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OZET

LPS {le indiiklenmis Koryoamniyonit Modelinde Plasental Doku ve Fetal Beyin
Hasarma Kars1 Salubrinal’in Etkisi

Korioamniyonit (KRY'), membran riiptiirii, erken dogum, uzun stireli dogum,
tiitlin kullanim1 ve bakteriyel veya viral enfeksiyon kokenli olup; hem maternal hem
de neonatal sekeller i¢in risk olusturan bir tablodur. Calismamizin amaci,
Lipopolisakkarit (LPS) ile olusturulan KRY modelinde plasental doku ve fetal
beyinde meydana gelen hasara karsi endoplazmik retikulum (ER) stres inhibitorii
olan Salubrinal (SLB)’ in etkisinin arastirilmasidir.

Calismamizda 17. gestasyonel giliniindeki 24 adet Wistar Albino cinsi sigan
kontrol, LPS (1 mg/kg intraperitonel (i.p.)), LPS+SLB (1 mg/kg LPS i.p. ve 1 mg/kg
SLB i.p.) ve SLB (1 mg /kg i.p.) olmak iizere 4 gruba ayrildi. Deneysel histeretomi
isleminden sonra plasenta ve fetal beyin dokulari histopatolojik analizler igin
formaldehit soliisyonu igerisine alindi.

Elde edilen bulgulara gore; LPS grubu plasenta dokularinda bazal zonda
yaygin konjesyon, labirent zonda trofoblastik hiicrelerde dejenerasyon ve hem bazal
hem de labirent zonda inflamatuvar hiicre infiltrasyonlar1 gozlenirken SLB tedavisi
ile bu dokularda normale yakin bir goriiniim izlendi. Sadece SLB uygulanan grupta
da herhangi bir patoloji saptanmadi. LPS grubu fetal beyin dokularinda ise
ventrikiiler ve ara zonlarda 6dem ve konjesyon saptanirken SLB tedavisi ile bu
bulgularda belirgin gerileme gozlendi.

Sonu¢ olarak; ER stresi, KRY’ye bagli plasental doku ve fetal beyin
hasarinda rol oynayan mekanizmalardan birisidir ve SLB tedavisi bu hasarin
onlenmesinde faydali olabilir.

Anahtar kelimeler: Lipopolisakkarit, Koryoamniyonit, Plasenta, Fetal beyin,
Endoplazmik retikulum stresi, Salubrinal



ABSTRACT

Effect of Salubrinal Against Placental Tissue and Fetal Brain Injury in LPS-
Induced Chorioamnionitis Model

Chorioamnionitis (CRY), with membrane rupture, preterm labor, prolonged
labor, smoking and bacterial or viral infection origin; is a condition that presents a
risk for both maternal and neonatal sequelae. The aim of our study was to investigate
the effect of Salubrinal (SLB), an endoplasmic reticulum (ER) stress inhibitor,
against damage to placental tissue and fetal brain in the Lipopolysaccharide (LPS)
induced CRY model.

In this study, 24 Wistar Albino rats on the 17th gestational day; divided into 4
groups as; control, LPS (1 mg / kg intraperitoneal (ip)), LPS + SLB (1 mg / kg LPS
ipand 1 mg / kg SLB ip) and SLB (1 mg / kg). ip). After experimental hysterectomy,
placenta and fetal brain tissues were taken into formaldehyde solution for
histopathological analysis.

According to the findings obtained; widespread congestion in the basal zone,
degeneration of trophoblastic cells in the labyrinth zone and inflammatory cell
infiltrations in both basal and labyrinth zones were observed in the placental tissues
of the LPS group. No pathology was detected in only the SLB group. While edema
and congestion were detected in the ventricular and intermediate zones in the fetal
brain tissues of the LPS group, a significant improvement was observed in these
findings with SLB treatment.

As a result; ER stress is one of the mechanisms that plays a role in placental
tissue and fetal brain damage due to CRY, and SLB therapy might prevents this
damage.

Keywords: Lipopolysaccharide, Chorioamnionitis, Placenta, Fetal brain,
Endoplasmic reticulum stress, Salubrinal.
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1. GIRIS

Preterm eylem (PE), 37 tamamlanmis gebelik haftasindan once gergeklesen
dogum olarak tanimlanmaktadir ve neonatal mortalitenin baglica nedeni olarak
gosterilmektedir. Bu dogumlarin yaklasik % 85'i orta (32-33 hafta) ila ge¢ preterm
(34-36 hafta) dogumlar iken, % 10'unu ¢ok erken (28-31 hafta) ve % S5'ini asirt
derecede erken (< 28 hafta) ger¢eklesen dogumlar olusturmaktadir (1). PE’den sag
kalanlarin uzun siireli norolojik bozukluklardan muzdarip olmalar1 bu konunun

Oonemini ortaya koymaktadir (2, 3).

PE biiyiik oranda intrauterin enfeksiyon nedeniyle meydana gelmektedir.
Intrauterin enfeksiyon bulgular1 izlenen gebeliklerde interlokin-1beta (IL-1B),
interlokin-8 (IL-8) ve tiimdr nekrozis faktor-o (TNF-a)) gibi sitokinlerin seviyelerinde
artis gOriilmiis ve bu sitokinlerin, PE’nin olusmasma zemin hazirladigi ortaya
koyulmustur (4, 5). Bunun yaninda inflamatuvar sitokinler, beyin hasarini tetikleyen
intrauterin enfeksiyon siirecinde merkezi bir rol oynamaktadir. Amniyon sivisinda
veya fetal kanda yiiksek konsantrasyonlarda proinflamatuar sitokinlere maruz
kalan prematiir bebeklerde beyaz cevher hasart ve buna bagli olarak serebral palsi
(SP) riski bulunmaktadir (6-9). intraserebral ve sistemik Lipopolisakkarit (LPS)
enjeksiyonlari, inflamatuvar yanitlar1 ve belirgin beyaz cevher hasarini

indiiklemektedir.

Endoplazmik retikulum (ER) salgi ve membran proteinlerinin transkripsiyon
sonrasinda hedef bolgeye dogru bir sekilde katlanarak gitmelerini saglayan bir
organeldir (10, 11). Protein sentezi i¢in kalite kontrol merkezi gorevi bulunmaktadir.
ER c¢esitli nedenlerle gorevini yerine getiremediginde ER liimeninde katlanmamis
veya yanlis katlanmig proteinler birikir ve ER stresine yol agar. ER bu stresle basa
¢ikmak ic¢in katlanmamis protein cevabi (UPR) denilen hiicre i¢i sinyal yolaklarim

aktif hale getirir ve yeniden homeostaz saglanmaya calisir.

Calismamizda kullandigimiz farmakolojik ajan Salubrinal (SLB), ER stresi
icin kritik Oneme sahip olan Okaryotik baslama faktori 20 (elF2a)’nin

defosforilasyonun selektif bir inhibitérii olma ozelligi tasimaktadir (12, 13).



elF2a’nin defosforilasyonunun inhibisyonu ER’nin ig yiikiinii azaltarak strese karsi

sitoprotektif etki saglamaktadir.

Bu ¢alismada LPS ile indiiklenen koryoamniyonit (KRY) modelinde plasental
ve fetal beyin hasarina kars1 elF2a’nin defosforilasyonunun inhibisyonunu saglayan

SLB’nin etkisinin arastirilmasini amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Feto-maternal Dolasim Fizyolojisi

Morula evresinde farklilasan trofektoderm insan plasentasinin olusumunda ilk
basamaktir. Olusan yapi trofoblast tabakasinin blastokisti ¢evrelemesini saglar ve

gebelik siiresince feto-maternal arayiizde 6nemli bir role sahiptir (14).

Trofoblast, ilk implantasyondan sonra fertilizasyonun 8. giiniinde i¢ tabakada
bulunan mononiikleer sitotrofoblast ve dis tabakada bulunan multiniikleer
sinsidyotrofoblast hiicrelerine farklilasir. Tek niikleus, DNA (Deoksiribo niikleik
asit) sentezi, mitoz yapabilme ve iyi smirlanmis hiicre duvarlari gibi 6zellikler
sitotrofoblasta aittir. Sinsidyotrofoblast ise sekil ve boyutlar1 birbirinden farkli olan
cok sayida niikleusa sahiptir. Hiicre duvar1 olmamasi ve amorf bir sitoplazmaya

sahip olmasi nedeniyle de transportta kritik 6neme sahiptir (14).

Implantasyonun tamamlanmasindan sonra trofoblast; koryonik villuslarin
olugmasini saglayan villoz trofoblast ve desidua ve myometrium i¢inde ilerleyen ayni
zamanda maternal damarlar1 penetre eden ekstravilloz trofoblast olmak {izere iki ana
forma farklilasir. Ek olarak ekstravilloz trofoblast, desiduaya invaze olan, plasental
yatak dev hiicrelerini olusturan ve spiral arteriolleri saran interstisiyel trofoblast ve
spiral arterlerin liimenine penetre olan endovaskiiler trofoblast olmak {iizere ikiye

ayrilir (15).

Hemokoriyal, insan plasentasini ifade etmek icin kullanilan bir terim olup;
hemo sinsidyotrofoblasti beslenmesinden sorumlu maternal kani tanimlamarken,

koriyo ise plasentay1 yani koryonu ifade etmektedir (16).

Koryon villuslar1 yaklagik olarak fertilizasyonun 12. giinlinde goriilmeye
baglanir. Sekonder vililer, mezenkimal kordlar tarafindan solid trofoblast
kolonlarinin invazyonu sonucu olusur. Anjiyogenezin baglamasimin ardindan
mezenkimal kordlarda olusan vililer, tersiyer vililer olarak adlandirilir. Yaklagik 15.
giine kadar maternal arteriyel kan intervilloz aralia girmez. Fertilizasyonun 17.
giinlinden sonra ise plasental dolagimi olusturan fetiisiin kan damarlar1 islevini
kazanir. Koryonik kan damarlarinin embriyonik kan damarlar ile baglanmasi sonucu

fetal plasental dolagim tamamlanir (14).



Genel olarak plasenta, fetiisiin beslenmesi, korunmasi ve solunum gibi hayati
oneme sahip fonksiyonlardan sorumludur (17). Fetal gelisiminde biiyiik 6neme sahip
olan plasentanin, sitokin salinimi, antikor transferi gibi rolleri de bulunmaktadir
(18,19). Plasenta, protein, lipit, karbonhidrat, su, oksijen ve elektrolitler gibi hayati
Ooneme sahip maddeleri maternal dolagimdan fetiisiin dolagimina aktardigi gibi,
karbondioksit ve fetal metabolizma artik triinlerini de fetoplasental dolasimdan

maternal dolasima atilmasini saglar (20, 21).

Fetoplasental dolasim ile maternal dolasim arasinda bulunan doku katman
miktarinin, plasental gegirgenlik ve bagisiklik ile ilgili madde transferiyle ters
orantili oldugu Porter (1976) tarafindan belirtilmistir (22). Antikorlarin fetal
dokulara aktariminin vitellin kesesi araciligi ile gerceklestigi fikrini savunan
Brambell ve arkadaglari (1949) ise, ilk defa immun transfer kavramindan

bahsetmiglerdir (23).

