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                                                             ÖZET 

Bu çalıĢmada endotokseminin neden olduğu kan beyin bariyeri hasarı üzerine 

melatoninin olası koruyucu etkisinin araĢtırılması amaçlandı.  Bu çalıĢmada, Bezmialem 

Vakıf Üniversitesi Deneysel ve Klinik AraĢtırma Merkezinden temin edilen 42 adet 

Spraque-Dawley cinsi eriĢkin diĢi sıçan kullanıldı. Denekler rastgele seçilerek 4 gruba 

ayrıldı. 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/gün/i.p melatonin) ve melatonin grubu (n=8); 

(10mg/kg/gün/i.p. melatonin). Deney sonunda anestezi altında sıçanlar dekapite edilerek 

beyin dokuları alındı. Doku örnekleri %10‟luk formalinde fikse edildikten sonra rutin 

histolojik doku takip basamaklarından geçirilerek parafin bloklara gömüldü. 5 μm 

kalınlığında alınan kesitlerde doku morfolojisini değerlendirmek için hematoksilen-

eozin ve krezil viyole boyama metodları uygulandı. Kan beyin bariyerinde ZO-1, 

okludin ve TLR-4 ifadeleri immünohistokimyasal ve western blot metodları ile 

değerlendirildi. Ayrıca, dokulardan hazırlanan homojenatlarda SOD, CAT, GSH-Px, 

TGF-β, TNF-α, IL-1β, NF-κB seviyeleri ELISA metodu ile değerlendirildi. LPS 

uygulanan grupta sitoplazmik vokuollü ve düzensiz piknotik çekirdeğe sahip olan 

dejeneratif nöronlar, soluk boyanmıĢ nekrotik nöronlar ve vaskuler konjesyon gözlendi. 

Ayrıca bu grupta  ZO-1 ve okludin ekspresyonunun kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında 

azaldığı fakat TLR-4 expresyonunun ise arttığı belirlendi. Bu skorları koruyucu amaçla 

kullanılan melatonin düzeltti. Sonuç itibariyle melatonin kullanımı ile beyin dokusunda 

ciddi düzelmeler meydana gelmekte ve koruyucu amaçlı kullanılan melatonin sepsis 

hasarını inhibe etmektedir. 

Anahtar Kelimeler: Lipopolisakkarit, Melatonin, Beyin, Sıçan  
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ABSTRACT 

In this study we established to investigate the protective effect of melatonın 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-β, TNF-α, IL-1β, NF-κB 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. GĠRĠġ VE AMAÇ 

Endotoksemi, kanda endotoksinlerin varlığını ifade eder (Smith, 1996). Gram negatif 

bakterilerin hücre duvarının lipopolisakkarit tabakasında konumlanan endotoksin sepsisi 

tetikleyen asıl moleküldür (Fısgın, 2004). Sepsis dünya çapında önemli bir morbidite ve 

mortalite sebebidir (Salomão ve ark., 2019). Konakçı-mikroorganizma etkileĢimini 

insan patofizyolojisi ile iliĢkilendirmenin sonucunda sepsis ve septik Ģoka dair yapılan 

tüm tanımlar netlik kazanmaktadır. Sepsis 2016 yılında literatüre „insan hayatını tehdit 

eden organ fonksiyon bozukluğu‟ Ģeklinde geçmiĢtir (Singer ve ark., 2016). 

Endotokseminin makrofajları uyarması çeĢitli sitokinlerin salınımını tetikler (Gürkan ve  

Çobanli, 1999). Makrofaj yüzeyindeki toll-like reseptörlerinin bakteriyel, viral ve 

fungal molekülleri tanımasını takiben sitokin yapımı ve inflamatuvar yanıt uyarılır 

(Varadaradjalou ve ark., 2003). Sepsis, hücre hipoksisi ve apopitozundan da 

sorumludur. Endotel disfonksiyonuna, kardiyovasküler hasara, intrasellüler 

homeostazda bozulmaya neden olur. Mikroorganizma ve ürünlerinin direkt veya 

sitokinlerin indirekt etkisi ile endotel hücreleri büyük oranda değiĢikliğe uğrar. Bu 

değiĢiklikle adezyon moleküllerinin etkinliği artar, böylece vazoaktif maddeler ve 

inflamatuvar mediyatörler salınır. Yüksek oranda aktive olan endotel bir süre sonra 

kendine zarar verir hale gelir, mikrosirkülasyon bozulur, kapiller geçirgenlik artar (Öz, 

2006).  Sepsis kaskadının harekete geçmesiyle oluĢan serbest radikaller ve proteazların 

sinir sistemi üzerinde de etkisi büyüktür. Enfeksiyon etkenine karĢı geliĢen immünolojik 

yanıt, tüm organ ve sistemlere zarar vermesinin yanında, sinir sistemi bariyerlerinden 

biri olan kan beyin bariyerinin (KBB) fonksiyonunu da bozar. Bu hayati bariyerin hasarı 

çeĢitli nörolojik hastalıkların patogenezinde etkin rol oynar. Bu süreçte ortaya çıkan 

nöroinflamasyon, Alzheimer, Parkinson, Huntington hastalıkları ve multiple skleroz 

baĢta olmak üzere çeĢitli nörodejeneratif hastalıkların geliĢimini tetikler (Allison ve 

Ditor, 2014; Nguyen ve ark., 2002).  
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Pineal bez tarafından özellikle karanlıkta salgılanan bir indolamin olan melatonin, 

sirkadiyen ritim düzenleyici olmasının yanı sıra antioksidan, antiinflamatuvar ve 

immünoregülatör etkilere sahiptir (KuĢ ve Sarsilmaz, 2002). Lipofilik yapısı sayesinde 

melatonin hücrelere rahatça girebilmektedir. Sulu ortamda kısmen çözünmesi de 

intrasellüler etkilerini göstermesine katkı sağlar. Bazı çalıĢmalar melatoninin hücre 

nükleuslarında yüksek konsantrasyonda bulunduğunu göstermektedir (Reppart ve ark., 

1996). Güçlü bir serbest radikal süpürücüsü olan melatonin, çeĢitli antioksidan 

enzimlerin gen regülasyonunu da sağlayarak bu enzimlerin üretimlerini indükler 

(Rodriguez ve ark., 2004; Omurtag  ve ark., 2008). Fizyolojik dozlarda bile etkinliği 

kanıtlanmıĢ, güçlü bir antiinflamatuvar olan bu molekülün çeĢitli patolojik durumlarda 

iyileĢtirici etkisi gösterilmiĢtir. Ayrıca yaĢlı hayvanlarda yapılan çalıĢmalarda 

nörogenezi artırdığı saptanmıĢtır (Dubocovich,  1995). Sepsis modeli baĢta olmak üzere 

birçok inflamasyon modelinde nötrofil aktivasyonunun dokularda oluĢturduğu oksidatif 

hasarı anlamlı olarak geri çevirir (ġener ve ark., 2005; Kaçmaz ve ark., 2005). Güçlü bir 

serbest radikal süpürücü olan melatonin konsantrasyonu yaĢlandıkça azalma 

eğilimindedir (Manchester ve ark., 2015). Beyin dokusunun oksidatif hasara oldukça 

duyarlı olması, yaĢlanma ile birlikte geliĢen oksidatif hasar ve inflamasyon, melatonin 

tedavisinin yaĢa bağlı merkezi sinir sistemi fonksiyonlarındaki değiĢime karĢı koruyucu 

olabileceğini düĢündürür. Tüm bunlar göz önüne alındığında orta yaĢlardan itibaren 

melatonin desteğinin nöronal kayıp hızını azaltması kuvvetle muhtemeldir. Bilinen 

önemli bir yan etkisinin olmaması, beyin dokusuna hızlı ve etkili Ģekilde geçmesi 

nedeniyle özellikle seviyesinin azalmaya baĢladığı orta yaĢlardan itibaren 

kullanılmasını, sinir sistemi fonksiyonlarının iyileĢtirilmesi açısından yararlı 

görünmektedir.  

Bu çalıĢmada, sıçanlarda endotokseminin yol açtığı KBB değiĢikliklerini inceleyerek, 

bu değiĢiklikler üzerine farmakolojik dozda verilen melatoninin olası koruyucu 

etkinliğinin araĢtırılması amaçlanmıĢtır. ÇalıĢmamızda melatoninin bu süreçteki 

etkinliği ve etkinlik derecesi araĢtırılacak, ayrıca bu etkinin KBB‟nin hangi molekülleri 

üzerinden gerçekleĢtirdiği ile ilgili bilgiler elde edilecektir.   
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2.GENEL BĠLGĠLER 

2.1. MERKEZĠ SĠNĠR SĠSTEMĠ 

Sinir sistemi, vücudun iç ve dıĢ ortamda oluĢan değiĢikliklere karĢı en uygun cevabı 

vermesini sağlayan sistemdir. Sinir sistemi, anatomik olarak merkezi sinir sistemi 

(MSS) ve periferik sinir sistemi (PSS) olmak üzere iki kısımda incelenir.  Çevreden 

gelen verilerin analiz edilip yorumlandığı ve biliĢsel fonksiyonların yerine getirildiği 

bölgeler (tüm beyin yani ensefalon ve omurilik yani medulla spinalis) MSS‟ni 

oluĢturmaktadır. Vücudun çeĢitli yerlerinden alınan uyarıları taĢıyan periferik sinirler, 

gangliyonlar ve serbest sinir sonlanmaları ise PSS olarak tanımlanır. MSS‟nin en 

önemli elemanı olan, kranial kavite içerisinde yer alan beyin, dıĢta yer alan korteks yani 

gri cevher ile içte yer alan medulla ya da beyaz cevherden oluĢur. Vertebral kanal 

içerisinde bulunan medulla spinalis ise dıĢta yer alan beyaz cevher ve içte yer alan 

korteksten oluĢur. Beyin ve medulla spinalis nörogliya olarak isimlendirilen özelleĢmiĢ 

hücreler tarafından desteklenen nöronlardan oluĢur. Farklı Ģekil ve büyüklükte olabilen 

nöronların „perikaryon‟ olarak adlandırılan bir hücre gövdesi ile „dendrit‟ ve „akson‟ 

olarak adlandırılan iki tip uzantısı vardır. Perikaryon uyarı alıp, uyarıya uygun cevaplar 

hazırlayan merkezi kısımdır. Nöron gövdeleri sadece gri cevherde bulunur. Beyaz 

cevher ise nörogliya hücreleri ile sarılı sinir liflerinden oluĢur. Bu karmaĢık sistemdeki 

her nöron bir diğeri ile en az bin bağlantıya sahip olup bir iletiĢim ağı halinde 

dağılmıĢtır (Taner, 2005). Beyin vücut ve zihin fonksiyonlarının çoğunu düzenleyerek 

düĢünebilme ve hafıza gibi iĢlevlerin yanısıra çevredeki uyarıları alma ve bunları 

değerlendirme, motor aktiviteyi sağlama, endokrin ve somatik fonksiyonlar ile 

organların düzenli çalıĢmasını kontrol etmek gibi birden fazla göreve sahiptir (Arıncı, 

2001). 
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2.2. BEYĠN GELĠġĠMĠ 

MSS ektodermal kaynaklı olup, „nöral plak‟ adı verilen ektodermal bir kalınlaĢmadan 

geliĢir (Sadler, 2005). Bu plaktan nöral katlantılar, nöral tüp ve nöral krista oluĢur. 

Nöral tüp MSS‟ni meydana getirir. Nöral krista ise PSS ve otonom sinir sistemi‟nin 

büyük kısmını yapan hücreleri Ģekillendirir (Moore ve Persaud, 1998). Nörulasyon 

olarak bilinen bir süreç yani nöral plak ve nöral tüp oluĢumu 4. haftanın baĢında, 22-23. 

günlerde baĢlar. Nöral plağın lateral bölümleri 3. haftanın sonunda yukarıya doğru 

yükselerek nöral katlantıları meydana getirir. GeliĢimin daha ileri aĢamalarında, nöral 

katlantılar yükselirler, orta hatta birbirine yaklaĢırlar ve sonuçta nöral tüpü oluĢturmak 

üzere kaynaĢırlar. KaynaĢma servikal bölgede baĢlar, kaudal ve sefalik yönlere doğru 

ilerler. Embriyonun, kaudal ve kraniyal uçlarında kaynaĢma daha geç meydana 

geldiğinden, amnion boĢluğuyla nöral tüp arasında geçici bir iliĢki kurulur. Kraniyal 

nöroporların kapanması, biri servikal bölgeden baĢlayan ilk kapanma noktasından 

baĢlayarak, diğeri de ön beyinden kraniyal ve kaudal yönlerde olmak üzere iki yönlüdür. 

Kraniyal nöropor 25. günde, kaudal nöropor ise 27. günde kapanır (Sadler, 2005). Bu 

deliklerin kapanması ile nöral tüpteki damar ağının geliĢiminin tamamlanması eĢ 

zamanlıdır. Nöral tüp duvarları beyin ve omuriliği meydana getirmek için kalınlaĢırken; 

nöral kanal beynin ventriküler sistemini ve omuriliğin santral kanalını Ģekillendirir. 4. 

somit çiftinin kranialinde kalan, daha geniĢ olan nöral tüp bölümü beyni oluĢturur. 

Erken dönemdeki ilk boğumlanma ile üç ilkel beyin vezikülü ortaya çıkar. Bunlar 

prosensefalon (ön beyin vezikülü), mesensefalon (orta beyin vezikülü) ve 

rombensefalon‟dur (arka beyin vezikülü) (Moore ve Persaud, 2018). GeliĢimin 5. 

haftasında prosensefalon tam olmayan iki sekonder veziküle farklılaĢır. Bunlar bir orta 

bölge ve iki lateral çıkıntıdan yani ilkel beyin hemisferlerinden oluĢan telensefalon ile 

optik veziküllerin dıĢarıya doğru büyümesi ile özelleĢen diensefalon‟dur. 

Diensefalon‟dan ilerleyen dönemlerde talamus, hipotalamus, epifiz, hipofiz ve retina 

geliĢir. Mesensefalon‟da bir bölünme gerçekleĢmez. Rombensefalon ise iki veziküle 

ayrılır. Rombensefalonun kranial kısmı metensefalonu (serebellum ve pons), kaudal 

kısmı myelensefalonu (medulla oblongata) oluĢturur. GeliĢimin 5. haftasında bu 

oluĢumlarla paralellik gösteren bir baĢka olay ise beyin korteksi katmanlarının 

Ģekillenmesidir (Moore ve Persaud, 2018). 
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ġekil 2.1. Beyin veziküllerinin geliĢimini gösteren Ģematik çizim 

(http://ftp.columbia.edu/itc/hs/medical/humandev/2004/Chapt4-Ectoderm.pdf) 

2.3. BEYĠN ANATOMĠSĠ        

Toplam vücut ağırlığının ℅2‟sini oluĢturan insan beyni eriĢkinlerde 1400-1500 gr 

ağırlığındadır. Anatomik olarak üç ana bölümden oluĢan beyin, omurilikten yukarıya 

doğru rombensefalon, mesensefalon ve prosensefalon Ģeklinde sıralanmaktadır.   

