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ENDOTOKSEMININ NEDEN OLDUGU KAN BEYIN BARIiYERiI HASARI
UZERINE MELATONININ KORUYUCU ETKIiSi

Kiibra Tugce KALKAN

Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalh Doktora Program
Doktora Tezi, Eyliil 2020
Damisman: Do¢. Dr. Arzu YAY

OZET

Bu c¢alismada endotokseminin neden oldugu kan beyin bariyeri hasar1 iizerine
melatoninin olas1 koruyucu etkisinin arastirilmasi amaglandi. Bu ¢alismada, Bezmialem
Vakif Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezinden temin edilen 42 adet
Spraque-Dawley cinsi eriskin disi sigan kullanildi. Denekler rastgele secilerek 4 gruba
ayrildi.  Kontrol grubu (n=8), LPS grubu (n=13); (7,5 mg/kg/tek doz
lipopolisakkarit/i.p), LPS+melatonin grubu (n=13); (7,5 mg/kg/tek doz
lipopolisakkarit/i.p+10mg/kg/giin/i.p melatonin) ve melatonin grubu (n=8);
(10mg/kg/giin/i.p. melatonin). Deney sonunda anestezi altinda siganlar dekapite edilerek
beyin dokular1 alindi. Doku 6rnekleri %10’luk formalinde fikse edildikten sonra rutin
histolojik doku takip basamaklarindan gecirilerek parafin bloklara gomiildi. 5 pm
kalinliginda alinan kesitlerde doku morfolojisini degerlendirmek igin hematoksilen-
eozin ve krezil viyole boyama metodlar1 uygulandi. Kan beyin bariyerinde ZO-1,
okludin ve TLR-4 ifadeleri immiinohistokimyasal ve western blot metodlar1 ile
degerlendirildi. Ayrica, dokulardan hazirlanan homojenatlarda SOD, CAT, GSH-PX,
TGF-B, TNF-a, IL-1B, NF-xkB seviyeleri ELISA metodu ile degerlendirildi. LPS
uygulanan grupta sitoplazmik vokuollii ve diizensiz piknotik g¢ekirdege sahip olan
dejeneratif noronlar, soluk boyanmis nekrotik néronlar ve vaskuler konjesyon gozlendi.
Ayrica bu grupta ZO-1 ve okludin ekspresyonunun kontrol grubu ile karsilastirildiginda
azaldig: fakat TLR-4 expresyonunun ise arttig1 belirlendi. Bu skorlar1 koruyucu amagla
kullanilan melatonin diizeltti. Sonug itibariyle melatonin kullanimi ile beyin dokusunda
ciddi diizelmeler meydana gelmekte ve koruyucu amagli kullanilan melatonin sepsis

hasarini inhibe etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Lipopolisakkarit, Melatonin, Beyin, Sican
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PROTECTIVE EFFECT OF MELATONIN ON BLOOD BRAIN BARRIER
DAMAGE CAUSED BY ENDOTOXEMIA

Kiibra Tugce KALKAN

Erciyes University, Institute Of Health Sciences
Depertmant of Histology and Embryology
PhD Thesis, September 2020
Supervisor: Asc. Prof. Dr. Arzu YAY

ABSTRACT

In this study we established to investigate the protective effect of melatonin on blood brain
barrier damage caused by endotoxemia. In this study, 42 adult female Spraque-Dawley rats
that obtained from Bezmialem Foundation University Experimental and Clinical Research
Centre, were used. Rats were seperated into four groups randomly. Control group (n=8),
LPS group (n=13); 7,5 mg/kg/day (intraperitoneal) lipopolysaccharide was administered to
rats, LPS+melatonine group (n=13); 7,5 mg/kg/day lipopolysaccharide + 10mg/kg/day
melatonin was administered to rats (intraperitoneal) and melatonine group (n=8); 10
mg/kg/day melatonin (intraperitoneal) was administered to rats. Only one dose of
lipopolysaccharide was administered. Melatonine treatment started one week before
lipopolysaccharide administration and lasted at the end of the experiment. The rats were
decapitated under ketamine anesthesia and the brain tissues were removed. At the end of
the experiment, immunohistochemical as well as Western Blot method for ZO-1,
occludin and TLR-4 expression in brain tissue and ELISA for SOD, CAT, GSH-Px,
TGF-B, TNF-0, IL-1B, NF-xB levels in brain tissue were performed. Degenerate
neurons with cytoplasmic vacuoles and irregular pycnotic nuclei, pale stained necrotic
neurons and vascular congestion was observed to applied LPS in the group. In the group
LPS, ZO-1 and occludin expression were decreased compared to control group, but
tissue TLR-4 expression was higher in LPS administered group than control group.
These scores were improved by the melatonine for protective purposes. As a result of
application of melatonine create a very serious change on brain tissue and the melatonine

for protective purposes inhibited sepsis damage.

Key Words: Lipopolysaccharide, Melatonin, Brain, Rat.
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1. GIRIS VE AMAC

Endotoksemi, kanda endotoksinlerin varligini ifade eder (Smith, 1996). Gram negatif
bakterilerin hiicre duvarinin lipopolisakkarit tabakasinda konumlanan endotoksin sepsisi
tetikleyen asil molekiildiir (Fisgin, 2004). Sepsis diinya ¢apinda 6nemli bir morbidite ve
mortalite sebebidir (Salomao ve ark., 2019). Konak¢i-mikroorganizma etkilesimini
insan patofizyolojisi ile iligkilendirmenin sonucunda sepsis ve septik soka dair yapilan
tiim tanimlar netlik kazanmaktadir. Sepsis 2016 yilinda literatiire ‘insan hayatini tehdit
eden organ fonksiyon bozuklugu’ seklinde ge¢mistir (Singer ve ark., 2016).
Endotokseminin makrofajlar1 uyarmasi ¢esitli sitokinlerin salinimini tetikler (Giirkan ve
Cobanli, 1999). Makrofaj yiizeyindeki toll-like reseptorlerinin bakteriyel, viral ve
fungal molekiilleri tanimasini takiben sitokin yapimmi ve inflamatuvar yanit uyarilir
(Varadaradjalou ve ark., 2003). Sepsis, hiicre hipoksisi ve apopitozundan da
sorumludur.  Endotel disfonksiyonuna, kardiyovaskiiler —hasara, intraselliiler
homeostazda bozulmaya neden olur. Mikroorganizma ve firiinlerinin direkt veya
sitokinlerin indirekt etkisi ile endotel hiicreleri biiyiik oranda degisiklige ugrar. Bu
degisiklikle adezyon molekiillerinin etkinligi artar, boylece vazoaktif maddeler ve
inflamatuvar mediyatorler salinir. Yiiksek oranda aktive olan endotel bir siire sonra
kendine zarar verir hale gelir, mikrosirkiilasyon bozulur, kapiller gecirgenlik artar (Oz,
2006). Sepsis kaskadinin harekete gegmesiyle olusan serbest radikaller ve proteazlarin
sinir sistemi iizerinde de etkisi biiyliktiir. Enfeksiyon etkenine karsi gelisen immiinolojik
yanit, tim organ ve sistemlere zarar vermesinin yaninda, sinir sistemi bariyerlerinden
biri olan kan beyin bariyerinin (KBB) fonksiyonunu da bozar. Bu hayati bariyerin hasar1
cesitli norolojik hastaliklarin patogenezinde etkin rol oynar. Bu siiregte ortaya ¢ikan
noroinflamasyon, Alzheimer, Parkinson, Huntington hastaliklar1 ve multiple skleroz
basta olmak tlizere ¢esitli norodejeneratif hastaliklarin gelisimini tetikler (Allison ve
Ditor, 2014; Nguyen ve ark., 2002).



Pineal bez tarafindan O6zellikle karanlikta salgilanan bir indolamin olan melatonin,
sirkadiyen ritim diizenleyici olmasmnin yani sira antioksidan, antiinflamatuvar ve
immiinoregiilator etkilere sahiptir (Kus ve Sarsilmaz, 2002). Lipofilik yapist sayesinde
melatonin hiicrelere rahatca girebilmektedir. Sulu ortamda kismen c¢oziinmesi de
intraselliiler etkilerini gostermesine katki saglar. Bazi ¢aligmalar melatoninin hiicre
niikleuslarinda yiiksek konsantrasyonda bulundugunu gostermektedir (Reppart ve ark.,
1996). Giiglii bir serbest radikal stipiiriicisii olan melatonin, ¢esitli antioksidan
enzimlerin gen regiilasyonunu da saglayarak bu enzimlerin iiretimlerini indiikler
(Rodriguez ve ark., 2004; Omurtag ve ark., 2008). Fizyolojik dozlarda bile etkinligi
kanitlanmis, giiclii bir antiinflamatuvar olan bu molekiiliin ¢esitli patolojik durumlarda
iyilestirici etkisi gOsterilmistir. Ayrica yasli hayvanlarda yapilan c¢alismalarda
norogenezi artirdigi saptanmustir (Dubocovich, 1995). Sepsis modeli basta olmak tizere
bir¢cok inflamasyon modelinde notrofil aktivasyonunun dokularda olusturdugu oksidatif
hasar1 anlamli olarak geri gevirir (Sener ve ark., 2005; Kagmaz ve ark., 2005). Giiglii bir
serbest radikal siipiiriicii olan melatonin konsantrasyonu yaslandik¢a azalma
egilimindedir (Manchester ve ark., 2015). Beyin dokusunun oksidatif hasara olduk¢a
duyarl olmasi, yaglanma ile birlikte gelisen oksidatif hasar ve inflamasyon, melatonin
tedavisinin yasa bagli merkezi sinir sistemi fonksiyonlarindaki degisime kars1 koruyucu
olabilecegini diisiindiirtir. Tiim bunlar géz Oniine alindiginda orta yaslardan itibaren
melatonin desteginin ndronal kayip hizini azaltmasi kuvvetle muhtemeldir. Bilinen
onemli bir yan etkisinin olmamasi, beyin dokusuna hizli ve etkili sekilde ge¢cmesi
nedeniyle ozellikle seviyesinin azalmaya basladigi orta yaslardan itibaren
kullanilmasmni, sinir sistemi fonksiyonlarinin iyilestirilmesi agisindan yararl

goriinmektedir.

Bu caligmada, sicanlarda endotokseminin yol actigi KBB degisikliklerini inceleyerek,
bu degisiklikler iizerine farmakolojik dozda verilen melatoninin olas1 koruyucu
etkinliginin arastirilmast amaglanmigtir. Calisgmamizda melatoninin bu siiregteki
etkinligi ve etkinlik derecesi arastirilacak, ayrica bu etkinin KBB’nin hangi molekiilleri

tizerinden gergeklestirdigi ile ilgili bilgiler elde edilecektir.



2.GENEL BILGILER

2.1. MERKEZI SiNiR SISTEMi

Sinir sistemi, viicudun i¢ ve dig ortamda olusan degisikliklere karsi en uygun cevabi
vermesini saglayan sistemdir. Sinir sistemi, anatomik olarak merkezi sinir sistemi
(MSS) ve periferik sinir sistemi (PSS) olmak iizere iki kisimda incelenir. Cevreden
gelen verilerin analiz edilip yorumlandigi ve biligsel fonksiyonlarmn yerine getirildigi
bolgeler (tim beyin yani ensefalon ve omurilik yani medulla spinalis) MSS’ni
olusturmaktadir. Viicudun ¢esitli yerlerinden alinan uyarilar1 tasiyan periferik sinirler,
gangliyonlar ve serbest sinir sonlanmalar1 ise PSS olarak tanimlanir. MSS’nin en
onemli elemani olan, kranial kavite icerisinde yer alan beyin, dista yer alan korteks yani
gri cevher ile i¢te yer alan medulla ya da beyaz cevherden olusur. Vertebral kanal
icerisinde bulunan medulla spinalis ise dista yer alan beyaz cevher ve icte yer alan
korteksten olusur. Beyin ve medulla spinalis norogliya olarak isimlendirilen 6zellesmis
hiicreler tarafindan desteklenen néronlardan olusur. Farkli sekil ve biiyiikliikte olabilen
noronlarm ‘perikaryon’ olarak adlandirilan bir hiicre gévdesi ile ‘dendrit’ ve ‘akson’
olarak adlandirilan iki tip uzantis1 vardir. Perikaryon uyar1 alip, uyartya uygun cevaplar
hazirlayan merkezi kisimdir. Noron govdeleri sadece gri cevherde bulunur. Beyaz
cevher ise norogliya hiicreleri ile sarili sinir liflerinden olusur. Bu karmasik sistemdeki
her noron bir digeri ile en az bin baglantiya sahip olup bir iletisim agi halinde
dagilmigtir (Taner, 2005). Beyin viicut ve zihin fonksiyonlarinin ¢ogunu diizenleyerek
diistinebilme ve hafiza gibi islevlerin yanisira ¢evredeki uyarilar1 alma ve bunlari
degerlendirme, motor aktiviteyi saglama, endokrin ve somatik fonksiyonlar ile
organlari diizenli ¢aligmasmi kontrol etmek gibi birden fazla goreve sahiptir (Arinci,

2001).



2.2. BEYIN GELISiMi

MSS ektodermal kaynakli olup, ‘ndral plak’ adi verilen ektodermal bir kalinlasmadan
gelisir (Sadler, 2005). Bu plaktan noral katlantilar, noral tiip ve ndral krista olusur.
Noral tiip MSS’ni meydana getirir. Noral krista ise PSS ve otonom sinir sistemi’nin
biiylik kismimi yapan hiicreleri sekillendirir (Moore ve Persaud, 1998). Norulasyon
olarak bilinen bir siire¢ yani noral plak ve noral tiip olusumu 4. haftanin basinda, 22-23.
giinlerde baglar. Noral plagin lateral boliimleri 3. haftanin sonunda yukariya dogru
yiikselerek noral katlantilar1t meydana getirir. Gelisimin daha ileri asamalarinda, noral
katlantilar yiikselirler, orta hatta birbirine yaklasirlar ve sonugta noral tiipii olusturmak
iizere kaynasirlar. Kaynagsma servikal bolgede baslar, kaudal ve sefalik yonlere dogru
ilerler. Embriyonun, kaudal ve kraniyal uglarinda kaynasma daha ge¢ meydana
geldiginden, amnion bosluguyla ndral tiip arasinda gegici bir iligki kurulur. Kraniyal
noroporlarin kapanmasi, biri servikal bdlgeden baslayan ilk kapanma noktasindan
baslayarak, digeri de 6n beyinden kraniyal ve kaudal yonlerde olmak tizere iki yonliidiir.
Kraniyal néropor 25. giinde, kaudal néropor ise 27. giinde kapanir (Sadler, 2005). Bu
deliklerin kapanmasi ile noral tiipteki damar aginin gelisiminin tamamlanmasi es
zamanlhdir. Noral tiip duvarlar1 beyin ve omuriligi meydana getirmek i¢in kalinlasirken;
noral kanal beynin ventrikiiler sistemini ve omuriligin santral kanalim1 sekillendirir. 4.
somit ¢iftinin kranialinde kalan, daha genis olan noéral tiip bolimii beyni olusturur.
Erken donemdeki ilk bogumlanma ile ii¢ ilkel beyin vezikiilii ortaya ¢ikar. Bunlar
prosensefalon (6n beyin vezikiili), mesensefalon (orta beyin vezikiili) ve
rombensefalon’dur (arka beyin vezikiili) (Moore ve Persaud, 2018). Gelisimin 5.
haftasinda prosensefalon tam olmayan iki sekonder vezikiile farklilasir. Bunlar bir orta
bdlge ve iki lateral ¢ikintidan yani ilkel beyin hemisferlerinden olusan telensefalon ile
optik vezikiillerin disariya dogru Dbiliyiimesi ile oOzellesen diensefalon’dur.
Diensefalon’dan ilerleyen dénemlerde talamus, hipotalamus, epifiz, hipofiz ve retina
gelisir. Mesensefalon’da bir boliinme gergeklesmez. Rombensefalon ise iKi vezikiile
ayrilir. Rombensefalonun kranial kismi metensefalonu (serebellum ve pons), kaudal
kismi myelensefalonu (medulla oblongata) olusturur. Gelisimin 5. haftasinda bu
olusumlarla paralellik gosteren bir bagka olay ise beyin korteksi katmanlarmnin

sekillenmesidir (Moore ve Persaud, 2018).
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Sekil 2.1. Beyin vezikiillerinin gelisimini gosteren sematik ¢izim
(http://ftp.columbia.edu/itc/hs/medical/humandev/2004/Chapt4-Ectoderm.pdf)

2.3. BEYIN ANATOMISI

Toplam viicut agwrhigmin %2’sini olusturan insan beyni erigskinlerde 1400-1500 gr
agirhigindadir. Anatomik olarak ii¢ ana bdliimden olusan beyin, omurilikten yukariya

dogru rombensefalon, mesensefalon ve prosensefalon seklinde siralanmaktadir.
2.3.1. Rombensefalon

Arka beyin olarak bilinen rombensefalon; serebellum (beyincik), medulla oblongata ve

pons’dan meydana gelir.
2.3.1.1. Serebellum (Beyincik)

Rombensefalon’un metensefalon kismindan gelisen beyincik temel beyin agirligmin
%10’u kadardir. Tiim beyin noronlarinin yarisindan fazlasini igerir (Taner ve ark.,
2007). Hemisferium cerebelli denilen iki yan lobla bunlar1 ortada birlestiren vermis
cerebelli’den olusur. Beyincik islevsel olarak kaslarin ¢aligma derecesini diizenleyerek

aktif hareketin dengeli olmasini saglar (Arinci, 2001).



2.3.1.2. Medulla Oblongata (Omurilik Sogani)

Beyin sapmin en alt kisminda yer alir. Medulla spinalis, pons ve serebellum arasinda

yerlesen koni sekilli bolgedir (Taner, 2005).
2.3.1.3. Pons (Koprii)

Serebellumun 6n tarafinda mesensefalon ile medulla oblongata arasinda yer alan 2,5 cm
uzunlugunda bir kopriidiir. Ponsun arka yilizii medulla oblongata ile Kkesintisiz bir
sekilde devam eder, 6n ve yan yiizde sulcus bulbopontinus ile medulla oblongata’dan

ayrilir (Arinci, 2001).
2.3.2. Mesensefalon

Beynin en kiigiik pargasi olan mesensefalon orta beyin vezikiiliinden olusur. Bu parga
gelisen beynin diger boliimlerine gore az degisiklige ugramis olup morfolojik anlamda
beyin vezikillerinin en ilkelidir. Yaklasik olarak 2 c¢cm olup pons ile diensefalon
arasimnda yer alir. Mesensefalon’un ortasindan 3. ve 4. ventrikiilleri birbirine baglayan
aqueductus cerebri geger. Bu alan ¢ok sayida niikleus ile inen ve ¢ikan sinir lifi

demetlerini igerir (Snell, 2011; Taner, 2005).
2.3.3. Trunkus serebri

Medulla oblongata, pons ve mesensefalon’a birlikte verilen ortak isimdir.
Prosensefalon’un tabanindan asagiya dogru uzanan bu yapi beyin sap1 olarak

isimlendirilir. Birinci ve ikinci kranial sinirlerin disinda, tiim kafa ciftleri beyin sapmna

baglanir (Dere, 2000).
2.3.4. Prosensefalon

On beyin kesesinden gelisen prosensefalon; telensefalon (beyin hemisferleri) ve

diensefalon (ara beyin) olarak iki boliime ayrilir.
2.3.4.1. Telensefalon

Beynin en genis kismu olup iki hemisferden olusur. Serebral hemisferler fissura
longitudinalis cerebri ile birbirinden, fissura transversa cerebri ile de beyincikten ayrilir.
Korpus kallosum iki hemisferi birbirine baglar (Gokmen, 2003). Hemisferlerin her
birinin i¢inde beyin-omurilik sivist ile dolu olan ventriculus lateralis yer alir.
Fonksiyonel bir kitle olan beyin dokusu esasen noron govdelerinden, uzantilarindan,

destek hiicrelerinden ve kan damarlarindan olusan bir duvara benzer. Bu duvarm dis



boliimii ‘beyin korteksi” adini alir. Noron govdeleri bu alanda yerlesir. Korteks
yiizeyinde ‘girus’ denilen ¢ikintili kivrimlar ve bu ¢ikintilarin arasinda ‘sulkus’ denilen
yariklar vardir. Sulkuslarin bazilar1 daha biiyikk ve derin olup hemisferlerin loblara
ayrilmasini saglar. Bu loblar lobus frontalis, lobus parietalis, lobus temporalis, lobus
occipitalis ve lobus insularis’tir. Bu loblara ilaveten anatomik olarak ayri bir lob
olmayan fakat limbik sisteme ait kortikal yapilar icerdiginden dolay1 ayr1 bir lob olarak
siniflandirilan limbik lob bulunur. Hemisferlerin duvarinin i¢ kisminda beyaz beyin
dokusunda noronlarin olusturdugu kitleler yani bazal c¢ekirdekler yer alir. Bu

cekirdekler “’motor ¢ekirdek’” olarak islev goriirler (Yildirim, 2016).
2.3.4.2.Diensefalon

Beyin sap1 ile hemisferler arasinda yer alan beyin boliimiidiir. Sag ve sol yarimlari
arasinda 3. ventrikiil (ventrikulus tertius) yer alr. Ugiincii ventrikiil foramen
interventrikiilare aracilig1 ile sag ve sol lateral ventrikiillerle aqueductus serebri ile 4.
ventrikiille iligkilidir (Snell, 2011). Diensefalon’da epitalamus, metatalamus,

hipotalamus, talamus ve subtalamus olmak {izere bes alt boliim igerir (Dere, 2000).
2.4. BEYIN HISTOLOJISI

Histolojik orneklerde MSS organlarinin, histolojik 6zellikleri farkli iki boliimden
olustugu goriiliir. Bu farklilikta hiicresel bilesenlerdeki farkliligin  yani1 sira
miyelinizasyon derecesindeki farkliligin da rolii vardir. Beyaz maddenin ana igerigini
miyelinli aksonlar ve miyelini olusturan oligodendrositler meydana getirmektedir. Bu
alanda noron perikaryonlarina rastlanmaz. Gri maddede ise noron perikaryonu,
dendritler ve aksonlar, gliya hiicrelerinin baslangi¢ boliimleri yer almaktadir. Bu bolge
sinapslarin olustugu alandir (Carnewro, 2006). Beyin ve beyincikte gri madde yani
korteks ylizeye yakin periferik boliimde, beyaz madde ise daha derinlerde, merkezde
bulunur. Medulla spinalis’de durum farklidir. Beyaz madde periferde yer alirken gri

madde ise H harfini andiracak sekilde merkezde yerlesir (Ross, 2014).
2.4.1.Beyin Korteksi
2.4.1.1.Beyin Korteksinin Noron Tipleri

Noronlar sinir sisteminin temel birimleridir. Uyarilar1 almak, iletmek, bilgi depolamak,
belirli hiicre aktivitelerini baslatmak ve ayrica ndrotransmitterleri salgilamak gibi pek

cok Onemli gorevi yerine getirirler (Yildirim, 2016). Caplar1 5-150 pm arasinda



degiskenlik gosterir. Sekilleri birbirinden farkli olabilir (Carnerro, 2006). Noronlar
perikaryon, dendrit ve akson olmak flizere 3 bélimden olusmaktadir. ‘Perikaryon’
ifadesi Yunanca’da ¢evre anlamina gelen ‘peri’; kelimesi ile ¢gekirdek anlamina gelen
‘karyon’ kelimesinin birlesmesinden olusur. Perikaryon veya hiicre gévdesi, ¢ekirdek ve
onu ¢evreleyen sitoplazmadan meydana gelir. Oval, yuvarlak sekilli ¢ekirdek genellikle
perikaryonun ortasinda yer alirr. Okromatik ozellikteki niikleus, hiicrenin yiiksek
metabolik aktivitesini temsil eder. Noronlarin niikleoluslar1 da olduk¢a belirgindir.
Transmisyon elektron mikroskobik diizeyde incelendiginde periniikleer sitoplazmada
yaygm graniiler endoplazmik retikulum (GER) ve serbest ribozomlarin bulundugu
belirlenmistir. Isik mikroskobik olarak bu igerik bazik boyalarla koyu renkte, tiyonin
boyas: ile metakromatik olarak boyanan Nissl cisimciklerini olusturur. Periniikleer
sitoplazma ayrica ¢ok sayida mitokondrion, belirgin Golgi kompleksi, lizozom,
mikrotiibiiller, norofilamentler, vezikiiller ve inkliizyonlar igerir (Ross, 2014).
Noronlarin aksonu tek bir uzanti olup sinir uyarilarmi perikaryondan alarak diger
hiicrelere iletir. Perikaryondan ‘akson tepecigi’ denen bir bolgeden ¢ikarlar. MSS ve
PSS’de bazi norogliya hiicreleri yani destek hiicreleri belirli aksonlarin ¢evresinde
miyelin kilif olustururlar, bazi aksonlarda ise miyelin kilif bulunmaz. Sinir uyarilar
miyelinli aksonlarda miyelinsizlere goére daha hizlidir. Miyelinli aksona sahip olan
noronlarda akson tepesinin apeksinden miyelinlesmenin bagladig1 bolgeye kadar olan
alan ‘inisiyal segment’ ismini alir. Bu bolge nérona gelen aktive edici ve engelleyici
icerikli uyarilarin toplandigi, bir sinir uyartis1 dretilip, {retilmemesi konusunda
kararlarm almdig1 yerdir (Yildirm, 2016). Inisiyal segmentte ve bunu izleyen akson
sitoplazmasimnda GER ve ribozom bulunmaz. Aksine bol mikrotiibiil ve norofilamanlar
izlenir. Bu yapilarin akson ¢apini denetleme goérevini istlendikleri diisiiniilmektedir.
Aksonda gorev yapan biitiin protein molekiilleri perikaryonda sentez edilirler. Bu
molekiiller aksona ve dendritlere aksonal transport sistemi ile iletilirler. Aksonun
dallanan terminal ucuna ‘telodendron’ adi verilir. Bu kisimdaki her bir dal ‘sinaptik
sonlanma’ olarak isimlendirilen diigme benzeri genislemis uclara sahiptir (Gartner,
2006). Sinaptik diigmeler diger ndronlarla ve noron dis1 hiicrelerle etkileserek sinapsi
meydana getirirler. Sinapslar iletilecek bilgiyi bu zincirdeki son hiicreye aktarirlar
(Yildirim, 2016).