Intrauterin dénemde plasenta araciligi ile saglanan fetal bagisiklik,
yenidoganin ekstrauterin ortama uyum saglamasinda 6nemli rol oynar. Plasenta
araciligr ile fetlise transfer edilen maternal antikorlar sayesinde yenidogan,

enfeksiyoz ajanlara kars1 yagamin ilk aylarinda korunmus olur (24).

Yenidogan tarafindan kolostrumun yutulmasi ve barsaklardan kolostrumun
emilimi pasif bagisiklik aktariminda onemlidir (25, 26). Fetiise pasif bagisiklik
aktariminda bir sorun olup yenidoganin enfeksiydoz ajanlara karsi savunmasiz

kalmas1 durumu yenidoganda, morbidite ve mortaliteyi artirabilir (25).

Plasentadan Immiinoglobin G’nin aktif transferi ilk trimesterde baslayip
gebeligin  sonuna dogru artarak devam eder. Gobek kordonunda bulunan
Immiinoglobin G antikorunun diizeyleri, gebelik yasi ile dogrusal bir korelasyon
sergilemektedir (27). Ayrica fetiise antikor transferi, 34 haftadan sonra yiiksek
seviyelere ulagsmaktadir. Bu nedenle prematiire yenidoganlar, 0&zellikle asiri

prematiire olanlar, koruyucu antikor seviyelerine ulasamazlar (28).



2.2. Gebelikte Maternal Enfeksiyon ve Koryoamniyonit

2.2.1. Koryoamniyonit Fizyopatogenezi ve Fetal Etkilenme

KRY peripartum dénemde ortaya ¢ikabilecek bir durum olup bir ¢ok faktor
(tlitiin kullanimi, nullipar gebelik, membran riiptiirii, uzun siireli dogum, membran
rlptiiriinden sonra c¢oklu vajinal muayeneler ve bakteriyel veya viral enfeksiyon)
nedeniyle meydana gelebilir (29). Literatiirde enfeksiyéz ve inflamatuar bir siireg
olarak nitelendirilen KRY, retinopati, uterus inflamasyonu, beyin anomalileri ve
erken dogum ile iligkilidir (30-32). KRY’ye neden olan enfeksiy6z (bakteriyel,
fungal veya viral) ajanlarlar arasinda bakteriyel kaynak olarak Escherichia coli,
Ureaplasma, grup B streptokok, Bacteroides, Mycoplasma pneumoniae ve
Gardnerella vaginalis bulunmaktadir (33). Kandida enfeksiyonunun da erken doguma
neden olan KRY icin bir risk faktorii oldugu belirtilmektedir (34, 35). Bunun yam
sira Trichomoniasis enfeksiyonu, 6zellikle cinsel yolla bulagan hastaligi olan geng
yetiskinlerde KRY meydana gelmesinde bir risk faktoriidiir. KRY aslinda gebelikte
dikey bulas acisindan bir risk teskil etmesine ragmen, dogum sirasinda insan
bagisiklik yetmezIligi viriisii (HIV) pozitif ve HIV negatif kadinlarda goriilen KRY
insidans1 dnemli dlglide farklilik gostermemistir. Yapilan bir calismada demografik
ve risk faktorleri agisindan benzer 6zellikleri olan 298 kadin arastirilmis ve KRY nin
yiiksek insidansa sahip olmasi, vajinal muayene sayisiyla dogru orantili bulunmustur

(36).

Dogum esnasinda goriilen KRY orani yaklagik olarak % 4 olmasina ragmen
bu oran erken membran riiptiirii ve erken dogumlarda artar. KRY belirtileri olan
kadinlarin degerlendirildigi calismalarda, histolojik KRY ve bazi klinik belirtiler
(ates, rahim hassasiyeti ve kotli kokulu vajinal akint1) arasinda kayda deger bir iliski
oldugu ortaya koyulmustur (37, 38). Vaskiilitli histolojik KRY ’nin ise erken dogum
siklig1 ve erken membran riiptiirii gibi hastaliklarla baglantili oldugu 6ne siirtilmiistiir
(30).

Preterm dogumlarda yaklasik olarak % 8 ile % 50 oraninda plasenta/koryon
zar1 enfeksiyonunun goriilebilecegi yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (39, 40). KRY

gebelik sirasinda g¢ogunlukla uzamis membran riiptiirii Oykiisii ve dogum ile



iligkilendirilmistir. Ayrica gebelik siireci normal olan kadinlarda plasentada

inflamasyon ile uyumlu olan histopatolojik bulgular gériilebilmektedir (41).

Neonatal ve maternal sekel bulgulart icin KRY bir risk faktori
olusturmaktadir. Ayrica, sezaryen sonrasi KRY tedavisi alan hastalarin yaklasik
olarak ticte birinde endometrit goriilebilmektedir. Endometrit orani, korioamniyonit
sonrast gerceklesen sezaryen ile vajinal dogumlarda aynidir. Yapilan ¢aligmalarda,
dogum sonrasi antibiyotik tedavisinin korioamniyonit sonrasi endometrit goriilme

riskini azaltmadig1 goriilmektedir (42).

KRY”’ nin yenidoganlarda bir¢ok komplikasyonlar1 (prematiire dogum, SP,
prematiire retinopatisi, ndrolojik anomaliler, respiratuvar distres sendromu,
prematiire bebeklerde bronkopulmoner displazi, yenidogan sepsisi ve yenidogan

Oliimii) bulunmaktadir (43).

2.2.2. Perinatal Beyin Hasar1 ve Serebral Palsi

Perinatal beyin hasar1 (PBH), uzun donem ndrogelisimsel bozukluklara
(biligsel, norolojik, motor ve duyusal engellilik vb) neden olabilir. Hamilelik yasinin

azalmasiyla birlikte morbiditesi ile goriilme siklig1 da artig gosterir (44).

Gebelik yast acisindan degerlendirildiginde, PBH, herhangi bir zamanda
dogan bebekleri etkileyebilir. Aslinda term bebeklere kiyasla 32. gebelik haftasindan
once dogumu gergeklesenler, perinatal hasar agisindan daha savunmasizdir (44).
Dolayisiyla bu bebekler beyin hasarina daha yatkin olurlar. Bu hasarin esas
mekanizmalari, hipoksi-iskemi (HI) veya inflamatuar siiregler olup, bunlar da PBH’

yi kuvvetlendirecek bir dizi olay1 tetikleyen durumlardir (45).

Bozulmus oksijenasyon durumuna term fetiisiin yanit vermesini saglayan
cesitli adaptasyon mekanizmalar1 bulunmaktadir. Ashinda fetiis oksijenizayonun
kisitlandigr herhangi bir durumda, metabolik ihtiyaglarini ¢esitli adaptif yollarla
karsilar. Bu adaptif yollar arasinda, hemoglobine daha yiiksek oranda oksijen
baglama, oksijen tiiketimini sinirlama ve oksijen agisindan zengin olan kani hipoksik
hasar agisindan riskli dokulara gondermesi sayilabilir. Fetiiste hipoksi durumuna
yanit olarak birtakim kardiyovaskiiler olaylar (kardiyak oksijen artmasi, fetal kalp

hizinin yavaglamasi, diyastol sonu dolum siiresinin ve ventrikiiler diyastol sonu



hacminin artmasi) gelisir. Bu gelisen kardiyovaskiiler olaylar neticesinde adrenal
bez, kalp ve beyini besleyen damarlarin dilatasyonu ve periferik vazokonstiiriksiyona

sekonder olarak kan dolasiminda ve arteriyel kan basincinda artis meydana gelir
(46).

Term fetiisiin Hi olayina yamit olarak gosterdigi fizyolojik adaptif mekanizma
durumlarinin aksine, preterm fetiis, heniiz gelisimini tamamlamamis serebrovaskiiler
otoregiilasyon mekanizmasina sahiptir. Bunun neticesinde preterm fetiis, herhangi bir
hipoksik olaya maruz kaldiginda, beyin kanlanmasini1 idame etmede yetersiz kalir ve
bu durum da pretem fetiiste norolojik hasar olusma durumunu kolaylastirir. Hi
durumu ile karsilasan hiicrelerin esas olarak metabolik ihtiyaglarinin giderilememesi,
nérolojik hasar olusmasinda temel mekanizmadir (45). HI olaymdan esas olarak en
fazla etkilenen bolgeler arasinda beyin sapi, talamus, sensorimotor korteks ve
serebellum sayilabilir (47). Hipoksi gelisiminden sonra serebral yapilarin
reperfiizyonu iizerine, hiicre diizeyinde metabolik fonksiyonlarda gecici bir
yenilenme durumu vardir. Bu siireci birtakim metabolik olaylar (glikoz
metabolizmasinda ikincil bir azalma ve yiiksek enerjili fosfatlarda eksiklik) takip
eder. Bu metabolik olaylar da reaktif oksijen tiirleri (ROT), apopitoz ve ilerleyen

sliregte serebral hasara sebep olan inflamasyon ile neticelenir (48-52).

Aspartat ve glutamat gibi eksitatdor aminoasitlerin, hiicre diizeyinde hasara
cevap olarak serebral dokulardan saliverilmesi, serebral dokular {izerinde
eksitotoksiteye neden olur (49). Oligodendroglial prekiirsor hiicrelerde ve noronlarda
alfa-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol-propiyonik asit (AMPA) ve N-metil-d-
aspartat (NMDA) reseptorlerinin aktive olmasi, intraseliiler kalsiyum (Ca+2)
akiimiilasyonu ve toksisiteye neden olan birtakim faktdrlerin salinimi ile mikroglial
hiicrelerin aktive olmasina neden olur (50). Proapoptotik proteinlerin saliverilmesi
sonucu ortaya ¢ikan mitokondriyal bozukluk, apopitoza sebep olur (51). ROT
olusmasi, hiicre islevini ve yapisini bozarak ndronal hasar stirecine katki saglar (52).
Ayrica, birtakim faktorlerin ROT, nitrik oksit (NO), tamamlayic1 faktorler,
kemokinler, proinflamatuar sitokinler, eksitotoksik amino asitler, proteazlar) sentezi
ve saliverilmesi, makrofaj ve mikroglia hiicrelerinin aktive olmasiyla tetiklenen

inflamasyon, sekonder beyin hasariin siddetini daha da artirir (53, 54).



SP, gelisimsel ve fiziksel bir rahatsizlik olup siddeti degisen diizeyde
olmasina ragmen ortak gelisimsel ozellikler tasir (55). 1861 yilinda Little tarafindan
karakterize edilen SP ile ilgili olarak, sonrasindaki 150 yil i¢inde hastaliga neden
olan etmenler ve birtakim klinik o6zellikleriyle ilgili farkli diisiinceler ortaya
atilmistir. SP hastaligi 2006°da uluslararasi bir panelde: “Serebral palsi, gelisen fetal
veya infant beyninde meydana gelen ilerleyici olmayan rahatsizliklara dayandirilan
aktivite kisitlamasina neden olan hareket ve durus gelisiminde kalici bir grup

hastalig1 tanimlar.” seklinde tanimlanmistir (56).