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 kısmından geliĢen beyincik temel beyin ağırlığının 

%10‟u kadardır. Tüm beyin nöronlarının yarısından fazlasını içerir (Taner ve ark., 

2007). Hemisferium cerebelli denilen iki yan lobla bunları ortada birleĢtiren vermis 

cerebelli‟den oluĢur. Beyincik iĢlevsel olarak kasların çalıĢma derecesini düzenleyerek 

aktif hareketin dengeli olmasını sağlar (Arıncı, 2001). 
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2.3.1.2. Medulla Oblongata (Omurilik Soğanı) 

Beyin sapının en alt kısmında yer alır. Medulla spinalis, pons ve serebellum arasında 

yerleĢen koni Ģekilli bölgedir (Taner, 2005).  

2.3.1.3. Pons (Köprü) 

Serebellumun ön tarafında mesensefalon ile medulla oblongata arasında yer alan 2,5 cm 

uzunluğunda bir köprüdür. Ponsun arka yüzü medulla oblongata ile kesintisiz bir 

Ģekilde devam eder, ön ve yan yüzde sulcus bulbopontinus ile medulla oblongata‟dan 

ayrılır (Arıncı, 2001).  

2.3.2. Mesensefalon 

Beynin en küçük parçası olan mesensefalon orta beyin vezikülünden oluĢur. Bu parça 

geliĢen beynin diğer bölümlerine göre az değiĢikliğe uğramıĢ olup morfolojik anlamda 

beyin veziküllerinin en ilkelidir. YaklaĢık olarak 2 cm olup pons ile diensefalon 

arasında yer alır. Mesensefalon‟un ortasından 3. ve 4. ventrikülleri birbirine bağlayan 

aqueductus cerebri geçer. Bu alan çok sayıda nükleus ile inen ve çıkan sinir lifi 

demetlerini içerir (Snell, 2011; Taner, 2005).  

2.3.3. Trunkus serebri 

Medulla oblongata, pons ve mesensefalon‟a birlikte verilen ortak isimdir. 

Prosensefalon‟un tabanından aĢağıya doğru uzanan bu yapı beyin sapı olarak 

isimlendirilir. Birinci ve ikinci kranial sinirlerin dıĢında, tüm kafa çiftleri beyin sapına 

bağlanır (Dere, 2000). 

2.3.4. Prosensefalon 

Ön beyin kesesinden geliĢen prosensefalon; telensefalon (beyin hemisferleri) ve 

diensefalon (ara beyin) olarak iki bölüme ayrılır.   

2.3.4.1. Telensefalon 

Beynin en geniĢ kısmı olup iki hemisferden oluĢur. Serebral hemisferler fissura 

longitudinalis cerebri ile birbirinden, fissura transversa cerebri ile de beyincikten ayrılır. 

Korpus kallosum iki hemisferi birbirine bağlar (Gökmen, 2003). Hemisferlerin her 

birinin içinde beyin-omurilik sıvısı ile dolu olan ventriculus lateralis yer alır. 

Fonksiyonel bir kitle olan beyin dokusu esasen nöron gövdelerinden, uzantılarından, 

destek hücrelerinden ve kan damarlarından oluĢan bir duvara benzer. Bu duvarın dıĢ 
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bölümü „beyin korteksi‟ adını alır. Nöron gövdeleri bu alanda yerleĢir. Korteks 

yüzeyinde „girus‟ denilen çıkıntılı kıvrımlar ve bu çıkıntıların arasında „sulkus‟ denilen 

yarıklar vardır. Sulkusların bazıları daha büyük ve derin olup hemisferlerin loblara 

ayrılmasını sağlar. Bu loblar lobus frontalis, lobus parietalis, lobus temporalis, lobus 

occipitalis ve lobus insularis‟tir. Bu loblara ilaveten anatomik olarak ayrı bir lob 

olmayan fakat limbik sisteme ait kortikal yapılar içerdiğinden dolayı ayrı bir lob olarak 

sınıflandırılan limbik lob bulunur. Hemisferlerin duvarının iç kısmında beyaz beyin 

dokusunda nöronların oluĢturduğu kitleler yani bazal çekirdekler yer alır. Bu 

çekirdekler „‟motor çekirdek‟‟ olarak iĢlev görürler (Yıldırım, 2016).  

2.3.4.2.Diensefalon 

Beyin sapı ile hemisferler arasında yer alan beyin bölümüdür. Sağ ve sol yarımları 

arasında 3. ventrikül (ventrikulus tertius) yer alır. Üçüncü ventrikül foramen 

interventrikülare aracılığı ile sağ ve sol lateral ventriküllerle aqueductus serebri ile 4. 

ventrikülle iliĢkilidir (Snell, 2011). Diensefalon‟da epitalamus, metatalamus, 

hipotalamus, talamus ve subtalamus olmak üzere beĢ alt bölüm içerir (Dere, 2000). 

2.4. BEYĠN HĠSTOLOJĠSĠ  

Histolojik örneklerde MSS organlarının, histolojik özellikleri farklı iki bölümden 

oluĢtuğu görülür. Bu farklılıkta hücresel bileĢenlerdeki farklılığın yanı sıra 

miyelinizasyon derecesindeki farklılığın da rolü vardır. Beyaz maddenin ana içeriğini 

miyelinli aksonlar ve miyelini oluĢturan oligodendrositler meydana getirmektedir. Bu 

alanda nöron perikaryonlarına rastlanmaz. Gri maddede ise nöron perikaryonu, 

dendritler ve aksonlar, gliya hücrelerinin baĢlangıç bölümleri yer almaktadır. Bu bölge 

sinapsların oluĢtuğu alandır (Carneıro, 2006). Beyin ve beyincikte gri madde yani 

korteks yüzeye yakın periferik bölümde, beyaz madde ise daha derinlerde, merkezde 

bulunur. Medulla spinalis‟de durum farklıdır. Beyaz madde periferde yer alırken gri 

madde ise H harfini andıracak Ģekilde merkezde yerleĢir (Ross, 2014).  

2.4.1.Beyin Korteksi  

2.4.1.1.Beyin Korteksinin Nöron Tipleri 

Nöronlar sinir sisteminin temel birimleridir. Uyarıları almak, iletmek, bilgi depolamak, 

belirli hücre aktivitelerini baĢlatmak ve ayrıca nörotransmitterleri salgılamak gibi pek 

çok önemli görevi yerine getirirler (Yıldırım, 2016). Çapları 5-150 μm arasında 
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değiĢkenlik gösterir. ġekilleri birbirinden farklı olabilir (Carneıro, 2006). Nöronlar 

perikaryon, dendrit ve akson olmak üzere 3 bölümden oluĢmaktadır. „Perikaryon‟ 

ifadesi Yunanca‟da çevre anlamına gelen „peri‟; kelimesi ile çekirdek anlamına gelen 

„karyon‟ kelimesinin birleĢmesinden oluĢur. Perikaryon veya hücre gövdesi, çekirdek ve 

onu çevreleyen sitoplazmadan meydana gelir. Oval, yuvarlak Ģekilli çekirdek genellikle 

perikaryonun ortasında yer alır. Ökromatik özellikteki nükleus, hücrenin yüksek 

metabolik aktivitesini temsil eder. Nöronların nükleolusları da oldukça belirgindir. 

Transmisyon elektron mikroskobik düzeyde incelendiğinde perinükleer sitoplazmada 

yaygın granüler endoplazmik retikulum (GER) ve serbest ribozomların bulunduğu 

belirlenmiĢtir. IĢık mikroskobik olarak bu içerik bazik boyalarla koyu renkte, tiyonin 

boyası ile metakromatik olarak boyanan Nissl cisimciklerini oluĢturur. Perinükleer 

sitoplazma ayrıca çok sayıda mitokondrion, belirgin Golgi kompleksi, lizozom, 

mikrotübüller, nörofilamentler, veziküller ve inklüzyonlar içerir (Ross, 2014). 

Nöronların aksonu tek bir uzantı olup sinir uyarılarını perikaryondan alarak diğer 

hücrelere iletir. Perikaryondan „akson tepeciği‟ denen bir bölgeden çıkarlar. MSS ve 

PSS‟de bazı nörogliya hücreleri yani destek hücreleri belirli aksonların çevresinde 

miyelin kılıf oluĢtururlar, bazı aksonlarda ise miyelin kılıf bulunmaz. Sinir uyarıları 

miyelinli aksonlarda miyelinsizlere göre daha hızlıdır. Miyelinli aksona sahip olan 

nöronlarda akson tepesinin apeksinden miyelinleĢmenin baĢladığı bölgeye kadar olan 

alan „inisiyal segment‟ ismini alır. Bu bölge nörona gelen aktive edici ve engelleyici 

içerikli uyarıların toplandığı, bir sinir uyartısı üretilip, üretilmemesi konusunda 

kararların alındığı yerdir (Yıldırım, 2016). Ġnisiyal segmentte ve bunu izleyen akson 

sitoplazmasında GER ve ribozom bulunmaz. Aksine bol mikrotübül ve nörofilamanlar 

izlenir. Bu yapıların akson çapını denetleme görevini üstlendikleri düĢünülmektedir. 

Aksonda görev yapan bütün protein molekülleri perikaryonda sentez edilirler. Bu 

moleküller aksona ve dendritlere aksonal transport sistemi ile iletilirler. Aksonun 

dallanan terminal ucuna „telodendron‟ adı verilir. Bu kısımdaki her bir dal „sinaptik 

sonlanma‟ olarak isimlendirilen düğme benzeri geniĢlemiĢ uçlara sahiptir (Gartner, 

2006). Sinaptik düğmeler diğer nöronlarla ve nöron dıĢı hücrelerle etkileĢerek sinapsı 

meydana getirirler. Sinapslar iletilecek bilgiyi bu zincirdeki son hücreye aktarırlar 

(Yıldırım, 2016).  

Uyarıyı çevreden alan dendritler, perikaryondan çıkan çok sayıdaki ağaç dallarına 

benzer uzantılardır. „Dendrit dikeni‟ ismi verilen çok sayıdaki küçük çıkıntılar diğer 
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aksonlarla sinaptik bağlantıyı kurar (Yıldırım, 2016; Gartner, 2006). Dendritler 

aksonlara oranla daha geniĢ çapa sahiptirler. ‘Dendroplazma‟ ismini alan 

sitoplazmalarında Nissl cisimcikleri, mitokondriyonlar, nörofibriller ve nörotübüller yer 

alır, ancak Golgi kompleksi genellikle bulunmaz (Gartner, 2006; Ross, 2014). Sinir 

dokusunda esas iĢlev gören nöronların arasını doldurup onlara mekanik ve metabolik 

destek sağlayan dokuya „nörogliya dokusu‟, bu dokuyu oluĢturan hücrelere „gliya 

hücreleri‟ veya „nörogliya hücreleri‟ denir. Nörogliya hücreleri rutin boyamalarda tam 

anlamıyla ayırt edilemezler, sadece nükleusları belirgindir. Sitoplazmik uzantılarını 

görüntülemek için özel gümüĢleme veya altın impregnasyon teknikleri kullanılır 

(Yıldırım, 2016). MSS‟de nöronların arasında yerleĢen gliya hücre sayısının 

nöronlardan 10 kat daha fazla olduğu tahmin edilmektedir. Bunlar küçük hücreler 

olduğundan dolayı sinir dokunun hemen hemen yarısını oluĢturdukları düĢünülmektedir. 

Nöronların aksine bu hücrelerde mitoz yeteneği geliĢmiĢtir (Carneıro, 2006). PSS‟de ki 

destek hücrelerine „periferik nörogliya‟, MSS‟de ki destek hücrelerine „merkezi 

nörogliya‟ adı verilir. Astrositler, oligodendrositler, mikrogliya hücreleri ve epandim 

hücreleri olmak üzere 4 tip merkezi nörogliya hücresi vardır (Ross, 2014).  

2.4.1.2.Beyin Korteksinin Sinir Lifleri 

Kortekste sinir liflerinin düzenleniĢi iki Ģekilde gerçekleĢir.  

• IĢınsal (radier) lifler: Piramidal, stellat, fuziform nöronların korteksten ayrılan 

aksonlarını içeren ve kortikal yüzeye dik açı yaparak uzanan liflerdir. 

•  Tanjensiyal (horizontal) lifler: Horizontal, stellat hücrelerin aksonlarını, piramidal ve 

fuziform hücrelerin kolleteral dallarını içerirler. Bu lifler genel olarak beyin korteksinde 

yoğunlukla 4. ve 5. tabakalara yerleĢirler. Tabakalar „Baillarger‟in iç ve dıĢ tabakaları‟ 

ismini alır (Snell, 2011). Beyin korteksinde hücrelerin çoğu laminalar Ģeklinde 

düzenlenir. Bu Ģekilde tabakalara ayırmada hücresel yapı düzeni „„sitoarkitektür‟‟ olarak 

isimlendirilirken, nöron uzantılarının düzenlenimi ise „‟miyeloarkitektür‟‟ olarak 

tanımlanır. Korteksin miyeloarkitektürü ve sitoarkitektürü karĢılıklı incelendiğinde 

farklı morfolojik özelliklere sahip hücrelerden oluĢan altı tabakaya ayrıldığı bilinir 

(Ross, 2014; Gartner, 2006).  

Tabakalar dıĢtan içe doğru aĢağıdaki gibidir:  



 10 

1) Lamina molekülaris (Lamina zonalis): Korteksin en yüzeyel katmanıdır. Bu tabaka 

yoğun bir sinir lifi ağı içerir. Lifler tanjensiyel olarak yerleĢim gösterirler. Bu liflerin 

kaynağı piramidal ve fuziform hücrelerin apikal dendritleri, Martinotti ve stellat 

hücrelerinin aksonlarıdır. Bu tabakanın sinir liflerinin arasına nadiren Cajal‟in yassı 

horizontal nöronları yerleĢir. Moleküler tabaka farklı nöronların çok sayıda sinaps 

yaptığı tabakadır. 

2) Lamina granülaris eksterna: Bu tabaka çok sayıda küçük piramidal nöron ve stellat 

nöron içerir. Bu hücrelerin dendritleri moleküler tabakada sonlanır. Aksonları daha 

derin tabakalara ilerleyerek beyaz cevhere girerler. Bu tabaka daha çok granüler 

nöronlarla iĢgal edilmiĢ olup, miyeloarkitektür yönünden fibrilsiz bir yapıya sahiptir. Bu 

nedenle „lamina disfibroza‟ olarak da isimlendirilir. 

3) Lamina piramidalis eksterna: Bu tabaka‟da hücre gövdesinin büyüklüğü yüzeyden 

derine doğru kademeli bir Ģekilde artan piramidal hücreler yer alır. Apikalde yer alan 

dendritleri en yüzeyel moleküler tabakaya ilerler. Aksonları ise beyaz cevhere doğru 

iner. 

4) Lamina granülaris interna: Bu tabaka sıkı bir Ģekilde bir araya gelmiĢ stellat nöronlar 

ve nadiren küçük piramidal nöronları bulundurur. Hücreler yoğun yerleĢimlidir. 

Horizontal seyirli fibrillerin yoğunlaĢmasıyla „Bailinger‟in dıĢ bandı‟ olarak bilinen 

fibriler alan ortaya çıkmaktadır. 