Uyariy1 ¢evreden alan dendritler, perikaryondan ¢ikan c¢ok sayidaki aga¢ dallarmna

benzer uzantilardir. ‘Dendrit dikeni’ ismi verilen ¢ok sayidaki kii¢iikk ¢ikintilar diger



aksonlarla sinaptik baglantiytr kurar (Yildirim, 2016; Gartner, 2006). Dendritler
aksonlara oranla daha genis ¢apa sahiptirler. ‘Dendroplazma’ ismini alan
sitoplazmalarinda Nissl cisimcikleri, mitokondriyonlar, nérofibriller ve norotiibiiller yer
alir, ancak Golgi kompleksi genellikle bulunmaz (Gartner, 2006; Ross, 2014). Sinir
dokusunda esas islev goren noronlarin arasini doldurup onlara mekanik ve metabolik
destek saglayan dokuya ‘norogliya dokusu’, bu dokuyu olusturan hiicrelere ‘gliya
hiicreleri’ veya ‘norogliya hiicreleri’ denir. Norogliya hiicreleri rutin boyamalarda tam
anlamiyla ayirt edilemezler, sadece niikleuslar1 belirgindir. Sitoplazmik uzantilarini
gorlintiilemek icin Ozel glimiisleme veya altin impregnasyon teknikleri kullanilir
(Yildirim, 2016). MSS’de noronlarin arasinda yerlesen gliya hiicre sayisinin
noronlardan 10 kat daha fazla oldugu tahmin edilmektedir. Bunlar kii¢iik hiicreler
oldugundan dolay1 sinir dokunun hemen hemen yarisini olusturduklar1 diisiiniilmektedir.
Noronlarin aksine bu hiicrelerde mitoz yetenegi gelismistir (Carneiro, 2006). PSS’de ki
destek hiicrelerine ‘periferik norogliya’, MSS’de ki destek hiicrelerine ‘merkezi
norogliya’ adi verilir. Astrositler, oligodendrositler, mikrogliya hiicreleri ve epandim

hiicreleri olmak tizere 4 tip merkezi ndrogliya hiicresi vardir (Ross, 2014).
2.4.1.2.Beyin Korteksinin Sinir Lifleri
Kortekste sinir liflerinin diizenlenisi iki sekilde gerceklesir.

» Isinsal (radier) lifler: Piramidal, stellat, fuziform noronlarin korteksten ayrilan

aksonlarini igeren ve kortikal yiizeye dik ag1 yaparak uzanan liflerdir.

 Tanjensiyal (horizontal) lifler: Horizontal, stellat hiicrelerin aksonlarmni, piramidal ve
fuziform hiicrelerin kolleteral dallarini igerirler. Bu lifler genel olarak beyin korteksinde
yogunlukla 4. ve 5. tabakalara yerlesirler. Tabakalar ‘Baillarger’in i¢ ve dis tabakalar1’
ismini alir (Snell, 2011). Beyin korteksinde hiicrelerin ¢ogu laminalar seklinde
diizenlenir. Bu sekilde tabakalara ayirmada hiicresel yapi1 diizeni ‘‘sitoarkitektiir’” olarak
isimlendirilirken, ndéron uzantilarinin diizenlenimi ise ‘’miyeloarkitektiir’> olarak
tanimlanir. Korteksin miyeloarkitektiirii ve sitoarkitektiirii karsilikli incelendiginde
farkli morfolojik 6zelliklere sahip hiicrelerden olusan alt1 tabakaya ayrildigi bilinir

(Ross, 2014; Gartner, 2006).

Tabakalar distan ice dogru asagidaki gibidir:
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1) Lamina molekiilaris (Lamina zonalis): Korteksin en yiizeyel katmanidir. Bu tabaka
yogun bir sinir lifi ag1 igerir. Lifler tanjensiyel olarak yerlesim gosterirler. Bu liflerin
kaynagi piramidal ve fuziform hiicrelerin apikal dendritleri, Martinotti ve stellat
hiicrelerinin aksonlaridir. Bu tabakanin sinir liflerinin arasina nadiren Cajal’in yassi
horizontal noéronlar1 yerlesir. Molekiiler tabaka farkli ndronlarin ¢ok sayida sinaps

yaptig1 tabakadir.

2) Lamina graniilaris eksterna: Bu tabaka ¢ok sayida kiigiik piramidal néron ve stellat
noron igerir. Bu hiicrelerin dendritleri molekiiler tabakada sonlanir. Aksonlar1 daha
derin tabakalara ilerleyerek beyaz cevhere girerler. Bu tabaka daha cok graniiler
noronlarla isgal edilmis olup, miyeloarkitektiir yoniinden fibrilsiz bir yapiya sahiptir. Bu

nedenle ‘lamina disfibroza’ olarak da isimlendirilir.

3) Lamina piramidalis eksterna: Bu tabaka’da hiicre gévdesinin biiyiikliigii yiizeyden
derine dogru kademeli bir sekilde artan piramidal hiicreler yer alir. Apikalde yer alan
dendritleri en yiizeyel molekiiler tabakaya ilerler. Aksonlar1 ise beyaz cevhere dogru

iner.

4) Lamina graniilaris interna: Bu tabaka siki bir sekilde bir araya gelmis stellat noronlar
ve nadiren kii¢iik piramidal noronlari1 bulundurur. Hiicreler yogun yerlesimlidir.
Horizontal seyirli fibrillerin yogunlasmasiyla ‘Bailinger’in dis bandi’ olarak bilinen

fibriler alan ortaya ¢ikmaktadir.

5) Lamina piramidalis interna: Bu tabaka ganglionik tabaka olarak da bilinir. Cok biiyiik
(Betz’in dev hiicreleri) ve orta biiyiikliikkte piramidal hiicreleri barmdirir. Piramidal
hiicrelerin arasina Martinotti hiicreleri ve stellat hiicreler dagilmistir. Cok sayida

horizontal yonde uzanan lifler Baillarger’in i¢ bandin1 meydana getirirler.

6) Lamina multiformis: Polimorfik hiicre tabakas1 ismini de alan bu tabaka ¢esitli néron
tipleri ve uzantilarindan olusur. Hiicrelerin ¢ogunlugu fuziform seklinde hiicre
govdesine sahiptir. Uggen ve oval sekle sahip perikaryonlara da rastlanabilir. Bu
tabakada Martinotti hiicreleri géze carpar. Beyaz cevhere girip ¢ikan ¢ok sayida sinir
lifi icerir (Snell, 2011; Gartner, 2006).
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Sekil 2.2. Luxol fast blue ile boyanan beyin korteksinin 6 tabakadan olustugu
goriiliiyor. Sirasiyla; PM: pia mater, V: ven, BV: kan damarlari, CC: Cortex cerebri,
WM: substantia alba, NN: norogliyal hiicreler, GC:graniil hiicreler, PC:piramidal
hiicreler, FC: fusiform hiicreler (Ross, 2014).

2.4.2.Beyin medullasi

Gri maddenin altinda yer alan beyaz madde her yone dagilmig miyelinli sinir lifi
demetleri ve ndrogliya hiicrelerinin olusturdugu bir alandir. Bu bdlgede yer alan

miyelinli sinir lifleri fonksiyonel agidan ii¢ gruba ayrilirlar.

e Baglayict lifler (assosiyasyon lifleri): Ayni hemisfere ait korteksin degisik
bolgelerini birbirine baglayan liflerdir. iki grupta incelenirler. Komsu giruslari
birbirine baglayan lifler, kisa baglayici lifler, ayn1 hemisfer iizerindeki farkli

loblar1 birbirine baglayan lifler, uzun baglayici liflerdir.

e Komissural lifler: Bir hemisfere ait korteks bolgelerini kars1 hemisferin korteks

bdlgelerine baglayan liflerdir.
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e Projeksiyon lifleri: Korteksi daha derindeki merkezi alanlara baglayan liflerdir.
Bu liflerin de iki tipi mevcuttur. Kortikofugal lifler, beyaz maddeden ¢ikarak
bazal niikleusda, beyin kokiinde ve omurilikte sonlanirlar. Kortikopedal lifler ise

talamustan koken alan ve beyin korteksinde sonlanan liflerdir (Duvernoy, 2005).
2.4.3.Meninksler

MSS kranial bosluk igerisine yerlesmis olan beyin, beyincik ve vertebral kanal
icerisinde uzanan medulla spinalisten meydana gelir. MSS organlar1 ger¢ek anlamda bir
bag dokusu igermeyen, yumusak, pelte kivaminda organlardir. Bu nedenle kafatasi ve
vertebralar tarafindan korumaya almmistir. Boyle bir korumaya ek olarak bu hayati
organlar ii¢ katmanli bag dokusu membrani olan meninksler ile sarilmistir. Koruyucu
membran sistemi distan ice dogru dura mater (sert zar), araknoid mater (6riimceksi zar)
ve pia mater (ince zar) olarak siralanir. Bu membran sisteminin tiimiine birden
‘meninks’ adi verilir. Dura matere ‘pasimeninks’, araknoid mater ile pia mater’e ise

‘leptomeninks’ ismi de verilir (Carneiro, 2006).
2.4.3.1.Dura mater

Kafatasinin periosteumu ile devamlilik gosteren siki bag dokusundan olusan dis
tabakadir. Kafatasinda ve omurgada farkliliklar gosterir. Kafatasinda duramater
periosteum ile yakin iliski i¢erisindeyken; omurga da dura mater ile periosteum arasinda
epidural aralik (spatium epidurale) bulunur. Bu alanda ince duvarli venler, gevsek bag
dokusu ve yag dokusu bulunur (Yildirim, 2016). Duramater iki katmandan olusur.
Kafatasina yakin konumlanan periosteal dura mater yani endosteal tabaka;
fibroblastlardan, osteoprogenitor hiicrelerden, kollajen lif demetlerinden, zengin bir
damar agindan ve sinirlerden meydana gelir. Bu alanda kollajen lif demetleri arasina
elastik lifler de yerlesmistir. Meningeal duramater, duramaterin i¢ fibré6z katmanidir.
Fibroblastlardan, kollajen liflerden ve kiigiik kan damarlarindan zengindir. Daha yogun
fakat daha az damarli bir tabakadir. Beyin bolgesinde kafatasi kemiginin periosteumu
ile dura materin sikica kenetlenmis olmasi nedeni ile epidural aralik yoktur. Bu alanda
dura yiizeyini kusatan mezotel hiicreleri bulunmaz. Damarlar duramateri delerek
periosteuma girerler. Dura mater tiibiiler bir kilif halinde kafatasindan ¢ikan sinirlerin
cevresinde disartya dogru uzanarak sinirin en dig kilifi olan epineuriumla biitiinlesir

(Yildirim, 2016; Carneiro, 2006). Belirli bolgelerde dura materin i¢ tabakasi ice dogru
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septumlar gonderir ve kranial boslugu falks cerebri, tentorium cerebelli, diafragma sella
boliimlerine ayirir (Gartner, 2006).

2.4.3.2.Araknoid mater

Duranm altinda bulunan ériimeek agma benzeyen, iki bilesenli bir katmandir. ince ve
damardan yoksun olan araknoid, giruslarin {izerinde seyreder, Sulkuslarin igine
sokulmaz. Omuriligi de saran bu membran, kranial araknoidin devamlilig1
niteligindedir. Igerdigi iki bilesenden biri dura materle temas halindeki tabaka, bir digeri
de pia materle bu tabakay1 birbirine tutturan trabekiil sistemidir. Dura mater ile araknoid
arasinda subdural aralik yer alir. Bu bosluk serdz bir sivi igerir. Beynin en i¢ zar1 olan
pia mater ile araknoid arasinda da beyin omurilik sivismin (BOS) dolastig1 subaraknoid
aralik bulunur (Ross, 2014). Subaraknoid bosluk sinir sistemini travmadan koruyan
hidrolik bir yastik gibidir. Araknoid ile pia materin birbirine bakan yiizli ve araknoidin
dis yiizi mezotel hiicreleri ile doselidir. Belirli bolgelerde subaraknoidal aralik
genigleyerek sisternalar yapar. Araknoid membran bazi yerlerde duraya parmak seklinde
uzanarak buradaki venoz sinuslara agilir. Son kisimlar1 genisleyerek sonlanan, tizerleri
yasst hiicrelerle doseli bu wuzantilara ‘araknoid villus® denir. Bu villuslarin,
subaraknoidal araliktaki BOS’nin aralikli olarak vendz sinuslara akmasini saglayan tek
yonlii kapaklar oldugu kabul edilmektedir. BOS bu villuslarin apeksinden venéz
sinuslara ilerler. Villuslarin tepesinde dura oldukga incedir. BOS ile ven6z kan arasinda
doku engeli olarak sadece venin endotel tabakasi vardir. Buradaki damarlarin
gecirgenligi viicudun diger yerlerinde bulunanlara kiyasla daha azdir (Carnerro, 2006;

Gartner, 2006; Duvernoy, 2005).
2.4.3.3. Pia mater

Dogrudan MSS organlarmin iizerinde yer alan ¢ok iyi damarlanmis ince bir bag
dokusudur. Beyin ve medulla spinalisin noral dokusuna yakin yerlesim géstermesine
ragmen ndronlarla veya sinir lifleri ile dogrudan iligkili degildir. Bu alandaki kan
damarlarmm perivaskiiler bag dokusu kilifi ile temas halindedir (Gartner, 2006). Pia
mater ile noral elemanlar arasinda pia materin sikica tutunmasina olanak veren, Sinir
sistemi ile BOS’n1 birbirinden ayiran norogliyalarin uzantilarmin olusturdugu fiziksel

bir bariyer mevcuttur. Pia mater histolojik agidan iki tabakadan olusur (Yildirim, 2016).
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e Intimal pia tabakas:: Beyin dokusunun yakmma yerlesen, i¢teki membrandz
yapidaki katmandir. Bu tabakada retikiiler lifler bulunur. Intimal pia, fibroz

septumlar seklindeki uzantilariyla sinir dokusu igerisine sokulur.

e Epipial tabaka: Dis pia katmamidir. Bu tabaka kollajen lifler ve az sayida

fibroblastlar icerir. D1s yiizl tek katli yass1 mezotel hiicreleriyle ortiiliidiir.

Beyin i¢ine giren arterler beraberinde pia materi de siiriiklediklerinden dolay1, pia mater
prekapiller arteriole kadar olan damarlarin ¢evresini sarar. Damar ile pia arasindaki
mesafeye ‘Wirchow Robins aralig1’ ya da ‘perivaskiiler aralik’ denir. Bu mesafe gittik¢e
daralarak sonunda kaybolur. Araknoid ve pia materin ayn1 germ tabakasindan yani
beyni saran tek tabakali mezenkimden gelistigi i¢in genellikle ‘pia-araknoid’ olarak
adlandirilir. Bu iki tabakanimn ortak kokeninin kanit1 yetiskin meninkslerinde pia materle
araknoid arasinda goriilen ¢ok sayida bag dokusu kordonlaridir (Carneiro, 2006;

Gartner, 2006).
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2.5. KAN BEYIN BARIYERI (KBB)

MSS insan viicudundaki en hassas sistemdir. Noronal fonksiyon igin gerekli olan iyon
konsantrasyonunun saglanmasi ve sinir sisteminin metabolik taleplerinin karsilanmasi
onemlidir. Diyetimizde tiikettigimiz maddelerin ¢ogu kolayca metabolize olmasina ve
periferik organ sistemlerine zarar vermeden atilmasina ragmen oldukg¢a norotoksiktir.
Bu nedenle MSS ve dolasim sistemi arasindaki bir ara yiiziin; iyon dengesinin dinamik
bir diizenleyicisi, besin maddelerinin tasmmasmin kolaylastiricis1  ve zararh
molekiillerin taginmasint engelleyici olarak islev gormesi esasti. KBB olarak
adlandirilan, serebral mikrosirkiilasyonun homeostatik diizenleyicisi olan bu bariyer

tiim bu iglevleri yerine getirir (Rolfe ve Brown, 1997).
2.5.1. KBB’nin Tarihgesi

KBB varligimin ilk deneysel kaniti 1885 yilinda Paul Ehrlich tarafindan ileri
stiriilmiistiir. Ehrlich dolagim sistemine enjekte edilen suda ¢6ziiniir boyalarin beyin ve
omurilik digindaki tim organlar1 boyadigini belirtmistir (Ehrlich, 1885). Bu g6zlemini
uyguladigi boyanin sinir dokusuna karsi olan affinite dustikligi ile bagdastirmistir
(Ehrlich, 1904). Ehrlich’in 6grencisi Edwin Goldmann'm sonraki ¢alismalar1 bu
durumun aslinda daha farkli oldugunu gostermistir. Tripan mavisinin dogrudan BOS’ na
enjeksiyonu ile beyindeki tiim hiicre tiplerini boyadigini fakat ¢evreye niifuz etmedigini
ifade etmistir (Goldmann, 1913). Bu baglamda MSS ve dolasim sistemi arasinda bir
bariyer oldugu ileri siiriilmiistiir. Lewandowsky, potasyum ferrosiyanatin beyne smirl
bir sekilde niifuz etmesini incelerken KBB terimini kullanan ilk kisiydi (Lewandowsky,
1909). 1940’larda Bromann KBB’ni beyindeki Kkapiller endotel hiicrelerinin
olusturdugunu agiklamistir. Nitekim bircok calisma kandan beyin parankimasindaki
hiicreler arasi1 siviya maddelerin serbest hareketini smirlayan KBB’ni olusturan ana
yapmin beyin endotel hiicreleri arasindaki siki baglantilar oldugunu dogrulamstir.
1981°de Stewart ve Wiley tarafindan yapilan c¢alismalarda, periferik organlarin
mikrodamar baglantilariyla karsilastirildiginda KBB’ndeki endotel hiicrelerinin
morfolojik ve fizyolojik agidan farkl oldugu gosterilmistir (The university of Arizona
Health Sciences center web site Available at: http:// users.ahsc. Arizona. edu.). KBB ile
ilgili yapilan bu Oncli arastirmalar neticesinde koroid pleksus aracilifiyla beyin
dokusuna madde tasmimi i¢in gerekli olan aracin BOS oldugu hipotez olarak ileri

stiriilmiistiir (Pardridge, 2006; Fricker ve ark., 2014).
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2.5.2. KBB’nin Gelisimi

Beynin damarlanmasi esasen erken embriyonik donemde olusur. Gebeligin yaklasik 8.
haftasinda telensefalonda wvaskiilarizasyon baslar (Langman, 2005). Bu donemde
beyindeki endotel hiicreleri viicudun diger kisimlarinda yer alan endotel hiicreleri gibi
fenestrasyonlara sahiptir. Endotel doku ile ndral doku arasinda gergeklesen temasdan
kisa siire sonra fenestrasyonlar ciddi bir oranda azalir (Moore, 1998; Moore, 2018). Bu
durum endoteldeki KBB 6zelliklerinin genetik olarak kodlanmadigint ancak noral doku
kaynakli bir sinyal ile baslatildigini distindiirmektedir. KBB’ni meydana getiren
parankimal sinyallerin ise perivaskiiler astrogliyalardan kaynaklandigi tahmin
edilmektedir (Taner, 2007). Insanlar {izerinde yapilan son calismalar gebeligin erken
donemlerinde ¢ok sayida fonksiyonel bariyer mekanizmasinin bulundugunu géstermistir
(Snell, 2001; Dere, 2000). Bu mekanizmalar beyin damarlanmasi dahilinde sik1
baglantilar1 ve belirli transport sistemlerini icermektedir. KBB’nin gelisimi ¢ok asamali
bir siiregtir (Gokmen, 2003). Ilk vaskiilarizasyonu siki baglant1 proteinleri ve besin
transport sistemleri yonlendirir. 12. haftada KBB’nde olusan primer damarlarda siki
baglanti proteinlerinden okludin ve klaudin-5 ifadesi belirir (Langman, 2005). Ardindan
hem astrositlerin hemde perisitlerin noérovaskiiler birim ile olan temasi KBB’nin
olgunlagsmasini saglar. Astrositler KBB’nin formasyonunda temel rol oynamakla
beraber bariyer fenotipinin gelisimine katkilar1i tam anlamiyla ag¢iklanmamistir
(G6kmen, 2003). Dogum sonrasinda siki baglanti proteinlerinin devamliliginda
destekleyici bir rol tistlenmektedir. Bariyerin gelisimi i¢in kritik bir baska hiicre tipi
perisitlerdir (Yildirim, 2016). Perisitler bariyerin gelisimi esnasinda beyindeki damarlar1
kusatmas1 bariyerin gegirgenligini azaltmasi ile iliskilendirilir. Bu durum yeni
gelismekte olan beyni korumaya yonelik bir harekettir (Carnerro, 2006). Gelisimin 18.
haftasinda yetiskin bir beyinde yer alan biitiin sik1 baglant1 proteinlerini andiran tiim
olusumlar ortaya c¢ikar (Langman, 2005). Gebelik esnasinda ve sonrasinda bu siki
baglant1 proteinlerinin biitiinliigli ve diizenlenmesi yavas yavas daha kompleks bir hal

alir (Ross, 2014; Gartner, 2006).
2.5.3. KBB’nin Anatomi ve Fizyolojisi

KBB, beyni kanda dolasan zararli maddelerden ve toksinlerden korurken, beyindeki
hiicrelerin fonksiyonlar1 i¢in gerekli besinlerin gegisine izin veren ozellesmis karmasik

bir sistemdir. Periferik kapillerlerin aksine, KBB beyne ¢ogu maddenin girisini fiziksel
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ve metabolik ac¢idan siki bir sekilde kontrol eder. Ne yazik ki bu kontrol terapatik
ajanlarin da beyin dokusuna gegisini biiyiik 6l¢iide engeller. Ayn1 zamanda KBB’nin
hasar gormesinin MSS patolojilerinde anahtar rol oynadig1 da bir gergektir. Bu nedenle
KBB’nin morfolojik ve fonksiyonel olarak saglam kalmasi ¢ok 6nemlidir (Bernacki ve
ark., 2008). Bariyer sadece, su ve kiicik lipofilik maddelerin konsantrasyon
gradiyentleri Olglisiince serbest gegisine izin verirken, 400-700 kDa’dan daha biiyiik
molekiillerin ve hidrofilik maddelerin beyine gecisini engeller. Bu alanda gergeklesen
madde transportunda maddenin lipitte ¢oziiniirliigii, difiizyon yetenegi, molekiil agirligi
ve elektrik yiikii 6nemlidir. Bu kontrollii gecis MSS homeostazisinin korunmasinda en
etkili unsurdur. KBB anatomisi ancak histolojik diizeyde izah edilebilir. Histolojik

olarak KBB’ni olusturan elemanlar sunlardir:
1. Kapiller damarlarin endotel hiicreleri

2. Bazal membran

3. Perisitler

4. Astrositler (astrosit ayakg¢iklar1) (Germano ve Tomasello, 2001).

Astrosit Siki Baglant

ayakgigi

Perisit Siki Baglant

Bazal Lamina

BL2
Mikroglia Astrosit

Sekil 2.4. KBB Elemanlarmnin Iliskileri (Hawkins ve Davis, 2005) .