SP yaklasik olarak 1.5 - 2.5 / 1000 canli dogumda goriilen bir hastalik olup,
cocukluk ¢ag1 morbiditenin en 6nemli sebeplerinden birisidir. Prevalansi, term
bebeklere kiyasla, prematiir dogan bebeklerde daha yiiksektir. 28 haftadan daha
erken dogan bebekler SP acisindan daha biiyiik risk altindadir. Ayrica dogum agirligi
disik olan bebeklerde SP goriilme prevalansinin daha yiiksek oldugu
belirtilmektedir. Dolayisiyla 1500 g’ dan az dogan ¢ok diisiik dogum agirlikli
bebekler SP acisindan en biiylik riski teskil etmektedir. Bu bebeklerde SP yaklasik
olarak % 5 - % 15 oraninda goriiliir. SP’lerin yaklasik % 80' ine prenatal olaylar

neden olurken, % 10' unda ise postnatal olaylar 6n planladir (57).

SP teshisinde gecikme ve hastaligin esas olarak 1-2 yas ya da daha ileri
donemlerde goriilmesinin nedeni, aslinda SP teshisinin birtakim klinik risk
etmenlerin, norolojik olarak degerlendirme ve norogoriintileme semptomlarinin
belirlenmesine bagli olmasidir (58). Aslinda SP hastaliginin teshisi, ¢ocugun
yenidogan siirecinde SP hastaliginin risk etmenlerine sahip olmasiyla ilgili olarak
degisebilir ve bu durum da gelisimsel gozetim ve erken taramada daha yakin takip

netice verir. SP hastaligina neden olan risk faktorleri agagida listelenmistir.

Prenatal Nedenler (59, 60),

e Kalitsal hastalik, akrabalik

e Anne ve bebegin gecirdigi enfeksiyonlar
e Annenin metabolik hastaliklar

e Fetiis kan akiminin azalmasi

e Radyasyon maruziyeti



Rh uyusmazligi

Teratojenite

Komplikasyonlu gebelik
Kimyasal zehirlenme

Konjenital beyin malformasyonu
Cogul gebelik

Sosyoekonomik faktorler

Abdominal travma

Perinatal Nedenler (59-61),

Prematiirite < 36 hafta

Zor dogum

Diisiik dogum agirhigi <2500 g
Intrakranial kanama

Anormal gelis

Travma

Enfeksiyon

Hipoksi

Diisiik Apgar Skoru

Plasenta previa

Kordon dolanmasi

Dogum Sonrasi Nedenler (59-61),

Travma

Enfeksiyon
Koagiilasyon bozuklugu
Intrakranial kanama
Hiperbilirubinemi

Konviilzyonlar



e Arteriyovendz malformasyonlar
e Anoksi

e inflamatuar hastaliklar

e Intrakranial patolojiler

e Hipoglisemi.

SP risk faktorleri arasinda prematiirite, onemli bir yere sahiptir. SP

hastaligina neden olabilecek prematiirite komplikasyonlari arasinda:

e Periventrikiiler 16komalazi,
e Intraventrikiiler kanama,
e Periventrikiiler enfarktlar yer alir (59, 60).

SP fizik muayesinde bas g¢evresi, zihinsel durum, kas tonusu ve giicii, durus,
yirliylis ve ilkel, postural ve derin tendon refleksleri gibi reflekslere
bakilmaktadir. SP  hastaligmmin birden fazla sayida semptomlar1 (mikro veya
makrosefali, asir1 sinirlilik veya azalmis etkilesim, hipertoni veya hipotoni, spastisite,
distoni, kas zayifligi, ilkel reflekslerin kalicilii, anormal veya eksik postural
refleksler, koordinasyon bozuklugu ve hiperrefleksi) bulunmaktadir. Gorme
bozuluklari, zihinsel bozukluklar, biiyliime yetersizligi, pulmoner bozukluklar,
gastrointestinal bozukluklar, ndrogelisimsel bozukluklar, uyku bozukluklari, epilepsi,
isitme bozukluklari, konusma bozukluklari, iiriner sistem bozukluklari, ortopedik
bozukluklar, dental bozukluklar ve agr1 SP ile iligkili komorbid hastaliklar arasinda

yer almaktadir (55, 62-64).

SP, birtakim motor bozukluk tiirlerini ve klinik fenotipleri igermektedir. SP
siniflandirilmasinda genel olarak bakilan parametreler arasinda motor bozuklugun
topografisi ya da fonksiyonel rahatsizligin seviyesi, motor islevlerin tipi
bulunmaktadir. Literatiire bakildiginda SP’ nin dort esas tipi tanimlanmustir.
Tanimlanan bu dort SP tipi: hipertonisite ve harekete kars1 kas direnci ile karakterize
edilen en yaygin form olan Spastik SP, atetoz veya distoni ile goriilen Diskinetik SP,
koordinasyon zorluklar: ile ortaya ¢ikan Ataksik SP ve azalmis kas tonusu izlenen

Hipotonik SP’ dir (65).
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2.3. Beyin Hasar1 Mekanizmalari

Fizyolojik kosullarda intraseliiler Ca*? konsantrasyonu siki kontrol altindadir
(66, 67). Hi olayinda, intraseliiler Ca*? miktarinda artisa neden olan hiicre i¢ine Ca*?
akisi, voltaj-bagimli Ca*? kanallar ve glutamat-bagimli Ca*? kanallari yoluyla
olmaktadir. Bunun yaminda sitoplazmaya ER’ den ve mitokondriden de Ca*? salimmi
olur (66-69). Hiicre membranindan ekstraseliiler alana Ca*? akis1 enerji yetmezligi
sebebiyle bozulmaktadir (66, 67). intraseliiler Ca* seviyesinde meydana gelen artig
birtakim enzimlerin (endoniikleazlar, proteazlar, lipazlar ve fosfolipaz) aktive
olmasina neden olur. Bu enzimlerin aktive olmasi ise ROT olusmasina sebep olarak
néron ve mitokondri biitiinliigliniin bozulmasi i¢in uygun zeminin hazirlamasina
sebep olur (66-68). Neticede HI olay1 sonrasi intraseliiler Ca*? diizeyinin artmasi
noronlarda irreversible hasarlarin gelismesine neden olur (65, 66). Literatiirdeki
néron hiicre kiltiiri calismalarinda, intraseliiller Ca*®’in yiiksek konsantrasyonda
olmasmin nekroza, diisiik konsantrasyonda olmasmin ise apopitozise yol actifi

gosterilmistir (70).

ROT, kararsiz molekiiller olup, dis yoriingelerinde eslesmemis elektron tasir
(69). Fizyolojik kosullarda dokularda ROT miktar olarak diisiik seviyelerde
sentezlense de, patolojik durumlarda dokularda ROT konsantrasyonlar1 artar (71).
Hiicreler ROT’ un hasar verici tesirlerine karsi kendilerini c¢esitli enzimatik
(katalazlar, endoperoksidazlar, dismutazlar) ve nonenzimatik (glutatyon, kolesterol,
askorbik asit ve o-tokoferol gibi antioksidan maddeler) reaksiyonlar ile korurken Hi
durumunda ve sonrasinda ROT iiretimi, korunma kapasitesinin iizerine ¢ikar (66, 67,
69). Ozellikle aktif mikroglia ve notrofil hiicreleri olmak iizere inflamasyonda
gorevli hiicreler; santral sinir sistemi (SSS) tutulumuna neden olarak NO dahil
olmak iizere biiyilk oranda ROT salinmasina sebep olur (68, 72). Asir1 miktarlarda
tiretilmis olan ROT hiicre zarini pargalar ve hiicre 6liimiine neden olarak doku

harabiyetine katkida bulunur (66, 67, 73).

SSS’ nin en 6nemli eksitatdr aminoasidi olan Glutamat’ 1 metabotropik ve
iyonotropik olmak iizere iki farkli reseptdrii bulunmaktadir (66, 69, 74, 75). Sekiz
ayr1 metabotropik glutamat reseptorii (mGluR) tanimlanmis olup bu reseptorler kendi

arasinda ii¢ gruba ayrilmistir. Birinci gruptaki mGluR’ nin néronal eksitabilitede artis
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meydana getirdigi, bunun aksine grup iki ve grup ii¢lin glutamat salinimini azaltmasi
yonilyle otoreseptor gorevi gordiigli, sinaptik eksitasyonu azalttigi ve bu sayede
noroprotektif etki gosterdigi ortaya koyulmustur (76). Diger bir glutamat reseptorii
olan iyonotropik reseptorlerin ise, AMPA, NMDA ve kainik asit reseptorleri (KAR)
olmak {izere 3 farkl tlirii vardir (69, 72, 74, 77). NMDA reseptorlerinin araci oldugu
beyin hasar1 yetigkinlere oranla kiiciiklerde daha belirgindir. Bunun nedeni ise
gelismekte olan beyinde ve hipokampus ve striatum gibi gelisen beyin bolgelerinde
NMDA reseptorlerinin fazla miktarda bulunmasidir (66, 67, 69, 78). Bunun yaninda
glutamat antagonistlerinin HI’ ye bagl beyin hasari bulunan yenidogan hayvanlarda

noroprotektif etkileri oldugu sonucuna vartlmstir (72, 77).

Hi esnasinda membran potansiyelindeki degisikliklere yanit olarak
glutamatin sinaptik araliga saliniminda artis meydana gelir ve bu durum sinaptik
araliktaki glutamatin birikimine sebep olur. Artan glutamat kendi reseptorleriyle
etkilesir ve hiicre icine Ca*? akist olur. Sonug olarak bu durum néronal hiicre

olumdiiyle iliskili biyokimyasal kaskadi aktif hale getirir (66, 67, 78, 79).

Serbest bir radikal olan NO, NO sentaz (NOS) enzimi araciligiyla L-argininin
L-sitriilline doniistiiriilmesi sirasinda olusur (66, 67). NO, fizyolojik sartlar altinda
uyarinin iletiminin saglanmasini ve serebrovaskiiler tonusun korunmasini saglar (79).
Serebral iskemi esnasinda noron hasarinda énemli rol oynar (71). HI durumunda
hiicre igerisinde Ca*? miktarinin artmis olmast NOS’un aktif duruma gelmesine
sebep olur (72, 77). NOS’ un {i¢ izoenzimi bulunmaktadir. (70, 71). Endotelyal NOS
(eNOS) iskemi ardindan endotel vazodilatasyonunu saglar. Indiiklenebilir NOS
(INOS) reaktif astrositlerde ve reaktif mikroglia/makrofajlarda bulunmaktadir ve
serebral iskeminin de yer aldig1 patolojik durumlarda ortaya ¢ikmaktadir (71, 79).
Noronal NOS (nNOS) ise normal metabolizmanin diizenlenmesinde, iskemi
durumunda beyin kan akimmn diizenlenmesinde rol oynar (70). Uzayan HIi
durumunda NO iiretimi artar ve NO’ nun siiperoksit ile birlesmesi sonucu
peroksinitrit meydana gelir (66, 72, 77). Peroksinitrit ise lipit peroksidasyonunun
aktif hale gelmesini saglayarak hiicre zari, DNA ve proteinlerin tahribatina neden
olur (66, 73). Ayrica NO’ nun glutamatin saliniminin artmasi yoniinde etkisinin
oldugu ortaya koyulmustur (66). Ek olarak HI sonrasi yenidogan sicanlarda ¢ok
sayida noronun NOS icerdigi tespit edilmistir (72).
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Beyinde mikroglia/makrofaj hiicreleri HI ardindan yaklasik 4 ila 6 saat
araliginda aktiflesir ve sonrasindaki 48 saat igerisinde sayilar1 hizla artig gosterir (68,
73). Notrofiller reperfiizyon sonrasi 24-48 saat igerisinde kan akiminin diisiik oldugu
bolgelerde ve ayrica postkapiller veniillerde birikirler (73, 79). Sonrasinda
vazokonstriiksiyon saglayan mediyatorlerin ve serbest radikallerin salinimina sebep
olurlar (79). Ayrica iskemi-reperflizyon durumunda trombosit agregasyon faktor
(PAF) seviyesindeki artis, 10kosit adezyon molekiillerinin uyarilmasini saglayarak
sonrasinda gelisen inflamatuvar kaskatta kritik rol oynamaktadir (80). Ek olarak HI
sonrasindaki 1-4 saat icinde nétrofillerin ve TNF-a, IL-1p, interlokin-6 (IL-6) gibi
proinflamatuvar sitokinlerin infarkt alanina invazyonuyla a ve [ kemokinlerin

seviyelerinin arttig1 ortaya koyulmustur (66-68, 72, 73).