5) Lamina piramidalis interna: Bu tabaka ganglionik tabaka olarak da bilinir. Çok büyük 

(Betz‟in dev hücreleri) ve orta büyüklükte piramidal hücreleri barındırır. Piramidal 

hücrelerin arasına Martinotti hücreleri ve stellat hücreler dağılmıĢtır. Çok sayıda 

horizontal yönde uzanan lifler Baillarger‟in iç bandını meydana getirirler.  

6) Lamina multiformis: Polimorfik hücre tabakası ismini de alan bu tabaka çeĢitli nöron 

tipleri ve uzantılarından oluĢur. Hücrelerin çoğunluğu fuziform Ģeklinde hücre 

gövdesine sahiptir. Üçgen ve oval Ģekle sahip perikaryonlara da rastlanabilir. Bu 

tabakada Martinotti hücreleri göze çarpar. Beyaz cevhere girip çıkan  çok sayıda sinir 

lifi içerir (Snell, 2011; Gartner, 2006). 
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ġekil 2.2. Luxol fast blue ile boyanan beyin korteksinin 6 tabakadan oluĢtuğu 

görülüyor.  Sırasıyla; PM: pia mater, V: ven, BV: kan damarları, CC: Cortex cerebri, 

WM: substantia alba, NN: nörogliyal hücreler, GC:granül hücreler, PC:piramidal 

hücreler, FC: fusiform hücreler  (Ross, 2014). 

2.4.2.Beyin medullası  

Gri maddenin altında yer alan beyaz madde her yöne dağılmıĢ miyelinli sinir lifi 

demetleri ve nörogliya hücrelerinin oluĢturduğu bir alandır. Bu bölgede yer alan 

miyelinli sinir lifleri fonksiyonel açıdan üç gruba ayrılırlar. 

 Bağlayıcı lifler (assosiyasyon lifleri): Aynı hemisfere ait korteksin değiĢik 

bölgelerini birbirine bağlayan liflerdir. Ġki grupta incelenirler. KomĢu girusları 

birbirine bağlayan lifler, kısa bağlayıcı lifler, aynı hemisfer üzerindeki farklı 

lobları birbirine bağlayan lifler, uzun bağlayıcı liflerdir. 

 Komissural lifler: Bir hemisfere ait korteks bölgelerini karĢı hemisferin korteks 

bölgelerine bağlayan liflerdir.  
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 Projeksiyon lifleri: Korteksi daha derindeki merkezi alanlara bağlayan liflerdir.  

Bu liflerin de iki tipi mevcuttur. Kortikofugal lifler, beyaz maddeden çıkarak 

bazal nükleusda, beyin kökünde ve omurilikte sonlanırlar. Kortikopedal lifler ise 

talamustan köken alan ve beyin korteksinde sonlanan liflerdir (Duvernoy, 2005).  

2.4.3.Meninksler 

MSS kranial boĢluk içerisine yerleĢmiĢ olan beyin, beyincik ve vertebral kanal 

içerisinde uzanan medulla spinalisten meydana gelir. MSS organları gerçek anlamda bir 

bağ dokusu içermeyen, yumuĢak, pelte kıvamında organlardır. Bu nedenle kafatası ve 

vertebralar tarafından korumaya alınmıĢtır. Böyle bir korumaya ek olarak bu hayati 

organlar üç katmanlı bağ dokusu membranı olan meninksler ile sarılmıĢtır. Koruyucu 

membran sistemi dıĢtan içe doğru dura mater (sert zar), araknoid mater (örümceksi zar) 

ve pia mater (ince zar) olarak sıralanır. Bu membran sisteminin tümüne birden 

„meninks‟ adı verilir. Dura matere „paĢimeninks‟, araknoid mater ile pia mater‟e ise 

„leptomeninks‟ ismi de verilir (Carneıro, 2006). 

2.4.3.1.Dura mater  

Kafatasının periosteumu ile devamlılık gösteren sıkı bağ dokusundan oluĢan dıĢ 

tabakadır. Kafatasında ve omurgada farklılıklar gösterir. Kafatasında duramater 

periosteum ile yakın iliĢki içerisindeyken; omurga da dura mater ile periosteum arasında 

epidural aralık (spatium epidurale) bulunur. Bu alanda ince duvarlı venler, gevĢek bağ 

dokusu ve yağ dokusu bulunur (Yıldırım, 2016). Duramater iki katmandan oluĢur. 

Kafatasına yakın konumlanan periosteal dura mater yani endosteal tabaka; 

fibroblastlardan, osteoprogenitör hücrelerden, kollajen lif demetlerinden, zengin bir 

damar ağından ve sinirlerden meydana gelir. Bu alanda kollajen lif demetleri arasına 

elastik lifler de yerleĢmiĢtir. Meningeal duramater, duramaterin iç fibröz katmanıdır. 

Fibroblastlardan, kollajen liflerden ve küçük kan damarlarından zengindir.  Daha yoğun 

fakat daha az damarlı bir tabakadır. Beyin bölgesinde kafatası kemiğinin periosteumu 

ile dura materin sıkıca kenetlenmiĢ olması nedeni ile epidural aralık yoktur. Bu alanda 

dura yüzeyini kuĢatan mezotel hücreleri bulunmaz. Damarlar duramateri delerek 

periosteuma girerler. Dura mater tübüler bir kılıf halinde kafatasından çıkan sinirlerin 

çevresinde dıĢarıya doğru uzanarak sinirin en dıĢ kılıfı olan epineuriumla bütünleĢir 

(Yıldırım, 2016; Carneıro, 2006). Belirli bölgelerde dura materin iç tabakası içe doğru 
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septumlar gönderir ve kranial boĢluğu falks cerebri, tentorium cerebelli, diafragma sella  

bölümlerine ayırır (Gartner, 2006). 

2.4.3.2.Araknoid mater 

Duranın altında bulunan örümcek ağına benzeyen, iki bileĢenli bir katmandır. Ġnce ve 

damardan yoksun olan araknoid, girusların üzerinde seyreder, sulkusların içine 

sokulmaz. Omuriliği de saran bu membran, kranial araknoidin devamlılığı 

niteliğindedir. Ġçerdiği iki bileĢenden biri dura materle temas halindeki tabaka, bir diğeri 

de pia materle bu tabakayı birbirine tutturan trabekül sistemidir. Dura mater ile araknoid 

arasında subdural aralık yer alır. Bu boĢluk seröz bir sıvı içerir. Beynin en iç zarı olan 

pia mater ile araknoid arasında da beyin omurilik sıvısının (BOS) dolaĢtığı subaraknoid 

aralık bulunur (Ross, 2014). Subaraknoid boĢluk sinir sistemini travmadan koruyan 

hidrolik bir yastık gibidir. Araknoid ile pia materin birbirine bakan yüzü ve araknoidin 

dıĢ yüzü mezotel hücreleri ile döĢelidir. Belirli bölgelerde subaraknoidal aralık 

geniĢleyerek sisternalar yapar. Araknoid membran bazı yerlerde duraya parmak Ģeklinde 

uzanarak buradaki venöz sinuslara açılır. Son kısımları geniĢleyerek sonlanan, üzerleri 

yassı hücrelerle döĢeli bu uzantılara „araknoid villus‟ denir. Bu villusların, 

subaraknoidal aralıktaki BOS‟nın aralıklı olarak venöz sinuslara akmasını sağlayan tek 

yönlü kapaklar olduğu kabul edilmektedir. BOS bu villusların apeksinden venöz 

sinuslara ilerler. Villusların tepesinde dura oldukça incedir. BOS ile venöz kan arasında 

doku engeli olarak sadece venin endotel tabakası vardır. Buradaki damarların 

geçirgenliği vücudun diğer yerlerinde bulunanlara kıyasla daha azdır (Carneıro, 2006; 

Gartner, 2006; Duvernoy, 2005). 

2.4.3.3. Pia mater 

Doğrudan MSS organlarının üzerinde yer alan çok iyi damarlanmıĢ ince bir bağ 

dokusudur. Beyin ve medulla spinalisin nöral dokusuna yakın yerleĢim göstermesine 

rağmen nöronlarla veya sinir lifleri ile doğrudan iliĢkili değildir. Bu alandaki kan 

damarlarının perivasküler bağ dokusu kılıfı ile temas halindedir (Gartner, 2006). Pia 

mater ile nöral elemanlar arasında pia materin sıkıca tutunmasına olanak veren, sinir 

sistemi ile BOS‟nı birbirinden ayıran nörogliyaların uzantılarının oluĢturduğu fiziksel 

bir bariyer mevcuttur. Pia mater histolojik açıdan iki tabakadan oluĢur (Yıldırım, 2016). 
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 Ġntimal pia tabakası: Beyin dokusunun yakınına yerleĢen, içteki membranöz 

yapıdaki katmandır. Bu tabakada retiküler lifler bulunur. Ġntimal pia, fibröz 

septumlar Ģeklindeki uzantılarıyla sinir dokusu içerisine sokulur. 

 Epipial tabaka: DıĢ pia katmanıdır. Bu tabaka kollajen lifler ve az sayıda 

fibroblastlar içerir. DıĢ yüzü tek katlı yassı mezotel hücreleriyle örtülüdür.  

Beyin içine giren arterler beraberinde pia materi de sürüklediklerinden dolayı, pia mater 

prekapiller arteriole kadar olan damarların çevresini sarar. Damar ile pia arasındaki 

mesafeye „Wirchow Robins aralığı‟ ya da „perivasküler aralık‟ denir. Bu mesafe gittikçe 

daralarak sonunda kaybolur. Araknoid ve pia materin aynı germ tabakasından yani 

beyni saran tek tabakalı mezenkimden geliĢtiği için genellikle „pia-araknoid‟ olarak 

adlandırılır. Bu iki tabakanın ortak kökeninin kanıtı yetiĢkin meninkslerinde pia materle 

araknoid arasında görülen çok sayıda bağ dokusu kordonlarıdır (Carneıro, 2006; 

Gartner, 2006). 

 

ġekil 2.3. Beyin zarlarını gösteren Ģematik çizim 

(https://socratic.org/anatomyphysiology/nervous-and-/nervous-system) 

https://socratic.org/anatomy
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2.5. KAN BEYĠN BARĠYERĠ (KBB) 

MSS insan vücudundaki en hassas sistemdir. Nöronal fonksiyon için gerekli olan iyon 

konsantrasyonunun sağlanması ve sinir sisteminin metabolik taleplerinin karĢılanması 

önemlidir. Diyetimizde tükettiğimiz maddelerin çoğu kolayca metabolize olmasına ve 

periferik organ sistemlerine zarar vermeden atılmasına rağmen oldukça nörotoksiktir. 

Bu nedenle MSS ve dolaĢım sistemi arasındaki bir ara yüzün; iyon dengesinin dinamik 

bir düzenleyicisi, besin maddelerinin taĢınmasının kolaylaĢtırıcısı ve zararlı 

moleküllerin taĢınmasını engelleyici olarak iĢlev görmesi esastır. KBB olarak 

adlandırılan, serebral mikrosirkülasyonun homeostatik düzenleyicisi olan bu bariyer 

tüm bu iĢlevleri yerine getirir (Rolfe ve Brown, 1997). 

2.5.1. KBB’nin Tarihçesi 

KBB varlığının ilk deneysel kanıtı 1885 yılında Paul Ehrlich tarafından ileri 

sürülmüĢtür. Ehrlich dolaĢım sistemine enjekte edilen suda çözünür boyaların beyin ve 

omurilik dıĢındaki tüm organları boyadığını belirtmiĢtir (Ehrlich, 1885). Bu gözlemini 

uyguladığı boyanın sinir dokusuna karĢı olan affinite düĢüklüğü ile bağdaĢtırmıĢtır 

(Ehrlich, 1904). Ehrlich‟in öğrencisi Edwin Goldmann'ın sonraki çalıĢmaları bu 

durumun aslında daha farklı olduğunu göstermiĢtir. Tripan mavisinin doğrudan BOS‟na 

enjeksiyonu ile beyindeki tüm hücre tiplerini boyadığını fakat çevreye nüfuz etmediğini 

ifade etmiĢtir (Goldmann, 1913). Bu bağlamda MSS ve dolaĢım sistemi arasında bir 

bariyer olduğu ileri sürülmüĢtür. Lewandowsky, potasyum ferrosiyanatın beyne sınırlı 

bir Ģekilde nüfuz etmesini incelerken KBB terimini kullanan ilk kiĢiydi (Lewandowsky, 

1909). 1940‟larda Bromann KBB‟ni beyindeki kapiller endotel hücrelerinin 

oluĢturduğunu açıklamıĢtır. Nitekim birçok çalıĢma kandan beyin parankimasındaki 

hücreler arası sıvıya maddelerin serbest hareketini sınırlayan KBB‟ni oluĢturan ana 

yapının beyin endotel hücreleri arasındaki sıkı bağlantılar olduğunu doğrulamıĢtır. 

1981„de Stewart ve Wiley tarafından yapılan çalıĢmalarda, periferik organların 

mikrodamar bağlantılarıyla karĢılaĢtırıldığında KBB‟ndeki endotel hücrelerinin 

morfolojik ve fizyolojik açıdan farklı olduğu gösterilmiĢtir (The university of Arizona 

Health Sciences center web site Available at: http:// users.ahsc. Arizona. edu.). KBB ile 

ilgili yapılan bu öncü araĢtırmalar neticesinde koroid pleksus aracılığıyla beyin 

dokusuna madde taĢınımı için gerekli olan aracın BOS olduğu hipotez olarak ileri 

sürülmüĢtür (Pardridge, 2006; Fricker ve ark., 2014). 
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2.5.2. KBB’nin GeliĢimi 

Beynin damarlanması esasen erken embriyonik dönemde oluĢur. Gebeliğin yaklaĢık 8. 

haftasında telensefalonda vaskülarizasyon baĢlar (Langman, 2005). Bu dönemde 

beyindeki endotel hücreleri vücudun diğer kısımlarında yer alan endotel hücreleri gibi 

fenestrasyonlara sahiptir. Endotel doku ile nöral doku arasında gerçekleĢen temasdan 

kısa süre sonra fenestrasyonlar ciddi bir oranda azalır (Moore, 1998; Moore, 2018). Bu 

durum endoteldeki KBB özelliklerinin genetik olarak kodlanmadığını ancak nöral doku 

kaynaklı bir sinyal ile baĢlatıldığını düĢündürmektedir. KBB‟ni meydana getiren 

parankimal sinyallerin ise perivasküler astrogliyalardan kaynaklandığı tahmin 

edilmektedir (Taner, 2007). Ġnsanlar üzerinde yapılan son çalıĢmalar gebeliğin erken 

dönemlerinde çok sayıda fonksiyonel bariyer mekanizmasının bulunduğunu göstermiĢtir 

(Snell, 2001; Dere, 2000). Bu mekanizmalar beyin damarlanması dahilinde sıkı 

bağlantıları ve belirli transport sistemlerini içermektedir. KBB‟nin geliĢimi çok aĢamalı 

bir süreçtir (Gökmen, 2003). Ġlk vaskülarizasyonu sıkı bağlantı proteinleri ve besin 

transport sistemleri yönlendirir. 12. haftada KBB‟nde oluĢan primer damarlarda sıkı 

bağlantı proteinlerinden okludin ve klaudin-5 ifadesi belirir (Langman, 2005). Ardından 

hem astrositlerin hemde perisitlerin nörovasküler birim ile olan teması KBB‟nin 

olgunlaĢmasını sağlar. Astrositler KBB‟nin formasyonunda temel rol oynamakla 

beraber bariyer fenotipinin geliĢimine katkıları tam anlamıyla açıklanmamıĢtır 

(Gökmen, 2003). Doğum sonrasında sıkı bağlantı proteinlerinin devamlılığında 

destekleyici bir rol üstlenmektedir. Bariyerin geliĢimi için kritik bir baĢka hücre tipi 

perisitlerdir (Yıldırım, 2016). Perisitler bariyerin geliĢimi esnasında beyindeki damarları 

kuĢatması bariyerin geçirgenliğini azaltması ile iliĢkilendirilir. Bu durum yeni 

geliĢmekte olan beyni korumaya yönelik bir harekettir (Carneıro, 2006). GeliĢimin 18. 

haftasında yetiĢkin bir beyinde yer alan bütün sıkı bağlantı proteinlerini andıran tüm 

oluĢumlar ortaya çıkar (Langman, 2005). Gebelik esnasında ve sonrasında bu sıkı 

bağlantı proteinlerinin bütünlüğü ve düzenlenmesi yavaĢ yavaĢ daha kompleks bir hal 

alır (Ross, 2014; Gartner, 2006). 