2.5.3.1. Endotel Hiicreleri

Beyin mikrodamarlarindaki endotel hiicreleri, diger dokulardaki endotel hiicreleriyle

karsilastirildiginda, molekiillerin  ve iyonlarin hareketlerini siki  bir sekilde
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diizenlenmesine izin veren Onemli Ozelliklere sahiptir. Bu oOzellikler Tablo 1.1°de

gosterilmistir.

Tablo 1.1. Beyin Mikrovaskiiler Endotel Hiicrelerinin Genel Ozellikleri (Yorulmaz ve
ark., 2010).

e Yiiksek elektriksel dirence sahip siki baglantilar igermesi (1000-2000 ohm
cn?)

e Devamlilik gosteren bazal membran

e Az sayida pinositik vezikiil bulundurmasi

e (Cok sayida mitokondriyona sahip olmasi

e Swvi faz endositozunun yavas olmasi

e Astrositlerle yaki iligki

e Vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1 ve intraselliiler adezyon molekiilii-1
gibi adezyon molekiillerinin diisiik seviyede bulunmasi

e Diisiik diizeylerde major histokompabilite kompleks antijenlerini
gostermesi

e Aktive olmus T hiicreleri gibi sadece birka¢ mononiiklear hiicrenin
gecisine izin vermesi

2.5.3.2.Bazal membran

Endotel hiicrelerinin altinda kesintisiz bir bazal membran bulunur. Aslinda damarin bu
tabakasi iki ayr1 bazal membran ile kusatilmistir. icte bulunan1 vaskiiler bazal membran,
dista bulunani ise parankimal bazal membrandir. Bu bazal membranlarin igerikleri
birbirinden farklidir. Vaskiiler bazal membran endotel hiicreleri ve perisitler tarafindan
yapilan bir ekstraselliiler matrikstir. Buna karsilik parankimal bazal membran 6ncelikli
olarak eriskin damar sistemine dogru uzanan astrositik uzantilar tarafindan olusturulur.
Bazal membranlar1 perisit ve astrositler tarafindan iretilen tip IV kollajen, laminin,
nidojen, heparin siilfat, proteoglikanlar ve glikoproteinler gibi farkli molekiiller
meydana getirmektedir (Wu ve ark., 2009; Reinhold ve Rittner, 2017).

2.5.3.3.Astrositler ve Perisitler

Endotel hiicrelerinin abluminal kisminda yerlesen perisitler endotel bazal laminasi ile
sarilmiglardir. Genellikle 5-6 adet endotel hiicresine bir perisit eslik eder. Endotel
hiicrelerin tamamin1 ortecek sekilde kapiller yapiyr kusatarak KBB’nin biitlinliigliniin
korunmasinda gorev alirlar (Peppiatt ve ark., 2006; Nakagawa ve ark., 2007; Armulik

ve ark., 2010). Endotel ile yakin iliskiye girerek beynin savunulmasinda KBB’nin ikinci
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bir hattt gibi gorev yaparlar. Buna ilaveten siklikla astrositlerle temas halinde
bulunurlar. Aktin icerikleri ile kasilabilmeleri sayesinde ozellikle pia materin
arteriollerinde kan akiminin diizenlenmesinde de gorev alirlar. Sekil 2.5°de perisitlerin
gorevlerinden bazilar1 belirtilmistir. Tim viicutta perisitlerin endotel hiicrelerinin
hayatta kalmasini, ¢ogalmasini, go¢iinii, faklilagmasini ve ayrica damarsal dallanmay1

diizenledigi 6ne siiriilmiistiir (Hellstrom ve ark., 2001).
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Sekil 2.5. Perisitlerin KBB’nin endotel hiicreleri ile iliskisi goriilmektedir (Winkler ve
ark., 2011)

Astrositler, MSS’de bulunan, néronlara yapisal ve metabolik destek saglayan en biiyiik
norogliya hiicreleridir (Ross, 2014; Gartner, 2006). Noronlar arasi mesafenin biiyiik
boliimiinii doldururlar. Cok miktarda dallanan, uzantilar1 olan y1ldiz seklinde hiicrelerdir
(Esrefoglu, 2016). Beyaz madde de daha bol bulunan fibr6z astrositler ve gri madde de
daha bol bulunan protoplazmik astrositler olarak iki farkli tipi vardir. Baz1 arastirmacilar
bu iki tipte astrositin de farkli yerlerde ayn1 gorevi istlendiklerini 6ne siirmektedir.
Yaklasik ¢aplart 8 um kadardir. Periniikleer sitoplazmalar1 soluk boyanan, organelden
zengin olan hiicrelerdir. Sitoplazmik uzantilar1 ile kan damarlarma, noronlara ve
MSS’nin yiizeylerine uzanirlar. Protoplazmik astrositler, yildizs1 sekle sahip, bol
sitoplazmaly, iri niikleuslu ve dallanmis kisa uzantilar1 olan hiicrelerdir. Uzantilarmin
hafif bir genigleme gosteren ug¢ kisimlar1 ‘perivaskiiler ayakg¢ik’ (son ayaklar) ya da
‘pedisel’ olarak adlandirilir. Beyin kapilleri ve pia materin i¢ yiizii tamamen astrositin

pediselleri ile sarilarak gliya limitansi sekillendirir (Ross, 2014). Bu uzantilardan
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bazilari néron gdvdesi lizerinde sonlanirken bazilar1i da kan damarlar1 iizerinde
sonlanarak KBB’nin yapisina katilir (Ross, 2014). KBB’ne olan katkilari, bu baglantiy1
yapan kapillerlerin sik1 baglantilarin1 desteklemeleri ile gerceklesir. Fibroz astrositlerin
sitoplazmik uzantilar1 ince ve uzundur. Sitoplazmalarinda organel azdir, birkag serbest
ribozom, glikojen ve bol mikrofilament bulunur. Fibroz astrositler de protoplazmik
astrositler gibi pia mater ve kan damarlarina yakin yerlesir. Astrositlerin en dikkat ¢eken
ozelligi ¢cok miktarda Gliyal fibriler asidik protein (GFAP) icermesidir. GFAP,
astrositin tanimlanmasinda kullanilan 6nemli bir belirtectir (Ross, 2014). Astrositler
MSS’nin bir¢ok islevinde gorev alir. Sinir sisteminin hasar gormesi durumunda bir
araya gelip, cogalarak yara iyilesmesine katkida bulunurlar. Noronlarin ve ranvier
bogumlarmin mikrocevresindeki K* glutamat y- aminobiitirik asit (GABA) gibi
metabolit artiklar1, iyonlar1 ve nérotansimiter maddeleri toplayarak néronlara yapisal ve
metabolik destek saglarlar. Beyin dokusunda hiicreler arasi alanin pH (Power of

Hydrogen) kontroliinii gergeklestirirler (Carneiro, 2006).
2.5.4. KBB’nin Siki Baglant1 Yapilan

KBB’nin endotel hiicreleri adherens ve sik1 baglant1 yapilar1 olarak bilinen 6zellesmis
yapilar i¢erir. Adherens tipi baglantilar hiicreler arasi tutunmayi saglarlar, hiicrelerin
korunmasinda ve olgunlagsmasinda 6nemlidirler. Tight junction (TJ) tipi sik1 baglanti
yapilar1 ise iyon ve ¢oziinmiis madde gegisini diizenleyerek paraselliiler gegisi kontrol
ederler. TJ komplekslerinde madde gegisini diizenleyen ¢esitli proteinler mevcuttur. Her
iki baglant1 tipi de endotel hiicrelerinin fonksiyonlarmna katki saglar (Cornford ve
Hyman, 2005; Bendayan ve ark., 2002).

2.5.4.1.0kludin

Bir TJ membran proteini olan okludin yaklasik 60-65 kda molekiil agirhgmdadir. Siki
baglantiy1 ve permeabiliteyi saglayan bariyerin ana proteinidir. TJ yapist i¢indeki
molekiiller arasinda kesfedilmis ilk integral proteindir. Hiicre zarin1 kapsayan dort tane
transmembran domaini ve 2 tane ekstraselliiler luplart bulunur. Okludin’in sitoplazmik
bir alan1 direkt olarak zonula okludens (ZO) proteini ile iligkilidir. Beyin endotelinde
stirekli ve yiiksek oranda ifade edilirken ndronal olmayan alanlarda daha seyrek dagilim

gosterir (Lippoldt ve ark., 2000; Hirase ve ark., 1997; Hawkins ve ark., 2004).
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2.5.4.2. Skaffold Proteinleri

Skaffold proteinleri, okludin ile etkilesim halindeki membran baglantili guanilat kinaz
benzeri protein (MAGUK) ailesine ait olan zonula okludensler (ZO-1, ZO-2, ZO-3)
olup baglant1 bolgelerine 6zel proteinlerdir (Haskins ve ark., 1998). Bu ailenin ilk
tanimlanan proteini olan zonula okludens-1 (ZO-1); 220 kda molekiil agirligindadir. F-
aktin ile iligkili olup endotel bariyerinin olusumu ve aktin-miyozin organizasyonu i¢in
onemlidir (Tornavaca ve ark., 2015). Endotelyal ve epitelyal hiicrelerde ayrica TJ
icermeyen bir¢ok hiicre ¢esidinde de yiiksek oranlarda ifade edilir (Howarth ve ark.,
1992). ZO-1, TJ 'nin transmembran proteinlerini aktin hiicre iskeletine baglar (Fanning
ve ark., 1998).
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Sekil 2.6. KBB bolgesinde endotel hiicrelerinin temas bolgelerindeki TJ yapilarmnin
goriintimii (Abbott ve ark., 2010).

2.5.5. KBB Fonksiyonlar
2.5.5.1. Iyon Diizenlenmesi

KBB ndronal fonksiyonlarmi yiirlitebilmek i¢in ¢evresel stabiliteyi saglar. Bunun
yanisira mevcut iyon kanallar1 ve transport proteinleri yardimiyla sinaptik sinyal
fonksiyonlariin optimal diizeyde saglanacagi sekilde iyonik gecisleri diizenler. Boylece

memeli plazmasinda 4,5 mM olan K ’un konsantrasyonu, BOS ve beyin intersitisyel
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stvisinda 2,5-2,9 mM civarlarinda sabitlenir. Plazmadaki K iyon konsantrasyonu,
egzersiz ya da beslenmenin ardindan veya patoloji kaynakli durumlarda degisebilir.
Beyin kan damarlarinin endotel hiicrelerinde bulunan iyon tasiyicilari sivi salmiminda
ve MSS iyon homeostazisinde gorev almaktadir. Beyin ekstraselliiler sivismin iyonik
bileseni MSS islevi i¢in hayati 6nem tasimaktadir. K* konsantrasyonu diizenlenmesinin
yanisira, Ca'?, Mg*? konsantrasyonlar1 ve pH, KBB tarafindan bu amacla
diizenlenmektedir (Somjen, 2004; Nischwitz ve ark., 2008; Jeong ve ark., 2006; Hladky
ve Barrand, 2016).

2.5.5.2. Norotransmitter Diizenlenmesi

Besin almiminin ardindan belirgin bir sekilde degisiklik gosteren bir ndroeksitator
norotransmitter olan glutamat kan plazmasinda yiiksek miktarda bulunur. Hipoksik
noronlardan kontrolsiiz bir sekilde beyin interstisyel sivisina birakilan glutamat, ndral
dokuda kalici ndrotoksik ve ndroeksitatdr zarara sebep olabilir. MSS ve PSS ayni
norotransmitterleri  kullanir. KBB’nin bir baska gorevi de iki sistemin
norotransmitterlerini ayri1 tutmak ve ¢apraz gecisi engellemektir (Bernacki ve ark., 2008;
Abbott ve ark., 2010).

2.5.5.3. Makromolekiiller

KBB bir¢ok molekiiliin beyine ulasmasini engeller. BOS’ndaki protein igerigi plazma
ile kiyaslandiginda oldukca diisiik olup, proteinlerin yapisi da birbirinden farklidir.
Albumin, protrombin ve plazminojen gibi plazma proteinleri, apoptozise yol agabilen
hiicresel aktivasyonu baglattiklar1 i¢in sinir dokusuna zarar verirler. KBB birgok
molekiiliin beyine ulasmasimi engeller. MSS genelinde trombin reseptorii PARI ve
protrombini trombine doniistiiren Faktor Xa yaygindir. Ayrica plazminojeni plazmine
ceviren doku plazminojen aktivatorii de bulunur. Trombin ve plazminin beyin
intersitisiyel sivisinda bulunmasi epilepsi ndbetleriyle sonuglanabilecek bir kaskadi
tetikleyebilir. Bu kaskad gliyal hiicre aktivasyonuna, gliyal hiicre boliinmesine, skar
dokusu olusumuna ve hiicre Oliimiine kadar ilerleyebilir. Yiiksek molekiil agirlikli
plazma proteinlerinin beyine sizmasi bdyle agir patolojik sorunlara neden olur. Bolgesel
olarak MSS’de sentez edilen cystatin-c BOS’n da plazmaya oranla yaklasik 4 kat daha
fazla konsantrasyonda bulunur. Cystatin bir serin proteaz inhibitoriidiir. BOS’n da
plazmaya gore fazla olmasi ile KBB’de olas1 mikro sizintilar1 engelleyen ayrica bir

koruma mekanizmasi olusturdugu diisiiniiliir. (Abbott ve ark., 2010).
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2.5.5.4. Norotoksinler

KBB norotoksik maddelere karsi beyni koruyan bir bariyerdir. Bu norotoksik maddeler
endojen metabolitler, proteinler, diyetle alinan ksenobiyotikler ya da ¢evresel kaynakli
faktorlerdir. ATP-baglayan kaset tasiyicilar isimli enerji bagimli efliiks tasiyicilari, bu
norotoksik maddelerin ¢gogunu beynin disina pompalar (Ek ve ark., 2010). Saglikli bir
insanin beyninde dogum itibariyle baglayan ve yasam boyunca devam eden, siirekli
olarak sabit oranda noronal hiicre Olimleri gozlenir (Lim ve ark., 2007). Beyinde
norotoksinlerin artmasi neticesinde hiicre Gliimlerindeki artig, beyin fonksiyonlarmin
erkenden bozulmasmma sebep olur. Norotoksik bir madde ile karsilagildiginda,
inflamatuar sitokinlerin salinmasi ile oksidatif stresi artar ve sonugta KBB gecirgen bir
hale gelir (Silverstein ve ark., 2012; Abbott ve ark., 2010).

2.5.5.5.Beynin Beslenmesi

Beynin enerji sagladigi ana kaynak glukozdur. Saglikli bir beynin glukoz tiiketimi,
dakikada 100 gr beyin dokusunda 23 mM’dir. Arteriyel kan glukozunun %15’ serebral
dokuya hareket eder (Paulson, 2002). Beyin temelde ihtiya¢ duydugu besin maddelerini
depolama yetenegine sahip degildir. Besin maddelerini gereken oranda temin etmek
amaciyla, 6zellikle de gelisim siirecinde birgok spesifik tasiyici sistemi kapiller sistem
iizerinde olusturmustur. Gereksinim duydugu besin maddelerine hizlica ulasmasi igin
kapiller damarlar yardimcidir. Kapiller damarlarin endotel membranlarinin iizerinde bol
miktarda spesifik tasiyici bulunur. Bu tasiyicilar 6zellikle embriyonel gelisim siirecinde
endotel membraninda kendilerine ait 6zgiin bolgelerde konumlanir. Noronlarm beyin
ihtiyacinin ~ karsilanmasinda endotel hiicrelerinin  ardindan astrositler ayaks1
sonlanmalar1 ile Onemli Olgiide is gorir (Abbott, 2005). Bu ileti sistemi, TJ
proteinlerinin yapiminin artisi ile ayrica membranin luminal ve abluminal kisimlarinda
0zel transport proteinlerinin olusumuyla daha da gelistirilmistir. Biitiin bunlarin yanisira
beyin parankimindeki hiicrelerin beslenmesi igin perisit, mikrogliya ve sinir terminalleri
de beyin kapiller damar endotel hiicreleriyle sikica baglantiya gecerek madde
tasinmasinda onemli rol oynarlar. Ozetle, KBB hem beyin parankimi i¢in sabit bir
mikrogevre saglarken hem de beyni kimyasal zararli etkilerden ve dolayisi ile
hasarlardan korumaktadir (Abbott ve ark., 2010).
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2.5.6. KBB’nde Madde Tasinimi

Bazi maddelerin KBB’nden beyne girisleri primer ve sekonder olmak iizere birgok
faktorle iliskilidir. KBB ile ilgili primer faktorler; maddenin molekiil agirlhigs,
molekiiliin konformasyonal degisim kabiliyeti, hiicrenin enzimatik sabitligi, hiicresel
sekresyon, akima karsi olan baglanma giicii, hidrojen baglayici potansiyeller,
tagtyicilara karsi baglanma giici ve mevcut patolojik durumlarin etkisi olarak
sayilabilmektedir. Sekonder ya da periferik faktorler; sistemik enzimatik sabitlik,
plazma protein baglayicilariin afinitesi, serebral kan akimi ve yine mevcut patolojik
durumlarin etkisi olarak siralanir. Madde tasima sistemleri genellikle KBB'nin luminal
yliziinde bulunur. Beyinden kana dogru gecise izin veren sistemler ise KBB'nin
abluminal yiiziinde yar alir. KBB’nden madde gecisi, basit diflizyon, kolaylastirilmis
difiizyon, aktif transport veya vezikiiler transport seklinde gerceklesebilir. Bu geciste
maddenin lipitte ¢oziiniirligii, diflizyon yetenegi, molekiil agirhigi ve elektrik yiikii
oldukca oOnemlidir (Huber ve ark., 2001). Bariyerde bulunan endotel hiicreleri
arasindaki TJ'lerin varligindan dolay1 beynin ihtiyaci olan bir¢ok madde transendotelyal

(transseliiler) yolu kullanmak zorunda kalir. Sadece 400 Da’dan daha diistik capa sahip

lipofilik molekiiller basit diflizyon ile bariyeri asabilirler (Pardridge, 2002; Boado ve
Pardridge, 2011).
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Sekil 2.7. KBB’nden gegerek beyne maddelerin tagmim yollar1 gosterilmistir. A) Suda
¢coziinlir ajanlarin kullanildig1 paraseliller akéz yolak B) Lipofilik molekiillerin
tasiimimin gerceklestigi transseliiler yolak ile C) Glikoz ve amino asitler tarafindan
tercih edilen zar proteinleri aracihigiyla tasmim D) Makromolekiillerin (Ornegin:
insulin, transferrin) reseptor aracili taginim1 E) Pozitif yiiklenmis plazmatik proteinlerin
adsorptive tagmimu.
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2.6. ENDOTOKSEMIi

Endotoksemi, kanda endotoksinlerin bulunmasidir (Smith, 1996). Gram negatif
bakterilerin hiicre duvarindaki lipopolisakkarit (LPS) tabakasinda bulanan endotoksin,
dokulara girince akut bir inflamasyonu baslatir (Lohuis ve ark., 1988). Inflamasyon,
inflamatuvar bir uyarana cevap niteliginde ortaya ¢ikan dinamik olaylar zinciridir. Gram
negatif bakteri hiicre duvari igte peptidoglikanlardan, dista LPS, proteinlerden ve
fosfolipitlerden olugsur. LPS tabakada bulunan endotoksin molekiilii, hiicre
membraninda kaldig: siirece inaktiftir. Mikroorganizma konakta biiylirken ve yikilirken
aciga ¢ikan bu molekiil sepsisi baslatir (Fisgm, 2004). Bu durumda LPS igeren dis
tabakada toksisitenin ana sorumlusudur (Parrillo, 1993; Dunn, 1994). Endotoksinin,
septisemide bakteriler araciligiyla olusturulan enfeksiyonun morbidite ve mortalitesi
tizerinde bir¢ok 6nemli roli oldugu bildirilmektedir (Hardaway, 2000). Polisakkarit O
antijeni, Core antijeni ve Lipid A olmak iizere ii¢c boliime ayrilir. Bir polisakkarid yan
zincir olan O antijeni, core polisakkaridi ile bir fosfolipid olan lipid A’ya baglanir. O
antijeni gram negatif bakteri suglarina gore degiskenlik gosterir ve belirgin serotipik
farklilagsmay1 saglar. Lipid A bolgesi toksisitenin asil sorumlusu olarak kabul edilir. LPS
kolaylikla sistemik dolasima gecer ve bazi hiicreleri uyararak sepsis kaskadini tetikleyen
sitokinleri salar. Monositler, makrofajlar, nétrofiller ve endotel hiicreleri enfeksiyona
kars1 verilen yanitta 6nemli rol oynayan hiicrelerdir. Bu hiicrelerin yilizeyinde LPS igin
reseptorler yer alir. Yiizey farklilasma antijenlerinden (Cluster of differentiation) CD14
basta olmak tlizere CD11, CD18 ve Toll benzeri reseptorler (TLR) biitiin bakteriyi ya da
LPS gibi bakteriyel {irlinleri taniyan 6zel reseptorlerdir (Annane ve ark., 2005). Biiyiik
oranda karacigerde sentezlenen LPS baglayict protein (LBP) 60 kDa molekiil
agirhigindadir. CD14 ise 55 kDa molekiil agirhginda glikozilfosfoinozitol bagh bir
reseptordiir. LBP ilk olarak LPS’in lipid A bolimii ile eslesir. Olusan LPS-LBP
kompleksi sonrasinda CD14 reseptoriine tutunur. Baslangigta bir akut faz cevabi
proteini olarak tanimlanan LBP’in sonrasinda serumda da bulundugu belirlenmistir. Bu
proteinin LPS-CD14 birlesmesini aktive ettigi gosterilmistir (HE, 1998). Bu birlesme ile
hiicre i¢inde bir sinyal ortaya ¢ikar, niikleustaki NF-xB aktive olur. Bu aktivasyon
proinflamatuvar sitokinlerin ifadesini artirr. LPS, CDI14 molekiilleri sayesinde
inflamasyonda gorevli hiicrelere tutunur. Bu sekilde ¢esitli sitokinleri ve kemokinleri
tiretime gecirir. Septik sok ile olusan lezyonlarin sebebi LPS’nin uyarimi sonucu

makrofajlardan salgilanan ti¢ tip inflamatuar mediatordiir. Bunlar, inflamatuar sitokinler
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(IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a), reaktif oksijen ve nitrojen metabolitleri ve arasidonik asit
metabolitleridir (prostaglandinler, leukotrienler) (Diker, 2005). Bu ara firiinler
dolasimda hemodinamik dengesizlige, apoptozise, nekroza ve sonugta organ
fonksiyonlarinda bozulmaya yol agar (Yegenaga, 2006). Bakteri kaynakli LPS
gastrointestinal kanalda viicutta herhangi bir zarara sebep olmadan bulunabilirler, fakat
dolasim sistemine kiigiik bir miktarinin dahil olmasi ciddi klinik cevaplar1 baglatir. Bu
cevaplar gastrointestinal motilitede azalma, notropeni, lenfopeni gibi 16kosit
anormallikleri ve trombositopeni, vaskuler permeabilite artigi, kardiopulmoner
fonksiyonda belirgin degisiklikler, kalp ve bobrek yetmezligine yol acan organ kan
akimmda ve metabolizmada azalma ile bunlara bagli olarak &liim ile sonuglanir

(Constable, 2007).
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Sekil 2.8. Gram negatif bakterinin hiicre duvarinda LPS’in konumu gosterilmistir.
(Copyright © 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings)

2.6.1.Sepsis

Sepsis kelimesi Yunanca ¢iirlime ve ayrisma anlamina gelen "onyn" (sepo) kokiinden
tiremektedir. Hipokrat milattan once 5. ylizyillda yasamis, bu kelimeyi Corpus
Hippocraticum adli kitabinda “hastalik yapan tehlikeli et ciirlimesi” seklinde ifade
etmistir (Funk ve ark., 2009). Ayrica Hipokrat sepsis ile ilgili “akut bir hastalikta
ekstremitelerin sogumasi kot bir belirtidir” seklinde bir ¢ikarimda bulunmustur
(Davies ve Hagen, 1997). Milattan once 4. yiizyilda Aristo, sepsisin kaynagmin
batakliklarda yasayan gozle goriilmeyen canlilar oldugunu diisiinmiistiir (Baron ve ark.,
2006). 1020°li yillarda Ibn-i Sina yazdig1 ‘El Kanun fi’t Tib> adli kitabinda, bulasict
hastaliklarin goézle goriilmeyen canlilar tarafindan meydana getirildigini sdylemistir

(Syed, 2002). Hipokratin sepsis tanimlamasindan yaklasik 24 asir sonra giiniimiizde
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hala sepsis terminolojisindeki karmasa devam etmektedir. 1991 yilinda Society of
Critical Care Medicine ve American Collage of Chest Physicians’in konsensus
toplantisinda sepsise yonelik evrensel bir tanimlama gelistirilmistir. Konsensuse gore
sepsis, ‘enfeksiyona verilen sistemik inflamatuvar cevap’tir. Ayrica anlam karmasasini
gidermek i¢in enfeksiyon, bakteriyemi, sistemik inflamatuvar yanit sendromu (SIRS),
septik sok ve multiple organ yetmezligi sendromu (MODS) ile iligkili tanimlamalar da
bu konsensusda aydinlatilmistir (Bone ve ark., 1992).