2.4. Endoplazmik Retikulum Stresi

ER sitosolden tek katli lipid membrani tabakasiyla ayrilan, salgi ve membran
proteinlerinin transkripsiyon sonrasinda hedef bdlgeye dogru bir sekilde katlanarak
gitmelerini saglayan en genis hiicre i¢i organeldir (10, 11, 81, 82). Protein
sentezinde kalite kontrol merkezi gorevi gormektedir. Graniillii ER ve graniilsiiz ER
olmak iizere iki tipi mevcuttur. Uzerinde bol miktarda ribozom bulunan graniillii ER
bazi organellerde gorev alan ve hiicre disina iletilecek olan proteinleri sentezler.
Graniilsiz ER ise hiicre ig¢inde Ca*? depolanmasindan ve lipit sentezinden

sorumludur (83, 84).

Proteinlerin fonksiyonlarini1 yerine getirebilmeleri i¢in dogru bir bi¢imde
katlanarak 3 boyutlu yapilarmi kazanmalar1i gerekmektedir. Yeni sentezlenmis
protein c¢esitli degisimlere ugramadan katlanamaz. ER’ de meydana gelen N
glikozilasyon, hidroksilasyon, oligomerizasyon, disiilfid olusumu, lipidasyon gibi
posttranslasyonel degisimler proteinlerin dogru sekilde katlanabilmesini saglar (83).
Ancak Ca'*? depolarinda meydana gelen degisiklikler, infeksiyon, hipoksi, redoks
bozulmalari, kimyasal toksinlere maruziyet, asir1 lipit birikimi, ¢esitli genetik
bozukluklar, yiiksek protein sentezi, glikoz acligi, besin yetmezligi, enerjinin
tiikkenmesi, virusler, ksenobiyotikler gibi ER homeoastazini dogrudan veya dolaylh
olarak etkileyen pek cok fizyolojik ve patolojik olaylar proteinlerin katlanmasina

yonelik engeller olusturarak ER liimeninde katlanmamis ya da yanhlis katlanmig
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proteinlerin  birikmesine yol ac¢maktadir. Bu durum ER stresi olarak
adlandiriimaktadir (85-88). ER stresin olumsuz etkilerinden en az zararla kurtulmak
ve homeostazi yeniden saglamak {izere UPR sinyal yolagini aktive etmektedir. UPR
sinyal yolagi; ER’ de degisen kosullara uyumu saglamak, proteinlerin ER’ de
katlanma miktarmi artirmak, yeni sentezlenen proteinlerin ER liimenine gelecek
miktarini azaltmak, ER’ de bulunan hatali katlanmis ya da katlanmamis proteinlerin
ER iligkili bozulma (ERAD) araciligtyla proteozomal yikima ugramasini
saglamaktan sorumludur (89). Bunun yaninda proteinlerin katlanmasini kolaylastiran
ve proteinlerin katlanmasina aracilik eden katlayict katalizorler olan kalneksin
(CALN), Ca* iligkili kalretikulin (CALR), protein disiilfit izomeraz (PDI) ile
glukozla diizenlenen protein 78 (GRP78) veya diger ismiyle immunoglobulin agir
zincir baglanma proteini (BIP), 1s1 sok proteini 90 (HSP90), glukozla diizenlenen
protein 94 (GRP94), 1s1 sok proteini 47 (HSP47) ve glukozla diizenlenen protein 170
(GRP170) gibi saperon proteinleri ER stresiyle basa ¢ikmada énemli molekiillerdir
(90-92). UPR’ nin diizenlenmesinde {i¢ transmembran proteini (protein kinaz RNA-
benzeri ER kinaz (PERK), aktive edici transkripsiyon faktorii 6 (ATF6) ve inositol
gerektiren kinaz 1 (IRE1) gorev almaktadir (93, 94). Fizyolojik kosullarda bu
proteinlerin ticii de GRP78 ile birlikte inaktif halde bulunmaktadir (95). Ayrica bu li¢
transmembran proteini, proteinlerin dogru sekilde katlanmasini tetiklemek ve
katlanmas1 gergeklesmemis proteinlerin ise yiikiinii hafifletmek i¢in calisirlar. ER
limeninde, katlanmas1 hatali gerceklesmis ya da katlanmasit gerceklesmemis
proteinlerin miktarinin artmast ile ER membran proteinlerinden GRP78 ayrilir,

bunun sonucunda ER stres sensorleri aktif hale gelir (96, 97).

2.4.1. Protein Kinaz RNA-Benzeri ER Kinaz Yolag:

PERK, ER stresi ile basa ¢ikmada UPR sinyal yolaginin 3 kolundan biridir.
ER membranina bagli bir serin treonin kinaz olan PERK, stres durumunda ER’ ye
yeni proteinlerin girigini engelleyen bir transkripsiyon faktoriidiir ve apoptotik
sinyallerin diizenlenmesini saglamaktadir (98, 99). BIP ile birlikte bulunmasi,
PERK’in inaktif monomerik durumda bulunmasmi saglar (100, 101). ER stresi
durumunda, GRP78 / BIP'ten ayrilir, otofosforilasyon ve oligomerizasyona ugrar

(102). Bu da PERK kinaz aktivitesi i¢in Onemli bir substrat olan Okaryotik
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translasyon baglatict faktor 2 nin a-alt birimini fosforlar ve 51. pozisyondaki serinin
fosforillenmesiyle, hiicre i¢inde genel translasyon durdurulur (88). Bunun sonucunda
protein sentezinde azalma meydana gelerek ER’ nin is yiikiinde bir hafifleme goriiliir
(103). Diger bir yandan fosforillenerek aktive olan elF2a, ER kapasitesini artirirken,
aktive edici transkripsiyon faktorii-4 (ATF4)’ i mesajc1 ribontikleik asit (mMRNA)’ in
translasyonunu saglayarak ekspresyonunu artirir (104). ATF4; hafif stres altinda
hiicresel sagkalim yolaklarini indiiklemesinin yaninda (88, 103) siklik adenozin
monofosfat (CAMP) yanit elemanina baglanmasiyla oksidatif stres, apoptozis gibi
hiicrenin  hasar mekanizmalarindan sorumlu genlerin aktive olmasmi da
saglamaktadir (105, 106). Apoptoziste gorev alan bu genlerin en fazla bilineni
C/EBP Homolog Proteini (CHOP)’ nin transkripsiyonu ATF4 araciligiyla artmaktadir
(104). elF2a defosforilasyonuna neden olan CHOP sinyalleri, ER organelinin
protein yiikiinde bir artisa neden oldugu gibi, hiicrelerin apoptozis islemine

girmelerine yol acar (107) (Sekil 2.1.).

Redoks durumunun bozulmasi

Katlanmamis proteinlerin birikimi Ca*2 homeostazinm degisimi

e pr— A
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D /\/ .

D BiP
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~ Golgi

| e Y s e

Saperonlar, katlanmalar fl?;'otein kaﬂanmsl‘% ‘

Antioksidan cevabiveya 2
¥ ve ERAD genleri 5

apoptotik genler

Sekil 2.1. Katlanmamig protein cevabi sinyal yolaklari (108).

Ca*% Kalsiyum, ER: Endoplazmik retikulum, ERAD: ER iliskili Bozulma, BIP: immunoglobulin
Agir Zincir Baglanma Proteini, IRE1: Inositol Gerektiren Kinaz 1, PERK: Protein Kinaz RNA-
Benzeri ER Kinaz, ATF6: Aktive Edici Transkripsiyon Faktorii 6, XBP1: X-Box Baglanma Proteini
1, JNK: C-Jun N-Terminal Kinaz, CHOP: C/EBP Homolog Proteini, elF2a: Okaryotik Baglatma
Faktorii 2 Alfa, S1P: Site 1 Proteaz, S2P: Site 2 Proteaz, Nrf2: Niikleer Faktor Eritroid 2 ile Iliskili
Faktor 2, ATF4: Aktive Edici Transkripsiyon Faktorii 4: PP1: Protein Fosfataz 1, GADD34: Biiyiime
Durdurma ve DNA Hasar Geni 34.
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Ayni1 zamanda PERK; antioksidan proteinleri, detoksifikasyonu saglayan
enzimleri, hiicrenin biiylimesi ile hayatta kalmasini saglayan genleri kodlayan bir
transkripsiyon faktorii olan niikleer faktor eritroid 2 ile iliskili faktor 2 (Nrf2)’ nin
fosforile olmasimi saglamaktadir (109). Antioksidan yanit, elF2a-ATF4/Nrf2
lizerinden olusmasmma ragmen, bu birlesim CHOP’da ayrilir. ATF4, CHOP
ekspresyonunu indiiklerken, Nrf2’yi sinirlandirir (100) (Sekil 2.1.).

2.4.2. inositol Gerektiren Kinaz 1 Yolag

Sitozolik domaininde endoriboniikleaz aktivitesine sahip, hiicreyi stresten
koruma iizerine iki izoformu (IRE1a ve IRE1f) bulunan IRE1, ER’ de yerlesik Tip 1
transmembran proteinidir (105, 110). Limene bakan kismi PERK ile benzerlik
gosterir. Normal sartlarda diger transmembran proteinleri gibi GRP78/BIP ile birlikte
infaktif durumda bulunan IRE1, ER stresi altindayken GRP78’in ayrilmasiyla
dimerize olup kinaz bolgesi otofosforillenebilmektedir (111, 112). Otofosforilasyon
sonucu aktive olan IREL sitoplazmadaki endoriboniikleaz domaini ile X-box
baglanma proteini 1 (XBP1) adi verilen transkripsiyon faktériiniin mRNA’ s
kirparak 26 niikleoide sahip bir intron pargasini uzaklastirir. Normalde sitoplazmada
kirpilmamis sekilde bulunan XBP-1 mRNA, intron parcasinin ¢ikarilmasindan sonra
XBP1s izoformuna doniigiir (113, 114). XBP1s mRNA niikleusa gecerek katlanmaya
yardimc1 enzimlerin ve ER saperonlariin regiile edilmesini saglamak amaciyla;
protein salgisi, protein katlanmasi ve ERAD ile baglantili UPR hedef genlerinin
transkripsiyonunu indiikler (83, 115, 116) (Sekil 2.1).