2.5.3. KBB’nin Anatomi ve Fizyolojisi 

KBB, beyni kanda dolaĢan zararlı maddelerden ve toksinlerden korurken, beyindeki 

hücrelerin fonksiyonları için gerekli besinlerin geçiĢine izin veren özelleĢmiĢ karmaĢık 

bir sistemdir.  Periferik kapillerlerin aksine, KBB beyne çoğu maddenin giriĢini fiziksel 
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ve metabolik açıdan sıkı bir Ģekilde kontrol eder. Ne yazık ki bu kontrol terapatik 

ajanların da beyin dokusuna geçiĢini büyük ölçüde engeller. Aynı zamanda KBB‟nin 

hasar görmesinin MSS patolojilerinde anahtar rol oynadığı da bir gerçektir. Bu nedenle 

KBB‟nin morfolojik ve fonksiyonel olarak sağlam kalması çok önemlidir (Bernacki  ve 

ark., 2008). Bariyer sadece, su ve küçük lipofilik maddelerin konsantrasyon 

gradiyentleri ölçüsünce serbest geçisine izin verirken, 400-700 kDa‟dan daha büyük 

moleküllerin ve hidrofilik maddelerin beyine geçisini engeller. Bu alanda gerçekleĢen 

madde transportunda maddenin lipitte çözünürlüğü, difüzyon yeteneği, molekül ağırlığı 

ve elektrik yükü önemlidir. Bu kontrollü geçiĢ MSS homeostazisinin korunmasında en 

etkili unsurdur. KBB anatomisi ancak histolojik düzeyde izah edilebilir. Histolojik 

olarak KBB‟ni oluĢturan elemanlar Ģunlardır: 

 1. Kapiller damarların endotel hücreleri  

 2. Bazal membran  

 3. Perisitler  

 4. Astrositler (astrosit ayakçıkları) (Germano ve Tomasello, 2001). 

 

ġekil 2.4. KBB Elemanlarının ĠliĢkileri (Hawkins ve Davis, 2005) . 

2.5.3.1. Endotel Hücreleri 

Beyin mikrodamarlarındaki endotel hücreleri, diğer dokulardaki endotel hücreleriyle 

karĢılaĢtırıldığında, moleküllerin ve iyonların hareketlerini sıkı bir Ģekilde 
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düzenlenmesine izin veren önemli özelliklere sahiptir. Bu özellikler Tablo 1.1‟de 

gösterilmiĢtir. 

Tablo 1.1. Beyin Mikrovasküler Endotel Hücrelerinin Genel Özellikleri (Yorulmaz ve 

ark., 2010). 

 Yüksek elektriksel dirence sahip sıkı bağlantılar içermesi (1000-2000 ohm 

cm²) 

 Devamlılık gösteren bazal membran 

 Az sayıda pinositik vezikül bulundurması 

 Çok sayıda mitokondriyona sahip olması 

 Sıvı faz endositozunun yavaĢ olması 

 Astrositlerle yakın iliĢki 

 Vasküler hücre adezyon molekülü-1 ve intrasellüler adezyon molekülü-1 

gibi adezyon moleküllerinin düĢük seviyede bulunması 

 DüĢük düzeylerde major histokompabilite kompleks antijenlerini 

göstermesi 

 Aktive olmuĢ T hücreleri gibi sadece birkaç mononüklear hücrenin 

geçiĢine izin vermesi 

 

 

2.5.3.2.Bazal membran 

Endotel hücrelerinin altında kesintisiz bir bazal membran bulunur. Aslında damarın bu 

tabakası iki ayrı bazal membran ile kuĢatılmıĢtır. Ġçte bulunanı vasküler bazal membran, 

dıĢta bulunanı ise parankimal bazal membrandır. Bu bazal membranların içerikleri 

birbirinden farklıdır. Vasküler bazal membran endotel hücreleri ve perisitler tarafından 

yapılan bir ekstrasellüler matrikstir. Buna karĢılık parankimal bazal membran öncelikli 

olarak eriĢkin damar sistemine doğru uzanan astrositik uzantılar tarafından oluĢturulur. 

Bazal membranları perisit ve astrositler tarafından üretilen tip IV kollajen, laminin, 

nidojen, heparin sülfat, proteoglikanlar ve glikoproteinler gibi farklı moleküller 

meydana getirmektedir (Wu ve ark., 2009;  Reinhold ve Rittner, 2017). 

2.5.3.3.Astrositler ve Perisitler 

Endotel hücrelerinin abluminal kısmında yerleĢen perisitler endotel bazal laminası ile 

sarılmıĢlardır. Genellikle 5-6 adet endotel hücresine bir perisit eĢlik eder. Endotel 

hücrelerin tamamını örtecek Ģekilde kapiller yapıyı kuĢatarak KBB‟nin bütünlüğünün 

korunmasında görev alırlar (Peppiatt ve ark., 2006; Nakagawa ve ark., 2007; Armulik 

ve ark., 2010). Endotel ile yakın iliĢkiye girerek beynin savunulmasında KBB‟nin ikinci 
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bir hattı gibi görev yaparlar. Buna ilaveten sıklıkla astrositlerle temas halinde 

bulunurlar. Aktin içerikleri ile kasılabilmeleri sayesinde özellikle pia materin 

arteriollerinde kan akımının düzenlenmesinde de görev alırlar. ġekil 2.5‟de perisitlerin 

görevlerinden bazıları belirtilmiĢtir. Tüm vücutta perisitlerin endotel hücrelerinin 

hayatta kalmasını, çoğalmasını, göçünü, faklılaĢmasını ve ayrıca damarsal dallanmayı 

düzenlediği öne sürülmüĢtür (Hellström ve ark., 2001). 

 

ġekil 2.5. Perisitlerin KBB‟nin endotel hücreleri ile iliĢkisi görülmektedir (Winkler ve 

ark., 2011) 

Astrositler, MSS‟de bulunan, nöronlara yapısal ve metabolik destek sağlayan en büyük 

nörogliya hücreleridir (Ross, 2014; Gartner, 2006). Nöronlar arası mesafenin büyük 

bölümünü doldururlar. Çok miktarda dallanan, uzantıları olan yıldız Ģeklinde hücrelerdir 

(EĢrefoğlu, 2016). Beyaz madde de daha bol bulunan fibröz astrositler ve gri madde de 

daha bol bulunan protoplazmik astrositler olarak iki farklı tipi vardır. Bazı araĢtırmacılar 

bu iki tipte astrositin de farklı yerlerde aynı görevi üstlendiklerini öne sürmektedir. 

YaklaĢık çapları 8 µm kadardır. Perinükleer sitoplazmaları soluk boyanan, organelden 

zengin olan hücrelerdir. Sitoplazmik uzantıları ile kan damarlarına, nöronlara ve 

MSS‟nin yüzeylerine uzanırlar. Protoplazmik astrositler, yıldızsı Ģekle sahip, bol 

sitoplazmalı, iri nükleuslu ve dallanmıĢ kısa uzantıları olan hücrelerdir. Uzantılarının 

hafif bir geniĢleme gösteren uç kısımları „perivasküler ayakçık‟ (son ayaklar) ya da 

„pedisel‟ olarak adlandırılır. Beyin kapilleri ve pia materin iç yüzü tamamen astrositin 

pediselleri ile sarılarak gliya limitansı Ģekillendirir (Ross, 2014). Bu uzantılardan 
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bazıları nöron gövdesi üzerinde sonlanırken bazıları da kan damarları üzerinde 

sonlanarak KBB‟nin yapısına katılır (Ross, 2014). KBB‟ne olan katkıları, bu bağlantıyı 

yapan kapillerlerin sıkı bağlantılarını desteklemeleri ile gerçekleĢir. Fibröz astrositlerin 

sitoplazmik uzantıları ince ve uzundur. Sitoplazmalarında organel azdır, birkaç serbest 

ribozom, glikojen ve bol mikrofilament bulunur. Fibröz astrositler de protoplazmik 

astrositler gibi pia mater ve kan damarlarına yakın yerleĢir. Astrositlerin en dikkat çeken 

özelliği çok miktarda Gliyal fibriler asidik protein (GFAP) içermesidir. GFAP, 

astrositin tanımlanmasında kullanılan önemli bir belirteçtir (Ross, 2014). Astrositler 

MSS‟nin birçok iĢlevinde görev alır. Sinir sisteminin hasar görmesi durumunda bir 

araya gelip, çoğalarak yara iyileĢmesine katkıda bulunurlar. Nöronların ve ranvier 

boğumlarının mikroçevresindeki K
+
 glutamat γ- aminobütirik asit (GABA) gibi 

metabolit artıkları, iyonları ve nörotansimiter maddeleri toplayarak nöronlara yapısal ve 

metabolik destek sağlarlar. Beyin dokusunda hücreler arası alanın pH (Power of 

Hydrogen) kontrolünü gerçekleĢtirirler (Carneıro, 2006). 

2.5.4. KBB’nin Sıkı Bağlantı Yapıları 

KBB‟nin endotel hücreleri adherens ve sıkı bağlantı yapıları olarak bilinen özelleĢmiĢ 

yapılar içerir. Adherens tipi bağlantılar hücreler arası tutunmayı sağlarlar, hücrelerin 

korunmasında ve olgunlaĢmasında önemlidirler. Tight junction (TJ) tipi sıkı bağlantı 

yapıları ise iyon ve çözünmüĢ madde geçiĢini düzenleyerek parasellüler geçiĢi kontrol 

ederler. TJ komplekslerinde madde geçiĢini düzenleyen çeĢitli proteinler mevcuttur. Her 

iki bağlantı tipi de endotel hücrelerinin fonksiyonlarına katkı sağlar (Cornford ve 

Hyman, 2005; Bendayan ve ark., 2002). 

2.5.4.1.Okludin  

Bir TJ membran proteini olan okludin yaklaĢık 60-65 kda molekül ağırlığındadır. Sıkı 

bağlantıyı ve permeabiliteyi sağlayan bariyerin ana proteinidir. TJ yapısı içindeki 

moleküller arasında keĢfedilmiĢ ilk integral proteindir. Hücre zarını kapsayan dört tane 

transmembran domaini ve 2 tane ekstrasellüler lupları bulunur. Okludin‟in sitoplazmik 

bir alanı direkt olarak zonula okludens (ZO) proteini ile iliĢkilidir. Beyin endotelinde 

sürekli ve yüksek oranda ifade edilirken nöronal olmayan alanlarda daha seyrek dağılım 

gösterir (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 etkileĢim halindeki membran bağlantılı guanilat kinaz 

benzeri protein (MAGUK) ailesine ait olan zonula okludensler (ZO-1, ZO-2, ZO-3) 

olup bağlantı bölgelerine özel proteinlerdir (Haskins ve ark., 1998). Bu ailenin ilk 

tanımlanan proteini olan zonula okludens-1 (ZO-1); 220 kda molekül ağırlığındadır. F-

aktin ile iliĢkili olup endotel bariyerinin oluĢumu ve aktin-miyozin organizasyonu için 

önemlidir (Tornavaca ve ark., 2015). Endotelyal ve epitelyal hücrelerde ayrıca TJ 

içermeyen birçok hücre çeĢidinde de yüksek oranlarda ifade edilir (Howarth ve ark., 

1992). ZO-1, TJ 'nin transmembran proteinlerini aktin hücre iskeletine bağlar (Fanning 

ve ark., 1998). 

 

ġekil 2.6. KBB bölgesinde endotel hücrelerinin temas bölgelerindeki TJ yapılarının 

görünümü  (Abbott ve ark., 2010). 

2.5.5. KBB Fonksiyonları 

2.5.5.1. Ġyon Düzenlenmesi 

KBB nöronal fonksiyonlarını yürütebilmek için çevresel stabiliteyi sağlar. Bunun 

yanısıra mevcut iyon kanalları ve transport proteinleri yardımıyla sinaptik sinyal 

fonksiyonlarının optimal düzeyde sağlanacağı Ģekilde iyonik geçiĢleri düzenler. Böylece 

memeli plazmasında 4,5 mM olan K
+
‟un konsantrasyonu, BOS ve beyin intersitisyel 
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sıvısında 2,5-2,9 mM civarlarında sabitlenir. Plazmadaki K
+
 iyon konsantrasyonu, 

egzersiz ya da beslenmenin ardından veya patoloji kaynaklı durumlarda değiĢebilir. 

Beyin kan damarlarının endotel hücrelerinde bulunan iyon taĢıyıcıları sıvı salınımında 

ve MSS iyon homeostazisinde görev almaktadır. Beyin ekstrasellüler sıvısının iyonik 

bileĢeni MSS iĢlevi için hayati önem taĢımaktadır. K
+
 konsantrasyonu düzenlenmesinin 

yanısıra, Ca
+2

, Mg
+2

 konsantrasyonları ve pH, KBB tarafından bu amaçla 

düzenlenmektedir (Somjen, 2004; Nischwitz ve ark., 2008; Jeong ve ark., 2006; Hladky 

ve Barrand, 2016). 

2.5.5.2. Nörotransmitter Düzenlenmesi 

Besin alınımının ardından belirgin bir Ģekilde değiĢiklik gösteren bir nöroeksitatör 

nörotransmitter olan glutamat kan plazmasında yüksek miktarda bulunur. Hipoksik 

nöronlardan kontrolsüz bir Ģekilde beyin interstisyel sıvısına bırakılan glutamat, nöral 

dokuda kalıcı nörotoksik ve nöroeksitatör zarara sebep olabilir. MSS ve PSS aynı 

nörotransmitterleri kullanır. KBB‟nin bir baĢka görevi de iki sistemin 

nörotransmitterlerini ayrı tutmak ve çapraz geçisi engellemektir (Bernacki ve ark., 2008; 

Abbott ve ark., 2010). 

2.5.5.3. Makromoleküller  

KBB birçok molekülün beyine ulaĢmasını engeller. BOS‟ndaki protein içeriği plazma 

ile kıyaslandığında oldukça düĢük olup, proteinlerin yapısı da birbirinden farklıdır. 