Enfeksiyon: Pirojenik mikroorganizmalarin steril viicut bosluklari, dokular veya viicut

stvilarinda bulunmastyla gergeklesen patolojik bir gelismedir (Bone ve ark., 1992).
Bakteriyemi: Kanda canli bakterilerin varhigidir (Bone ve ark., 1992).

Sistemik inflamatuvar cevap sendromu (SIRS): Canlida farkli klinik etkilerle ortaya
cikabilen genel inflamatuvar cevabi ifade eden bu sendrom gogunlukla “endotel
disfonksiyonu™ ile beraberlik gosterir. SIRS teshisinin konulmasi i¢in, dort kriterden iki
veya daha fazlasmin olmas1 gereklidir. Bu kriterler; viicut 1s1s1 >38 C ya da <36 C, kalp
hizi >90 atim/dk, solunum sayis1 >20/dk ya da PaCO2<32 mm Hg, Ilokosit
say1st>12.000/mm3, <4000/mm3 ya da kanda>%10 immatur l6kosit varligidir (Bone ve
ark., 1992; M, 1996). Gram negatif bakterilerin olusturdugu SIRS, daha sik goriilmesi,
yiiksek Oliim orani (%30-%90) ve kolay deneysel metodlar kurulabilmesi agisindan
gram pozitiflere gore ¢ok daha fazla arastirilmaktadir (Iskit ve Guc, 2001; Baykal ve
ark., 2000).

Septik sok: Tiim miidahalelere ragmen devam eden, diizelmeyen hipotansiyon ve organ

yetmezliklerinin yaninda kardiyovaskiiler sistem bozukluklarinin da mevcut oldugu

durumu ifade eder (Iskit ve Guc, 2001; Baykal ve ark., 2000).

Multiple organ yetmezligi sendromu (MODS): Tedaviye ragmen homeostazin

saglanamadigi, birden fazla organ veya sistemin islevindeki yetersizlikle karakterize

olan sendromdur (M, 1996; Bone ve ark., 1992).

Sepsis ile organizmanmn verdigi anormal cevap, yaygin inflamasyon, organ islev
bozuklugu ve organ yetersizlikleri ile sonuglanir. Bu siiregten hiicre hipoksisi ve
apoptozu sorumludur (Altinz ve ark., 2001). En biiyiilk organ hasar1 akcigerler,
karaciger, bobrekler, kalp ve gastrointestinal sistemde meydana gelir (Wheeler ve

Bernard, 1999). Sepsisin sinir sistemi {lizerindeki en biiyiik etkisi enfeksiyona karsi
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gelistirilen noéroimmiinolojik yanitin sinir sistemi bariyerlerinden biri olan KBB’nin
fonksiyonlarini bozmasidir. KBB hasar1 ¢esitli norolojik hastaliklarin patogenezinde
etkindir (Allison ve Ditor, 2014; Nguyen ve ark., 2002). Sinir sistemindeki inflamasyon
kaskad1 neticesinde endotelin fonksiyonel kaybmin yanisira aksonal hasar olusumu da
dikkat ¢eker (Hendriks ve ark., 2005). Ayrica noron dejenerasyonu, vaskiiler 6dem ve
hemoraji sepsis yoluyla beyinde olusan doku hasarinin gostergeleridir (Sener ve ark.,

2005).
2.6.2. Sepsis Modeli Olarak LPS

Viicuttaki dogal bagisiklikta algilanip taninan bakteri iriinlerine, patojen-bagiml
molekiiler yapilar (pathogen-associated moleculer patterns; PAMPS) ismi verilir. Gram
negatif bakterilerin dis membran yapisinda yer alan LPS, gram pozitif bakterilerin dis
membraninda bulunan lipoteikoik asit, mayalarin hiicre duvarlarinda yer alan mannan
ve hem gram pozitif hem de negatif bakterilerde bulunan, ancak gram pozitif
bakterilerde daha kalin seyreden peptidoglikan yapisi PAMPs’lar kapsamindaki
molekiillerdir (Arslantas ve ark., 2013). Bunlardan en 6nemlisi LPS’dir. Gram negatif
bakterilerin hiicre duvarindan elde edilen LPS, deneysel hayvan septik sok modellerinde
kullanilan, glikolipid yapida olan maddeler grubudur. Genel itibariyle liyofilize toz
halinde ticari olarak temin edilir. Liyofilizasyon islemi fenol ekstraksiyonu,
triklorasetikasit ekstraksiyonu, fenol-kloroform-eter ekstraksiyonu ve jel filtrasyonu
gibi c¢esitli kimyevi islemler uygulanarak iretici firma tarafindan yapilir. LPS’ler
Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa gibi birgok gram negatif bakteriden elde edilebilir. Fakat deneysel septik
sok calismalarinda daha ¢ok E. coli’den elde edilen LPS molekiilleri kullanilir. O26:B6,
055:B5, 0111:B4 gibi ¢esitli serotiplere sahip farkli E.coli suslarindan elde edilen LPS
tiirleri mevcuttur (Iskit, 2005). Deneysel arastirmalarda pek ¢ok arastirmaci tarafindan
tavsan, sican, fare, kopek, keci, at, sigir gibi hayvanlar deneysel endotoksemi
olusturmak i¢in kullanilmaktadir (Gerros ve ark., 1995). LPS’lere bagli olarak
gelistirilen septik sok tablosunu, metabolik, immiinolojik, fizyolojik, toksikolojik ve
farmakolojik agidan degerlendiren birgok c¢alisma mevcuttur. Literatiirlere gore
uygulanacak doz 1 mg/kg ile 80-100 mg/kg arasinda degisen genis bir araliga sahiptir.
Sagkalim ¢aligmalarinda dozlar genelde yiiksektir. Dozlar1 belirleyen bir diger dnemli

faktor de LPS’nin hangi suslardan elde edildigidir (Iskit ve Guc, 2003; Iskit ve Guc,
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2001). Deneysel septik sok modellerinde, toz halinde olan ve suda ¢ozdiirilen LPS
intravendz ya da intraperitoneal olarak genellikle tek doz halinde verilir. Bu kullanim
kolayliginin yanisira saf ve stabil olmasi, ayrica kontaminasyon tehlikesinin de yok

denecek kadar az olmasi biiyiik bir avantajdir (iskit, 2005).
2.6.3. Toll Like Reseptorleri (TLR)

TLR’ni protein yapisinda olan toll genleri kodlar. Bu gen ilk defa 1985°te Nobel ddiilli
Christiane Niisslein-Volhard, Eric Weischaus ve arkadaslari tarafindan bir meyve sinegi
olan Drosophila melanogaster’de tanimlanmustir. Ilerleyen yillarda bu genin
memelilerde var oldugu hatta omurgasizlarda da dogal immiinitede gerekli oldugu
anlasilmistir. Insanlarda TLR’nin tanimmi ilk kez Nomura ve arkadaslari 1994’te
yapmustir (Taguchi ve ark., 1996). 1997°de Janeway ve Medzhitov; TLR ’nin insanlarda
edinilmis immiin sistemi aktive ettigini bildirmistir (Medzhitov ve Janeway, 1997). Bu
reseptorler makrofaj ve dendritik hiicreler tarafindan ifade edilen tip 1 transmembran
proteinleridir. Ligandlarm tanimasini kolaylastiracak ii¢ kistmdan olusur. Ekstraseliiler
boliim, transmembran heliks béliimii ve son olarak sinyal yolaklarmin baglangici olan
intraselliiler toll-like/interlokin-1 reseptér bolimidir (Medzhitov ve ark., 1997).
Gilintimiizde mevcut 13 adet fonksiyonel TLR vardir. Ayrica bu reseptorlere uygun
bircok ligand tanimlamasi yapilmustir. TLR 1, 2, 4, 5, 6 ve 10 genellikle hiicre yiizeyine
yerlesip patojenlere spesifik molekiilleri tanirlar. TLR 3, 7, 8 ve 9 ise intraseliiler
organellerin ig¢inde yerlesirler (Medzhitov ve Janeway, 1997). TLR2, gram pozitif hiicre
duvar yapisinda yer alan lipoteikoik asid, peptidoglikanin algilanmasindan sorumludur.
TLRS5, flagellin reseptoriidiir. TLR9, bakteriyel DNA’da sitozin-fosfat-guanin (CpG)
elementlerinin taninmasini saglar (Tugrul ve Ersoy, 2004). Enfeksiyon aninda
makrofajlar patojenlerde bulunan PAMPs’1t TLR’lerin yardimiyla tanwr. TLR sinyal
mekanizmasi ile proinflamatuar sitokin ve nitrik oksit gibi antimikrobiyal kiigiik
molekiillerin {iretimi indiiklenir. Sonu¢ olarak enfeksiyonun erken asamasinda
makrofajlar mikroorganizmalarin eliminasyonu igin aktive olurlar (Rescigno ve ark.,
2000). 2011°de Dr. Beutler ve Dr. Hoffmann TLR-4’tin LPS’leri tantyan bir reseptor
olarak islev gordiigiinii gosterdi. Arastirmacilarin bu kesifleri Nobel 6diiliine layik
goriildii (Medzhitov ve Janeway, 1997). TLR ailesi igerisinde insanda ilk olarak
karakterize olan reseptor TLR-4’diir (Medzhitov ve ark., 1997). TLR-4’iin fonksiyonlar1
ilk kez, bu reseptoriin LPS’ye kayitsiz kalmasini saglayan LPS geninin genetik agidan
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caligilmasi ile tespit edildi (Qureshi ve ark., 1999; Poltorak ve ark., 1999). TLR-4; hiicre
yiizeyinde LBP, CD14 ve MD-2 (myeloid differentiation factor-2) igeren bir molekiil
kompleksi meydana getirir. Bu molekiillerden herhangi birinin farelerde eksik olmasi
halinde LPS cevabinin da eksik oldugu gosterilmistir (Agnese ve ark., 2002). TLR-4’{in
aktivasyonu i¢in oncelikle liganda tutunmasi gerekir. Boylece mitojenle aktive edilen
protein kinaz aileleri ve NFkB uyarilir. Bu uyarilma ile IL-1f, IL-6, IL-8 ve TNF-a gibi
sitokin ve proinflamatuvar trlinlerin genleri aktive edilir. Meydana gelen bu siire¢
konaga ait dogal immiin yanittir (Vasson ve Reimund, 2007; IR, 2004 ; Chen ve ark.,
2005).

;;' \3 LPS multimer

/ Monocyte, Macrophage, Dendritic Cells

|
i I

Sekil 2.9. Gram negatif bakterisinin hiicre duvarinda LPS ve TLR-4 iliskisi
goriilmektedir. LBP:Lipid Baglayic1 Protein, MD2: Myeloid Differentiation Factor-2
(Park ve Lee, 2013).

2.7.MELATONIN
2.7.1.Melatonin’in Tanimi ve Tarihcesi

Melatonin 1958 yilinda dermatolog Lerner ve ekibi tarafindan sigir pineal bezinden
izole edildi (Reiter ve ark., 2007; Kose, 2004). Bu donemde melatonin ‘melanophore
contracting hormon’ olarak tanimlandi. Hem kurbaga derisindeki melanoforlarin beyaz
goriinlimiine sebep olmasi hem de serotoninden tiirevlenmesi nedeniyle bu isim

verilmistir (Hardeland ve ark., 2006). Pineal bez M.O.3. yiizyilda Herophilus tarafindan
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tanimlandi. Yapisal olarak ¢am kozalagina benzeyen pineal bez beyin hemisferleri
arasinda, 3. ventrikiiliin arkasinda yer alir. Melatonin, memelilerde baglica pineal
bezden ve ayrica over, lens, deri, kemik iligi hiicreleri ile safra ve gastrointestinal
sistemden sentezlenip salinir (Hardeland ve Poeggeler, 2008). Retinadan salinan
melatonin burada bulunan fotoreseptorlerde gece giindiiz siklusuna karsi bir cevap
olusturur. Derideki fonksiyonu gilines iginlarmin zararli radyasyon etkilerine karsi
derindeki dokularin korunmasimi, pigment graniillerinin degisimini saglamaktir. Bu
hormon ayrica safrada okside olan kolesterol tiirevleri ve safra asiti ile safra
mukozasinda olusacak oksidatif hasar1 engeller (Rodriguez ve ark., 2004; Omurtag ve
ark., 2008). Karanlikta salgilanan bir indolamin olan melatonin, 232 kda molekiil
agirhgma sahiptir. melatonin memelilerde hiicre membraninda yer alan melatonin
reseptorleri vasitasiyla ve ikincil bir tasiyict olarak ise G proteinleriyle birleserek
etkilerini gosterir (Reiter ve ark., 2007). Molekiil boyutunun kii¢iik olmas1 ve yiiksek
lipofilik 6zelligi ile biyolojik membranlardan gecebilme kapasitesindedir. Bu sekilde
tim dokulara ve sivilara dagilir (Sener, 2010). Sulu ortamda kismen ¢6ziinmesi de
intraselliiler etkilerinin olusmasma katkida bulunur. Son c¢alismalar melatonin’nin
nukleusta yiiksek konsantrasyonda bulundugunu gostermektedir. Melatonin’in esas ana
gorevi fotoperiyod ile ilgili bilgiyi viicudun fizyolojisine aktararak sirkadyen ritmi
diizenlemektir. Bu gorev taniminin igerisine uyku uyaniklik zamanlamasi, kan basinci
diizenlemesi, mevsimsel zamanlama, iliremenin mevsimsel zamanlamasi da dahildir
(Macchi ve Bruce, 2004). Melatonin sekresyonunun aydmlik/karanlik siklusu ile iliskisi
bu hormonun endojen bir senkronizor olarak islev gordiigiinii disiindiiriir (Schulz ve

Steimer, 2009; Arendt ve Skene, 2005).
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Sekil 2.10. Melatonin’in sirkadyen ritmi diizenlemedeki rolii gésterilmistir (Sener,
2010).

Melatonin’in kronobiyolojik fonksiyonlar1 6n planda olmasina ragmen antioksidan,
antiinflamatuvar, antikanser, antiaging ve immun modiilatér etkileri de dikkat
¢cekmektedir (Sener, 2010). Son yillarda bu hormonun serbest radikal siipiiriiciiligii
yaparak oksidatif stresi engelleyebildigi kesinlik kazanmustir. Oksidatif stresle olan
miicadelede, oncelikle serbest radikalleri direkt olarak siipiiriicii 6zelligi, antioksidan
enzimlerin sentezini indiiklemesi, aktivitelerini artirabilmesi, mitokondriyal elektron
transfer zincirinden elektron sizintisin1 azaltmasi ve diger antioksidan maddelerle
sinerjik etkilesimi &n plana ¢ikar (Lopez-Burillo ve ark., 2003). Ustelik melatonin
serbest radikalleri siipiirdiigiinde antioksidan enzimlerin etkileri daha da agik bir sekilde
gozlenebilir (Reiter ve ark., 2003). Melatonin’in mitokondriyal diizeyde etkisi
hiicrelerin apopitoza ugramalarini engeller (Leon ve ark., 2005; Reiter ve ark., 2007).
Melatonin saglikli hiicrelerde elektron transferini ve ATP iretimini artirdigi igin
elektron transport zinciri ve oksidatif fosforilasyon tizerinde etkindir. Esasen apoptozise
kars1 hiicreleri korumasinda bu maddenin antioksidan icerigindeki indolaminlerin
serbest radikal siipiiriicti aktivitesi 6nem tasir. Dahas1 melatonin, tiimor hiicrelerinin
olimiinii apopitoz yolu ile indiikleyebilir (Jou ve ark., 2004; Reiter ve ark., 2007).

Melatonin’in ayrica ilaglara bagli oksidan hasara ve dolayisi ile yan etkilere karsi
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korumada, kan hiicreleri iizerinde kemoterapotik ilaglarin  olumsuz etkilerini
engellemede, sepsis ve yanik hasari ile iskemi gibi inflamasyon modellerinde nétrofil
aktivasyonunun dokularda olusturdugu oksidan hasar1 azaltmada, serum kalsiyum
yogunlugunu arttirmada ve kemik kaybmni azaltmada etkili oldugu bildirilmistir.
Bunlarm yanisira yiiksek kan basmcinin neden oldugu kalp damar sisteminde olusan
oksidan hasarda ortaya ¢ikan serbest radikallerin etkilerini anlamli oranda azalttig1 da

bildirilmistir (Campese, 2010; Sener, 2010; Erdem ve ark., 2010).
2.7.2.Melatonin’in Biyosentezi, Salinimi ve Metabolizmasi

Melatonin’in (N-asetil-5-metoksitriptamin) biyosentezi triptofan amino asidinin kandan
pineal beze almmasi ile baslar. Triptofan aydmlikta pinealositler tarafindan 5-
hidroksilaz enzimi vasitasiyla 5-hidroksitriptofan’a cevirilir. 5-hidroksitriptofan’da, L-
amino aromatik dekarboksilaz enzimi araciligi ile serotonin’e doniistiiriiliir. Serotonin,
N-asetiltransferaz enzimi ile N-asetilserotonini (NAT) olusturur. Sonu¢ olarak N-—
asetilserotonin, hidroksiindol-O-metiltransferaz  (HIOMT) enzimi ile N-asetil-5
metoksitriptamini yani melatonini meydana getirir (Roberts ve Fitzpatrick, 2013; Kus

ve Sarsilmaz, 2002).
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Sekil 2.11. Melatonin hormonunun biyosentezi gosterilmistir (Reiter, 1993; Bernard ve
ark., 1999).

Yapilan deneysel ¢aligmalar, hayvanlarda NAT enzim aktivitesinin, yani melatonin’in
kandaki seviyesinin karanlikta pik yaptigini gosterir. Bu periyod pineal bezi inerve eden
sempatik sinir liflerinin spontan aktivitesinin en yiiksek oldugu saatleri kapsar. Kisa
stireli 1513a maruziyette, sempatik aktivite baskilandigi i¢in NAT enzim aktivitesi ve
melatonin miktar1 hizla diiser (Ozgiiner ve ark., 1995). Melatonin sentezinin
diizenlenmesi karanhiga baglidir. Bu hormon pinealositlerden 29 mg/giin hizla
salgilanmaktadir (Reiter ve ark., 1997). Insanda plazma melatonin diizeyi 24 saatlik
periyotta diizenli olarak inis ¢ikis gdsterir. Hormon diizeyi gece 20.00-23.00 arasinda

yiikselir, 01.00-05.00 aras1 en yiiksek degerine ulasir ve sabah saatlerine dogru yavasca
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azalir. Saglikli kisilerde bu seviye giindiiz 0-20 pg/ml iken, gece 20-200 pg/ml’dir.
%80’1 gece olmak tlizere giinde ortalama 30 mg melatonin iretilir (Sener, 2010).
Viicutta depolanmayan melatonin kanda yaklasik %70 oraninda albiimine bagh halde
bulunur. Karacigerde 6-hidroksimelatonin siilfata doniistiiriilerek idrarla atilir.
Melatonin konsantrasyonu yasa bagh olarak degisir. insanda fetiiste melatonin sentezine
iliskin herhangi bir bulgu yoktur. Melatonin anneden fetiise ya da siit ile yenidogana
gegebilir, fetlis ve yenidoganda da bu sekilde sirkadyen ritm sekillenir. Yasamin 3-5.
yillar1 arasi, melatonin salinimi pik seviyede devam eder ve sonra tekrar diiser. Daha
sonra puberte ve adolesan donemde sirkadyen hale gelir. Yirmili yaglardan sonra
melatonin’in sentez ve salgilanma hiz1 yavaglayarak 60’1 yaslarda en diisiik seviyesine

geriler (Reiter, 2003).
2.7.3. Melatonin’in MSS Uzerine Etkisi

Melatonin’in serbest radikaller tizerindeki siipiiriicii etkisi onu ayn1 zamanda gii¢lii bir
antiinflamatuar ajan kilar. Inflamasyonun uyarilmasiyla doku hasarina giden yolak
tizerinde gesitli kademelerde melatonin’in yol agtig1 blokaj bu ajana antiiflamatuar etki
saglar. Yanik hasari, sepsis, iskemi/ reperfiizyon gibi ¢esitli inflamasyon modellerinde
notrofil aktivasyonunun dokularda neden oldugu oksidatif hasar1 melatonini anlamli
olarak geri ¢evirir. Melatonin fizyolojik konsantrasyonlarda beyin ve beyincikde nitrik
oksit sentaz (NOS) aktivitesini baskilayarak noral ve kardiyovaskiiler fonksiyonlarin
fizyolojik diizenlenmesinde rol oynar. (Sener ve ark., 2003; Sener ve ark., 2005; Sener
ve ark., 2002; Kagmaz ve ark., 2005). Yaslanma ile birlikte sinir sistemindeki gerileme
norodejeneratif hastaliklarla iliskilidir. Serbest radikallerin yaslanma ile iliskisi
giliniimiizlin en giincel konularindandir. Beyin dokusunun oksidatif hasara kars1 oldukc¢a
duyarli olmasi, yaslanma ile birlikte gelisen oksidatif hasar ve inflamasyon, melatonin
tedavisinin yasa bagli MSS fonksiyonlarindaki degisime karsi koruyucu olabilecegini
diigtindiiriir. Ayrica yash hayvanlarda yapilan calismalar melatonin’in norogenezi
artirdigini gostermistir (Tresguerres ve ark., 2008). Norodejeneratif hastaliklar beyinde
yaygin bir hasar olusmadan 6nce teshis edilemez. Ornegin Parkinson hastalarma teshis
konuldugunda substantia nigradaki dopaminerjik ndronlarm %75°1 yitirilmistir.
Melatonin salgis1 yasla iligkili olarak azalma gosterdigi i¢in ndronal apoptozisde artis
kagmilmazdir. Dolayisiyla orta yaslardan itibaren melatonin ya da diger antioksidan

takviyesinin noronal kayip hizini azaltmasindan yararlanilabilir. Diger taraftan bu
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hormonun lipofilik yapis1 KBB’ni kolayca gegebildigi icin MSS’de etkisini rahatca
gostermektedir (Wang, 2009). Melatonin’in MSS {izerinde 6zellikle antiinflamatuar
etkileri oldugunu kanitlayan bir¢ok ¢aligma vardir. Siganlarda intravenéz melatonin
uygulamasi iskemi bolgesinde inflamatuar yanitlar1 baskilar. Yine ayni ¢alismada bu
hormonun anti-inflamatuar etkisine klinik iyilesme ve infakt hacminde azalmanin eslik
ettigi bildirilmistir. Travmatik beyin hasarinda da melatonin hasar1 azaltip, bu etkisini
de inflamatuar yanitlart mTOR yolag:i iizerinden baskilamasiyla gerceklestirir.
Melatonin’in  metamfetamin uygulanan bir hiicre kiiltiirii ¢alismasinda artan
proinflamatuar sitokin salinimini baskiladigi ve bu hiicrelerde olusan metamfetamine
bagl hiicre 6limiinii de 6nledigi bildirilmistir (Tocharus ve ark., 2010). Yapilan bir
baska ¢alismada melatonin’in subaraknoid kanamaya bagl olarak beyinde olusan
oksidatif hasar1 6nledigi ve norolojk skorlar1 diizelttigi, KBB’ni korudugu gosterilmistir
(Ersahin ve ark., 2009). Cagnoli ve arkadaslarinin yaptig1 invitro bir ¢alismada singlet
oksijenin (O?’in) olusturdugu norotoksik etkilerin melatonin ile ortadan kalktigi
anlasilmistir. Yeni dogmus kobaylarda beyin graniiler hiicreleri iizerinde 1518a duyarh
bir boya ile bu reaktif molekiiliin olusmas1 saglanip, tizerine melatonin ilave edildiginde
hem noéronal apoptozisin hemde keratin kinaz inhibisyonunun engellendigi goriilmiistiir
(Cagnoli ve ark., 1995). Gergeklestirilen farkli bir galismada insan néroblastoma kanser
hiicrelerinde melatonin’in apopitozisi uyardigi bildirilmistir (Garcia-Santos ve ark.,
2006). Ayrica MSS’de apoptotik hiicre Oliimiinii engellemesine ilaveten, periferal
aksotomi sonrasi ger¢eklesen ndron Slimiinii de azalttigi rapor edilmistir (Odaci ve