2.4.3. Aktive Edici Transkripsiyon Faktorii 6 Yolag:

Memelilerde aktive edici transkripsiyon faktorii 6 alfa (ATF6a) ve aktive
edici transkripsiyon faktorii 6 beta (ATF6) olmak tizere 2 geni mevcut olan ATF6,
tip Il transmembran protenidir (104). ER stresi nedeni ile meydana gelen ER
genislemesinden, ERAD yolagi komponentlerinin, foldazlarin ve saperonlarin
indiiksiyonunda gorevli bir sensor gibi davranir (117, 118). Stres bulunmadiginda
GRP78 ile inaktif halde olan ATF6, ER stresi durumunda, GRP78’den ayrilarak
vezikiiller vasitasiyla ER’den golgiye tasmir (119). Golgide aktif sekle

dontstiiriilmek i¢in, site 1 ve site 2 proteaz enzimler araciligi ile kesilir (104, 118).
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Aktiflesen ATF6 hiicre ¢ekidegine gonderilerek burada GRP78, CHOP, XBP1 ve
CALR gibi hedef genlerinin transkripsiyonel diizenlemesine ve aktivasyonuna katki

saglar. Bu sayede ER katlama kapasitesi yiikseltilerek stres karsisinda koruma

saglanmaya caligilir (105, 121) (Sekil 2.1).

2.4.4. Endoplazmik Retikulum Stresiyle indiiklenen Apoptozis Yolaklari

Katlanma islemi hatali olmus veya katlanma islemi gergeklesmemis
proteinlerin birikmesi sonucu ER homeostazi saglamak amaciyla UPR yolagini
aktive etmektedir. Ancak hatali katlanmis protein miktar1 ER’nin {istesinden
gelemeyecegi kadar fazla miktarda oldugunda ve stres devam ettiginde, ER stresle
bas etmede yetersiz kalir. Bu durumda ER stresi, apoptosiz adi verilen programli
hiicre 6liimiine neden olur (101, 122). Bahsedilen PERK, ATF6 ve IRE1 olmak iizere
UPR’ye ait 3 yolak, hiicrenin sag kalimini saglayan yollar1 baglatmalarinin yaninda
ayn1 zamanda ER stresiyle indiiklenen apoptozis yolaklarini da diizenlemede kritik
Ooneme sahiptir (123). Bu baglamda ER stresi sonucu aktive olan apopitozis;
transkripsiyonel uyari yolagini, C-Jun N-Terminal Kinaz (JNK) yolagini, B Hiicresi
Lenfoma 2 (BCL2) ailesinin {iyelerini ve kaspazlarin neden oldugu yolaklar

kapsamaktadir (124, 125).

2.4.4.1. Transkripsiyonel Uyar1 Yolag:

CHOP diger bir adiyla biiyiime durdurma ve DNA hasar geni (GADD153),
insanda 169 amino asit tortusu igeren 29 kDa’ luk bir protein olup normal sartlarda
sentezlenmez veya diisiik seviyelerde sentezlenir. (126). Daha 6nce bahsedildigi gibi
PERK vyolag erken stres durumunda hiicre sagkalimini saglamak i¢in PERK-elF2a
tizerinden protein sentezini inhibe ederek hiicreler i¢in koruyucu rol {istlenmektedir.
Fakat ER stresinin ilerleyen asamasinda PERK-elF20-ATF4 yolagi CHOP’un
ekpresyonunu uyarir ve bodylece apoptozis indiiklenir (127). CHOP’un
transkripsiyonu ayni zamanda ATF6 ve IRE1 tarafindan da aktive edilmektedir

(105).

CHOP’un serin tizerindeki 78. ve 81. (Ser78 ve Ser81.) pozisyonlarda
mitojen aktive protein kinaz (MAPK) tarafindan fosforile edilmesi, transkripsiyonel

aktivitesini artirmaktadir (121). CHOP’un ekspresyonu; ER oksidorediiksiyon 1
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(ERO1), biliylime durdurma ve DNA hasar geni 34 (GADD34), tribles 3 (TRB3),
olim reseptorii 5 (DRS), karbonik anhidraz VI gibi proapoptotik proteinlerin aktive
olmasma da neden olmaktadir (128). Ayrica CHOP, BCL2 proteininin

baskilanmasina neden olur ve ROT iiretimini artirir (129) (Sekil 2.2.).

IP3 Reseptorii
Prokaspaz 12

Ca?* —> Kalpain —/ l

(_.
~ —_— Kaspaz 12 .

034 Tr ans&aS\ yon

ATF4 Oksmatlf
protein
katlanmasi

—c

Sitokrom C

Kaspiz 3/7
e

Apoptozis

Sekil 2.2. Endoplazmik retikulum stresiyle iliskili apoptotik yolaklar (130).

BCL2: B Hiicresi Lenfoma 2, Ca*?: Kalsiyum, BAK: BCL2 Antagonist Killer 1, BAX: BCL2 iligkili
X Proteini, IRE1: Inositol Gerektiren Kinaz 1, PERK: Protein Kinaz RNA-Benzeri ER Kinaz,
TRAF2: TNF Reseptorii Ile Iliskili Faktor 2, ASK1: Apoptoz Sinyali Diizenleyici Kinaz 1, JNK: C-
Jun N-Terminal Kinaz, ROT: Reaktif Oksijen Radikalleri, CHOP: C/EBP Homolog Proteini, DR5:
Oliim Reseptdrii 5, elF20 :Okaryotik Baslatma Faktorii 2 Alfa, PP1: Protein Fosfataz 1, IP3: inositol
trifosfat reseptér, GADD34: Biiyiime Durdurma ve DNA Hasar Geni 34, ATF4: Aktive Edici
Transkripsiyon Faktori 4.

2.4.4.2. C-Jun N-Terminal Kinaz Yolag:

IRE1 tarafindan aktive olan JNK yolagi, ER stresiyle indiiklenen apoptotik
yolaklardan bir digeridir (131). Daha 6nce bahsedildigi gibi, UPR durumunda IRE1a
/ XBP1 yolag: protein katlanmasini diizenlenmesi yoluyla sagkalimi saglamaktadir.
Sagkalimi saglamasindan bagimsiz olarak MAPK kaskadinin IREI-o araciliyla
aktive olmasiyla da apoptoz indiiklenebilir (132). IRE1a’ nin sitoplazmik alani, TNF
reseptorii ile iligkili faktor 2 (TRAF2)’ ye ve apoptoz sinyali diizenleyici kinaz 1
(ASK1)’e baglanarak bir kompleks meydana getirir. Bu kompleks JNK’y1 aktive
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ederek hiicrenin apoptoza gitmesine neden olur (133) (Sekil 2.2.). Ayrica JNK’nin
BCL2 proteinleri lizerinden apoptozisi diizenledigi ve otofajide de rol oynadigi

bilinmektedir (134, 135).

2.4.4.3. B Hiicresi Lenfoma 2 Protein Ailesi

BCL2, BCL2 iliskili X proteini (BAX), BCL2 antagonist killer 1 (BAK), BIK
tiyelerine sahip BCL2 protein ailesi, diger apoptozis yolagindan biri olmasi nedeniyle
bliyiik 6neme sahiptir. Mitokondri araciligla meydana gelen apoptozisteki gibi ER

stresinin neden oldugu apoptozis de BCL2 protein ailesi tiiyeleri araciligiyla

diizenlenmektedir (136, 137).

Ca*#nin ER’den salmmuinin diizenlenmesini ve mitokondriden proapoptotik
faktorlerin salinimin1 saglayan BAK ve BAX, ER stresiyle aktive olan apotoziste
kritik 6neme sahiptir (138). BCL2 protein ailesinin iiyelerinden olan BAK ve BAX,
apoptotik etkisini 2 yolla saglamaktadir. Bu yollardan birincisi, BAK ve BAX’1n
stres durumunda, ER membraninda oligomerizasyona ve modifokasyonlara maruz
kalmasi1 sonucu, ER’den sitoplazmaya Ca*® nin salinmasina neden olmasidir (139).
Bu durumda sitozolde Ca*? miktarnin arttign goriiliir ve bu da kalpeinin aktive

olmasimi saglamaktadir. Kalpein prokaspaz 12’yi keserek aktive eder (Sekil 2.2.).

Prokaspaz 9 proteninin kesilmesini ve aktive olmasini da, aktiflesmis kaspaz-
12 (Cas-12) saglar. Kaspaz kaskadi bu sayede aktif duruma gelir. Ikinci yol ise;
sitozolik Ca*#nin mitokondri organeli araciligiyla almmasi sonucu sitokrom C
salinim1 ve mitokondriyal i¢ membran depolarizasyonu indiiklenir. Bunun sonucunda

kaspaz-9 (Cas-9) aktive olur (140, 141).

2.4.4.4. Kaspazlar

Kaspazlar hiicrenin homeostazinin saglanmasi amaciyla hasarli veya fazla
hiicrelerin ¢evre dokulara zarar vermesinin Oniine gegilmesini saglayan programli
hiicre oliimii olarak nitelendirilen apoptozisi indiikleyen proteazlardir. Kaspazlar
hiicre i¢cinde inaktif halde bulunmalarinin yaninda, apoptozisin indiiklenmesiyle aktif

forma doniisiirler (93).
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ER stresiyle iliskili apoptoziste kaspaz-3 (Cas-3), kaspaz-6 (Cas-6), kaspaz-7
(Cas-7), kaspaz-8 (Cas-8), Cas-9 ve Cas-12’ nin rol oynadigi yapilan ¢alismalarda
gosterilmistir (142-144). ER stresiyle aktive olan apoptoziste kaspaz kaskadinin
proksimal efektorii olan Cas-12 anahtar role sahiptir. Cas-12 aktivasyonu ER stresi
tarafindan farkli yollarla indiiklenebilmektedir. Ilk olarak, daha 6nce bahsedildigi
gibi sitozoldeki Ca*® konsantrasyonundaki artis kalpein araciligiyla Cas-12’nin
aktive hale gelmesini saglar. ikincil olarak, IRE1a/TRAF2 yolag1 iizerinden uyarilma
gerceklesir. Ugiincii yol olarak, ER stresi durumunda sitozolik Cas-7 ER’ye gecerek
Cas-12 ile etkilesir ve direkt olarak Cas-12’ yi aktive eder (104, 145,146).

2.5. Salubrinal

Tiim okaryotik hiicrelerde stres durumunda PERK yolag: iizerinden aktive
olan elF2a genel translasyonunu durdurarak ER is ylikiinii hafifletmektedir. Ancak
Serin/treonin protein fosfataz 1 (PP1) kofaktorii olan GADD34 serin/treonin PP1’e
bagli kompleks yapidadir ve bu kompleks elF2o’nin defosforilasyonuna neden
olmaktadir. SLB, PPI/GADD34 kompleksini inhibe ederek elF2a’nin
defosforilasyonunu engeller ve bu sayede elF2a’nin fosforile halde kalmasini saglar
(147). SLB, elF2a’nin defosforilasyonunu selektif olarak inhibe ederek protein
sentezini azaltir ve ER organelinin yiikiinii azaltarak ER stres siirecinde sitoprotektif
bir tesir gosterir (148). Literatiirde SLB’nin; ER araciligiyla meydana gelen
apoptozisi, ndranal inflamasyonu ve ROT sentezini engellemek suretiyle oksidatif
hasar1 azalttignt  (149-154), mitokondriyal apoptotik yolagi engelleyerek
mitokondriyal islevinin regiilasyonuna katki sagladigi ve bu sayede nodron
hiicrelerinde mitokondri tahribatini hafiflettigi (155), noron hiicre membranlar1 ve
intraseliiler organellerde tahribata yol agan TNF-a, iNOS, niikleer faktor kappa beta
(NF-kp), IL-1 gibi inflamasyonda gorevli birtakim sitokinleri ve mikroglia
aktivasyonunu azalttigi (156-158), kan-beyin bariyerinin fonksiyon bozukluguda
faydali ve koruyucu bir etki meydana getirdigi (159) bildirilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Gruplari

Calismamiz, Siileyman Demirel Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretimi ve
Deneysel Arastirma Laboratuvari (HUDAL)’ nda gergeklestirilmistir. Siileyman
Demirel Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri Etik Kurul Baskanligi’ ndan
17.10.2019/04 karar1 ile etik kurul izni alinmistir.