Albumin, protrombin ve plazminojen gibi plazma proteinleri, apoptozise yol açabilen 

hücresel aktivasyonu baĢlattıkları için sinir dokusuna zarar verirler. KBB birçok 

molekülün beyine ulaĢmasını engeller. MSS genelinde trombin reseptörü PAR1 ve 

protrombini trombine dönüĢtüren Faktör Xa yaygındır. Ayrıca plazminojeni plazmine 

çeviren doku plazminojen aktivatörü de bulunur. Trombin ve plazminin beyin 

intersitisiyel sıvısında bulunması epilepsi nöbetleriyle sonuçlanabilecek bir kaskadı 

tetikleyebilir. Bu kaskad gliyal hücre aktivasyonuna, gliyal hücre bölünmesine, skar 

dokusu oluĢumuna ve hücre ölümüne kadar ilerleyebilir. Yüksek molekül ağırlıklı 

plazma proteinlerinin beyine sızması böyle ağır patolojik sorunlara neden olur. Bölgesel 

olarak MSS‟de sentez edilen cystatin-c BOS‟n da plazmaya oranla yaklaĢık 4 kat daha 

fazla konsantrasyonda bulunur. Cystatin bir serin proteaz inhibitörüdür. BOS‟n da 

plazmaya göre fazla olması ile KBB‟de olası mikro sızıntıları engelleyen ayrıca bir 

koruma mekanizması oluĢturduğu düĢünülür. (Abbott ve ark., 2010). 
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2.5.5.4. Nörotoksinler 

KBB nörotoksik maddelere karĢı beyni koruyan bir bariyerdir. Bu nörotoksik maddeler 

endojen metabolitler, proteinler, diyetle alınan ksenobiyotikler ya da çevresel kaynaklı 

faktörlerdir. ATP-bağlayan kaset taĢıyıcıları isimli enerji bağımlı eflüks taĢıyıcıları, bu 

nörotoksik maddelerin çoğunu beynin dıĢına pompalar (Ek ve ark., 2010). Sağlıklı bir 

insanın beyninde doğum itibariyle baĢlayan ve yaĢam boyunca devam eden, sürekli 

olarak sabit oranda nöronal hücre ölümleri gözlenir (Lim ve ark., 2007). Beyinde 

nörotoksinlerin artması neticesinde hücre ölümlerindeki artıĢ, beyin fonksiyonlarının 

erkenden bozulmasına sebep olur. Nörotoksik bir madde ile karĢılaĢıldığında, 

inflamatuar sitokinlerin salınması ile oksidatif stresi artar ve sonuçta KBB geçirgen bir 

hale gelir (Silverstein ve ark., 2012; Abbott ve ark., 2010). 

2.5.5.5.Beynin Beslenmesi 

Beynin enerji sağladığı ana kaynak glukozdur. Sağlıklı bir beynin glukoz tüketimi, 

dakikada 100 gr beyin dokusunda 23 mM‟dır. Arteriyel kan glukozunun %15‟i serebral 

dokuya hareket eder (Paulson, 2002). Beyin temelde ihtiyaç duyduğu besin maddelerini 

depolama yeteneğine sahip değildir. Besin maddelerini gereken oranda temin etmek 

amacıyla, özellikle de geliĢim sürecinde birçok spesifik taĢıyıcı sistemi kapiller sistem 

üzerinde oluĢturmuĢtur. Gereksinim duyduğu besin maddelerine hızlıca ulaĢması için 

kapiller damarlar yardımcıdır. Kapiller damarların endotel membranlarının üzerinde bol 

miktarda spesifik taĢıyıcı bulunur. Bu taĢıyıcılar özellikle embriyonel geliĢim sürecinde 

endotel membranında kendilerine ait özgün bölgelerde konumlanır. Nöronların beyin 

ihtiyacının karĢılanmasında endotel hücrelerinin ardından astrositler ayaksı 

sonlanmaları ile önemli ölçüde iĢ görür (Abbott, 2005). Bu ileti sistemi, TJ 

proteinlerinin yapımının artıĢı ile ayrıca membranın luminal ve abluminal kısımlarında 

özel transport proteinlerinin oluĢumuyla daha da geliĢtirilmiĢtir. Bütün bunların yanısıra 

beyin parankimindeki hücrelerin beslenmesi için perisit, mikrogliya ve sinir terminalleri 

de beyin kapiller damar endotel hücreleriyle sıkıca bağlantıya geçerek madde 

taĢınmasında önemli rol oynarlar. Özetle, KBB hem beyin parankimi için sabit bir 

mikroçevre sağlarken hem de beyni kimyasal zararlı etkilerden ve dolayısı ile 

hasarlardan korumaktadır (Abbott ve ark., 2010). 
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2.5.6. KBB’nde Madde TaĢınımı 

Bazı maddelerin KBB‟nden beyne giriĢleri primer ve sekonder olmak üzere birçok 

faktörle iliĢkilidir. KBB ile ilgili primer faktörler; maddenin molekül ağırlığı, 

molekülün konformasyonal değiĢim kabiliyeti, hücrenin enzimatik sabitliği, hücresel 

sekresyon, akıma karĢı olan bağlanma gücü, hidrojen bağlayıcı potansiyeller, 

taĢıyıcılara karĢı bağlanma gücü ve mevcut patolojik durumların etkisi olarak 

sayılabilmektedir. Sekonder ya da periferik faktörler; sistemik enzimatik sabitlik, 

plazma protein bağlayıcılarının afinitesi, serebral kan akımı ve yine mevcut patolojik 

durumların etkisi olarak sıralanır. Madde taĢıma sistemleri genellikle KBB'nin luminal 

yüzünde bulunur. Beyinden kana doğru geçiĢe izin veren sistemler ise KBB'nin 

abluminal yüzünde yar alır. KBB‟nden madde geçiĢi, basit difüzyon, kolaylaĢtırılmıĢ 

difüzyon, aktif transport veya veziküler transport Ģeklinde gerçekleĢebilir. Bu geçiĢte 

maddenin lipitte çözünürlüğü, difüzyon yeteneği, molekül ağırlığı ve elektrik yükü 

oldukça önemlidir (Huber ve ark., 2001). Bariyerde bulunan endotel hücreleri 

arasındaki TJ'lerin varlığından dolayı beynin ihtiyacı olan birçok madde transendotelyal 

(transselüler) yolu kullanmak zorunda kalır. Sadece 400 Da‟dan daha düĢük çapa sahip 

lipofilik moleküller basit difüzyon ile bariyeri aĢabilirler (Pardridge, 2002; Boado ve 

Pardridge, 2011).  

 

 

ġekil 2.7. KBB‟nden geçerek beyne maddelerin taĢınım yolları gösterilmiĢtir. A) Suda 

çözünür ajanların kullanıldığı paraselüler aköz yolak B) Lipofilik moleküllerin 

taĢınımının gerçekleĢtiği transselüler yolak ile C) Glikoz ve amino asitler tarafından 

tercih edilen zar proteinleri aracılığıyla taĢınım D) Makromoleküllerin (Örneğin: 

insulin, transferrin) reseptör aracılı taĢınımı E) Pozitif yüklenmiĢ plazmatik proteinlerin 

adsorptive taĢınımı.  
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2.6. ENDOTOKSEMĠ 

Endotoksemi, kanda endotoksinlerin bulunmasıdır (Smith, 1996). Gram negatif 

bakterilerin hücre duvarındaki lipopolisakkarit (LPS) tabakasında bulanan endotoksin, 

dokulara girince akut bir inflamasyonu baĢlatır (Lohuis ve ark., 1988). Ġnflamasyon, 

inflamatuvar bir uyarana cevap niteliğinde ortaya çıkan dinamik olaylar zinciridir. Gram 

negatif bakteri hücre duvarı içte peptidoglikanlardan, dıĢta LPS, proteinlerden ve 

fosfolipitlerden oluĢur. LPS tabakada bulunan endotoksin molekülü, hücre 

membranında kaldığı sürece inaktiftir. Mikroorganizma konakta büyürken ve yıkılırken 

açığa çıkan bu molekül sepsisi baĢlatır (Fısgın, 2004). Bu durumda LPS içeren dıĢ 

tabakada toksisitenin ana sorumlusudur (Parrillo, 1993; Dunn, 1994). Endotoksinin, 

septisemide bakteriler aracılığıyla oluĢturulan enfeksiyonun morbidite ve mortalitesi 

üzerinde birçok önemli rolü olduğu bildirilmektedir (Hardaway, 2000). Polisakkarit O 

antijeni, Core antijeni ve Lipid A olmak üzere üç bölüme ayrılır. Bir polisakkarid yan 

zincir olan O antijeni, core polisakkaridi ile bir fosfolipid olan lipid A‟ya bağlanır. O 

antijeni gram negatif bakteri suĢlarına göre değiĢkenlik gösterir ve belirgin serotipik 

farklılaĢmayı sağlar. Lipid A bölgesi toksisitenin asıl sorumlusu olarak kabul edilir. LPS 

kolaylıkla sistemik dolaĢıma geçer ve bazı hücreleri uyararak sepsis kaskadını tetikleyen 

sitokinleri salar. Monositler, makrofajlar, nötrofiller ve endotel hücreleri enfeksiyona 

karĢı verilen yanıtta önemli rol oynayan hücrelerdir. Bu hücrelerin yüzeyinde LPS için 

reseptörler yer alır. Yüzey farklılaĢma antijenlerinden (Cluster of differentiation) CD14 

baĢta olmak üzere CD11, CD18 ve Toll benzeri reseptörler (TLR) bütün bakteriyi ya da 

LPS gibi bakteriyel ürünleri tanıyan özel reseptörlerdir (Annane ve ark., 2005). Büyük 

oranda karaciğerde sentezlenen LPS bağlayıcı protein (LBP) 60 kDa molekül 

ağırlığındadır. CD14 ise 55 kDa molekül ağırlığında glikozilfosfoinozitol bağlı bir 

reseptördür. LBP ilk olarak LPS‟in lipid A bölümü ile eĢleĢir. OluĢan LPS-LBP 

kompleksi sonrasında CD14 reseptörüne tutunur. BaĢlangıçta bir akut faz cevabı 

proteini olarak tanımlanan LBP‟in sonrasında serumda da bulunduğu belirlenmiĢtir. Bu 

proteinin LPS-CD14 birleĢmesini aktive ettiği gösterilmiĢtir (HE, 1998). Bu birleĢme ile 

hücre içinde bir sinyal ortaya çıkar, nükleustaki NF-κB aktive olur. Bu aktivasyon 

proinflamatuvar sitokinlerin ifadesini artırır. LPS, CD14 molekülleri sayesinde 

inflamasyonda görevli hücrelere tutunur. Bu Ģekilde çeĢitli sitokinleri ve kemokinleri 

üretime geçirir. Septik Ģok ile oluĢan lezyonların sebebi LPS‟nin uyarımı sonucu 

makrofajlardan salgılanan üç tip inflamatuar mediatördür. Bunlar, inflamatuar sitokinler 
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(IL-1, IL-6, IL-12, TNF-α), reaktif oksijen ve nitrojen metabolitleri ve araĢidonik asit 

metabolitleridir (prostaglandinler, leukotrienler) (Diker, 2005). Bu ara ürünler 

dolaĢımda hemodinamik dengesizliğe, apoptozise, nekroza ve sonuçta organ 

fonksiyonlarında bozulmaya yol açar (Yeğenağa, 2006). Bakteri kaynaklı LPS 

gastrointestinal kanalda vücutta herhangi bir zarara sebep olmadan bulunabilirler, fakat 

dolaĢım sistemine küçük bir miktarının dahil olması ciddi klinik cevapları baĢlatır. Bu 

cevaplar gastrointestinal motilitede azalma, nötropeni, lenfopeni gibi lökosit 

anormallikleri ve trombositopeni, vaskuler permeabilite artıĢı, kardiopulmoner 

fonksiyonda belirgin değiĢiklikler, kalp ve böbrek yetmezliğine yol açan organ kan 

akımında ve metabolizmada azalma ile bunlara bağlı olarak ölüm ile sonuçlanır  

(Constable, 2007). 

 

ġekil 2.8. Gram negatif bakterinin hücre duvarında LPS‟in konumu gösterilmiĢtir. 

(Copyright © 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings) 

2.6.1.Sepsis 

Sepsis kelimesi Yunanca çürüme ve ayrıĢma anlamına gelen "σήψη" (sepo) kökünden 

türemektedir. Hipokrat milattan önce 5. yüzyılda yaĢamıĢ, bu kelimeyi Corpus 

Hippocraticum adlı kitabında “hastalık yapan tehlikeli et çürümesi” Ģeklinde ifade 

etmiĢtir (Funk ve ark., 2009). Ayrıca Hipokrat sepsis ile ilgili “akut bir hastalıkta 

ekstremitelerin soğuması kötü bir belirtidir” Ģeklinde bir çıkarımda bulunmuĢtur 

(Davies ve Hagen, 1997). Milattan önce 4. yüzyılda Aristo, sepsisin kaynağının 

bataklıklarda yaĢayan gözle görülmeyen canlılar olduğunu düĢünmüĢtür (Baron ve ark., 

2006). 1020‟li yıllarda Ġbn-i Sina yazdığı „El Kanun fi‟t Tıb‟ adlı kitabında, bulaĢıcı 

hastalıkların gözle görülmeyen canlılar tarafından meydana getirildiğini söylemiĢtir 

(Syed, 2002). Hipokratın sepsis tanımlamasından yaklaĢık 24 asır sonra günümüzde 
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hala sepsis terminolojisindeki karmaĢa devam etmektedir. 1991 yılında Society of 

Critical Care Medicine ve American Collage of Chest Physicians‟ın konsensus 

toplantısında sepsise yönelik evrensel bir tanımlama geliĢtirilmiĢtir. Konsensuse göre 

sepsis, „enfeksiyona verilen sistemik inflamatuvar cevap‟tır. Ayrıca anlam karmaĢasını 

gidermek için enfeksiyon, bakteriyemi, sistemik inflamatuvar yanıt sendromu (SIRS), 

septik Ģok ve multiple organ yetmezliği sendromu (MODS) ile iliĢkili tanımlamalar da 

bu konsensusda aydınlatılmıĢtır (Bone ve ark., 1992).   

Enfeksiyon: Pirojenik mikroorganizmaların steril vücut boĢlukları, dokular veya vücut 

sıvılarında bulunmasıyla gerçekleĢen patolojik bir geliĢmedir (Bone ve ark., 1992).  

Bakteriyemi: Kanda canlı bakterilerin varlığıdır (Bone ve ark., 1992). 

Sistemik inflamatuvar cevap sendromu (SIRS): Canlıda farklı klinik etkilerle ortaya 

çıkabilen genel inflamatuvar cevabı ifade eden bu sendrom çoğunlukla “endotel 

disfonksiyonu” ile beraberlik gösterir. SIRS teĢhisinin konulması için, dört kriterden iki 

veya daha fazlasının olması gereklidir. Bu kriterler; vücut ısısı >38 C ya da <36 C, kalp 

hızı >90 atım/dk, solunum sayısı >20/dk ya da PaCO2<32 mm Hg, lökosit 

sayısı>12.000/mm3, <4000/mm3 ya da kanda>%10 immatur lökosit varlığıdır (Bone ve 

ark., 1992; M, 1996). Gram negatif bakterilerin oluĢturduğu SIRS, daha sık görülmesi, 

yüksek ölüm oranı (%30-%90) ve kolay deneysel metodlar kurulabilmesi açısından 

gram pozitiflere göre çok daha fazla araĢtırılmaktadır (Iskit ve Guc, 2001; Baykal ve 

ark., 2000).  