Kaplan, 2009).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deneysel Prosediir

“Endotokseminin neden oldugu KBB hasar1 {izerine melatonin’in koruyucu etkisi”
konulu ve 2018/131 no’lu bu caligma 28.06.2018 tarihinde gergeklestirilen Bezmialem
Vakif Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Toplantisi’nda degerlendirilip
onanmistrr. 11.2018/25 no’lu bu proje Bezmialem Vakif Universitesi Bilimsel

Arastirmalar Birimi (BAP) tarafindan desteklenmistir.
3.1.1. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Bu ¢alismada Bezmialem Vakif Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezinde
yetistirilen 42 adet, 150-250 gr agirhginda, 4-6 aylik Spraque-Dawley tiirii, disi siganlar
kullanildi. Sicanlar deney siliresi boyunca uygun kosullar (22+2 °C, 12 saat
aydinlik/karanlik) altinda bakim odalarinda korundu. Siganlar normal pellet cinsi yem
ve su ile serbest beslendi ve deney asamasina kadar miimkiin oldugu kadar stressiz bir
ortamda barmmalar1 saglandi. Calismada kullanilan denekler rastgele 4 gruba ayrildi.
Gruplar; kontrol grubu, LPS grubu, LPS+melatonin grubu ve melatonin grubu olarak
belirlendi. Deneydeki endotoksemi olusturulacak gruba LPS, serum fizyolojik (SF)
icerisinde ¢oziilerek 7,5 mg/kg kadar tek doz halinde intraperitoneal olarak ( i.p.) verildi
(Tablo 3.1).
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Tablo 3.1. Deney gruplarmimn dagilimi

Deney Gruplari Grup Bagina Diisen | Uygulama Yontemi
Denek sayisi
Kontrol (n=8) Kontrol grubu,
LPS (n=13) tek doz 7,5 mg/kg LPS (i.p.) uygulanan siganlar,
LPS+melatonin (n=13) tek doz 7,5 mg/kg LPS (i.p.) + 10 mg/kg/giin
melatonin (i.p.)
melatonin (n=8) 10mg/kg/giin melatonin (i.p.)

Tablo 3.2. Deneysel ¢alisma takvimi

Deney Gruplari 1G 2G 3G 4G 5G 6G 7G 8G 9G
Kontrol SF SF SF SF SF SF SF SF SKRF
LPS - = = - - = - LPS SKRF

LPS+melatonin Mel Mel Mel Mel Mel Mel Mel LPS SKRF

melatonin Mel Mel Mel Mel Mel Mel Mel Mel SKRF

(G:Giin, SF:Serum Fizyolojik, LPS:lipopolisakkarit, Mel:Melatonin, SKRF:Sakrifikasyon)

3.1.2.Deneyde Kullanilan Maddeler ve Uygulama

Calismada uygulanan biitiin maddelerin dozu literatiirler dogrultusunda belirlendi.
(Zhou ve ark., 2014; Chern ve ark., 2012; Iraz ve ark., 2015). Deneydeki endotoksemi
olusturulacak gruba uygulanan LPS (Escherichia coli -serotype 0111:B4; Sigma-
Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) belirli bir E.coli susundan se¢ildi. LPS’in uygulama
dozu ve sekli, kullanilan E.coli susu ile uyumlu olacak sekilde belirlendi. Deneysel
calismalarda farkli dozlarda ve siirelerde uygulanabilen melatonin (M 5250; Sigma, St
Louis, MO, USA); bu calismada LPS+melatonin ve melatonin grubuna ait siganlara
sabit bir dozda verildi (Esrefoglu ve ark., 2005). LPS ve melatonin kimyasallar1 Sigma—
Aldrich (St. Louis, MO, USA) firmasindan temin edildi.

Kontrol grubuna diger gruplarla ayn1 hacimde olacak sekilde yani 1 ml kadar sadece i.p.
SF verildi. LPS grubuna tek doz (7,5 mg/kg) LPS i.p. olarak uyguland: (Iraz ve ark.,
2015). LPS+melatonin grubuna melatonin enjeksiyonu, LPS uygulamasindan 1 hafta
once baslandi. Melatonin saf etanol iginde ¢ozilip, SF ile seyreltilerek %1°lik

konsantrasyona getirilmesini takiben 1 hafta boyunca 10 mg/kg dozda i.p. uyguland:
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(Esrefoglu ve ark., 2005; Zhou ve ark., 2014; Chern ve ark., 2012). Yalnizca melatonin
uygulanan gruba da hazirlanan melatonin ayni siire ve dozda verildi. Deney siiresi ile
ilgili ¢alisma takvimi Tablo 3.2°de gosterilmistir. Deney sonunda siganlar ketamine
hydrochloride (50 mg/kg i.p) ve %2 ksilazine hydrochloride (10 mg/kg i.p) anestezisi
altinda dekapite edilerek beyin dokular1 eksize edildi. Dekapite edilen siganlardan
alinan beyinlerin sag lobu histolojik incelemeler i¢cin %10’luk tamponlanmis notral
formaldehit icine alinirken, sol loblar biyokimyasal incelemeler igin kullanildi.

Biyokimyasal analiz i¢in alinan beyin dokular1 -80 °C’de muhafaza edildi.
3.2.Histopatolojik Analizler
3.2.1.Doku takibi ve Gomme

Formaldehit i¢inde fikse edilen dokular, doku takip cihazi (Leica ASP300S, Illinois,
USA) icerisinde yogunluklar1 giderek artan alkol serilerinden (%50, %70, %80, %96,
%100) gecirilerek dehidrate edilip, ksilol ile seffaflastirildi. Bu islemlerin ardindan
doku gédmme cihaz1 (Leica EG1160 Illinois, USA) ile parafin icerisine gomiilerek
parafin bloklar elde edildi (Tablo 3.3). Parafin bloklardan bir mikrotom (Leica
RM2245, Illinois, USA) yardimi ile alinan 5-6 um’lik kesitler polilizin kapl lamlara
alimdi. Bu lamlara standart histolojik yontemler uygulanarak ksilol ile parafin
uzaklastirildi ve dereceli alkol serilerinden gegirilip sulandirildi. Genel histolojik yapiy1
gormek amaciyla kesitlere hematoksilen-eozin (H&E) (Tablo 3.4), Masson-trikrom
(MT) (Tablo 3.5) ve kresyl violet (KV) (Tablo 3.5) metodlar1 uygulandi. Tiim deney
gruplarindan  elde edilen beyin kesitlerine ZO-1, okludin ve TLR-4
immunohistokimyasal boyama metodlar1 uygulandi. Hazirlanan ornekler 151k
mikroskobu (Nikon Eclipse i5 1s1ik mikroskobu; Nikon Instruments Inc., Tokyo, Japan)
ile incelenip ardindan fotograflandi (Nikon NIS Elements version 4.0 goriintiileme

analiz sistemi; Nikon Instruments Inc., Tokyo, Japan).
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Sira Yapilan islem Siire Sira Yapilan islem Siire
1 %10 Formaldehit 72 saat 8 Absolii Alkol 1 saat
2 Musluk suyu 1 gece 9 Absolii Alkol 1 saat
3 %50 Alkol 1 saat 10 Ksilen 20 dakika
4 %70 Alkol 1 saat 11 Ksilen 20 dakika
5 %80 Alkol 1 saat 12 Ksilen 20 dakika
6 %96 Alkol 1 saat 13 Eriyik parafin (60°C) 1 gece
7 Absolii Alkol 1 saat 14 Bloklama

3.2.2.Hematoksilen-Eosin (H&E) Boyama Metodu

Her bir denege ait beyin dokusundan hazirlanan 5-6 pm’lik kesitler boyama oncesinde

1 gece kadar 60°C’lik etiivde bekletildi ve ardindan H&E boyama metodu uyguland:

(Tablo

3.4).

Tablo 3.4. Hematoksilen-Eosin (H&E) Boyama Metodu

Sira | Yapilan islem Siire Sira | Yapilan islem Siire

1 Etiiv (60 °C) |1 gece 13 Akarsu 5 dakika
2 Ksilen | 20 dakika 14 Eozin 3-5 dakika
3 Ksilen Il 20 dakika 15 Akarsu 5 dakika
4 Ksilen 111 20 dakika 16 %50 Alkol 2 dakika
5 Absolii Alkol T | 20 dakika 17 %70 Alkol 2 dakika
6 Absolii Alkol 11 | 20 dakika 18 %80 Alkol 2 dakika
7 %96 Alkol 20 dakika 19 %96 Alkol 2 dakika
8 %80 Alkol |20 dakika 20 Absolii Alkol 1 20 dakika
9 %70 Alkol |20 dakika 21 Absolii Alkol IT 20 dakika
10 %50 Alkol 20 dakika 22 Ksilen | 20 dakika
11 Akarsu 5 dakika 23 Ksilen Il 20 dakika
12 Hemotoksilen 5-8 dakika 24 Kapatma




3.2.3. Masson Trikrom (MT) Boyama Metodu
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Calismanin beyin dokusundan hazirlanan 5-6 pum’lik kesitler boyama 6ncesinde 1 gece

kadar 60 °C’lik etiivde bekletildi ve ardindan MT boyama metodu uygulandi (Tablo

3.5).

Tablo 3.5. Masson Trikrom Boyama Metodu

Sira | Yapilan islem Siire Sira | Yapilan islem Siire

1 Etiiv (60 °C) |1 gece 17 Distile Su 5 dakika
2 Ksilen | 20 dakika 18 Fosfomolibdik asit 5 dakika
3 Ksilen Il 20 dakika 19 Anilin Blue Soliisyonu 2-5 dakika
4 Ksilen 111 20 dakika 20 Distile Su 5 dakika
5 Absolii Alkol 1 | 20 dakika 21 %1°lik asetik asit 2 dakika
6 Absolii Alkol 11 | 20 dakika 22 Distile Su 5 dakika
7 %96 Alkol 20 dakika 23 %50 Alkol 2 dakika
8 %80 Alkol 20 dakika 24 %70 Alkol 2 dakika
9 %70 Alkol 20 dakika 25 %80 Alkol 2 dakika
10 %50 Alkol 20 dakika 26 %96 Alkol 2 dakika
11 Akarsu 5 dakika 27 Absolii Alkol I 20 dakika
12 Hemotoksilen 5-8 dakika 28 Absolii Alkol 11 20 dakika
13 Akarsu 5 dakika 29 Ksilen I 20 dakika
14 Asit Alkol 30 saniye 30 Ksilen Il 20 dakika
15 Akarsu 5 dakika 31 Ksilen Il 20 dakika
16 Asit Fuksin 1-2 dakika 32 Kapatma

3.2.4. Kresyl violet (KV) Boyama Metodu

Bu boyama yontemi beyin dokusunda saglam ndronlari analiz etmeye yonelik bir teknik

olup, Nissl boyamasi olarak da bilinmektedir. Bu yontem ile néron morfolojisinde

goriilen degisiklikler deney gruplar1 arasinda karsilastirildi. Beyin dokusuna ait parafin

bloklardan hazirlanan 5-6 um’lik kesitler boyama oncesinde 1 gece kadar 60 °C’lik

etiivde bekletildi, ardindan KV boyama metodu uygulandi (Tablo 3.6).
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Tablo 3.6. Kresyl Violet Boyama Metodu

Sira | Yapilan islem Siire Sira | Yapilan islem Siire

1 Etiiv (60 °C) 1 gece 10 % 0,1°lik Kresyl Violet 12 dakika
2 Ksilen | 10 dakika 11 Distile Su 30 saniye
3 Ksilen Il 10 dakika 12 %96 Alkol 30 saniye
4 Absolii Alkol T | 5 dakika 13 Absolii Alkol I 30 saniye
5 Absolii Alkol 1T | 5 dakika 14 Absolii Alkol I 30 saniye
6 %96 Alkol 3 dakika 15 Ksilen | 5 dakika
7 %70 Alkol 3 dakika 16 Ksilen 11 5 dakika
8 Akarsu 1dk 17 Kapama

9 Distile Su 30 saniye 18

3.3.Immiinohistokimyasal Boyama Metodu

Deney gruplarina ait siganlarin beyin dokularinda ZO-1, okludin ve TLR-4
proteinlerinin ifadesini belirlemek igin avidin-biotin-peroksidaz yontemi uygulandi.
Parafin bloklardan alinan 5 um kalinligindaki kesitler 1 gece boyunca 37°C’lik etiivde
bekletildi. Deparafinizasyonu tamamlamak i¢in 2 kez 10’ar dakika ksilende
brrakildiktan sonra sirastyla %100°1iik, %96’lik, %80°lik ve %70’lik alkol serilerinden
4’er dakika gecirildi. Ardindan 2 kez 2’ser dakika distile sudan (dH,0) gegirilerek alkol
uzaklastirildi. Ardindan 10 dakika %3’liikk hidrojen peroksit (H202) uygulandi ve
endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi. Lamlar 2 kez 5’er dakika PBS (Phosphate
Buffer Saline) (pH: 7.4) ile yikandi. Kesitler doku igerisinde formaldehitin kapattigi
reseptor bolgelerinin aciga c¢ikarilmasini saglamak amaciyla mikrodalga firinda sitrat
tamponuna etkin birakildi ve oda sicakliginda sogutuldu. Daha sonraki asamalarda
immunohistokimya boyama kiti (Invitrogen, Histostain ®-Plus 3rd Gen IHC Detection
Kit, California, USA) kullanilarak prosediir takip edildi. Lamlar 2 kez 5’er dakika PBS
ile yikandiktan sonra antijenik alanlarin disinda kalan bolgelerin kapatilmasini saglamak
amaciyla oda sicakliginda 10 dakika blok serum uygulandi (Sekil 3.1). Hemen ardindan
kesitler yikama iglemi yapilmadan ZO-1 primer antikoru (1:500) (Millipore cat.
MABT339, Massachusetts, USA), okludin primer antikoru (1:50) (Thermo Fischer
cat.71-1500, Massachusetts, USA) veya TLR-4 primer antikorunda (1:50) (Santa Cruz
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Biotechnology cat. sc-293072, Oregon, USA) +4 °C ‘de 1 gece boyunca inkiibe edildi.
Negatif kontrol i¢in, primer antikor yerine PBS kullanildi. Ertesi giin kesitler 2 kere 5’er
dakika PBS’de yikandiktan sonra biotinlenmis sekonder antikorda (Histostain-Plus 3rd
Gen IHC Detection Kit, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) 20 dakika
bekletildikten sonra PBS ile yikandi. Daha sonra streptoavidin peroksidazda
(Histostain-Plus 3rd Gen IHC Detection Kit, Thermo Fischer Scientific, Massachusetts,
USA) 10 dk inkiibe edilip tekrar PBS ile yikandi. Ardindan DAB kromojende
(Invitrogen, Histostain ®-Plus 3rd Gen IHC Detection Kit, California, USA) 5 dk
bekletilip 2 kez 3’er dakika dHO ile yikandi. 45 saniye kadar Gill Hematoksilen ile zit
boyanan kesitler musluk suyunda galkalanip dH,O i¢ine alindi. Artan alkol serileri ile
suyu uzaklastirilarak ksilenden gecirilen kesitler kapatma soliisyonu (Histomount
Mounting Solution, Thermo Fischer Scientific Massachusetts, USA) ile kapatilarak 1s1k
mikroskobu (Olympus BX51, Tokyo, Japan) altinda incelendi. Her bir sigana ait beyin
dokusunun korteks alanindan rastgele 10 ayr1 bolgeden X20’de mikroskobik fotograflar
cekildi. ZO-1, okludin ve TLR-4 immiinreaktivite yogunluklar1 Image J software
programi (Image J; National Institute of Health) kullanilarak hesaplandi ve sonuglar
kaydedildi.

Sekil 3.1. Beyin kesitlerine ait preparatlarin immiinohistokimyasal boyama esnasinda
nem kamerasi igerisindeki goriintimii.
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3.4. Western Blot Metodu
3.4.1. Protein izolasyonu

Deney esnasinda alinan ve -80°C’de tutulan beyin dokular1 analiz 6ncesinde kuru buz
iizerine c¢ikarildi. Donmus doku Ornekleri kiigiik parcalara ayrilip hassas terazide
agirliklar1 6l¢iildi. Proteaz ve fosfataz inhibitor karigimi ilave edilmis olan ripa tampon
cozeltisi (RIPA Lysis Buffer System, sc-24948, Santa Cruz, Oregon, USA) -20°C’ den
oda sicakligma cikarildi. 100 mg dokuya 300 pl ripa eklenecek sekilde hesaplamalar
yapildi ve dokularin {izerine eklendi. 8-10 adet paslanmaz celik boncuklar yani
homojenizasyon beadleri ilave edilerek Bezmialem Vakif Universitesi Biyokimya
Anabilim dali laboratuvarinda bulunan homojenizatérde (FastPrep-24, MP Biomedicals,
USA) 15-20 sn lizis islemi yapildi. Dokular lizis isleminin ardindan 20 dk kadar buz
istiinde bekletildi. Sonrasinda santriflij cihazinda (Beckman Coulter, Allegra X-30R,
California, USA) +4°C 15000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Proteinlerin ¢dziindigii
supernatantlar alindi. Daha sonra -80°C’ye kaldirilmak tiizere ependorflara stok ve

alikotlama islemi yapildi.
3.4.2. Protein Konsantrasyonlarmin Olciimii

Konsantrasyon 6l¢timii i¢in (Thermo Scientific, Pierce™ BCA Protein Assay Kit Cat.
no;23227, Massachusetts, USA) kiti lretici firmanmn talimatlarina gore kullanildi.
Oncelikle yeni ependorflara protein drnekleri eklenerek 1:10 oraninda Lizis buffer ile
seyreltildi. Ayrica ¢alisma soliisyonu Reagent A: Reagent B 50:1 oraninda karistirilarak
hazirlandi. 96 kuyucuklu plakalara hazirlanan protein standartlarindan ve seyreltilen
protein karisimi ilave edildi. Uzerlerine 200 pl ¢alisma soliisyonu (Working solution:
Reaction Buffer A: Reaction Buffer B 50:1) eklenerek 30 sn kadar calkalandi. Plaka
kapagi kapatilarak 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Ardindan oda 1sisinda sogutularak
mikroplate okuma cihaziyla (Thermo Scientific™ Multiskan Sky Microplate
Spectrophotometer 60, Massachusetts, USA) 562 nm’de Olgim yapildi ve

konsantrasyonlar hesaplandi.
3.4.3. Protein Orneklerinin Jele Yiiklenmesi ve Elektroforez

Biorad marka (Mini-Protean ® TGX Precast Gels Cat no; 456-1035, USA) hazir jel
aparata oturtularak western tankma yerlestirildi. Yiiriitme soliisyonu (Biorad Running

Buffer Cat no; 1610732, USA) 1:10 oraninda dH,O ile 600 ml hazirland1 ve tank
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icerisinde belirli bir seviyeye kadar dolduruldu. Kuyucuklar marker ve proteinler
yiiklenmeden 6nce hazirlanan bu soliisyon ile yikandi. Ince uglu 6zel mikropipetlerle
kuyucuklara 18 pl protein ve 3,5 pl marker yliklemesi yapildi. Biitliin bu islemlerin
ardindan gii¢ kaynagina baglanarak Biorad marka Power Pac Basic cihazinda gerekli
olan voltaj ayarlandi. Oncelikle 50 volt’a ayarlanarak 10 dakika, sonrasmda da 150

volt’da ylirtitme tamamlandi.

Sekil 3.2. A. Ozel uglu mikropipetlerle kuyucuklara protein yiiklemesi B. Yiiklemenin
tamamlanmasiyla belirlenen voltajda yiiriitme isleminin ger¢eklesmesi.

3.4.4. Proteinlerin Jelden Membrana Transferi

Jelde yer alan proteinlerin PVDF (Poli-viniliden floriir) membrana transferi i¢in her
asamada Biorad marka Transfer Kiti (Biorad Trans-Blot Turbo RTA Transfer Kit,
PVDF Midi Cat No; 170-4273, USA) kullanildi. Yiritilen jel tankin igerisinden
cikarilarak dH,O’da bekletildi. Ayn1 anda PVDF membranlar 2 dk kadar metanole
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birakildi, metanolden alinip filtre kdgid1 desteleriyle birlikte transfer soliisyonunda 3 dk
islatildi. Transfer tepsisine sirayla filtre kagidi destesi, membran, jel, filtre kagid1 destesi

olmak {izere iist iiste sandvi¢ yapildi. Ustiinden rulo ile gecilerek tepsinin kapagi

kilitlendi. Yar1 kuru Trans-Blot Turbo cihazina sandvigin oldugu kaset yerlestirildi. 10
dakika 1,3 Amper, 25 Volt’da transfer edildi.

Sekil 3.3. Proteinlerin jelden membrana transfer asamasi.