Calismamizda gebe Wistar Albino cinsi 8-10 haftalik disi si¢anlar kullanildi.
Hayvanlarin ortam kosullar1 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik; nem orani (%55-
60) ve sabit sicaklik (22+2 °C) Euro type-4 olarak saglandi. Deney hayvanlari igin
standart bakim, beslenme ve barinma kosullar1 saglandi. Erkek ve disi cinsiyetteki
sicanlar ayn1 barindirilma ortaminda tutuldu. Sicanlarda vajinal plak olusumunun
tespit edilmesi amaciyla, pamuklu ¢ubuklar serum fizyolojik (SF) ile 1slatild1 ve bu
cubuklar kullanilarak disi siganlarin vajinasindan siirtintii 6rnegi alinip lama yayildi.
Ayrica disi sicanlarin vajinalarinda sperm olup olmadigini belirlemek amaci ile
alian siiriintli 6rnekleri derhal binokiiler 151k mikroskopu ile teshis edildi. Boyama
islemi i¢in, sperm goriilen siirtintii 6rneklerinin kurutulmasi i¢in drnekler agik havada
tutuldu, ardindan kristal viole ile boyandi. Boyama i¢in 200 mg distile suda 0,2 g
kristal violenin ¢dzlinmesi saglandi. Boya soliisyonunda 1 dakika tutulan ornekler,
I’er dakikalik siirelerle art arda 2 defa distile su ile yikandi. Tiim bu islemlerden
sonra aquoz-mount soliisyonu kullanilarak o6rnekler kapatildi. Smear sonuclari
kullanilarak, her birinde 6 gebe sican bulunan 4 gruba ayrilarak deney grubu

olusturuldu.

1- Kontrol Grubu (n=6): Gebe siganlara deneyin 17. giiniinde sag inguinal
bolgelerinden SF (0.5-1 ml hacimde, intraperitoneal (ip) enjeksiyonu yapildi.
Sonrasinda yapilan bu eylem tekrar edildi. SF enjeksiyonunu takiben 6 saat sonra

preterm dogum eylemi histerotomi operasyonu ile gergeklestirildi.

2- LPS Grubu (n=6): Gebe sicanlara deneyin 17. giiniinde sag inguinal
bolgelerinden LPS (0.5-1 ml hacimde, 1 mg/kg, ip) ve hemen akabinde yine ayni
bolgeden SF (0.5-1 ml hacimde, ip) enjeksiyonu yapildi. LPS enjeksiyonunu takiben

6 saat sonra preterm dogum eylemi histerotomi operasyonu ile gerceklestirildi (160).
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3- LPS+SLB Grubu (n=6): Gebe sicanlara deneyin 17. giiniinde sag inguinal
bolgelerinden LPS (0.5-1 ml hacimde, 1 mg/kg, ip) ve hemen akabinde yine ayni
bolgeden SLB (0.5-1 ml hacimde, 1 mg/kg, ip) enjeksiyonu yapildi. LPS
enjeksiyonunu takiben 6 saat sonra preterm dogum eylemi histerotomi operasyonu

ile gerceklestirildi (161).

4- SLB Grubu (n=6): Gebe siganlara deneyin 17. giiniinde sag inguinal
bolgelerinden SF (0.5-1 ml hacimde, ip) ve hemen akabinde yine ayn1 bolgeden SLB
(0.5-1 ml hacimde, 1 mg/kg, ip) enjeksiyonu yapildi. LPS enjeksiyonunu takiben 6
saat sonra preterm dogum eylemi histerotomi operasyonu ile gergeklestirildi (Tablo
3.1)

Tablo 3.1. Deney gruplari ve uygulamalar

Deneyin Deneyin
Deney Gruplar 17. giinii 17. giinii 6. saati
Kontrol Grubu | SF (0.5 mlip) + SF (0.5 ml ip) Histerotomi operasyonu
LPS Grubu LPS (1 mg/kg ip) + SF (0.5 ml ip) Histerotomi operasyonu

LPS+SLB Grubu | LPS (1 mg/kg ip) + SLB (1mg/kg ip) | Histerotomi operasyonu

SLB Grubu SF (0.5 ml ip) + SLB (1mg/kg ip) Histerotomi operasyonu

LPS: Lipopolisakkarit, SLB: Salubrinal, SF:Serum Fizyolojik, ip:Intraperitonel, kg:Kilogram.
ml: Mililitre, mg: Miligram.

Resim 3.1. Deney hayvanlarina Lipopolisakkarit ve Salubrinal uygulamasi.
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Resim 3.2. Gebe si¢anlarda histerotomi islemi ile preterm dogum olusturulmasi.

Histerotomi islemi tiim deney hayvanlarina 10 mg/kg dozunda Izofluran
anestezisi uygulanarak gerceklestirildi. Abdominal insizyonu takiben plasenta
dokularin1 besleyen artere klempleme uygulanarak plasenta dokular1 ve fetiisler
cikartildi. Fetlislar buz akiilerinin {izerinde bekletilirken annenin Vena Cava
Inferior’undan kan alinarak cerrahi egzanguinasyon uygulandi. Ayni1 grup icerisinde
dogan her bir bebegin beyin dokusunun yaris1 ve plasenta dokular1 histopatolojik

inceleme icin igerisinde formaldehit soliisyonu bulunan idrar kaplarina alindi.

Resim 3.3. Alinmis plasenta dokusu.
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Resim 3.5. Fetiislerin takip islemi.
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Resim 3.6. Plasenta ve fetal beyin dokularinin formaldehit soliisyonu igerisinde
saklanmasi.

3.2. Histopatolojik incelemeler

3.2.1. Kullanilan Malzemeler ve Aletler

Histopatolojik analizler icin; Inkiibatér (D63450, Heraeus), Su banyosu (HI
1210 Leica), Mikrotom (RM2125 RTS, Leica) ve Goriintiileme destekli binokiiler
151k mikroskobu (ECLIPSE Ni-U, Nikon) kullanilmustir.

3.2.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

1- Etanol Absolu (Isolab)

2- Sodyum Fosfat Monobazik Dihidrat (Sigma)
3- Hematoksilen soliisyonu (merck)

4- Eozin G-Soliisyonu (Merck)

5- Sodyum Fosfat Dibazik Dihidrat (Sigma)

6- Formaldehit %37 (Tekkim)

7- Kristal Viole (Carlo Erba)

8- Parafin (Tekkim)

9- Entellan (Sigma)

10- Aquoz Mount (Vecta)
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3.2.3. Doku Orneklerinde Histopatolojik incelemeler

3.2.3.1. Fiksasyon ve Yikama

Fiksasyon i¢in siganlardan operasyon ile alinan dokular, en az 48 saat olacak
sekilde, %10’luk noétral formaldehit soliisyonunda bekletildi. Doku takip olaymnin
gerceklestirilmesi i¢in dokular, fiksasyonlari tamamlandiktan sonra bir gece akar su

ile muamele edilerek yikandi.

3.2.3.2. Doku Takibi

Suyun  uzaklastirilmasi  i¢in  dokular, kademeli olarak artan
konsantrasyonlarda alkol i¢eren soliisyonlarda asagida belirtilen siirelerde bekletildi

(Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Dechidratasyon asamasinda kullanilan alkol dereceleri ve uygulama

stireleri.
Bekletilen Siire Soliisyondaki Alkol Derecesi
45 dk (dakika) %50

45 dk %60

45 dk %70

45 dk %80

45 dk %90

45 dk %96

1 saat %100

1 saat %100

Dehidratasyon islemi tamamlandiktan sonra, dokular kontrol edildi. Dokular
ksilolde 5-15 dakika seffaflandirildi. Akabinde parafin emdirme asamasi igin
dokular, 1 saat siv1 parafin (60 °C) igerisinde etiivde, sonrasinda 1 gece kati parafin
icerisinde oda sicakliginda muamele edildi. Sonrasinda, 60 °C sicakliktaki sivi

parafin i¢indeki 6rnekler bloklar seklinde gomiildii.
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3.2.3.3. Kesit Alma

Elde edilen parafin bloklardan mikrotom yardimi ile 4-5 pm kalinliginda

kesitler elde edildi ve sicak su banyosu yardimiyla lamlara aktarildi.

3.2.3.4. Hemotoksilen-Eozin Boyama

Kesitlerin histokimyasal olarak degerlendirilmeleri i¢in, belirtilen protokol

gergevesinde Hematoksilen-Eozin ile boyayla muamele edildi (Tablo 3.3).

Tablo 3.3. Hemotoksilen Eozin boyama protokolii.

Islem Siire-Tekrar
Deparafinizasyon islemi (60 °C) 1 gece
Deparafinizasyon islemi (ksilol) 30 dakika
Deparafinizasyon islemi (ksilol) 30 dakika

Alkol serileri (%100, %90, %80, %70, %60, %50) 10 dakika

Distile su 10 dakika — 2 kez
Hematoksilen 4.5 dakika

Yikama 5 dakika — 2 kez
Asit Alkol (%1 lik) Batir-gikar
Yikama 5 dakika

Eozin 3,5 dakika
Yikama 5 dakika — 2 kez

Alkol serisi (%50, %60, %70, %80, %90, %100)

Batir- ¢ikar

Ksilol

30 dakika — 2 kez

Entellan ile Kapatma

3.2.3.5. Degerlendirme

Histopatolojik degerlendirme igin, Hematoksilen-Eozin ile boyanan dokular,

goriintiileme destekli binokiiler 151k mikroskopunda degerlendirildi ve fotograflar

elde edildi. Tespit edilen bulgunun derecesine gore (-): herhangi bir bulgu yok, (+):

diisiik diizeyde bulgu, (++): orta diizeyde bulgu, (+++): ciddi diizeyde bulgu seklinde

histopatolojik skorlama yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Smear Sonuclari

Calismaya dahil edilecek hayvanlarin belirlenebilmesi amaciyla gebelik
durumu vajinal kanalda sperm varlig: ile kontrol edildi. Bu amagla yapilan kristal
viyole boyamalarda pozitif 6rneklerde, vajinal epitel hiicreler ve spermler gozlendi

(Sekil 4.1.) (Sekil 4.2.).

Sekil 4.1. Pozitif vajinal smear. Spermler (siyah ok) ve vajinal epitelyal hiicreler
(beyaz ok). Kristal viole, 20x, 6l¢iim ¢ubugu = 100pum.