Septik Ģok: Tüm müdahalelere rağmen devam eden, düzelmeyen hipotansiyon ve organ 

yetmezliklerinin yanında kardiyovasküler sistem bozukluklarının da mevcut olduğu 

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

Multiple organ yetmezliği sendromu (MODS): Tedaviye rağmen homeostazın 

sağlanamadığı, birden fazla organ veya sistemin iĢlevindeki yetersizlikle karakterize 

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

Sepsis ile organizmanın verdiği anormal cevap, yaygın inflamasyon, organ iĢlev 

bozukluğu ve organ yetersizlikleri ile sonuçlanır. Bu süreçten hücre hipoksisi ve 

apoptozu sorumludur (Altinöz ve ark., 2001). En büyük organ hasarı akciğerler, 

karaciğer, böbrekler, kalp ve gastrointestinal sistemde meydana gelir (Wheeler ve 

Bernard, 1999). Sepsisin sinir sistemi üzerindeki en büyük etkisi enfeksiyona karĢı 
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geliĢtirilen nöroimmünolojik yanıtın sinir sistemi bariyerlerinden biri olan KBB‟nin 

fonksiyonlarını bozmasıdır. KBB hasarı çeĢitli nörolojik hastalıkların patogenezinde 

etkindir (Allison ve Ditor, 2014; Nguyen ve ark., 2002). Sinir sistemindeki inflamasyon 

kaskadı neticesinde endotelin fonksiyonel kaybının yanısıra aksonal hasar oluĢumu da 

dikkat çeker (Hendriks ve ark., 2005). Ayrıca nöron dejenerasyonu, vasküler ödem ve 

hemoraji sepsis yoluyla beyinde oluĢan doku hasarının göstergeleridir (ġener ve ark., 

2005). 

2.6.2. Sepsis Modeli Olarak LPS 

Vücuttaki doğal bağıĢıklıkta algılanıp tanınan bakteri ürünlerine, patojen-bağımlı 

moleküler yapılar (pathogen-associated moleculer patterns; PAMPs) ismi verilir. Gram 

negatif bakterilerin dıĢ membran yapısında yer alan LPS, gram pozitif bakterilerin dıĢ 

membranında bulunan lipoteikoik asit, mayaların hücre duvarlarında yer alan mannan 

ve hem gram pozitif hem de negatif bakterilerde bulunan, ancak gram pozitif 

bakterilerde daha kalın seyreden peptidoglikan yapısı PAMPs‟lar kapsamındaki 

moleküllerdir (Arslantas ve ark., 2013). Bunlardan en önemlisi LPS‟dir. Gram negatif 

bakterilerin hücre duvarından elde edilen LPS, deneysel hayvan septik Ģok modellerinde 

kullanılan, glikolipid yapıda olan maddeler grubudur. Genel itibariyle liyofilize toz 

halinde ticari olarak temin edilir. Liyofilizasyon iĢlemi fenol ekstraksiyonu, 

triklorasetikasit ekstraksiyonu, fenol-kloroform-eter ekstraksiyonu ve jel filtrasyonu 

gibi çeĢitli kimyevi iĢlemler uygulanarak üretici firma tarafından yapılır. LPS‟ler 

Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas 

aeruginosa gibi birçok gram negatif bakteriden elde edilebilir. Fakat deneysel septik 

Ģok çalıĢmalarında daha çok E. coli‟den elde edilen LPS molekülleri kullanılır. O26:B6, 

O55:B5, O111:B4 gibi çeĢitli serotiplere sahip farklı E.coli suĢlarından elde edilen LPS 

türleri mevcuttur (Ġskit, 2005). Deneysel araĢtırmalarda pek çok araĢtırmacı tarafından 

tavĢan, sıçan, fare, köpek, keçi, at, sığır gibi hayvanlar deneysel endotoksemi 

oluĢturmak için kullanılmaktadır (Gerros ve ark., 1995). LPS‟lere bağlı olarak 

geliĢtirilen septik Ģok tablosunu, metabolik, immünolojik, fizyolojik, toksikolojik ve 

farmakolojik açıdan değerlendiren birçok çalıĢma mevcuttur. Literatürlere göre 

uygulanacak doz 1 mg/kg ile 80-100 mg/kg arasında değiĢen geniĢ bir aralığa sahiptir. 

Sağkalım çalıĢmalarında dozlar genelde yüksektir. Dozları belirleyen bir diğer önemli 

faktör de LPS‟nin hangi suĢlardan elde edildiğidir (Iskit ve Guc, 2003; Iskit ve Guc, 
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2001). Deneysel septik Ģok modellerinde, toz halinde olan ve suda çözdürülen LPS 

intravenöz ya da intraperitoneal olarak genellikle tek doz halinde verilir. Bu kullanım 

kolaylığının yanısıra saf ve stabil olması, ayrıca kontaminasyon tehlikesinin de yok 

denecek kadar az olması büyük bir avantajdır (Ġskit, 2005). 

2.6.3. Toll Like Reseptörleri (TLR) 

TLR‟ni protein yapısında olan toll genleri kodlar. Bu gen ilk defa 1985‟te Nobel ödüllü 

Christiane Nüsslein-Volhard, Eric Weischaus ve arkadaĢları tarafından bir meyve sineği 

olan Drosophila melanogaster‟de tanımlanmıĢtır. Ġlerleyen yıllarda bu genin 

memelilerde var olduğu hatta omurgasızlarda da doğal immünitede gerekli olduğu 

anlaĢılmıĢtır. Ġnsanlarda TLR‟nin tanımını ilk kez Nomura ve arkadaĢları 1994‟te 

yapmıĢtır (Taguchi ve ark., 1996). 1997‟de Janeway ve Medzhitov; TLR‟nin insanlarda 

edinilmiĢ immün sistemi aktive ettiğini bildirmiĢtir (Medzhitov ve Janeway, 1997). Bu 

reseptörler makrofaj ve dendritik hücreler tarafından ifade edilen tip 1 transmembran 

proteinleridir. Ligandların tanımasını kolaylaĢtıracak üç kısımdan oluĢur. Ekstraselüler 

bölüm, transmembran heliks bölümü ve son olarak sinyal yolaklarının baĢlangıcı olan 

intrasellüler toll-like/interlökin-1 reseptör bölümüdür (Medzhitov ve ark., 1997). 

Günümüzde mevcut 13 adet fonksiyonel TLR vardır. Ayrıca bu reseptörlere uygun 

birçok ligand tanımlaması yapılmıĢtır. TLR 1, 2, 4, 5, 6 ve 10 genellikle hücre yüzeyine 

yerleĢip patojenlere spesifik molekülleri tanırlar. TLR 3, 7, 8 ve 9 ise intraselüler 

organellerin içinde yerleĢirler (Medzhitov ve Janeway, 1997). TLR2, gram pozitif hücre 

duvar yapısında yer alan lipoteikoik asid, peptidoglikanın algılanmasından sorumludur. 

TLR5, flagellin reseptörüdür. TLR9, bakteriyel DNA‟da sitozin-fosfat-guanin (CpG) 

elementlerinin tanınmasını sağlar (Tuğrul ve Ersoy, 2004). Enfeksiyon anında 

makrofajlar patojenlerde bulunan PAMPs‟ı TLR‟lerin yardımıyla tanır. TLR sinyal 

mekanizması ile proinflamatuar sitokin ve nitrik oksit gibi antimikrobiyal küçük 

moleküllerin üretimi indüklenir. Sonuç olarak enfeksiyonun erken aĢamasında 

makrofajlar mikroorganizmaların eliminasyonu için aktive olurlar (Rescigno ve ark., 

2000). 2011‟de Dr. Beutler ve Dr. Hoffmann TLR-4‟ün LPS‟leri tanıyan bir reseptör 

olarak iĢlev gördüğünü gösterdi. AraĢtırmacıların bu keĢifleri Nobel ödülüne layık 

görüldü (Medzhitov ve Janeway, 1997). TLR ailesi içerisinde insanda ilk olarak 

karakterize olan reseptör TLR-4‟dür (Medzhitov ve ark., 1997). TLR-4‟ün fonksiyonları 

ilk kez, bu reseptörün LPS‟ye kayıtsız kalmasını sağlayan LPS geninin genetik açıdan 
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çalıĢılması ile tespit edildi (Qureshi ve ark., 1999; Poltorak ve ark., 1999). TLR-4; hücre 

yüzeyinde LBP, CD14 ve MD-2 (myeloid differentiation factor-2) içeren bir molekül 

kompleksi meydana getirir. Bu moleküllerden herhangi birinin farelerde eksik olması 

halinde LPS cevabının da eksik olduğu gösterilmiĢtir (Agnese ve ark., 2002). TLR-4‟ün 

aktivasyonu için öncelikle liganda tutunması gerekir. Böylece mitojenle aktive edilen 

protein kinaz aileleri ve NFҡB uyarılır. Bu uyarılma ile IL-1β, IL-6, IL-8 ve TNF-α gibi 

sitokin ve proinflamatuvar ürünlerin genleri aktive edilir. Meydana gelen bu süreç 

konağa ait doğal immün yanıttır (Vasson ve Reimund, 2007; IR, 2004 ; Chen ve ark., 

2005). 

              

ġekil 2.9. Gram negatif bakterisinin hücre duvarında LPS ve TLR-4 iliĢkisi 

görülmektedir. LBP:Lipid Bağlayıcı Protein,  MD2: Myeloid Differentiation Factor-2 

(Park ve Lee, 2013). 

 

2.7.MELATONĠN 

2.7.1.Melatonin’in Tanımı ve Tarihçesi 

Melatonin 1958 yılında dermatolog Lerner ve ekibi tarafından sığır pineal bezinden 

izole edildi (Reiter ve ark., 2007; Köse, 2004). Bu dönemde melatonin „melanophore 

contracting hormon‟ olarak tanımlandı. Hem kurbağa derisindeki melanoforların beyaz 

görünümüne sebep olması hem de serotoninden türevlenmesi nedeniyle bu isim 

verilmiĢtir (Hardeland ve ark., 2006). Pineal bez M.Ö.3. yüzyılda Herophilus tarafından 
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tanımlandı. Yapısal olarak çam kozalağına benzeyen pineal bez beyin hemisferleri 

arasında, 3. ventrikülün arkasında yer alır. Melatonin, memelilerde baĢlıca pineal 

bezden ve ayrıca over, lens, deri, kemik iliği hücreleri ile safra ve gastrointestinal 

sistemden sentezlenip salınır (Hardeland ve Poeggeler, 2008). Retinadan salınan 

melatonin burada bulunan fotoreseptörlerde gece gündüz siklusuna karĢı bir cevap 

oluĢturur. Derideki fonksiyonu güneĢ ıĢınlarının zararlı radyasyon etkilerine karĢı 

derindeki dokuların korunmasını, pigment granüllerinin değiĢimini sağlamaktır. Bu 

hormon ayrıca safrada okside olan kolesterol türevleri ve safra asiti ile safra 

mukozasında oluĢacak oksidatif hasarı engeller (Rodriguez ve ark., 2004; Omurtag ve 

ark., 2008). Karanlıkta salgılanan bir indolamin olan melatonin, 232 kda molekül 

ağırlığına sahiptir. melatonin memelilerde hücre membranında yer alan melatonin 

reseptörleri vasıtasıyla ve ikincil bir taĢıyıcı olarak ise G proteinleriyle birleĢerek 

etkilerini gösterir (Reiter ve ark., 2007). Molekül boyutunun küçük olması ve yüksek 

lipofilik özelliği ile biyolojik membranlardan geçebilme kapasitesindedir. Bu Ģekilde 

tüm dokulara ve sıvılara dağılır (ġener, 2010). Sulu ortamda kısmen çözünmesi de 

intrasellüler etkilerinin oluĢmasına katkıda bulunur. Son çalıĢmalar melatonin‟nin 

nukleusta yüksek konsantrasyonda bulunduğunu göstermektedir. Melatonin‟in esas ana 

görevi fotoperiyod ile ilgili bilgiyi vücudun fizyolojisine aktararak sirkadyen ritmi 

düzenlemektir. Bu görev tanımının içerisine uyku uyanıklık zamanlaması, kan basıncı 

düzenlemesi, mevsimsel zamanlama, üremenin mevsimsel zamanlaması da dahildir 

(Macchi ve Bruce, 2004). Melatonin sekresyonunun aydınlık/karanlık siklusu ile iliĢkisi 

bu hormonun endojen bir senkronizör olarak iĢlev gördüğünü düĢündürür (Schulz ve 

Steimer, 2009; Arendt ve Skene, 2005). 
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ġekil 2.10. Melatonin‟in sirkadyen ritmi düzenlemedeki rolü gösterilmiĢtir (ġener, 

2010). 

Melatonin‟in kronobiyolojik fonksiyonları ön planda olmasına rağmen antioksidan, 

antiinflamatuvar, antikanser, antiaging ve immun modülatör etkileri de dikkat 

çekmektedir (ġener, 2010). Son yıllarda bu hormonun serbest radikal süpürücülüğü 

yaparak oksidatif stresi engelleyebildiği kesinlik kazanmıĢtır. Oksidatif stresle olan 

mücadelede, öncelikle serbest radikalleri direkt olarak süpürücü özelliği, antioksidan 

enzimlerin sentezini indüklemesi, aktivitelerini artırabilmesi, mitokondriyal elektron 

transfer zincirinden elektron sızıntısını azaltması ve diğer antioksidan maddelerle 

sinerjik etkileĢimi ön plana çıkar (López‐Burillo ve ark., 2003). Üstelik melatonin 

serbest radikalleri süpürdüğünde antioksidan enzimlerin etkileri daha da açık bir Ģekilde 

gözlenebilir (Reiter ve ark., 2003). Melatonin‟in mitokondriyal düzeyde etkisi 

hücrelerin apopitoza uğramalarını engeller (Leon ve ark., 2005; Reiter ve ark., 2007). 

Melatonin sağlıklı hücrelerde elektron transferini ve ATP üretimini artırdığı için 

elektron transport zinciri ve oksidatif fosforilasyon üzerinde etkindir. Esasen apoptozise 

karĢı hücreleri korumasında bu maddenin antioksidan içeriğindeki indolaminlerin 

serbest radikal süpürücü aktivitesi önem taĢır. Dahası melatonin, tümör hücrelerinin 

ölümünü apopitoz yolu ile indükleyebilir (Jou ve ark., 2004; Reiter ve ark., 2007). 

Melatonin‟in ayrıca ilaçlara bağlı oksidan hasara ve dolayısı ile yan etkilere karĢı 
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korumada, kan hücreleri üzerinde kemoterapötik ilaçların olumsuz etkilerini 

engellemede, sepsis ve yanık hasarı ile iskemi gibi inflamasyon modellerinde nötrofil 

aktivasyonunun dokularda oluĢturduğu oksidan hasarı azaltmada, serum kalsiyum 

yoğunluğunu arttırmada ve kemik kaybını azaltmada etkili olduğu bildirilmiĢtir. 