3.4.5. Antikor Inkiibasyonu ve Membran Proteinlerinin Goriintiilenmesi

Transfer isleminin ardindan membran 5 dk TBST (137 mM NaCl, 20 mM Tris, %0,1
Tween-20) ile orbit calkalayic1 da yikandi. TBST icinde ¢oziilmiis %5’°lik siit tozu
eklenerek oda sicakliginda 1 saat calkalayicida bloklama islemi yapildi. Bu agsamadan
sonra membranlar aranan antikora uygun bir sekilde kesildi. %35 siit tozu igeren TBST

icinde ¢oziinen primer antikorlar 1: 1000 oraninda 5 ml siit tozunda diliie edilerek ZO-1
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primer antikoru, okludin primer antikoru ve TLR-4 primer antikoru i¢in ayr1 ayr1 1 gece
+4°C ‘de inkiibe edildi. Ertesi sabah 3 kez 5’er dk TBST ile yikandi. Primer antikorlar
daha sonra tekrar kullanilmak tiizere 15 ml’lik falkon tiipiine alind1 ve -20°C’ye
kaldirildi. Yikama isleminin ardindan membranlar, 5 ml kadar 5% siit tozu iceren
TBST’de ¢oziinen HRP bagl sekonder antikorlar (anti-rabbit 1:5000, Advansta; anti-
mouse 1:5000, Advansta, California, USA) ile 1 saat oda sicakliginda calkalayicida
inkiibe edildi. Sekonder antikor uygulamasmin sonunda membranlar 3 kez 5’er dk
TBST ile yikandi. Goriintilleme asamasinda ECL Western goriintiileme soliisyonu
(Western Bright Srius K-12043-D10, Advansta, California, USA) kullanildi. 1 ml distile
su icerisinde 500 ul ECL soliisyonu A ve 500 pul ECL soliisyonu B karigimi

karistirilarak muamele edildi ve membran goriintiileri alind:.

Sekil 3.4. Membran proteinlerinin gériintiilenmesinde kullanilan goriintiileme kabini ve
goriintiileme sistemi.



3.4.6. Protein Goriintiilerinin Analizlenmesi
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Elde edilen jel gorintileri Image J software programi ile analiz edildi. Deney

gruplarindaki protein miktarini tayin etmeye yonelik bir yontem olan Western Blot ile

Ol¢tim birbirinden bagimsiz olarak 3 tekrarla gergeklestirildi.
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Sekil 3.5. Western Blot Image J Analizleme yOntemine gore bant yogunlugunun
Olglilmesindeki ilk basamak. Deney gruplarindaki TLR-4 protein miktarmin -Aktine

gore degerlendirilmesi.
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Sekil 3.6. Western Blot Image J Analizleme yontemine gore bant yogunlugunun alansal
hesabmin degerlendirilmesi.

3.5. ELISA Metodu

Biyokimyasal analizler i¢in -80°C’ye kaldirilan beyin dokulari doku homojenati
hazirligi igin PBS (0,01M, pH: 7.4) igerisine alind1 ve homojenize edildi. Homojenize
edilen her 6rnek -20°C’de muhafaza edildi. Ardindan oda sicakligina alinarak ¢oziilmesi
saglandi. Daha sonra +4°C’de ve 10000x rpm’de 10 dakika santrifiij edilen 6rneklerden
stipernatant elde edildi. Elde edilen siipernatantlarda Malondialdehit (MDA) seviyesi
yani sira, antioksidan seviyesini belirlemek i¢in Siiperoksit dismiitaz (SOD), Katalaz
(CAT), Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) seviyeleri tayin edildi. Ayrica, inflamasyon
gostergelerinden Donistiiriicii Biiylime Faktor-Beta (TGF-B), Tiimor Nekrozis Faktor-
Alfa (TNF-a), interlokin 1-beta (IL-1B), Niiklear Faktor-Kappa Beta (NF-xB) degerleri
de yine ELISA metodu ile belirlendi.
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3.5.1. MDA, SOD, CAT, GSH-Px Tayini

MDA tayininin temel prensibi, lipid peroksidasyonunun bir iiriinii olan MDA’ nin
tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona girerek belirli bir absorbansta pembe renkli bir
kompleks olusturmasi esasmna dayanir. MDA seviyesi tayininde {iretici firmadan temin
edilen ELISA kiti (Rat MDA ELISA Kit, Sunred Biological Technology, Catalog
no:201-11-0157, Shanghai, China) kullanildi. Kitte yer alan 96’lik plaka igerisindeki her
bir kuyucuga 50 pl standart ve 40 pl Ornekler yiliklendi. Standartlarm yer aldigi
kuyucuklar hari¢ her bir kuyucugun iizerine 10 pl Biotin-(MDA) Ab ilave edildi.
Ardindan 50 ul HRP konjugete eklenerek 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun
sonunda plaka almarak otomatik yikama cihazinda aspire edildi. Daha sonra yikama
soliisyonu ile ti¢ kez yikandi. Tiim 6rneklerin tizerine 50 pul kromojen soliisyonu A ve
50 ul kromojen soliisyonu B ilave edildi. 10 dakika 37 °C’de tekrar inkiibe edildi.
Reaksiyonu sonlandirmak amaciyla 50 pl stop soliisyonu eklendi ve Mikroplate
okuyucu (Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, USA) ile 450 nm’de okuma islemi
yapildi. SOD (Rat SOD ELISA Kit, Sunred Biological Technology, Catalog no:201-11-
0169, Shanghai, China), CAT (Rat CAT ELISA Kit, Sunred Biological Technology,
Catalog no0:201-11-5106, Shanghai, China), GSH-Px (Rat GSH-Px ELISA Kit, Sunred
Biological Technology, Catalog no:201-11-5104, Shanghai, China) seviyeleri i¢in ayr1
kitler kullanilarak sabit basamaklar izlendi. Kitte yer alan 96’lik plaka icerisindeki her
bir kuyucuga 50 ul standart ve 40 ul kadar da 6rnekler yiiklendi. Standartlarmn yer aldigi
kuyucuklar hari¢ her bir kuyucugun tizerine 10 pl Biotinli belirleyici Ab ilave edildi.
Ardindan 50 pl HRP eklenerek 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonunda
plaka almarak otomatik yikama cihazinda aspire edildi. Daha sonra yikama soliisyonu
ile tic kez yikandi. Tiim Orneklerin iizerine 50 pl kromojen soliisyonu A ve 50 pl
kromojen soliisyonu B ilave edildi. 10 dakika 37 °C’de tekrar inkiibe edildi. Reaksiyonu
sonlandirmak amaciyla 50 pl stop soliisyonu eklendi ve Mikroplate okuyucu (Thermo

Fischer Scientific, Massachusetts, USA) ile 450 nm’de okuma islemi yapildi.
3.5.2. TGF-B, TNF-a, IL-1p, NF-kB Tayini

TGF-B (Rat TGF-B ELISA Kit, Sunred Biological Technology Catalog no:201-11-0779,
Shanghai, China), TNF-o (Rat TNF-a ELISA Kit, Sunred Biological Technology
Catalog no:201-11-0765, Shanghai, China), IL-1p (Rat IL-1B ELISA Kit, Bioassay
Technology Laboratory, Catalog no: E0119Ra, Shanghai, China) ve NF-xB (Rat NF-xB
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ELISA Kit, Bioassay Technology Laboratory, Catalog no: E0287Ra, Shanghai, China)
belirtegleri i¢in uygun ELISA Kitleri kullanildi. Kitde yer alan 96’lik plaka igerisindeki
her bir kuyucuga 50 ul standart ve 40 pl kadar da ornekler yiiklendi. Standartlarin yer
aldig1 kuyucuklar hari¢ her bir kuyucugun iizerine 10 pl Biotinli belirleyici Ab ilave
edildi. Ardindan 50 ul HRP eklenerek 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi. inkiibasyonun
sonunda plate alinarak otomatik yikama cihazinda aspire edildi. Daha sonra yikama
soliisyonu ile ii¢ kez yikandi. Tiim 6rneklerin {izerine 50 pl kromojen soliisyonu A ve
50 ul kromojen soliisyonu B ilave edildi. 10 dakika 37 °C’de tekrar inkiibe edildi.
Reaksiyonu sonlandirmak amaciyla 50 pl stop soliisyonu eklendi ve Mikroplate

okuyucu ile 450 nm’de okuma islemi yapild1 (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Mikroplate okuyucu ile 6l¢iim asamasinda bulunan 96’11k plaka.

3.6. istatistiksel Analiz

Verilerin dagilmimi  belirlemek i¢in Shapiro-wilk testi kullanildi. Ikiden fazla
gruplararas: karsilagtirmalarda tek yonlii varyans analizi ve Kruskal Wallis testleri
kullanildi. Grup Kkarsilastirmalar1 sonucunda anlamli ¢ikan degiskenlerin post-hoc

karsilastirmalart One Way Anova testi i¢in Bonferroni, Kruskal Wallis testi i¢in Dunn
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testi ile yapildi. Verilerin tanimlayici istatistikleri; ortalama + standart sapma, med
(min-max) olarak agiklandi. Tiim istatistiksel analizler “Graph Pad Prism Version 8.1”
istatistik yazilim programi araciliftyla gergeklestirildi. P<0,05 olan veriler istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.



4 BULGULAR

4.1. Viicut Agirhgina Ait Bulgular

Calismada uygulanan LPS ile iligkili olarak siganlarda, LPS ve LPS+melatonin
grubunda 1’er hayvan Olimii gerceklesmistir ve 40 adet sigcan ile deney
sonlandirilmistir. Calismamizda tiim gruplardaki siganlarm viicut agrliklari deneye
baglamadan once ve deney tamamlandiktan sonra Olciildii. Deney gruplarma ait
sicanlarm viicut agirhiklarmin  karsilastirmas1  Sekil 4.1°de verilmistir. Yapilan
istatistiksel analiz sonucunda LPS grubu viicut agirhginin deney sonunda, ilk agirliga
gore istatistiksel olarak anlaml bir sekilde azaldig1 gozlendi (P<0.001). Gruplar deney
sonrasinda son agirliklar ag¢isindan Kkarsilastirildiginda, koruyucu amagli melatonin
uygulanan LPS grubunda sadece LPS uygulanan gruba goére viicut agirhgnin
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi1 gézlendi (P<0.05). Deney sonunda sadece
melatonin verilen gruba ait siganlarin agirliklart LPS grubuna gore istatistisel olarak

daha fazlaydi (P<0.01).
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Sekil 4.1. Calisma Oncesi ve sonrasinda tiim gruplara ait sicanlarin viicut agirhiklarinin
karsilagtirmast. *; p<0.05, **; p<0.01, ***; p<0.001

4.2. Isikk Mikroskobik Bulgular

Calismamizda, deney gruplarmin beyin dokusunun Kkorteks alanmna ait histolojik
Ozellikleri degerlendirebilmek i¢in H&E (Sekil 4.2) ve MT (Sekil 4.3) metodlar
uygulandi. Ayrica saglam noronlar1 degerlendirebilmek amaciyla da KV boyamasi
yapildi (Sekil 4.4). Calismada deney gruplarindan elde edilen beyin doku 6rneklerinde
LPS’in neden oldugu morfolojik ve hiicresel degisim etkileri H&E boyama yontemi ile
incelendi (Sekil 4.2). Bu incelemede tiim gruplardaki drnekler sinir hiicre morfolojisi ve
vaskiiler konjesyon bakimimdan degerlendirildi. Yapilan degerlendirmeler sonucunda,
kontrol siganlar1 beyinlerinde korteks alaninda normal goriiniimlii ndronlar ve néroglia
hiicreleri izlenmekteydi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, LPS uygulanan sican
beyin dokusunda bozulmus aksonlar ve vaskuler konjesyon dikkati ¢ekti. Sadece
melatonin uygulanan gruba ait beyin dokular1 kontrol grubuna benzerdi ve normal bir

mimari gosterdi. LPS grubuyla karsilagtirildiginda melatonin uygulanan tedavi
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grubunda nadir vaskiiler konjesyon yapilar1 goriilmekle birlikte kontrol grubuna yakin

ndron yapilari ve glial hiicreler belirlendi (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. Tiim deney gruplarna ait sigan beyin korteksinden alinmis 1s1ik mikroskobik
goriintiiler. Vaskiiler konjesyon (siyah ok) (H&E, X40).

Tiim deney gruplarmna ait MT boyama metodu ile boyanmis preparatlardan alinan 151k
mikroskobik incelemede, kontrol grubundaki sigan beyinlerinde kortikal alan
eozinofilik boyanmis néron hiicre govdeleri ile normal goriiniim sergilerken, LPS
uygulanan gruba ait kortikal alanlarda soluk boyanmis nekrotik goriiniimlii ndronlar ve
vaskiiler konjesyon gozlendi. Sadece melatonin uygulanan gruba ait beyin korteksi
normal goriiniim sergilerken, melatonin uygulanan LPS+melatonin grubunda kontrol

grubuna benzer noron yapilari ve glial hiicreler gozlenmekteydi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. MT boyama metodu uygulanmis deney gruplarinda beyin korteksine ait 1s1k
mikroskobik goriintiiler. Eozinofilik boyanmis néron hiicre govdeleri (siyah ok), soluk
boyanmis nekrotik goriiniimlii néronlar (kirmizi ok) (MT, X40).

KV boyama diger bir ifade ile “’Niss| Boyama’> ndron sitoplazmasindaki nissl
cisimcikleri isaretleyen bir belirtegtir. Tiim deney gruplarna ait KV boyama metodu ile
boyanmis preparatlardan alinan 151k mikroskobik incelemede, kontrol grubundaki sican
beyinlerinde kortikal alanda belirgin nilkleer membrana sahip normal morfolojide
ndronlara rastlanirken, LPS uygulanan gruba ait kortikal alanlarda; diizensiz piknotik
¢ekirdege sahip ve sitoplazmik vakuol gosteren dejeneratif noronlara rastlandi. Sadece
melatonin uygulanan gruba ait beyin dokular1 ise kontrol grubuna benzerdi. Melatonin
uygulanan LPS+melatonin grubu, LPS grubuyla karsilastirildiginda dejeneratif néron
sayisinin istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde azaldigi belirlendi (P<0.01) (Sekil
4.4,4.5).
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Sekil 4.4. KV boyama metodu uygulanmis deney gruplarinda beyin korteksine ait 151k
mikroskobik goriintiiler. Normal morfolojide ndronlar (kirmizi ok), piknotik ¢ekirdege
sahip (siyah ok) ve sitoplazmik vakuol gosteren dejeneratif ndronlar (sar1 ok) (KV,
X40).
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Sekil 4.5. KV boyama sonucu beyin korteks alaninda belirlenmis dejeneratif néronlarin
istatistiksel analizi.*; p<0.05, **; p<0.01, ***; p<0.001

4.3.Immiinohistokimyasal Bulgular
4.3.1. ZO-1 Ekspresyonu

KBB’ de siki baglant1 proteinlerinden ZO-1 ifadesini belirlemek i¢in yapilan
immiinohistokimyasal analiz sonucunda ZO-1 immunreaktivite yogunlugunun LPS
grubunda 84 (79,05 - 89,15) kontrol grubuna 89,65 (85,01 - 93,64) kiyasla azaldigi
belirlendi. Bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu gézlendi (P<0.001). Sadece
melatonin uygulanan grupta 86,39 (82,92 - 89,68) ZO-1 ifadesi, LPS grubuna oranla
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmusti (P<0.05). Ayrica koruyucu amagh
melatonin uygulanan LPS grubunda 85,93 (80,42 - 92,24) ZO-1 ifadesi diizeyinin,
kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigi bulundu (P<0.05)
(Sekil 4.6, 4.7).
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Sekil 4.6. Deney gruplarma ait beyin korteksi kan damarlar1 endotel hiicrelerinde (siyah
0k) ZO-1 ifadesi immiinohistokimyasal yontemle gosterilmistir (X40).
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Sekil 4.7. Deney gruplarina ait ZO-1 immunreaktivite yogunlugu istatistiksel analizi.*;
p<0.05, **; p<0.01, ***; p<0.001
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4.3.2. Okludin Ekspresyonu

Okludin ifadesini belirlemek tizere yapilan immiinohistokimyasal boyamada LPS
grubunda 74,15 (65,64 - 80,14) okludin immunreaktivite yogunlugunun diger tiim
gruplara oranla istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldigi goézlendi (P<0.001).
Koruyucu amagli melatonin uygulanan LPS grubunun 85,23 (77,11 - 92,33) ve sadece
melatonin uygulanan grubun 85,23 (79,35 - 92,44) immunreaktivite yogunlugunun LPS
grubuna 74,15 (65,64 - 80,14) oranla istatistiksel olarak anlamli sekilde arttig1 gozlendi
(P<0.001) (Sekil 4.8, 4.9).

Sekil 4.8. Deney gruplarina ait beyin korteksi kan damarlar1 endotel hiicrelerinde (siyah
ok) okludin ifadesi immiinohistokimyasal yontemle gosterilmistir (X40).
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Sekil 4.9. Deney gruplarmna ait okludin immunreaktivite yogunlugu istatistiksel analizi.
*; p<0.05, **; p<0.01, ***; p<0.001

4.3.3. TLR-4 Ekspresyonu

Tim deney gruplar1 TLR-4 immunreaktivite yogunlugu agisindan karsilastirildiginda;
LPS grubunun 98,55 (96,59 - 103,1) TLR-4 immunreaktivitesinin kontrol grubuna
95,46 (91,28 - 97,44) oranla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi gozlendi
(P<0.001). TLR-4 ifadesi sadece melatonin uygulanan grupta 97,08 (91,77 - 99,96),
LPS grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmist1 (P<0.001). Ayrica
koruyucu amacgh melatonin uygulanan LPS grubundaki 94,46 (89,53 - 97,36) TLR-4
immunreaktivite yogunlugu LPS grubuna oranla 98,55 (96,59 - 103,1) istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde azaldigi belirlendi (P<0.001). Yine koruyucu amagl
melatonin uygulanan LPS grubu ve yalnizca melatonin uygulanan gruplar birbirleriyle
kiyaslandiginda sadece melatonin uygulanan grup, TLR-4 ifadesinin istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde azaldig1 belirlendi (P<0.05) (Sekil 4.10, 4.11).
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Sekil 4.10. Deney gruplarina ait beyin korteksinde inflamasyon belirteci TLR-4 ifadesi
(siyah ok) immiinohistokimyasal yontemle gosterilmistir (X40).
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Sekil 4.11. Deney gruplarina ait TLR-4 immunreaktivite yogunlugu istatistiksel analizi.
*; p<0.05, **; p<0.01, ***; p<0.001
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4.4.Western Blot Bulgulan
4.4.1. ZO-1 western blot sonuclar

Z0-1 ifadesi Western Blot yontemi ile degerlendirildiginde LPS grubu ZO-1 miktarmin
(2,038 £+ 0,078), kontrol grubuna (3,276 + 0,312) gore istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde azaldig1 gozlendi (P<0.05). Sadece melatonin uygulanan grupta ZO-1 miktarinin
(3,381 + 0,203) LPS grubuna (2,038 + 0,078) oranla ciddi bir sekilde arttigi ve bu
artisin da istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (P<0.05). Oncesinde koruyucu
amagli melatonin uygulanan LPS grubunda ZO-1 proteininin miktarin1 melatonin’in
arttirdigi goriildii. Yani koruyucu amagli melatonin uygulanan LPS grubunda ZO-1
miktar1 (2,710 + 0,008), LPS grubuna oranla artmist1 fakat bu artis istatistiksel olarak
anlamli degildi (P>0.05) (Sekil 4.12). ZO-1 proteinine ait Western Blot sonuglarinin,

immiinohistokimya sonuglar1 ile uyumluluk sagladig1 belirlendi.
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Sekil 4.12. A. Deney gruplarma ait ZO-1 protein miktarinin istatistiksel analizi.*;
p<0.05, **; p<0.01, ***; p<0.001. B. Deney gruplarmna ait ZO-1 ve B-Aktin protein
bantlarinin goériinimii.
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4.4.2. Okludin western blot sonugclari

Dokudaki okludin ifadesi Western blot agisindan degerlendirildiginde, gruplar arasinda
farkliliklarin oldugu ancak bu farkliliklarin istatistiksel olarak olarak anlamli olmadig1
gozlendi. LPS grubunda okludin miktar1 (0,432 + 0,025), kontrol grubuna (0,514 +
0,035) oranla azalmist1 fakat bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildi (P>0.05).
Ayrica sadece melatonin uygulanan grubun okludin miktar1 (0,466 + 0,032) ise LPS
grubuna oranla artmist1 fakat bu artis istatistiksel olarak anlamli degildi (P>0.05) (Sekil
4.13). Okludin proteinine ait Western Blot sonuglarinin, immiinohistokimya sonuglari

ile uyumluluk sagladigi belirlendi.
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Sekil 4.13. A. Deney gruplarma ait okludin protein miktarmin istatistiksel analizi. *;
p<0.05, **; p<0.01, ***; p<0.001. B. Deney gruplarma ait okludin ve p-Aktin protein
bantlarinin gortiiniimii.

4.4.3. TLR-4 western blot sonug¢lar:

Dokudaki inflamasyon belirteci olan TLR-4’tin, kontrol grubuna (0,704 <+ 0,036)
kiyasla LPS grubunda (0,858 + 0,012) istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi
gozlendi (P<0.05). Sadece melatonin uygulamasinin yapildigi grupta (0,647 + 0,028)
inflamasyon belirteci olan TLR-4 miktarmimn, LPS grubuna (0,8588 + 0,01227) oranla
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istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigi goriildii (P<0.01). Yine koruyucu amagli
LPS oOncesinde melatonin uygulanan gruptaki TLR-4 miktar1 (0,715 + 0,028), LPS
grubuna nazaran istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmisti (P<0.05) (Sekil 4.14).
TLR-4 proteinine ait Western Blot sonuglarinin, immiinohistokimya sonuglari ile

uyumluluk sagladigi belirlendi.
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Sekil 4.14. A. Deney gruplarina ait TLR-4 protein miktarmin istatistiksel analizi. *;
p<0.05, **; p<0.01, ***; p<0.001. B. Deney gruplarina ait TLR-4 ve B-Aktin protein

bantlarmin gériinimdi.

4.5. Biyokimyasal Bulgular
4.5.1. MDA, SOD, CAT, GSH-Px Bulgular:

Endotokseminin KBB iizerinde olusturdugu hasarda doku MDA, SOD, CAT ve GSH-
Px diizeyleri ELISA metodu ile incelendi. LPS grubunda MDA seviyesinin (9,943 +
1,403) kontrol grubuna (6,176 + 1,543) oranla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
arttig1 gozlendi (P<0.001). Koruyucu amagli melatonin uygulanan grubun doku MDA
diizeyi (7,873 + 1,316), LPS grubuna oranla azald: fakat bu azalma istatistiksel olarak
anlamli degildi (P>0.05). LPS uygulanan grupta MDA diizeyi, sadece melatonin
uyguladigimiz grup (6,601 + 1,413) ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde artis gozlendi (P<0.01).
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Tek doz LPS uygulanan deney grubunda, doku SOD diizeyinin (5,811 + 1,200) kontrol
grubuna (5,526 + 1,077) kiyasla arttigi fakat bu artigin istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 goriildi (P>0.05). Koruyucu amagli melatonin uygulanan LPS (5,593 + 0,895)
ve sadece melatonin uygulanan grubun doku SOD diizeyinin (5,474 + 1,074), LPS
grubuna (9,943 + 1,403) kiyasla diistiigti belirlendi. Ancak, bu diisiis istatistiksel olarak
anlamli degildi (P>0.05).

Deney gruplar1 doku CAT diizeyleri agisindan degerlendirildiginde, gruplar arasinda
anlamli bir farkliligin olmadigi gorildii. LPS (10,130 + 0,857), LPS+melatonin (9,746 +
0,903) ve melatonin (9,834 + 1,070) gruplardaki doku CAT seviyesi kontrol grubunun
(10,150 + 1,303) doku CAT seviyesine gore azalmisti. Ancak bu azalma istatistiksel
olarak degerlendirildiginde anlamli degildi (P>0.05).

