırılan sıçanlar


	3.1.2. Lipopolisakkarit
	3.1.3. L-Karnitin
	3.1.4. Kullanılan Malzemeler ve Aletler
	3.1.5. Kullanılan Kimyasal Maddeler
	3.1.6. Kullanılan Reaktif Malzemeleri
	3.1.7. Kullanılan Çözeltiler
	3.1.8. Serum ve Hipokampüs TNF-α ve IL-18 Düzeylerin Çalışma Prensibi
	3.1.8.1. Serum ve Hipokampüs TNF-α Çalışma Prensibi
	3.1.8.2. Serum ve Hipokampüs IL-18 Çalışma Prensibi

	3.1.9. Serum ve Hipokampüs Total Oksidan Durum (TOS) ve Total Antioksidan Durum (TAS) Çalışma Prensibi
	3.1.10. Genetik Analiz için Kullanılan Sarf ve Ekipmanlar
	3.1.11. Genetik Analiz için Kullanılan Cihazlar

	3.2. Yöntem
	3.2.1. Öğrenme ve Davranışsal Testler
	3.2.1.1. Morris Su Labirenti - Morris Water Maze
	Resim 3.2. Bir sıçanın Morris su labirentinde izlediği yol ve Morris su labirentindeki kadranlar
	3.2.1.1.1. Deney Prosedürü

	3.2.1.2. Açık Alan Testi-Open Field Test
	Resim 3.3. Açık alan testi uygulamasındaki bir sıçan

	3.2.1.3. Zorlanmış Yüzme Testi (Forced Swim Test)

	3.2.2. Hipokampüs Dokusunun Elde Edilmesi
	Resim 3.4. Hipokampüs çıkarmak için kullandığımız aparatlar

	3.2.3. Serum Numunelerin Elde Edilmesi
	3.2.4. Histokimyasal Preparat Hazırlıkları
	3.2.4.1. Doku Örneklerinde Histolojik Çalışma
	3.2.4.1.1. Doku Takip Çalışmaları ve Kesitlerin Eldesi

	3.2.4.2. Kesitlerin Hematoksilen-Eozin ile Boyanması (H-E)

	3.2.5. Hipokampüs NLRP3 VE IL-18 Gen Ekspresyon Düzeylerinin Tayini
	3.2.5.1. RNA İzolasyon Protokolü
	3.2.5.2. RNA Konsantrasyonlarının Belirlenmesi
	3.2.5.3. cDNA Sentezi
	Tablo 3.2. NLRP3 ve IL-18 için cDNA sentez protokolü

	3.2.5.4. Real Time PCR (RT-PCR)
	Tablo 3.3. Reaksiyon karışımı
	Tablo 3.4. Cihaz protokolü

	3.2.5.5. Analiz


	3.3. İstatistiksel Analiz

	4. BULGULAR
	4.1. Morris Su Labirenti Verileri
	4.1.1. Eğitim Dönemi Verileri
	Grafik 4.1. Morris su labirentinde eğitim döneminde her bir grubun kendi içinde 1.-4. gün sürecinde hedef platformu bulma süresi
	Tablo 4.1. Morris su labirentinde eğitim döneminde hedef platformu bulma süresinin gün içi gruplar arası karşılaştırması (sn)

	4.1.2. Morris Su Labirenti Test Günü Verileri (Probe Test-Visible Test)
	Tablo 4.2. Morris su labirentinde test günü verileri


	4.2. Açık Alan Testi Sonuçları
	Tablo 4.3. Açık alan testi verilerinin gruplar arası karşılaştırılması

	4.3. Zorlanmış Yüzme Testi Sonuçları
	Grafik 4.2. Zorlanmış yüzme testi verilerinin gruplar arası karşılaştırılması

	4.4. Serum ve Hipokampüste İnflamatuar Sitokinlerin Sonuçları
	Tablo 4.4. Serum ve hipokampüste IL-18, TNF-α sitokinlerinin gruplar arası karşılaştırılması

	4.5. Serum ve Hipokampüste Oksidatif Stres Parametrelerinin Sonuçları
	Tablo 4.5. Serum oksidatif stres parametrelerinin sonuçları ve gruplar arası karşılaştırılması
	Tablo 4.6. Hipokampüs oksidatif stres parametrelerinin sonuçları ve gruplar arası karşılaştırılması

	4.6. Hipokampüste NLRP3 ve IL-18 Ekspresyon Bulguları
	Grafik 4.3. Hipokampüste NLRP3 ve IL-18 relatif mRNA ekspresyon düzeylerinin karşılaştırılması
	Tablo 4.7. Hipokampüste NLRP3 ve IL-18 relatif mRNA ekspresyon düzeyleri

	4.7. Hipokampüste Histopatolojik Bulgular
	Tablo 4.8. Gruplar arasındaki histopatolojik bulguların derecelendirilmesi
	Tablo 4.9. Gruplar arasındaki histopatolojik bulguların istatistiksel değerlendirilmesi
	Resim 4.1. Kontrol grubuna ait beyin doku kesiti. Normal histolojik yapılar dışında kısmen de olsa bazı alanlarda nöropil vakuolizasyonu ve nöronlarda piknotik nukleus gibi bulgulara rastlanmıştır, (H-E, x100).
	Resim 4.2. LPS grubuna ait beyin doku kesiti. Kontrol ve karnitin verilen gruplara kıyasla histopatolojik bulgular gözlenmiştir. Siyah oklar; nöropil vakuolizasyonunu, sarı oklar; nöronlarda piknotik nukleusu, kırmızı oklar; nöron dejenerasyonunu, tur...
	Resim 4.3. LPS+Karnitin grubuna ait beyin doku kesiti. Histopatolojik bulgularda LPS grubuna kıyasla azalmalar gözlenmiştir. Siyah oklar; nöropil vakuolizasyonunu, sarı oklar; nöronlarda piknotik nukleusu, kırmızı oklar; lewy cisimciklerini göstermekt...
	Resim 4.4. Karnitin grubuna ait beyin doku kesiti. Normal histolojik yapılar dışında kısmen de olsa bazı alanlarda nöropil vakuolizasyonu, nöronlarda piknotik nukleus ve hemorajik alanlar gözlemlenmiştir, (H-E, x100).



	5. TARTIŞMA
	6. SONUÇ ve ÖNERİLER
	ÖZET
	ABSTRACT
	KAYNAKLAR
	EKLER
	Ek 1. Materyal Kullanım İzni
	Ek 2. Materyal Kullanım İzni
	Ek 3. Etik Kurul Onayı