Bunların yanısıra yüksek kan basıncının neden olduğu kalp damar sisteminde oluĢan 

oksidan hasarda ortaya çıkan serbest radikallerin etkilerini anlamlı oranda azalttığı da 

bildirilmiĢtir (Campese, 2010; ġener, 2010; Erdem ve ark., 2010). 

2.7.2.Melatonin’in Biyosentezi, Salınımı ve Metabolizması 

Melatonin‟in (N-asetil-5-metoksitriptamin) biyosentezi triptofan amino asidinin kandan 

pineal beze alınması ile baĢlar. Triptofan aydınlıkta pinealositler tarafından 5-

hidroksilaz enzimi vasıtasıyla 5-hidroksitriptofan‟a çevirilir. 5-hidroksitriptofan‟da, L-

amino aromatik dekarboksilaz enzimi aracılığı ile serotonin‟e dönüĢtürülür. Serotonin, 

N-asetiltransferaz enzimi ile N-asetilserotonini (NAT) oluĢturur. Sonuç olarak N–

asetilserotonin, hidroksiindol-O-metiltransferaz (HIOMT) enzimi ile N-asetil-5 

metoksitriptamini yani melatonini meydana getirir (Roberts ve Fitzpatrick, 2013; KuĢ 

ve Sarsilmaz, 2002). 
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ġekil 2.11. Melatonin hormonunun biyosentezi gösterilmiĢtir (Reiter, 1993; Bernard ve 

ark., 1999).  

Yapılan deneysel çalıĢmalar, hayvanlarda NAT enzim aktivitesinin, yani melatonin‟in 

kandaki seviyesinin karanlıkta pik yaptığını gösterir. Bu periyod pineal bezi inerve eden 

sempatik sinir liflerinin spontan aktivitesinin en yüksek olduğu saatleri kapsar. Kısa 

süreli ıĢığa maruziyette, sempatik aktivite baskılandığı için NAT enzim aktivitesi ve 

melatonin miktarı hızla düĢer (Özgüner ve ark., 1995). Melatonin sentezinin 

düzenlenmesi karanlığa bağlıdır. Bu hormon pinealositlerden 29 mg/gün hızla 

salgılanmaktadır (Reiter ve ark., 1997). Ġnsanda plazma melatonin düzeyi 24 saatlik 

periyotta düzenli olarak iniĢ çıkıĢ gösterir. Hormon düzeyi gece 20.00-23.00 arasında 

yükselir, 01.00-05.00 arası en yüksek değerine ulaĢır ve sabah saatlerine doğru yavaĢça 
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azalır. Sağlıklı kiĢilerde bu seviye gündüz 0-20 pg/ml iken, gece 20-200 pg/ml‟dir.  

%80‟i gece olmak üzere günde ortalama 30 mg melatonin üretilir (ġener, 2010). 

Vücutta depolanmayan melatonin kanda yaklaĢık %70 oranında albümine bağlı halde 

bulunur. Karaciğerde 6-hidroksimelatonin sülfata dönüĢtürülerek idrarla atılır. 

Melatonin konsantrasyonu yaĢa bağlı olarak değiĢir. Ġnsanda fetüste melatonin sentezine 

iliĢkin herhangi bir bulgu yoktur. Melatonin anneden fetüse ya da süt ile yenidoğana 

geçebilir, fetüs ve yenidoğanda da bu Ģekilde sirkadyen ritm Ģekillenir. YaĢamın 3-5. 

yılları arası, melatonin salınımı pik seviyede devam eder ve sonra tekrar düĢer. Daha 

sonra puberte ve adolesan dönemde sirkadyen hale gelir. Yirmili yaĢlardan sonra 

melatonin‟in sentez ve salgılanma hızı yavaĢlayarak 60‟lı yaĢlarda en düĢük seviyesine 

geriler (Reiter, 2003).  

2.7.3. Melatonin’in MSS Üzerine Etkisi  

Melatonin‟in serbest radikaller üzerindeki süpürücü etkisi onu aynı zamanda güçlü bir 

antiinflamatuar ajan kılar. Ġnflamasyonun uyarılmasıyla doku hasarına giden yolak 

üzerinde çeĢitli kademelerde melatonin‟in yol açtığı blokaj bu ajana antiiflamatuar etki 

sağlar. Yanık hasarı, sepsis, iskemi/ reperfüzyon gibi çeĢitli inflamasyon modellerinde 

nötrofil aktivasyonunun dokularda neden olduğu oksidatif hasarı melatonini anlamlı 

olarak geri çevirir. Melatonin fizyolojik konsantrasyonlarda beyin ve beyincikde nitrik 

oksit sentaz (NOS) aktivitesini baskılayarak nöral ve kardiyovasküler fonksiyonların 

fizyolojik düzenlenmesinde rol oynar. (Sener ve ark., 2003; ġener ve ark., 2005; Sener 

ve ark., 2002; Kaçmaz ve ark., 2005). YaĢlanma ile birlikte sinir sistemindeki gerileme 

nörodejeneratif hastalıklarla iliĢkilidir. Serbest radikallerin yaĢlanma ile iliĢkisi 

günümüzün en güncel konularındandır. Beyin dokusunun oksidatif hasara karĢı oldukça 

duyarlı olması, yaĢlanma ile birlikte geliĢen oksidatif hasar ve inflamasyon, melatonin 

tedavisinin yaĢa bağlı MSS fonksiyonlarındaki değiĢime karĢı koruyucu olabileceğini 

düĢündürür. Ayrıca yaĢlı hayvanlarda yapılan çalıĢmalar melatonin‟in nörogenezi 

artırdığını göstermiĢtir (Tresguerres ve ark., 2008). Nörodejeneratif hastalıklar beyinde 

yaygın bir hasar oluĢmadan önce teĢhis edilemez. Örneğin Parkinson hastalarına teĢhis 

konulduğunda substantia nigradaki dopaminerjik nöronların %75‟i yitirilmiĢtir. 

Melatonin salgısı yaĢla iliĢkili olarak azalma gösterdiği için nöronal apoptozisde artıĢ 

kaçınılmazdır. Dolayısıyla orta yaĢlardan itibaren melatonin ya da diğer antioksidan 

takviyesinin nöronal kayıp hızını azaltmasından yararlanılabilir. Diğer taraftan bu 
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hormonun lipofilik yapısı KBB‟ni kolayca geçebildiği için MSS‟de etkisini rahatça 

göstermektedir (Wang, 2009). Melatonin‟in MSS üzerinde özellikle antiinflamatuar 

etkileri olduğunu kanıtlayan birçok çalıĢma vardır. Sıçanlarda intravenöz melatonin 

uygulaması iskemi bölgesinde inflamatuar yanıtları baskılar. Yine aynı çalıĢmada bu 

hormonun anti-inflamatuar etkisine klinik iyileĢme ve infakt hacminde azalmanın eĢlik 

ettiği bildirilmiĢtir. Travmatik beyin hasarında da melatonin hasarı azaltıp, bu etkisini 

de inflamatuar yanıtları mTOR yolağı üzerinden baskılamasıyla gerçekleĢtirir. 

Melatonin‟in metamfetamin uygulanan bir hücre kültürü çalıĢmasında artan 

proinflamatuar sitokin salınımını baskıladığı ve bu hücrelerde oluĢan metamfetamine 

bağlı hücre ölümünü de önlediği bildirilmiĢtir (Tocharus ve ark., 2010). Yapılan bir 

baĢka çalıĢmada melatonin‟in subaraknoid kanamaya bağlı olarak beyinde oluĢan 

oksidatif hasarı önlediği ve nörolojk skorları düzelttiği, KBB‟ni koruduğu gösterilmiĢtir 

(ErĢahin ve ark., 2009). Cagnoli ve arkadaĢlarının yaptığı invitro bir çalıĢmada singlet 

oksijenin (O²‟in) oluĢturduğu nörotoksik etkilerin melatonin ile ortadan kalktığı 

anlaĢılmıĢtır. Yeni doğmuĢ kobaylarda beyin granüler hücreleri üzerinde ıĢığa duyarlı 

bir boya ile bu reaktif molekülün oluĢması sağlanıp, üzerine melatonin ilave edildiğinde 

hem nöronal apoptozisin hemde keratin kinaz inhibisyonunun engellendiği görülmüĢtür 

(Cagnoli  ve ark., 1995). GerçekleĢtirilen farklı bir çalıĢmada insan nöroblastoma kanser 

hücrelerinde melatonin‟in apopitozisi uyardığı bildirilmiĢtir (García‐Santos ve ark., 

2006). Ayrıca MSS‟de apoptotik hücre ölümünü engellemesine ilaveten, periferal 

aksotomi sonrası gerçekleĢen nöron ölümünü de azalttığı rapor edilmiĢtir (Odaci ve 

Kaplan, 2009).                                                                          
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Deneysel Prosedür   

“Endotokseminin neden olduğu KBB hasarı üzerine melatonin‟in koruyucu etkisi” 

konulu ve 2018/131 no‟lu bu çalıĢma 28.06.2018 tarihinde gerçekleĢtirilen Bezmialem 

Vakıf Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Toplantısı‟nda değerlendirilip 

onanmıĢtır. 11.2018/25 no‟lu bu proje Bezmialem Vakıf Üniversitesi Bilimsel 

AraĢtırmalar Birimi (BAP) tarafından desteklenmiĢtir. 

3.1.1. Deney Gruplarının OluĢturulması 

Bu çalıĢmada Bezmialem Vakıf Üniversitesi Deneysel ve Klinik AraĢtırma Merkezinde 

yetiĢtirilen 42 adet, 150-250 gr ağırlığında, 4-6 aylık Spraque-Dawley türü, diĢi sıçanlar 

kullanıldı. Sıçanlar deney süresi boyunca uygun koĢullar (22±2 ºC, 12 saat 

aydınlık/karanlık) altında bakım odalarında korundu. Sıçanlar normal pellet cinsi yem 

ve su ile serbest beslendi ve deney aĢamasına kadar mümkün olduğu kadar stressiz bir 

ortamda barınmaları sağlandı. ÇalıĢmada kullanılan denekler rastgele 4 gruba ayrıldı. 

Gruplar; kontrol grubu, LPS grubu, LPS+melatonin grubu ve melatonin grubu olarak 

belirlendi. Deneydeki endotoksemi oluĢturulacak gruba LPS, serum fizyolojik (SF) 

içerisinde çözülerek 7,5 mg/kg kadar tek doz halinde intraperitoneal olarak ( i.p.) verildi 

(Tablo 3.1). 
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Tablo 3.1. Deney gruplarının dağılımı 

Deney Grupları Grup BaĢına DüĢen 

Denek sayısı 

 Uygulama Yöntemi 

      Kontrol            (n=8) Kontrol grubu, 

        LPS          (n=13) tek doz 7,5 mg/kg LPS ( i.p.) uygulanan sıçanlar, 

 LPS+melatonin          (n=13)   tek doz 7,5 mg/kg LPS ( i.p.) + 10 mg/kg/gün 

melatonin ( i.p.) 

     melatonin           (n=8) 10mg/kg/gün melatonin ( i.p.)  

Tablo 3.2. Deneysel çalıĢma takvimi 

Deney Grupları   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:Gün, SF:Serum Fizyolojik, LPS:lipopolisakkarit,  Mel:Melatonin, SKRF:Sakrifikasyon) 

 

3.1.2.Deneyde Kullanılan Maddeler ve Uygulama 

ÇalıĢmada uygulanan bütün maddelerin dozu literatürler doğrultusunda belirlendi. 

(Zhou ve ark., 2014; Chern ve ark., 2012; Iraz ve ark., 2015). Deneydeki endotoksemi 

oluĢturulacak gruba uygulanan LPS (Escherichia coli -serotype O111:B4; Sigma-

Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) belirli bir E.coli suĢundan seçildi. LPS‟in uygulama 

dozu ve Ģekli, kullanılan E.coli suĢu ile uyumlu olacak Ģekilde belirlendi. Deneysel 

çalıĢmalarda farklı dozlarda ve sürelerde uygulanabilen melatonin (M 5250; Sigma, St 

Louis, MO, USA); bu çalıĢmada LPS+melatonin ve melatonin grubuna ait sıçanlara 

sabit bir dozda verildi (Esrefoğlu ve ark., 2005). LPS ve melatonin kimyasalları Sigma–

Aldrich (St. Louis, MO, USA) firmasından temin edildi. 

Kontrol grubuna diğer gruplarla aynı hacimde olacak Ģekilde 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 hafta 

önce baĢlandı. Melatonin saf etanol içinde çözülüp, SF ile seyreltilerek %1‟lik 

konsantrasyona getirilmesini takiben 1 hafta boyunca 10 mg/kg dozda i.p. uygulandı 
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(Esrefoglu ve ark., 2005; Zhou ve ark., 2014; Chern ve ark., 2012). Yalnızca melatonin 

uygulanan gruba da hazırlanan melatonin aynı süre ve dozda verildi. Deney süresi ile 

ilgili çalıĢma takvimi Tablo 3.2‟de gösterilmiĢtir. Deney sonunda sıçanlar ketamine 

hydrochloride (50 mg/kg i.p) ve %2 ksilazine hydrochloride (10 mg/kg i.p) anestezisi 

altında dekapite edilerek beyin dokuları eksize edildi. Dekapite edilen sıçanlardan 

alınan beyinlerin sağ lobu histolojik incelemeler için %10‟luk tamponlanmıĢ nötral 

formaldehit içine alınırken, sol loblar biyokimyasal incelemeler için kullanıldı. 

Biyokimyasal analiz için alınan beyin dokuları -80 
0
C‟de muhafaza edildi.  

3.2.Histopatolojik Analizler 

3.2.1.Doku takibi ve Gömme 

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 ĢeffaflaĢtırıldı. Bu iĢlemlerin ardından 

doku gömme cihazı (Leica EG1160 Illinois, USA) ile parafin içerisine gömülerek 

parafin bloklar elde edildi (Tablo 3.3). Parafin bloklardan bir mikrotom (Leica 

RM2245, Illinois, USA) yardımı ile alınan 5-6 µm‟lik kesitler polilizin kaplı lamlara 

alındı. Bu lamlara standart histolojik yöntemler uygulanarak ksilol ile parafin 

uzaklaĢtırıldı ve dereceli alkol serilerinden geçirilip sulandırıldı. Genel histolojik yapıyı 

görmek amacıyla kesitlere hematoksilen-eozin (H&E) (Tablo 3.4), Masson-trikrom 

(MT) (Tablo 3.5) ve kresyl violet (KV) (Tablo 3.5) metodları uygulandı. Tüm deney 

gruplarından elde edilen beyin kesitlerine ZO-1, okludin ve TLR-4 

immunohistokimyasal boyama metodları uygulandı. Hazırlanan örnekler ıĢık 

mikroskobu (Nikon Eclipse i5 ıĢık mikroskobu; Nikon Instruments Inc., Tokyo, Japan) 

ile incelenip ardından fotoğraflandı (Nikon NIS Elements version 4.0 görüntüleme 

analiz sistemi; Nikon Instruments Inc., Tokyo, Japan). 
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Tablo 3.3. Doku takip metodu 

Sıra Yapılan iĢlem Süre Sıra Yapılan iĢlem Süre 

1 %10 Formaldehit 72 saat 8 Absolü Alkol 1 saat 

2 Musluk suyu 1 gece 9 Absolü 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 Absolü Alkol 1 saat 14 Bloklama  

 

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

Her bir deneğe ait beyin dokusundan hazırlanan 5-6 µm‟lik kesitler boyama öncesinde  

1 gece kadar 60⁰C‟lik etüvde bekletildi ve ardından H&E boyama metodu uygulandı 

(Tablo 3.4).  