Tiim deney gruplar1 dokudaki GSH-Px diizeyi agisindan degerlendirmeye alindiginda
LPS grubunun doku GSH-Px seviyesine (10,710 + 1,156) oranla, kontrol grubu (11,99 +
1,487), koruyucu amagh melatonin uygulanan LPS grubu (11,47 + 1,485) ve sadece
melatonin uygulanan grubun (11,060 + 0,829) doku GSH-Px seviyesinde artis oldugu,
ancak bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriildii (P>0.05) (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Deney gruplarma ait MDA, SOD, CAT, GSH-Px ELISA bulgularmin
istatistiksel analizi. *; p<0.05, **; p<0.01, ***; p<0.001.
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4.5.2. IL-1B, NF-kB, TGF-B, TNF-0, Bulgulan

LPS ile indiiklenen endotokseminin KBB iizerinde olusturdugu hasarda doku TGF-f,
TNF-a, IL-1p ve NF-xB diizeyleri ELISA metodu ile incelendi. LPS grubu doku IL-1p
diizeyi (1783 + 238,8), kontrol grubuna (1735 + 270,3) oranla kiigiik bir farkla artti
fakat bu artis istatistiksel olarak anlamli degildi (P>0.05). LPS Oncesi melatonin
uygulanan LPS+melatonin grubunda doku IL-1f diizeyi (1757 + 160,1), LPS grubuna
(1783 + 238,8) gore istatistiksel olarak anlamli olmayan bir azalma gosterdi (P>0.05).

Doku NF-kB diizeyinin kontrol (6,507 + 0,873), LPS+melatonin (6,271 + 0,514) ve
melatonin (6,474 + 0,861) gruplarina kiyasla LPS uygulanan grupta (6,929 + 0,647)

istatistiksel olarak anlamli olmayacak sekilde cok az bir artis gosterdigi gozlendi
(P>0.05).

Beyin dokusundaki TGF-f seviyesi ele alindiginda LPS grubunun doku TGF-§
seviyesinin (181,1 + 24,29), kontrol grubuna (147,5 + 19,21) kiyasla istatistiksel olarak
anlamli diizeyde arttigir belirlendi (P<0.05). Doku TGF-B diizeyi koruyucu amagl
melatonin uygulanan LPS grubu (166,3 + 24,81) ve sadece melatonin uygulanan deney
gruplarinda (169,2 + 20,08) doku TGF-B seviyesi LPS grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli olmayacak sekilde azaldig1 gézlendi (P>0.05).

TNF-a diizeyinde ise gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlenmedi. LPS grubu doku TNF-a diizeyinde 90,09 (70,71 - 91,84) kontrol grubuna
85,57 (75,69 - 91,23) nisbeten kiigiik bir artig goriildii. Fakat bu artis istatistiksel olarak
anlamli degildi (P>0.05) (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Deney gruplarma ait IL-1p, NF-xB, TGF-, TNF-a, ELISA bulgularmin
istatistiksel analizi. *; p<0.05, **; p<0.01, ***; p<0.001.



5.TARTISMA VE SONUC

Bu calismada, sican beyin dokusunda LPS’in yol acti§i endotoksemiye Kkarsi
melatonin’in histolojik ve biyokimyasal etkileri arastirilmistir. Mevcut calismanin
sonuglari, LPS 6ncesi melatonin uygulanmasinin LPS’in olusturdugu siddetli KBB

hasarinda 6nemli bir azalma sagladigin1 géstermistir.

Endotoksemi diger bir ifadeyle sepsis, diinya genelinde yiiksek morbidite ve mortalite
oranlarina sahip sistemik bir inflamatuvar yanit sendromudur. Sergiledigi risklere
ragmen etkin bir tedavi yontemi mevcut degildir (Khodir ve ark., 2016). Gram negatif
bakterilerin hiicre zarinda lipit 6zellikte ayrica bir dis tabakalar1 vardir. Bu dis tabaka
toksisitenin ana kaynagi olan LPS’i barindirir. LPS endotoksemide coklu organ
hasarinin asil nedenidir (Akira ve Takeda, 2004). Sepsisi olusturan endotoksinler,
hiicresel 6n ara iirlinler ve onlarin dogal karsitlarinin salgilanmasi ve dengelenmesi ile
aciga ¢ikar. Bu etkinin sonuglarinin biiyiikliigii aslinda endotoksinin yapis1 ve konagin
genetik yapisi ile yakindan alakalidir (Gorbet ve Sefton, 2005; Davies ve Cohen, 2011).
LPS konaga ait immun sistem elemanlarmin etkisi ile bakterinin pargalanmasi
sonucunda dolasima rahatlikla gecerek hedef hiicreleri uyarip inflamatuvar
mediyatorlerin agiga ¢ikmasina sebep olmaktadir. Dolasima katilarak monositlerden ve
ayrica doku makrofajlarindan proinflamatuvar sitokinlerin salinmasmi saglar (Akira ve
Takeda, 2004). LPS’in yol actig1 organ hasarlar1 genellikle reaktif oksijen ve azot
tiirevlerinin olusumu ile iliskilendirilir. Bu reaktif tiirler, biyolojik makromolekiillerle
reaksiyona girip, lipit peroksidasyonuna, DNA mutasyonlarina yol agarlar, ayrica
proteinleri inaktive ederler (Khodir ve ark., 2016). Bu siiregte basta kardiopulmoner
fonksiyon bozuklugu olmakla beraber vaskiiler permeabilite artisi, kalp ve bobrek
yetmezligi, gastrointestinal motilitede azalma ve sokla sonuglanan periferal
perfizyonun azalmasi gibi birgok anormalik ortaya ¢ikar (Constable, 2007). LPS ile
olusturulan sepsisin yol a¢tig1 oksidatif stresten en ¢ok etkilenen sistem MSS’dir. Bu

sistem igerisinde beyin dokusu fazla oksijen kullanimi, yliksek diizeyde metal icerigi ve
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antioksidan savunma mekanizmalarinin zayif olmasi nedeniyle oksidan strese oldukca
duyarlidir. Bunun yanisira, ndron membranlar1 kolayca okside olabilen doymamis yag
asitleri agisindan da zengindir (Facheris ve ark., 2004; Cemeli ve ark., 2003). Sepsis
modellerinde LPS’in sistemik kullanimi1 MSS’nin oksidatif dengesini degistirmekte ve
cesitli serbest radikal liretimini tetikleyerek, bu sistemde fonksiyon bozukluklarina
neden olmaktadir (Qin ve ark., 2007; Nolan ve ark., 2003). Basta sepsis olmak {izere
menenjit, ensefalit ya da lokal veya sistemik enfeksiyonun MSS bariyerlerinden
KBB’nin permeabilitesini degistirdigi bilinmektedir (Pollay ve Roberts, 1980). Biz de
buradan yola ¢ikarak LPS ile olusturdugumuz endotokseminin KBB’de yer alan siki
baglant1 proteinlerinin ifadelerinde meydana getirdigi degisiklikleri inceledik. 1958’de
Eckman ve arkadaslar1 gram negatif endotoksinlerin KBB {izerinde biiyiik tahribata
neden oldugunu (Eckman ve ark., 1958), boylece multiple skleroz, amyotrofik lateral
skleroz (ALS), Alzheimer hastahigi, diabetes mellitus, obezite ve felg gibi hastaliklarin
kapisini araladigini ifade etmislerdir (Allison ve Ditor, 2014). Yapilan bir ¢aligmada;
erkek BALB/c farelere periton igi 10 mg/kg kadar LPS verilmis ve uygulamadan 8 saat
sonra 1s1tk mikroskobik incelemede beyin korteksinde dejeneratif degisiklikler
gbdzlenmistir. Bu ¢alismada noronlarda yogun ve hiperkromatik bir niikleus, dejeneratif
noronlarin ¢evresinde diizensiz sekilli ve genis perindronal vakuolarizasyon
belirlenmistir (Ning ve ark., 2017). Deng ve ark. Sprague-Dawley cinsi erkek siganlara
periton i¢i 7,5 mg/kg LPS uygulayarak olusturduklar1 24 saatlik sepsis modeli ile beynin
korteks ve hipokampiis bolgesini ele alarak, KV boyama ile LPS grubunda néron kaybi
ve noronal piknosiz saptamislardir (Deng ve ark., 2018). Yapilan bir bagka ¢alismada
KunMing farelere 12 giin boyunca giinlik 1 mg/kg LPS verilmis, KV boyama
sonucunda frontal korteks ve hipokampiisde LPS grubunda yiiksek oranda ndron hasari
belirlemislerdir (Song ve ark., 2019). Biz de ¢alismamizda 6ncelikle LPS ve melatonin
uygulamasinin deneklerin viicut agirliklarinda bir degisiklige neden olup olmadigini
arastirdik. Calisma sonunda LPS grubuna ait sigan viicut agirliklarinim, ilk agirliga gore
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldig1 gdézlendi. Gruplar deney sonrasinda son
agirliklar agisindan karsilastirildiginda, koruyucu amagli melatonin uygulanan LPS
grubunda sadece LPS uygulanan gruba goére viicut agirlhiginda anlamli bir artis oldugu
goriildii. Boylece galismamizda LPS uygulamasi 6ncesinde uygulanan melatonin’in,
LPS’in neden oldugu viicut agrhigmdaki azalmayir Onleyici yonde rol oynadigi

gosterildi. Ayrica ¢alismada, deney gruplarina ait sicanlardan alman beyin doku
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orneklerinde H&E ve MT boyama metodlar1 uygulanarak LPS’in neden oldugu
morfolojik ve hiicresel degisimler ele alindi. Buna gore, LPS uygulanan sigan beyin
dokusunda bozulmus aksonlar ve vaskuler konjesyon dikkati ¢ekti. LPS+melatonin
grubunda ise vaskiiler konjesyon yapilarmin nadir oldugu ve kontrol grubuna yakin
noron yapilart ile glial hiicreleri icerdigi goriildii. Caligmada, bu histokimyasal boyama
metodlarinin  yani sira dejeneratif ndron yapilarini degerlendirmek amaciyla KV
boyama yontemi de kullanildi. Hazirlanan preparatlarda beyin korteks tabakasi
incelendiginde, LPS grubunda tiim diger deney gruplarina gore artmis diizensiz piknotik
cekirdege sahip, sitoplazmik vakuol goOsteren dejeneratif ndronlara rastladik.
LPS+melatonin grubunda ise LPS grubuna gore dejeneratif néron sayisinda anlamli bir
azalma oldugunu gosterdik. Andrea ve ark. ¢alismalarinda ALS modeli ile farelerde
akut noroinflamasyon olusturularak, KBB yapism1 ve ndrodejenerasyonu
degerlendirmislerdir. Calismalarinda hiicre 6liimii, astrosit ayak¢iklarinda 6dem, astrosit
ve endotel hiicre kaybi, bazal membran yikimi, 6dem ve mikrohemoraji gézlemislerdir.
Yine ayni ¢calismada okludin ve ZO-1 ifadesinin ciddi oranda azaldigini saptamislardir
(Nicaise ve ark., 2009). Oksidatif stresin yol actigi KBB degisikliklerini incelemeyi
amaglayan bir ¢alismada, orta beyin arteri oklizyonu iskemik felg modeli
olusturulmustur. Uygulamadan 2 giin sonra siki baglant1 proteinlerinden klaudin-5,
okludin ve ZO-1 ifadesinde azalma oldugu go6zlenmis, bu azalmann KBB
permeabilitesinin artmasi ile iliskili olacagi diistiniilmiistiir (Jiao ve ark., 2011). Zhou ve
arkadaslar1, disi fareler iizerinde yaptiklar1 bir calismada 1 mg/kg LPS’in KBB siki
baglant1 proteinlerinden ZO-1, okludin ve klaudin-5’in ifadesinde énemli bir azalmaya
sebep oldugunu gostermislerdir (Zhou ve ark., 2014). Liu ve ark. LPS ile indiiklenen
KBB permeabilitesini insan beyin mikrovaskiiler endotelial hiicre hattinda degerlendip
sik1 baglant1 proteinlerinden okludin ve klaudin-5 ifadesinin LPS uygulamasi sonrasinda
ciddi sekilde azaldigini bildirmislerdir (Liu ve ark., 2015). Baska bir ¢alismada ise, 7
glin boyunca giinlik 250 pg/kg LPS uygulanmis C657LB erkek farelerin beyin
korteksinde pargalanmis, kiiglilmiis, hasarli ya da 6li noronlara rastlanmustir (Badshah
ve ark., 2016). He ve ark. fare beyin kdkenli mikrovaskiiler endotelial hiicre hattinda 12
saatlik LPS maruziyetinin ZO-1 ifadesini olumsuz yonde degistirdigini ortaya
koymustur (He ve ark., 2011). William ve ark. ¢aligmalarinda, inflamasyona bagli
olarak KBB’ndeki bozulma mekanizmalarini arastirirken farelere sirayla 0.3, 0.03 ve 3

mg/kg LPS dozu uygulamislardir. Bu g¢alismada yalnizca 3 mg/kg LPS’in KBB’ni
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bozdugunu bunun aksine diger tiim dozlarn ise viicut agirligi kaybina neden oldugunu
ifade etmislerdir (Banks ve ark., 2015). Jangula ve ark. fareler lizerinde yaptigi bir
caligmalarinda 5 mg/kg tek doz LPS’in KBB’deki permeabiliteyi artirmak icin yeterli
oldugunu gostermislerdir. Bu aragtrmacilar Evans Blue degerlendirmesi ile
permeabilite degisikliginin 1 saat i¢inde ortaya ¢iktigini da belirlemislerdir (Jangula ve
Murphy, 2013). Bizim caligmamiz da elde ettigimiz veriler, yapilan tim LPS
calismalari ile uyum gostermekteydi. Sadece tek doz ve 7,5 mg/kg kadar uyguladigimiz
LPS ile olusturdugumuz 24 saatlik bir sepsis modelinde, KBB siki baglant1
proteinlerinden ZO-1 ve okludin ifadesinin anlamli bir sekilde azaldigini hem
immiinohistokimyasal boyama yontemi hem de western blot yontemi ile belirledik.
LPS+melatonin grubunda ise, LPS Oncesi uygulanan melatonin’in 6zellikle okludin

immunreaktivite yogunlugunu anlaml diizeyde arttirdigini goézlemledik.

LPS uygulamasi beyin dokusunda Oncelikle mikrogliyalardan, astrositlerden,
noronlardan, endotel ve ependimal hiicrelerinden sitokin serbestlesmesini saglar
(Hillhouse ve Mosley, 1993). Bununla birlikte LPS ile indiiklenen néroinflamasyonun
altinda yatan mekanizmalar hem in vivo hemde in vitro ortamda arastirma konusu
olmustur (Gerzanich ve ark., 2019). Bir¢ok bilimsel ¢alisma, periton i¢i LPS
uygulamasinin beyin dokusunda basta IL-1f ve TNF-a olmak iizere c¢ok sayida
proinflamatuvar sitokin seviyesini artirdigini rapor etmistir (Turrin ve ark., 2001; Quan
ve ark., 1998; Gabellec ve ark., 1995). Sitokin artisi, LPS’in TLR-4 iizerinden baslattig1
inflamasyon kaskadinin Oncelikle NF-kB’yi aktive etmesi ile ger¢eklesmektedir
(Bannerman ve Goldblum, 2003). Bu ii¢ inflamatuar medyat6riin ayni anda aktive
olmas1 ve ardindan gelen immiin yanit, patojenlere karsi konagin savunma sistemini
olusturmaktadir. Boylece immiin sistemin yogun aktivasyonu, sitokinlerin kontrolsiiz
salnmasina, dolayisiyla inflamasyon ve SIRS’a yol agar (Liu ve ark., 2017; Kang ve
ark., 2016). TLR-4, biitiin bakteriyi ya da LPS gibi bakteriyel iiriinleri taniyan 6zel
reseptorlerden biri olmasi sebebiyle endotoksemi, sepsis deneylerinin dnemli bir
arastirma konusu olmustur (Zhou ve ark., 2019; Zhang ve ark., 2018; Choi ve ark.,
2012; Wang ve ark., 2014). Yenidogan sicanlarda diisik doz sistemik LPS
enjeksiyonunu takip eden 6, 12 ve 24. saatlerde rt-PCR yontemi ile TLR-4’iin ifadesinin
arttig1 belirlenmistir (Wang ve ark., 2014). Choi ve ark. insan beyin endotelial hiicre
hatt1 lizerinde yaptig1 bir ¢aligmada uygulanan LPS’in TLR-4’i aktive ettigini, TLR-4

yolag1 iizerinden endotelyal bariyerin fonksiyonlarini bozdugunu ve siki baglanti
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proteinlerinin ifadesini degistirebildigini bildirmislerdir (Choi ve ark., 2012). Erkek
Sprague-Dawley sicanlarda beyin ventrikiillerinin her birine 5 pg/pl kadar toplamda 10
pg/ul LPS‘in uygulanmasiyla olusturulan néroinflamasyon modelinde, LPS grubunda
western blot analizi ile hipokampiisde, NF-kB ve TLR-4 ifadesininin istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde arttig1 belirlenmistir (Zhou ve ark., 2019). Literatiirle uyumlu bir
sekilde mevcut ¢alismamizda da gruplar arasi karsilastirma yapildiginda TLR-4 ifadesi,
hem western blot hem de immiinohistokimyasal boyama yontemi ile degerlendirilmis ve
LPS grubunda bu ifadenin diger gruplara kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde
arttig1 gézlenmistir. Cai ve ark, 5 giinlik Sprague-Dawley si¢anlara LPS’in beyin igi
enjeksiyonunundan 6 saat sonra doku IL-1B ve TNF-a degerlerinin pik yaptigini
bildirmiglerdir (Cai ve ark., 2003). Quan ve ark. si¢anlarda periton i¢i 2,5 mg/kg LPS
enjeksiyonundan 2 ve 12 saat sonra beyin dokusunda IL-1f (Quan ve ark., 1998); Turrin
ve ark. 100 pg/kg dozda LPS uyguladiktan 5 saat sonra IL-18 ve TNF-a seviyelerinde
artis oldugunu bildirmislerdir (Turrin ve ark., 2001). Bir baska ¢alismada ise, 2 mg/kg
LPS uygulamasi ile olusturulan 24 saatlik bir sepsisde dl¢iilen beyin dokusu TNF-a ve
IL-1B konsantrasyonunda artis oldugu rapor edilmistir (Cazareth ve ark., 2014). Zhang
ve ark, 8 haftalik erkek fareler tizerinde Porphyromonas gingivalis’in 5 mg/kg LPS ile
olusturdugu endotoksemi modelinde TLR-4/NF-kB sinyal yolagi {izerinden hafiza
zay1flig1 meydana getirdigini ifade etmistir. Olusan néroinflamasyon ile TNF-a seviyesi
kontrol grubuna kiyasla 4 kat, IL-1p ise 3 kat artmustir (Zhang ve ark., 2018). Bu
zamana kadar LPS uygulamasi ile yapilan bir¢ok ¢alisma, LPS’in TNF-a ve IL-1P
seviyelerinde bir artisa neden oldugunu goéstermistir. Mevcut ¢alismamizda da LPS
grubunda, TNF-a ve IL-1B konsantrasyonlarinda diger deney gruplarina gore bir artis
oldugu goriildii ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli degildi. LPS uygulamalar1
neticesinde beyin sitokin salinimindaki artiy ya da azalis aslinda LPS dozuna ve
uygulama zamanina bagl olarak farkli sonuglar verebilmektedir. Wang ve ark. gebe
sicanlara her 12 saatte bir 0.2 mg/kg LPS uygulayarak fetal beyin dokusunda ve
serebrospinal sividaki TGF-f seviyesinin kontrol grubuna gore dnemli dlciide arttigini

belirlemislerdir (Wang ve Liu, 2018).

Beyinde inflamasyonun yol agtig1 oksidatif stres belirtegleri arasinda MDA diizeylerinin
Olgtimii 6nemli ipuglar1 vermektedir. Ozan ve ark. 4 mg/kg dozunda intraperitoneal LPS
uygulayarak olusturdugu endotoksemi modelinde uygulamadan 6 saat sonra beyin

dokusunda MDA diizeyinin yiikseldigini saptamistir (Gonca ve ark., 2018). Yapilan
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caligmalarda 7 giin boyunca 250 pg/kg dozunda LPS uygulamasindan sonra, 2 mg/kg
dozunda LPS uygulamasindan 2 saat sonra ve yine 8 mg/kg LPS uygulamasindan 24
saat sonra beyin dokusunun MDA seviyelerinde ciddi oranda artis oldugu bildirilmistir
(Santhanasabapathy ve Sudhandiran, 2015; Kheir-Eldin ve ark., 2001; Sebai ve ark.,
2009). Biz de galismamizda doku MDA diizeyinin LPS grubunda istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde arttigini belirledik. Serbest radikaller ve serbest radikal tirtinleri
inflamasyonun Onemli medyatdrlerindendir. SOD, CAT ve GSH-Px diizeyleri
inflamasyon sonucu olusan oksidatif stres seviyesi hakkinda bigi veren antioksidan
enzimlerden bazilaridir. Periferal LPS uygulamasi ile olusturulan ndroinflamasyon
modellerinde, Sebai ve ark. ile Santhanasabapathy ve Sudhandiran LPS uygulamasinin
beyin dokusunda SOD aktivitesinin anlamli sekilde azalttigini1 rapor etmislerdir (Sebai
ve ark., 2009; Santhanasabapathy ve Sudhandiran, 2015). Baska bir ¢alismada ise LPS
uygulamasinin beyin dokusu SOD aktivitesinde bir degisiklige neden olmadigi
bildirilmistir (Kheir-Eldin ve ark., 2001). GSH-Px, dokuda oksidatif hasara karsi
savasan, noroprotektif etkiye sahip antioksidan bir enzimdir (Karabulut ve Giilay,
2016). Rosales-Corral ve ark. sigan hipokampusunda fibriler amiloid-beta
uygulamasiyla olusturduklar1 néroenflamasyon modelinde, Raza ve ark. siganlarda akut
orta serebral arter okliizyonu modelinde, beyin dokusunda GSH-Px aktivitesinin 6nemli
diizeyde diistiigiini bildirmislerdir (Raza ve ark., 2011; Rosales-Corral ve ark., 2004).
MSS’nde olusturulan oksidatif stres modellerinde ve LPS ile olusturulan
noroenflamasyon c¢alismalarinda oksidatif stres belirteci olan GSH-Px aktivitesinin
azalmis olmasi, mevcut ¢alismamizda LPS grubundaki GSH-Px seviyesinin azalmasiyla
uyumludur. Ancak, bu azalma yapilan birgok ¢alismanin aksine istatistiksel bir anlam

tagimamaktaydi.