Sekil 4.2. Pozitif vajinal smear. Spermler (siyah ok) ve vajinal epitelyal hiicreler
(beyaz ok). Kristal viole, 40x, 6l¢iim gubugu = 50um.
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4.2. Histopatolojik Bulgular

4.2.1. Fetal Plasenta Orneklerinde Histopatolojik Bulgular

Dokularin histopatolojik degerlendirmesinde kontrol grubundaki ratlarin fetal
plasenta oOrneklerinde patolojik bulguya rastlanmamistir (Sekil 4.3.) (Sekil 4.4.)
(Tablo 4.1).

20 v SR NSNS | & . R

Sekil 4.3. Kontol grubu fetal plasenta bazal zon normal histolojik yapi. [ (A)
Trofoblastik dev hiicreler (beyaz ok), glikojen hiicreleri (siyah ok),
spongiotrofoblastlar (ok basi). H-E, 20 x, scale bar; 100 pm, (B)
Trofoblastik dev hiicreler (beyaz ok), glikojen hiicreleri (siyah ok),

spongiotrofoblastlar (ok basi). H-E, 40 x, scale bar; 50 um. |

Sekil 4.4. Kontol grubu fetal plasenta labirent zon normal histolojik yap1. [(A)
Sitotrofoblastlar (beyaz ok), sinsityotrofoblastlar (siyah ok), maternal
damarlar (beyaz ok basi), fetal damarlar (siyah ok basi). H-E, 20 x, scale
bar; 100 um, (B) Sitotrofoblastlar (beyaz ok), sinsityotrofoblastlar (siyah
ok), maternal damarlar (beyaz ok bas1), fetal damarlar (siyah ok basi1).H-
E, 40 x, scale bar; 50 pm.]
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LPS grubundaki ratlarin fetal plasenta orneklerinde belirgin histopatolojik

degisimler (bazal zonda yaygin konjesyon, labirent zonda trofoblastik hiicrelerde

dejenerasyon ve hem bazal hem de labirent zonda inflamatuar hiicre infiltrasyonlar)

izlendi (Sekil 4.5) (Sekil 4.6.) (Tablo 4.1).

. LPS grubu fetal plasenta bazal zon. [(A) Trofoblastik dev hiicreler (beyaz

ok), glikojen hiicreleri (siyah ok), spongiotrofoblastlar (siyah ok basi),
inflamatuar hiicre infiltrasyonlari (beyaz ok basi). H-E, 20 x, scale bar; 100
um, (B) Trofoblastik dev hiicreler (beyaz ok), glikojen hiicreleri (siyah
ok), spongiotrofoblastlar (siyah ok basi), yaygin konjesyon alanlar1 (siyah
yildiz). H-E, 40 x, scale bar; 50 um.]

Sekil 4.6. LPS grubu fetal plasenta labirent zon. [(A) Sitotrofoblastlar (beyaz ok),

sinsityotrofoblastlar (siyah ok), maternal damarlar (beyaz ok bas1), fetal
damarlar (siyah ok bas1), inflamatuar hiicre infiltrasyonlar1 (siyah iiggen).
H-E, 20 x, scale bar; 100 pum, (B) Sitotrofoblastlar (beyaz ok),
sinsityotrofoblastlar (siyah ok), maternal damarlar (beyaz ok basi), fetal
damarlar (siyah ok bas1), inflamatuar hiicre infiltrasyonlar1 (siyah tiggen).
H-E, 40 x, scale bar; 50 um.]
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LPS+SLB grubundaki ratlarin fetal plasenta Orneklerinde, LPS
grubundakilerle karsilagtirildiginda, bazal zondaki konjesyonda ve labirent zondaki
trofoblastik hiicrelerde goriilen dejenerasyonda azalma saptandi. Ayrica LPS
grubunda goriilen bazal ve labirent zondaki inflamatuar hiicre infiltrasyonlari,
LPS+SLB grubunda normale yakin bir histolojik gortiniime sahipti (Sekil 4.7) (Sekil
4.8) (Tablo 4.1).

Sekil 4.7. LPS+SLB grubu fetal plasenta bazal zon. [(A)Trofoblastik dev hiicreler
(beyaz ok), glikojen hiicreleri (siyah ok), spongiotrofoblastlar (ok bast).
H-E, 20 x, scale bar; 100 um, (B) Trofoblastik dev hiicreler (beyaz ok
glikojen hiicreleri (siyah ok), spongiotrofoblastlar (ok basi). H-E, 40 X,
scale bar; 50 um.]

Sekil 4.8. LPS+SLB grubu fetal plasenta labirent zon. [(A) Sitotrofoblastlar (beyaz
ok), sinsityotrofoblastlar (siyah ok), maternal damarlar (beyaz ok basi),
fetal damarlar (siyah ok basi). H-E, 20 x, scale bar; 100 um, (B)
Sitotrofoblastlar (beyaz ok), sinsityotrofoblastlar (siyah ok), maternal
damarlar (beyaz ok bas1), fetal damarlar (siyah ok basi). H-E, 40 X, scale
bar; 50 um.]
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SLB grubu ratlarin fetal plasenta 6rnekleri de kontrol grubuna benzerlik

gostererek, histopatolojik bulgu saptanmamustir (Sekil 4.9) (Sekil 4.10) (Tablo 4.1).

Sekil 4.9. SLB grubu fetal plasenta bazal zon. [(A) Trofoblastik dev hiicreler (beyaz
ok), glikojen hiicreleri (siyah ok), spongiotrofoblastlar (ok basi1). H-E, 20
X, scale bar; 100 pm, (B) Trofoblastik dev hiicreler (beyaz ok), glikojen
hiicreleri (siyah ok), spongiotrofoblastlar (ok basi). H-E, 40 x, scale bar;

50 um.]

L

,«

Sekil 4.10. SLB grubu fetal plasenta labirent zon. [(A) Sitotrofoblastlar (beyaz ok),
sinsityotrofoblastlar (siyah ok), maternal damarlar (beyaz ok basi), fetal

damarlar (siyah ok basi)). H-E, 20 x,

scale bar;

100 pm, (B)

Sitotrofoblastlar (beyaz ok), sinsityotrofoblastlar (siyah ok), maternal
damarlar (beyaz ok basi), fetal damarlar (siyah ok bas1). H-E, 40 X, scale

bar; 50 pm.]
Tablo 4.1. Plasentadaki bazal zon ve labirent zona ait histopatolojik
degerlendirmeler
Parametre/Grup Kontrol | LPS | LPS+SLB | SLB
Bazal zon Konjesyon - +t + -
bulgular Inflamatuar hiicre infiltrasyonu - +++ + -
Trofoblastik hiicre
Labirent zon | dejenerasyonu - Tt + -
bulgular Inflamatuar hiicre infiltrasyonu - ++ - -
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4.2.2. Fetal Beyin Orneklerinde Histopatolojik Bulgular

Histopatolojik degerlendirmede kontrol grubuna ait hayvanlarin fetal beyin
dokular1 normal histolojik goriiniime sahipti. LPS grubu hayvanlarin fetal beyin
dokularinda ventrikiiler ve ara zonlarda 6dem ve konjesyon bulgular1 gozlendi.
LPS+SLB grubu hayvanlarin fetal beyin dokularinda, LPS grubuna kiyasla
ventrikiiler ve ara zonlardaki 6dem ve konjesyonda belirgin gerileme gozlendi. SLB
grubu hayvanlarin fetal beyin dokularinda kontrol grubuna benzer sekilde
histopatolojik bulgu tespit edilemedi (Sekil 4.11) (Tablo 4.2).

Sekil 4.11. Deney gruplarina ait fetal beyin dokularinin histopatolojik goriintiisii.
[(A) Kontrol grubu; ventrikiiler zon (ok), ara zon (ok basi) ve kortikal
plate (y1ldiz) normal histolojik goriiniimde. (B) LPS grubu; ventrikiiler
zon (ok) ve ara zonda (ok basi) 6dem ve konjesyon, kortikal plate
(y1ldiz) normal histolojik goriiniimde. (C) LPS+SLB grubu; ventrikiiler
zon (ok), ara zon (ok basi) ve kortikal plate (yildiz) histopatolojik
bulgularda azalma. (D) SLB grubu; ventrikiiler zon (ok), ara zon (ok
bas1) ve kortikal plate (yildiz) normal histolojik goriinimde. H-E, 20X,
olgtim ¢ubugu = 100 um.]

Tablo 4.2. Fetal beyin dokularinin histopatolojik degerlendirmesi.

Parametre/Grup Kontrol LPS LPS+SLB SLB
Konjesyon - +++ + -
Odem - +++ + -

LPS: Lipopolisakkarit, SLB: Salubrinal.
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5. TARTISMA

Son 20 yilda tedavi stratejilerindeki gelismelere ragmen gebelikte enfeksiyon
basta olmak iizere bir takim nedenlerle gelisen sistemik inflamasyon tablosu anne ve
fetlis acisindan dramatik bir seyir gosterebilmektedir. Gebelikte meydana gelen
sistemik inflamasyon PE’ yi tetiklemekte ve buna bagli olarak prematiir bebekler
diinyaya gelmektedir. Tedavi yontemlerindeki iyilestirmeler ile bu bebeklerin sag
kalim oranlar1 giinden giine artmis olsa da yasayan prematiire bebeklerde
norogelisimsel bozukluklar basta olmak iizere ¢esitli sekeller ciddi sorun olarak

karsimiza ¢ikmaktadir (162).

Sistemik inflamasyondaki  oksidatif stres, apopitozis gibi hasar
mekanizmalari, hem damar yapilarimi etkileyip endotelde zedelenme olusturarak
dokunun kanlanmasini bozar hem de dolasimda bulunan sitokinler ya da bakteriyel
yapilar vasitasiyla dokulardaki reseptorlere baglanip birtakim intraseliiler yolaklar
aktive ederler. Intraseliiler yolaklarin aktivasyonu ile sitokin veya hasar
belirteglerinin sentezi ve salinimi s6z konusudur. Bu baglamda Simon ve arkadaslar
LPS'ye maruz kalmanin ROT {iretimini tetikleyerek umblikal ven endotel
hiicrelerinde hiicre oliimiinii tetikledigini 6ne siirmiislerdir (163). Bao ve arkadaslari
LPS uygulamasi sonrast Sprague Dawley cinsi siganlarin plasentalarinda TNF-o,, IL-
6, kemokin (C-X-C motifi) ligand1 1 (CXCL1) seviyelerinde artis oldugunu ve bu
sitokinlerin, plasentalarin normal yapisinin bozarak patolojik hasar1 artirdigini

bildirmislerdir (164).

Caligmamizda plasentanin fetusa bakan labirent zonu ve anneye bakan bazal
zonu ile beyin dokusu ayri ayri incelenmistir. Bu histopatolojik incelemeler
sonucunda labirent zonda trofoblastik hiicrelerde dejenerasyon ile hem bazal zonda,
hem de labirent zonda inflamatuar hiicre infiltrasyonlar1 gézlenmistir. Yavuz A. ve
arkadaglarinin yaptiklar1 c¢alismada 1 mg/kg intraperitonel LPS uygulamasi
sonrasinda sigan beyin korteksinin histopatolojik analizinde kiigiik kanama odaklar1
ve O0dem bulgular1 elde edilmistir. Bu da calismamizda elde ettigimiz bulgular
151¢inda LPS dozunun ve uygulama yolunun dogrulugunu kanitlar niteliktedir (165).
Dokuda meydana gelen konjesyonlu alanlar, bebegin beslenmesinin artabilecegi

yoniinde degil hasar bolgesinde kanamaya meyil yarattigi  yOniinde
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degerlendirilmelidir. Bu plasental inflamasyonla paralel seyretmesi gereken beyin
dokusunun sonuglar1 da, inflamasyonun ilk olarak plasentada hasar meydana
getirdigi ve gegirgenligin artmasina bagli olarak beyin dokusunu etkiledigi {izerine
kurulan hipotezimizi desteklemektedir. Ventrikiiler ve ara zonlarda gelisen
konjesyon ile 6demin fetoplasental bolgede de goriilmesi, gegirgenlikte meydana
gelen artis ile serebral dokunun da hasar gorebileceginin kanitidir. You ve
arkadaslarinin yaptig1 calismaya gore i.p. LPS uygulanan grupta kontrol grubuna
gore kan beyin bariyeri (KBB) nde gecirgenliginin artmis oldugu ortaya koyulmustur
(166). Bu durum hasarin ilerlemesine sistemik inflamasyona neden olan sitokinler
araciligr ile bebekteki KBB’deki gecirgenlik artiginin biiyilk pay sahibi oldugunu

dogrular niteliktedir.

Bao ve arkadaslarinin LPS kaynakli fetal biiylime kisitlamasma kars:
nikotinin plasental inflamasyonu ve vaskiiler gelisimi iyilestirmesi iizerine yaptiklari
calisgmada elde edilen histopatoloji bulgular1 LPS uygulamasinin, maternal
inflamatuar yanitin, plasentada artmis inflamatuar sitokinlerin ve l6kositlerin
infiltrasyonunun, inflamatuar mediyatorlerin {iretimini artirdigini ortaya koymustur.
Bu durumun plasenta yapisin1 ve fonksiyonunu tahrip ettigini ve ayrica azalmis
vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)’niin, villuslarda bozulmus vaskiiler
gelisim ve fetlise yetersiz oksijen ve besin tedarigi ile sonuclanarak sonunda fetal

geligsme geriligine ye yol agtig1 gortilmiistiir (167).

Hu ve arkadaglari, LPS ile indiiklenen sican preeklemsi modelinde
metforminin etkisini arastirdiklar1 ¢alismada LPS’nin 13, 14, 15, 16, 17 ve 18.
gebelik giinlinde uygulanmasi sonrasi plasentada enflamatuar hiicre infiltrasyonu ve
doku nekrozu ile karakterize belirgin degisiklikler oldugunu ortaya koymuslardir
(168).

Lee ve arkadaslar preterm eylemle iliskili fetal beyin hasarinda melatoninin
etkisinin arastirildig1 ¢alismalarinda LPS uygulamasindan 6 saat sonra inceledikleri
fetal beyinde, beyin katmanlarinin daha az ayirt edilebilir oldugu, ndroblastlarin
normal go¢iiniin polaritesinin bozuldugu, kortikal plakada incelme saptayarak normal

immatiir néroblastlar arasinda notrofillerin goriildiigii sonucunu ortaya koymuslardir

(169).
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ER stresinin; iskemi/reperfiizyon hasar1 olan hastaliklar, tip 1 ve tip 2 diyabet
ve obezite gibi metabolik hastaliklar, kardivaskiiler sistem hastaliklari,
norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde rol oynadigi bilinmektedir (121, 170-
174). Bu sebeple son zamanlarda bir¢cok arastirmaci tarafindan kapsamli olarak ele

alinan arastirma konusu haline gelmistir.

Daha oOnce bahsedildigi gibi ER stres kosullarinda UPR’yi aktif hale
getirmektedir. UPR; PERK, ATF6 ve IRE1 sinyal yolaklar1 araciligiyla stresle basa
ctkmaya ¢alismaktadir. PERK yolagi lizerinden gerceklesen elF2a’nin fosforilasyonu
protein sentezinin azaltilmasini saglayarak homeostaz saglanmaya calisilir. Ancak
PP1/GADD34 kompleksi elF2a’nin defosforile olmasina neden olur. SLB
PP1/GADD34  kompleksini  engelleyerek  elF2a’min  defosforilasyonunun
inhibisyonunu saglar (12, 13).

Elde ettigimiz bulgular ile SLB tedavisinin LPS kaynakli plasenta ve fetal
beyin hasarmi engelledigi, bunun yaninda tek basina SLB uygulanan grupta da
herhangi bir hasar bulgusu gostermedigi sonucuna vardik. Kullanilan etken
maddenin ER stresinde Onemli role sahip olan elF2a’nin defosforilasyonunun
blokdrii olmasi ve histopatolojik analizlerimizden elde ettigimiz sonuca gore de
hasarlarin gerilediginin goriilmesi, bahsedilen hasar patogenezinde ER stresin rol

oynadigini gostermektedir.

Chen ve arkadaslar1 gebe farelerde ¢inko oksit nanopartikiilleri ile ikigkili
tireme ve gelisme toksisitesi tizerine N-asetil-sistein ve SLB etkisini aragtirdiklar
caligmalarinda, histopatolojik analiz sonucu fare plasentalarinda SLB uygulanan
grupta hasar grubuyla karsilagtirildiginda trofoblast kalinliginin artmis oldugu,
labirent zonda daha yiiksek kan hiicresi yogunlugu oldugu ve 6nemli yapisal hasarin

olmadig1 sonucuna varmislardir (175).

SLB, serebral iskemi de dahil olmak tizere farkli sinir sistemi patolojilerinde
noroprotektif bir ajan olarak tarif edilmis olup, noral hasar1 hafifletmek icin terapotik
bir hedef olarak ER stresini azaltmanin 6nemini gostermektedir. Bu nedenle, SLB ile
tedavinin, spinal kord hasarinda PERK-elF2a sinyaliyle iliskili sitoproteksiyon
sagladigir fikri One sirilmistir (148, 176). Travmatik beyin hasarinda, SLB
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tedavisinin, ER stresin hafifletilmesini saglayarak travmaya maruz kalan farelerin

korteksindeki néronal 6liimii 6nledigi ortaya koyulmustur (153).

SLB’nin iskemik hasar tizerindeki noroprotektif etkisi hem orta serebral arter
okliizyonunda hem de global serebral iskemi (GCI)’ de bildirilmistir. SLB’nin
GCI’daki noroprotektif etkisi, cornu ammonisl’de meydana gelen hasardan 7 giin
sonra noron kaybinda bir azalma olarak gosterilmistir (177 ). Bu calisma ayrica
cornu ammonisl’deki UPR'nin iskemi sonrasinda ortaya c¢ikan ER stresinin
iistesinden gelemedigini ve SLB’nin bu alandaki ER stresinin iistesinden gelmek i¢in

ek gii¢ sagladigini varsaymaktadir.

KBB son yillarda, vaskiiler hiicreler (perisitler, vaskiiler diiz kas hiicreleri,
endotel hiicreleri), glial hiicreler (astrositler, mikroglia, oligodendrositler) ve
noronlar1 iceren bir norovaskiiler birim (NVB) olarak kabul edilmistir. NVB,
beyindeki kan akisii ve KBB biitiinliigiinii diizenleyen hiicreler arasi iletisimi
entegre eder. Hasar sonrasi beyin fonksiyonunun iyilestirilmesi adina yeni terapotik
stratejiler, NVB bilesenlerinin serebral kan akisinin diizenlenmesindeki rollerinden

ziyade koruma ve onarimdaki roliine odaklanmayi desteklemektedir (178).

Cok az ¢alisma, NVB bilesenlerinde ER stresinin roliinii ele almistir. Spinal
kord hasarinda, SLB ile tedavinin oligodendrosit ve ndron belirteglerinin transkript
seviyelerini artirdigi gosterilmistir, ancak astrositlerde etkinin Onemsiz oldugu
goriilmektedir (176). Bunun yaninda endotel hiicrelerindeki ER stresinin, adezyon
mekanizmalarindaki ve ardindan gelen l6kosit gecisislerinin {izerindeki etkisinin
KBB biitiinliigiiniin saglanmasinda da ¢ok 6nemli bir role sahip oldugu bildirilmistir
(177, 179). Her iki ¢alisma da, inflamasyonun aktivasyonunda rol oynayan TNF-a’ya
yanit ile ER stresin etkilesimini agiklamaktadir. Bunun yaninda ER stresinin,
hiicrenin hayatta kalmasi i¢in ¢ok 6nemli bir transkript faktorii olan NF-kP’ nin
aktivasyonunu sagladigi sonucuna varilmistir. Bu ¢alismalar ayn1 zamanda hiicreler
arast adezyon molekiilii 1 (ICAM-1) ve vaskiiler hiicre adezyon molekiilii (VCAM-
1)' gibi adezyon molekiillerinin ekspresyonunda ER stresinin roliinii bildirmektedir
(176, 177). Ek olarak Font-Belmonte ve arkadasglarmin deneysel serebral iskemi
modelinde iskemiden 1 ve 24 saat sonra uygulanan SLB tedavisinin, nekroptotik

belirte¢ diizeylerini diisiirdiigli ve secici noronal kayip alanlarini azaltarak iskemiye

37



bagli nekroptoz varligini azalttigin1 ortaya koymuslardir. Bu durum ER stresinin
nekroptotik yanitta da rol oynadigi fikrini destekler niteliktedir (180). Bir GCI
modelinde ise, SLB ile tedavinin, KBB 'nin biitiinliigiiniin yaygin olarak kabul géren
bir belirteci olan matris metaloproteinaz 9'u (MMP-9) azalttigi da bildirilmistir.
a77).

Calisma hipotezimize gore SLB’nin, deneysel KRY’ye sekonder gelisen
plasenta ve fetal beyin dokularindaki hasar1 hafifletme etkisinin histolopatojik
analizler ile ortaya koyulmasi, ¢alismanin kisith yonlerinden birisidir. Hiicresel
yolaklarin daha molekiiler ¢alismalar ile ortaya koyulmasi gerekmektedir. Ayrica
calisma modelimiz kapsaminda hasar sonrasi tek doz SLB uygulamasinin mevcut
sonuglar1 genellemek i¢in yeterlilik gostermeyecegi ve bu baglamda da SLB’nin
daha uzun tedavi siiresi ve daha uzun takip donemleri i¢in tedavi sonrasi etkilerini

degerlendiren ¢aligmalara ihtiya¢ duyuldugu kanaatindeyiz.

38



SONUC

Bu c¢alismada histopatolojik analizler ile elde ettigimiz bulgular
dogrultusunda, kullanilan farmakolojik ajan SLB’nin LPS ile indiiklenen plasental ve
fetal beyin hasarini hafiflettigi sonucuna vardik. Bu kapsamda sistemik inflamasyona
ikincil olarak gelisen plasental ve fetal beyin hasart1 mekanizmalari daha detayli
arastirtlmali, ER stresi iliskili mekanizmalar detaylandirilmali, hedef genler
cogaltilmal1 ve bunlara yonelik yeni tedavi modaliteleri denenmelidir. Bu ¢alismanin

ileride yapilacak olan arastirmalara 151k tutacagini diisiinmekteyiz.
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