Melatonin 6nemli bir serbest radikal siipiiriicii, antioksidan ve immiinmodiilatordiir.
Giinlimiizde sadece pineal bezden degil, ovaryum, lens, kemik iligi ve sindirim sistemi
organlarindan salgilandigi bilinmektedir (Pandi-Perumal ve ark., 2008).‘Gece hormonu’
olarak tanimlanan melatonin, onkostatik, antiinflamatuar ve antikonviilzan etkilere ve
ayrica sirkadien ritimlerin diizenlenmesi, reprodiiktif aksin diizenlenmesi gibi onemli
fizyolojik fonksiyonlara sahiptir (Macchi ve Bruce, 2004). Melatonin bazen reseptorler
araciligi ile bazen de direkt olarak reseptorlere hi¢ ihtiyag duymadan serbest radikalleri
stipiirebilir. Bu ozellige ilaveten lipofilik yapisi sayesinde tiim bariyerleri kolayca

gecebilir (Tan, 1993). Yapilan bir calismada yenidogan si¢anlara uygulanan
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hipoksi/iskemi modelinde LPS ile olusturulan inflamasyon Oncesinde verilen
melatonin’in miyelinizasyonu artirdigi ve ndéron morfolojisini diizelttigi goriilmistiir
(Hu ve ark., 2017). Young-Kuk Lee ve ark. kainik asitin sistemik olarak
uygulanmasimin yol agtig1 poliamin seviyesindeki artiga bagli olarak serebral korteks ve
hipokampusda ortaya ¢ikan beyin édemi ve ndronal hiicre 6liimiine karsi endojenik
melatonin uygulamasmin yararl oldugunu saptamiglardir (Lee ve ark., 2000). Lee ve
ark. gebe fareler lizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada 2 mg/kg LPS uygulamasindan yarim
saat once 10 mg/kg dozunda verilen melatonin’in fetal beyin ve postnatal beyin
tizerinde olusturdugu etkiyi incelediler. Melatonin’in LPS ile indiiklenen erken dogum
riskini azalttigini gozlemlediler. Ayrica H&E ve KV boyama metodlar1 ile beyin
korteksinin 6 farkl hiicre tabakasini saglikli bir sekilde gorerek iyilesmeyi ayirt ettiler
(Lee ve ark., 2019). Melatonin’in inflamatuvar yaniti, serebral 6dem olusumu ile KBB
gecirgenligini azalttig1 bilinmektedir (Chen ve ark., 2006). Qin ve ark. NOTCH3/NF-xB
yolagi lizerinden olusturduklar1 néroinflamasyon modelinde KBB’ni degerlendirmisler,
vaskular endotelyal kaderin, okludin, klaudin-5, ve ZO-1 ifadelerinin melatonin ile
diizeldigini belirlemislerdir (Qin ve ark., 2019). Jumnongprakhon ve ark. yasl farelerin
KBB’nin biitiinliigiinii degerlendirmek i¢in 1mg/kg LPS ile sepsis modeli olusturmuslar
ve koruyucu olarak onceden verilen 10 mg/kg melatonin’in bariyer {izerinde etkisi
incelenmiglerdir. Melatonin’in baglant1 proteinlerinden okludin ve klaudin-5’in
ifadesini istatistiksel olarak artirdigin1 immiinohistokimyasal boyama ve western blot
yontemleri ile saptamiglardir (Wang ve ark., 2017). Baska bir ¢alismada, hipoglisemik
stresle indiiklenen beyin endotelyal hiicre hasarmda azalan okludin ve klaudin-5
ifadesinin melatonin aracilig1 ile tekrar artirildigi belirlenmistir (Wang ve ark., 2017).
Yenidogan sicanlara uygulanan hipoksi/iskemi modelinde LPS ile olusturulan
inflamasyon oncesinde koruyucu olarak verilen melatonin’in néron morfolojisini
diizeltmesinin yan1 sira KBB’nin permeabilitesini etkileyerek okludin ve klaudin-5
ifadesini anlamli bir sekilde 1iyilestirdigi gozlenmistir. Ayrica ayni1 c¢alismada
melatonin’in TLR-4/NF-kB sinyal yolagmi baskiladigi ifade edilmistir (Hu ve ark.,
2017). Bizim ¢alismamizda LPS ile artan inflamasyon belirteci olan TLR-4 ifadesinin
melatonin uygulamasi ile istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigi hem
immiinohistokimyasal boyama hem de western blot yontemleri ile gosterilmistir. Ayrica
yapilmis olan ¢aligmalarla uyumlu bir sekilde sepsis ile azalan okludin ifadesi koruyucu

amacl uygulanan melatonin ile anlaml bir sekilde artmisti. ZO-1 ifadesi de yine



7

koruyucu amagli uygulanan melatonin ile istatistiksel olarak anlamli olmasa da artis

gostermisti.

Melatonin’in GSH-Px, SOD ve CAT gibi bir¢ok antioksidan enzim aktivitesini uyardigi
ve oksidatif stresle miicadele ettigi bilinmektedir (Reiter ve ark., 2007). Siganlar
tizerinde yapilan bir arastirmada, beyin korteksinde gama-radyasyona bagli olarak
gelisen MDA diizeylerindeki artigin, melatonin uygulamasi ile azaldigi ve lipid
peroksidasyonun engellendigi belirlenmistir (Erol ve ark., 2004). Yapilan bir baska
calismada, formaldehitle olusturulan norotoksisite sonucunda hipokampiisde
formaldehitle birlikte uygulanan melatonin’in azalan SOD ve GSH-Px diizeyini
arttirdi1 ayrica MDA diizeyini azalttigi ELISA yontemi ile tespit edilmistir (Ilter ve
ark., 2007). Sicanlarda kisa veya uzun siireli uygulanan melatonin’in beyin dokusunda
Mn-SOD ve CuZn-SOD sentezini artirdigi ve bu sekilde beyin dokusunu oksidatif
hasara kars1 korudugu ifade edilmistir (Kotler ve ark., 1998). Ayrica bir baska
caligmada gebe si¢anlara verilen melatonin’in plesentayr rahatlikla asabildigi ve fetiis
beyninde SOD aktivitesini artirdig1 bildirilmistir (Burmistrov ve ark., 2001). 7n vitro
ortamda yapilmis bir calismada LPS ile indiiklenmis inflamasyonda, melatonin’in BV-2
mikrogliyalarda IL-1B ve TNF-a seviyesini azalttigi gosterilmistir (Park ve Chun,
2017). Hem in vivo hem de in vitro ortamlarda yapilan bir baska arastirmada LPS’in
immatiir sican beyninde olusturdugu noéroinflamasyona bagli olarak artan NF-xB
diizeyini melatonin’in istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde diizelttigi belirtilmistir
(Shah ve ark., 2017). Yu ve ark. fare meme dokusu kiiltiiriinde LPS ile olusturduklar1
noroinflamasyon ile artan iflamatuar sitokinlerden IL-1B ve TNF-a seviyesinin
melatonin ile azaldigmi belirlemislerdir (Yu ve Tan, 2019). Bir baska ¢alismada beyin
makrofaj RAW 264.7 ve BV2 mikrogliya hiicre hattinda ve fare menenjit modelinde
LPS ile yiksek oranda artan NF-kB baglama aktivitesinin melatonin araciligi ile
azaldig1 ifade edilmistir (Chang ve ark., 2012). Doku MDA diizeyi agisindan mevcut
calismamiz, yapilmis onceki ¢aligmalarla paralellik gosterdi. Calismamizda, doku MDA
diizeyi 24 saatlik sepsis ile anlaml1 bir sekilde artmistr. Oncesinde uygulanan melatonin,
bu diizeyi istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaltti. Calismamizda elde ettigimiz
beyin dokularinda ayrica GSH-Px, SOD ve CAT gibi antioksidan enzimleri ELISA
yontemi ile ¢alisildi. GSH-Px enzim seviyesinin LPS uygulanan grupta kontrol grubuna
gore azaldigi, LPS oncesinde verilen melatonin’in bu azalmayi baskiladigi saptandi.

SOD ve CAT aktiviteleri ile ilgili sonuglarimiz literatiirdeki diger benzer ¢alismalara
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paralellik gostermedi. ELISA  bulgularint  inflamasyon belirtegleri  agisindan
degerlendirdigimizde IL-1B, TNF-a ve NF-kB seviyesinin koruyucu amagcli verilen
melatonin ile LPS grubuna nazaran ¢ok kii¢iik bir oranda azaldigini belirledik. Bir diger
belirte¢ olan TGF-p ile ilgili LPS noéroinflamasyonu karsisinda melatonin’in koruyucu
etkisine dair literatiirde bir c¢alismaya rastlanmamistir. Bizim c¢alismamizda LPS
grubunda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak artan TGF-p seviyesini melatonin

uygulamasi istatistiksel olarak anlamli olmasa da azaltmist.

Sepsis, ilerleyen tedavi protokollerine karsin, yiiksek mortalite ve morbidite oranlari
sebebiyle insan sagligi agisindan ¢ok onemli bir sorun olarak goziikmektedir. Her gecen
giin yeni gelismelerle sepsis patofizyolojisi ve histolojisi hakkinda literatiire yeni
bilgiler eklense de, halen aydinlatilmasi gereken bir ¢ok nokta mevcuttur. KBB’ni
olusturan beyin kapiller endotel hiicreleri normal kosullarda ndéronal homeostazisi
koruyarak basta noronlar olmak {izere beyin parankiminde bulunan diger hiicrelerin
fizyolojik kosullarda ¢alismasini saglar. Calismamizda siganlarda endotoksemiye bagli
olarak gelisen KBB degisikliklerini inceleyerek, bu degisiklikler iizerine farmakolojik
dozda verilen melatonin’in etkilerini degerlendirdik. KBB’nin yapisina katilan ¢esitli
molekiillerin endotoksemiye bagl olarak degistigini histokimyasal,
immunohistokimyasal, western blot ve biyokimyasal yontemler ile saptadik. Calismada,
antiiflamatuvar ozellikte bir hormon olan melatonin bu molekiiller iizerinde
bekledigimiz gibi koruyucu etki gosterdi. KBB’nin bozulmasiyla birlikte ortaya ¢ikmasi
tahmin edilen inflamasyonda, inflamatuvar belirtegler agisindan melatonin’in
koruyuculugu, literatiirde mevcut ¢alismalarda belirtilen sonuglarla paralellige sahip
degildi. Biitiin bunlarla birlikte KBB hasarmin neden oldugu ¢esitli hastaliklara kars1 ve
ayrica ilerleyen yaslarda azalan bu hormonunun olumsuz etkilerini ortadan kaldirmak
adina, orta yaslardan itibaren melatonin’in kullanilabilecegi ve bu kullanimin da

oldukga etkili olacag: diisiincesindeyiz.
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	3.1. Deneysel Prosedür
	3.1.1. Deney Gruplarının Oluşturulması
	(G:Gün, SF:Serum Fizyolojik, LPS:lipopolisakkarit,  Mel:Melatonin, SKRF:Sakrifikasyon)
	3.1.2.Deneyde Kullanılan Maddeler ve Uygulama
	Çalışmada uygulanan bütün maddelerin dozu literatürler doğrultusunda belirlendi. (Zhou ve ark., 2014; Chern ve ark., 2012; Iraz ve ark., 2015). Deneydeki endotoksemi oluşturulacak gruba uygulanan LPS (Escherichia coli -serotype O111:B4; Sigma-Aldrich ...
	Kontrol grubuna diğer gruplarla aynı hacimde olacak şekilde yani 1 ml kadar sadece i.p. SF verildi. LPS grubuna tek doz (7,5 mg/kg) LPS i.p. olarak uygulandı (Iraz ve ark.,  2015). LPS+melatonin grubuna melatonin enjeksiyonu, LPS uygulamasından 1 haft...
	3.2.Histopatolojik Analizler
	Formaldehit içinde fikse edilen dokular, doku takip cihazı (Leica ASP300S, Illinois, USA) içerisinde yoğunlukları giderek artan alkol serilerinden (%50, %70, %80, %96, %100) geçirilerek dehidrate edilip, ksilol ile şeffaflaştırıldı. Bu işlemlerin ardı...
	3.2.2.Hematoksilen-Eosin (H&E) Boyama Metodu
	3.2.3. Masson Trikrom (MT) Boyama Metodu
	Çalışmanın beyin dokusundan hazırlanan 5-6 µm’lik kesitler boyama öncesinde 1 gece kadar 60 ⁰C’lik etüvde bekletildi ve ardından MT boyama metodu uygulandı (Tablo 3.5).
	3.2.4. Kresyl violet (KV) Boyama Metodu
	Bu boyama yöntemi beyin dokusunda sağlam nöronları analiz etmeye yönelik bir teknik olup, Nissl boyaması olarak da bilinmektedir. Bu yöntem ile nöron morfolojisinde görülen değişiklikler deney grupları arasında karşılaştırıldı. Beyin dokusuna ait para...
	3.3.İmmünohistokimyasal Boyama Metodu
	Deney gruplarına ait sıçanların beyin dokularında ZO-1, okludin ve TLR-4 proteinlerinin ifadesini belirlemek için avidin-biotin-peroksidaz yöntemi uygulandı. Parafin bloklardan alınan 5 μm kalınlığındaki kesitler 1 gece boyunca 37 C’lik etüvde bekleti...
	3.4. Western Blot Metodu
	3.4.1. Protein İzolasyonu
	Deney esnasında alınan ve -80ºC’de tutulan beyin dokuları analiz öncesinde kuru buz üzerine çıkarıldı. Donmuş doku örnekleri küçük parçalara ayrılıp hassas terazide ağırlıkları ölçüldü. Proteaz ve fosfataz inhibitör karışımı ilave edilmiş olan ripa ta...
	3.4.2. Protein Konsantrasyonlarının Ölçümü
	Konsantrasyon ölçümü için (Thermo Scientific, Pierce™ BCA Protein Assay Kit Cat. no;23227, Massachusetts, USA) kiti üretici firmanın talimatlarına göre kullanıldı. Öncelikle yeni ependorflara protein örnekleri eklenerek 1:10 oranında Lizis buffer ile ...
	3.4.3. Protein Örneklerinin Jele Yüklenmesi ve Elektroforez
	Biorad marka (Mini-Protean ® TGX Precast Gels Cat no; 456-1035, USA) hazır jel aparata oturtularak western tankına yerleştirildi. Yürütme solüsyonu (Biorad Running Buffer Cat no; 1610732, USA) 1:10 oranında dH2O ile 600 ml hazırlandı ve tank içerisind...
	3.4.4. Proteinlerin Jelden Membrana Transferi
	Jelde yer alan proteinlerin PVDF (Poli-viniliden florür) membrana transferi için her aşamada Biorad marka Transfer Kiti (Biorad Trans-Blot Turbo RTA Transfer Kit, PVDF Midi Cat No; 170-4273, USA) kullanıldı. Yürütülen jel tankın içerisinden çıkarılara...
	3.4.5. Antikor İnkübasyonu ve Membran Proteinlerinin Görüntülenmesi
	Transfer işleminin ardından membran 5 dk TBST (137 mM NaCl, 20 mM Tris, %0,1 Tween-20) ile orbit çalkalayıcı da yıkandı. TBST içinde çözülmüş %5’lik süt tozu eklenerek oda sıcaklığında 1 saat çalkalayıcıda bloklama işlemi yapıldı. Bu aşamadan sonra me...
	3.4.6. Protein Görüntülerinin Analizlenmesi
	Elde edilen jel görüntüleri Image J software programı ile analiz edildi. Deney gruplarındaki protein miktarını tayin etmeye yönelik bir yöntem olan Western Blot ile ölçüm birbirinden bağımsız olarak 3 tekrarla gerçekleştirildi.
	3.5. ELISA Metodu
	Biyokimyasal analizler için -80ºC’ye kaldırılan beyin dokuları doku homojenatı hazırlığı için PBS (0,01M, pH: 7.4) içerisine alındı ve homojenize edildi. Homojenize edilen her örnek -20ºC’de muhafaza edildi. Ardından oda sıcaklığına alınarak çözülmesi...
	3.5.1. MDA, SOD, CAT, GSH-Px Tayini
	MDA tayininin temel prensibi, lipid peroksidasyonunun bir ürünü olan MDA’nın tiyobarbitürik asit (TBA) ile reaksiyona girerek belirli bir absorbansta pembe renkli bir kompleks oluşturması esasına dayanır. MDA seviyesi tayininde üretici firmadan temin ...
	3.5.2. TGF-β, TNF-α, IL-1β, NF-κB Tayini
	TGF-β (Rat TGF-β ELISA Kit, Sunred Biological Technology Catalog no:201-11-0779, Shanghai, China), TNF-α (Rat TNF-α ELISA Kit, Sunred Biological Technology Catalog no:201-11-0765, Shanghai, China), IL-1β (Rat IL-1β ELISA Kit, Bioassay Technology Labor...
	3.6. İstatistiksel Analiz
	Verilerin dağılımını belirlemek için Shapiro-wilk testi kullanıldı. İkiden fazla gruplararası karşılaştırmalarda tek yönlü varyans analizi ve Kruskal Wallis testleri kullanıldı. Grup karşılaştırmaları sonucunda anlamlı çıkan değişkenlerin post-hoc kar...
	4.BULGULAR
	4.1. Vücut Ağırlığına Ait Bulgular
	Çalışmada uygulanan LPS ile ilişkili olarak sıçanlarda, LPS ve LPS+melatonin grubunda 1’er hayvan ölümü gerçekleşmiştir ve 40 adet sıçan ile deney sonlandırılmıştır. Çalışmamızda tüm gruplardaki sıçanların vücut ağırlıkları deneye başlamadan önce ve d...
	4.2. Işık Mikroskobik Bulgular
	Çalışmamızda, deney gruplarının beyin dokusunun korteks alanına ait histolojik özellikleri değerlendirebilmek için H&E (Şekil 4.2) ve MT (Şekil 4.3) metodları uygulandı. Ayrıca sağlam nöronları değerlendirebilmek amacıyla da KV boyaması yapıldı (Şekil...
	Tüm deney gruplarına ait MT boyama metodu ile boyanmış preparatlardan alınan ışık mikroskobik incelemede, kontrol grubundaki sıçan beyinlerinde kortikal alan eozinofilik boyanmış nöron hücre gövdeleri ile normal görünüm sergilerken, LPS uygulanan grub...
	KV boyama diğer bir ifade ile ‘’Nissl Boyama’’ nöron sitoplazmasındaki nissl cisimcikleri işaretleyen bir belirteçtir. Tüm deney gruplarına ait KV boyama metodu ile boyanmış preparatlardan alınan ışık mikroskobik incelemede, kontrol grubundaki sıçan b...
	4.3.İmmünohistokimyasal Bulgular
	4.3.1. ZO-1  Ekspresyonu
	KBB’ de sıkı bağlantı proteinlerinden ZO-1 ifadesini belirlemek için yapılan immünohistokimyasal analiz sonucunda ZO-1 immunreaktivite yoğunluğunun LPS grubunda 84 (79,05 - 89,15) kontrol grubuna 89,65 (85,01 - 93,64) kıyasla azaldığı belirlendi. Bu a...
	4.3.2. Okludin Ekspresyonu
	Okludin ifadesini belirlemek üzere yapılan immünohistokimyasal boyamada LPS grubunda 74,15 (65,64 - 80,14) okludin immunreaktivite yoğunluğunun diğer tüm gruplara oranla istatistiksel olarak anlamlı düzeyde azaldığı gözlendi (P<0.001). Koruyucu amaçlı...
	4.3.3. TLR-4 Ekspresyonu
	Tüm deney grupları TLR-4 immunreaktivite yoğunluğu açısından karşılaştırıldığında; LPS grubunun 98,55 (96,59 - 103,1) TLR-4 immunreaktivitesinin kontrol grubuna 95,46 (91,28 - 97,44) oranla istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde arttığı gözlendi (P<...
	4.4.Western Blot Bulguları
	4.4.1. ZO-1 western blot sonuçları
	ZO-1 ifadesi Western Blot yöntemi ile değerlendirildiğinde LPS grubu ZO-1 miktarının (2,038 ± 0,078), kontrol grubuna (3,276 ± 0,312) göre istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde azaldığı gözlendi (P<0.05). Sadece melatonin uygulanan grupta ZO-1 mikt...
	4.4.2. Okludin western blot sonuçları
	Dokudaki okludin ifadesi Western blot açısından değerlendirildiğinde, gruplar arasında farklılıkların olduğu ancak bu farklılıkların istatistiksel olarak olarak anlamlı olmadığı gözlendi. LPS grubunda okludin miktarı (0,432 ± 0,025), kontrol grubuna (...
	4.4.3. TLR-4 western blot sonuçları
	Dokudaki inflamasyon belirteci olan TLR-4’ün, kontrol grubuna (0,704  ± 0,036) kıyasla LPS grubunda (0,858 ± 0,012) istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde arttığı gözlendi (P<0.05). Sadece melatonin uygulamasının yapıldığı grupta (0,647 ± 0,028)  in...
	4.5. Biyokimyasal Bulgular
	4.5.1. MDA, SOD, CAT, GSH-Px Bulguları
	Endotokseminin KBB üzerinde oluşturduğu hasarda doku MDA, SOD, CAT ve GSH-Px düzeyleri ELISA metodu ile incelendi. LPS grubunda MDA seviyesinin (9,943 ± 1,403) kontrol grubuna (6,176 ± 1,543) oranla istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde arttığı göz...
	Tek doz LPS uygulanan deney grubunda, doku SOD düzeyinin (5,811 ± 1,200) kontrol grubuna (5,526 ± 1,077) kıyasla arttığı fakat bu artışın istatistiksel olarak anlamlı olmadığı görüldü (P>0.05). Koruyucu amaçlı melatonin uygulanan LPS (5,593 ± 0,895) v...
	Deney grupları doku CAT düzeyleri açısından değerlendirildiğinde, gruplar arasında anlamlı bir farklılığın olmadığı görüldü. LPS (10,130 ± 0,857), LPS+melatonin (9,746 ± 0,903) ve melatonin (9,834 ± 1,070) gruplardaki doku CAT seviyesi kontrol grubunu...
	Tüm deney grupları dokudaki GSH-Px düzeyi açısından değerlendirmeye alındığında LPS grubunun doku GSH-Px seviyesine (10,710 ± 1,156) oranla, kontrol grubu (11,99 ± 1,487), koruyucu amaçlı melatonin uygulanan LPS grubu (11,47 ± 1,485) ve sadece melaton...
	4.5.2. IL-1β, NF-κB, TGF-β, TNF-α, Bulguları
	LPS ile indüklenen endotokseminin KBB üzerinde oluşturduğu hasarda doku TGF-β, TNF-α, IL-1β ve NF-κB düzeyleri ELISA metodu ile incelendi. LPS grubu doku IL-1β düzeyi (1783 ± 238,8), kontrol grubuna (1735 ± 270,3) oranla küçük bir farkla arttı fakat b...
	Doku NF-κB düzeyinin kontrol (6,507 ± 0,873), LPS+melatonin (6,271 ± 0,514) ve melatonin (6,474 ± 0,861) gruplarına kıyasla LPS uygulanan grupta (6,929 ± 0,647) istatistiksel olarak anlamlı olmayacak şekilde çok az bir artış gösterdiği gözlendi (P>0.0...
	Beyin dokusundaki TGF-β seviyesi ele alındığında LPS grubunun doku TGF-β seviyesinin (181,1 ± 24,29), kontrol grubuna (147,5 ± 19,21) kıyasla istatistiksel olarak anlamlı düzeyde arttığı belirlendi (P<0.05). Doku TGF-β düzeyi koruyucu amaçlı melatonin...
	TNF-α düzeyinde ise gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık gözlenmedi. LPS grubu doku TNF-α düzeyinde 90,09 (70,71 - 91,84) kontrol grubuna 85,57 (75,69 - 91,23) nisbeten küçük bir artış görüldü. Fakat bu artış istatistiksel olara...
	5.TARTIŞMA VE SONUÇ
	LPS uygulaması beyin dokusunda öncelikle mikrogliyalardan, astrositlerden, nöronlardan, endotel ve ependimal hücrelerinden sitokin serbestleşmesini sağlar (Hillhouse ve Mosley, 1993). Bununla birlikte LPS ile indüklenen nöroinflamasyonun altında yatan...
	Beyinde inflamasyonun yol açtığı oksidatif stres belirteçleri arasında MDA düzeylerinin ölçümü önemli ipuçları vermektedir. Ozan ve ark. 4 mg/kg dozunda intraperitoneal LPS uygulayarak oluşturduğu endotoksemi modelinde uygulamadan 6 saat sonra beyin d...
	Melatonin önemli bir serbest radikal süpürücü, antioksidan ve immünmodülatördür. Günümüzde sadece pineal bezden değil, ovaryum, lens, kemik iliği ve sindirim sistemi organlarından salgılandığı bilinmektedir (Pandi-Perumal ve ark., 2008).‘Gece hormonu’...
	Melatonin’in GSH-Px, SOD ve CAT gibi birçok antioksidan enzim aktivitesini uyardığı ve oksidatif stresle mücadele ettiği bilinmektedir (Reiter ve ark., 2007). Sıçanlar üzerinde yapılan bir araştırmada, beyin korteksinde gama-radyasyona bağlı olarak ge...
	Sepsis, ilerleyen tedavi protokollerine karşın, yüksek mortalite ve morbidite oranları sebebiyle insan sağlığı açısından çok önemli bir sorun olarak gözükmektedir. Her geçen gün yeni gelişmelerle sepsis patofizyolojisi ve histolojisi hakkında literatü...
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