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

 
Sıra Yapılan iĢlem Süre Sıra Yapılan iĢlem Süre 

1 Etüv (60 °C) 1 gece 13         Akarsu      5 dakika 

2 Ksilen I 20 dakika 14           Eozin      3-5 dakika 

3 Ksilen II 20 dakika 15         Akarsu      5 dakika 

4 Ksilen III 20 dakika 16         %50 Alkol      2 dakika 

5 Absolü Alkol I 20 dakika 17         %70 Alkol      2 dakika 

6 Absolü Alkol II  20 dakika 18         %80 Alkol      2 dakika 

7 %96 Alkol 20 dakika 19         %96 Alkol         2 dakika 

8 %80 Alkol 20 dakika 20 Absolü Alkol I      20 dakika 

9 %70 Alkol 20 dakika 21 Absolü Alkol II       20 dakika 

10       %50 Alkol 20 dakika 22 Ksilen I      20 dakika 

11         Akarsu 5 dakika 23 Ksilen II      20 dakika 

12   Hemotoksilen 5-8 dakika 24            Kapatma  
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3.2.3. Masson Trikrom (MT) Boyama Metodu 

ÇalıĢmanın 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). 

Tablo 3.5. Masson Trikrom Boyama Metodu 

Sıra Yapılan iĢlem Süre Sıra Yapılan iĢlem Süre 

1 Etüv (60 °C) 1 gece 17        Distile Su       5 dakika 

2 Ksilen I 20 dakika 18    Fosfomolibdik asit       5 dakika 

3 Ksilen II 20 dakika 19 Anilin Blue Solüsyonu      2-5 dakika 

4 Ksilen III 20 dakika 20       Distile Su       5 dakika 

5 Absolü Alkol I 20 dakika 21   %1‟lik asetik asit       2 dakika 

6 Absolü Alkol II  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 Absolü Alkol I       20 dakika 

12   Hemotoksilen 5-8 dakika 28 Absolü Alkol II        20 dakika 

13         Akarsu 5 dakika 29            Ksilen I       20 dakika 

14        Asit Alkol 30 saniye 30            Ksilen II       20 dakika 

15         Akarsu 5 dakika 31            Ksilen II      20 dakika 

16       Asit Fuksin 1-2 dakika 32            Kapatma  

 

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 değiĢiklikler deney grupları arasında karĢılaĢtırıldı. Beyin dokusuna ait parafin 

bloklardan hazırlanan 5-6 µm‟lik kesitler boyama öncesinde 1 gece kadar 60 ⁰C‟lik 

etüvde bekletildi, ardından KV boyama metodu uygulandı (Tablo 3.6). 
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Tablo 3.6. Kresyl Violet Boyama Metodu 

Sıra Yapılan iĢlem Süre Sıra Yapılan iĢlem Süre 

1 Etüv (60 °C) 1 gece 10  %   0,1‟lik Kresyl Violet       12 dakika 

2 Ksilen I 10 dakika 11        Distile Su      30 saniye 

3 Ksilen II 10 dakika 12       %96 Alkol      30 saniye 

4 Absolü Alkol I  5 dakika 13     Absolü Alkol I      30 saniye 

5 Absolü Alkol II  5 dakika 14     Absolü Alkol II      30 saniye 

6 %96 Alkol  3 dakika 15            Ksilen I      5 dakika 

7 %70 Alkol  3 dakika 16            Ksilen II      5 dakika 

8 Akarsu   1 dk 17          Kapama  

9 Distile Su  30 saniye 18   

 

3.3.Ġmmünohistokimyasal 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 

bekletildi. Deparafinizasyonu tamamlamak için 2 kez 10‟ar dakika ksilende 

bırakıldıktan sonra sırasıyla %100‟lük, %96‟lık, %80‟lik ve %70‟lik alkol serilerinden 

4‟er dakika geçirildi. Ardından 2 kez 2‟Ģer dakika distile sudan (dH2O) geçirilerek alkol 

uzaklaĢtırıldı. Ardından 10 dakika %3‟lük hidrojen peroksit (H2O2) uygulandı ve 

endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi. Lamlar 2 kez 5‟er dakika PBS (Phosphate 

Buffer Saline) (pH: 7.4) ile yıkandı. Kesitler doku içerisinde formaldehitin kapattığı 

reseptör bölgelerinin açığa çıkarılmasını sağlamak amacıyla mikrodalga fırında sitrat 

tamponuna etkin bırakıldı ve oda sıcaklığında soğutuldu. Daha sonraki aĢamalarda 

immunohistokimya boyama kiti (Ġnvitrogen, Histostain ®-Plus 3rd Gen IHC Detection 

Kit, California, USA) kullanılarak prosedür takip edildi. Lamlar 2 kez 5‟er dakika PBS 

ile yıkandıktan sonra antijenik alanların dıĢında kalan bölgelerin kapatılmasını sağlamak 

amacıyla oda sıcaklığında 10 dakika blok serum uygulandı (ġekil 3.1). Hemen ardından 

kesitler yıkama iĢlemi yapılmadan ZO-1 primer antikoru (1:500) (Mıllıpore 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 inkübe edildi. 

Negatif kontrol için, primer antikor yerine PBS kullanıldı. Ertesi gün kesitler 2 kere 5‟er 

dakika PBS‟de yıkandıktan sonra biotinlenmiĢ sekonder antikorda (Histostain-Plus 3rd 

Gen IHC Detection Kit, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) 20 dakika 

bekletildikten sonra PBS ile yıkandı. Daha sonra streptoavidin peroksidazda 

(Histostain-Plus 3rd Gen IHC Detection Kit, Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, 

USA) 10 dk inkübe edilip tekrar PBS ile yıkandı. Ardından DAB kromojende 

(Ġnvitrogen, Histostain ®-Plus 3rd Gen IHC Detection Kit, California, USA) 5 dk 

bekletilip 2 kez 3‟er dakika dH2O ile yıkandı. 45 saniye kadar Gill Hematoksilen ile zıt 

boyanan kesitler musluk suyunda çalkalanıp dH2O içine alındı. Artan alkol serileri ile 

suyu uzaklaĢtırılarak ksilenden geçirilen kesitler kapatma solüsyonu (Histomount 

Mounting Solution, Thermo Fischer Scientific Massachusetts, USA) ile kapatılarak ıĢık 

mikroskobu (Olympus BX51, Tokyo, Japan) altında incelendi. Her bir sıçana ait beyin 

dokusunun korteks alanından rastgele 10 ayrı bölgeden X20‟de mikroskobik fotoğraflar 

çekildi. ZO-1, okludin ve TLR-4 immünreaktivite yoğunlukları Image J software 

programı (Image J; National Institute of Health) kullanılarak hesaplandı ve sonuçlar 

kaydedildi. 

 

ġekil 3.1. Beyin kesitlerine ait preparatların immünohistokimyasal boyama esnasında 

nem kamerası içerisindeki görünümü. 
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3.4. Western Blot Metodu 

3.4.1. Protein Ġzolasyonu 

Deney esnasında alınan ve -80ºC‟de tutulan beyin dokuları analiz öncesinde kuru buz 

üzerine çıkarıldı. DonmuĢ doku örnekleri küçük parçalara ayrılıp hassas terazide 

ağırlıkları ölçüldü. Proteaz ve fosfataz inhibitör karıĢımı ilave edilmiĢ olan ripa tampon 

çözeltisi (RIPA Lysis Buffer System, sc-24948, Santa Cruz, Oregon, USA) -20ºC‟ den 

oda sıcaklığına çıkarıldı. 100 mg dokuya 300 μl ripa eklenecek Ģekilde hesaplamalar 

yapıldı ve dokuların üzerine eklendi. 8-10 adet paslanmaz çelik boncuklar yani 

homojenizasyon beadleri ilave edilerek Bezmialem Vakıf Üniversitesi Biyokimya 

Anabilim dalı laboratuvarında bulunan homojenizatörde (FastPrep-24, MP Biomedicals, 

USA) 15-20 sn lizis iĢlemi yapıldı. Dokular lizis iĢleminin ardından 20 dk kadar buz 

üstünde bekletildi. Sonrasında santrifüj cihazında (Beckman Coulter, Allegra X-30R, 

California, USA) +4ºC 15000 rpm‟de 15 dakika santrifüj edildi. Proteinlerin çözündüğü 

supernatantlar alındı. Daha sonra -80ºC‟ye kaldırılmak üzere ependorflara stok ve 

alikotlama iĢlemi yapıldı.  

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 

seyreltildi. Ayrıca çalıĢma solüsyonu Reagent A: Reagent B 50:1 oranında karıĢtırılarak 

hazırlandı. 96 kuyucuklu plakalara hazırlanan protein standartlarından ve seyreltilen 

protein karıĢımı ilave edildi. Üzerlerine 200 μl çalıĢma solüsyonu (Working solution: 

Reaction Buffer A: Reaction Buffer B 50:1) eklenerek 30 sn kadar çalkalandı. Plaka 

kapağı kapatılarak 37ºC‟de 30 dakika inkübe edildi. Ardından oda ısısında soğutularak 

mikroplate okuma cihazıyla (Thermo Scientific™ Multiskan Sky Microplate 

Spectrophotometer 60, Massachusetts, USA) 562 nm‟de ölçüm yapıldı ve 

konsantrasyonlar hesaplandı. 

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 yerleĢtirildi. Yürütme solüsyonu (Biorad Running 

Buffer Cat no; 1610732, USA) 1:10 oranında dH2O ile 600 ml hazırlandı ve tank 
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içerisinde belirli bir seviyeye kadar dolduruldu. Kuyucuklar marker ve proteinler 

yüklenmeden önce hazırlanan bu solüsyon ile yıkandı. Ġnce uçlu özel mikropipetlerle 

kuyucuklara 18 μl protein ve 3,5 μl marker yüklemesi yapıldı. Bütün bu iĢlemlerin 

ardından güç kaynağına bağlanarak Biorad marka Power Pac Basic cihazında gerekli 

olan voltaj ayarlandı. Öncelikle 50 volt‟a ayarlanarak 10 dakika, sonrasında da 150 

volt‟da yürütme tamamlandı.  

  

ġekil 3.2. A. Özel uçlu mikropipetlerle kuyucuklara protein yüklemesi B. Yüklemenin 

tamamlanmasıyla belirlenen voltajda yürütme iĢleminin gerçekleĢmesi.  

3.4.4. Proteinlerin Jelden Membrana Transferi 

Jelde yer alan proteinlerin PVDF (Poli-viniliden florür) membrana transferi için her 

aĢamada Biorad marka Transfer Kiti (Biorad Trans-Blot Turbo RTA Transfer Kit, 

PVDF Midi Cat No; 170-4273, USA) kullanıldı. Yürütülen jel tankın içerisinden 

çıkarılarak dH2O‟da bekletildi. Aynı anda PVDF membranlar 2 dk kadar metanole 
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bırakıldı, metanolden alınıp filtre kâğıdı desteleriyle birlikte transfer solüsyonunda 3 dk 

ıslatıldı. Transfer tepsisine sırayla filtre kâğıdı destesi, membran, jel, filtre kâğıdı destesi 

olmak üzere üst üste sandviç yapıldı. Üstünden rulo ile geçilerek tepsinin kapağı 

kilitlendi. Yarı kuru Trans-Blot Turbo cihazına sandviçin olduğu kaset yerleĢtirildi. 10 

dakika 1,3 Amper, 25 Volt‟da transfer edildi. 

 

ġekil 3.3. Proteinlerin jelden membrana transfer aĢaması. 

3.4.5. Antikor Ġnkübasyonu ve Membran Proteinlerinin Görüntülenmesi 

Transfer iĢleminin ardından membran 5 dk TBST (137 mM NaCl, 20 mM Tris, %0,1 

Tween-20) ile orbit çalkalayıcı da yıkandı. TBST içinde çözülmüĢ %5‟lik süt tozu 

eklenerek oda sıcaklığında 1 saat çalkalayıcıda bloklama iĢlemi yapıldı. Bu aĢamadan 

sonra membranlar aranan antikora uygun bir Ģekilde kesildi. %5 süt tozu içeren TBST 

içinde çözünen primer antikorlar 1: 1000 oranında 5 ml süt tozunda dilüe edilerek ZO-1 
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primer antikoru, okludin primer antikoru ve TLR-4 primer antikoru için ayrı ayrı 1 gece 

+4°C „de inkübe edildi. Ertesi sabah 3 kez 5‟er dk TBST ile yıkandı. Primer antikorlar 

daha sonra tekrar kullanılmak üzere 15 ml‟lik falkon tüpüne alındı ve -20°C‟ye 

kaldırıldı. Yıkama iĢleminin ardından membranlar, 5 ml kadar 5% süt tozu içeren 

TBST‟de çözünen HRP bağlı sekonder antikorlar (anti-rabbit 1:5000, Advansta; anti-

mouse 1:5000, Advansta, California, USA) ile 1 saat oda sıcaklığında çalkalayıcıda 

inkübe edildi. Sekonder antikor uygulamasının sonunda membranlar 3 kez 5‟er dk 

TBST ile yıkandı. Görüntüleme aĢamasında ECL Western görüntüleme solüsyonu 

(Western Bright Srius K-12043-D10, Advansta, California, USA) kullanıldı. 1 ml distile 

su içerisinde 500 μl ECL solüsyonu A ve 500 μl ECL solüsyonu B karıĢımı 

karıĢtırılarak muamele edildi ve membran görüntüleri alındı. 

 

ġekil 3.4. Membran proteinlerinin görüntülenmesinde kullanılan görüntüleme kabini ve 

görüntüleme sistemi. 
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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 gerçekleĢtirildi. 

 

ġekil 3.5. Western Blot Image J Analizleme yöntemine göre bant yoğunluğunun 

ölçülmesindeki ilk basamak. Deney gruplarındaki TLR-4 protein miktarının β-Aktine 

göre değerlendirilmesi. 
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ġekil 3.6. Western Blot Image J Analizleme yöntemine göre bant yoğunluğunun alansal 

hesabının değerlendirilmesi. 

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 

sağlandı. Daha sonra +4ºC‟de ve 10000x rpm‟de 10 dakika santrifüj edilen örneklerden 

süpernatant elde edildi. Elde edilen süpernatantlarda Malondialdehit (MDA) seviyesi 

yanı sıra, antioksidan seviyesini belirlemek için Süperoksit dismütaz (SOD), Katalaz 

(CAT), Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) seviyeleri tayin edildi. Ayrıca, inflamasyon 

göstergelerinden DönüĢtürücü Büyüme Faktör-Beta (TGF-β), Tümör Nekrozis Faktör-

Alfa (TNF-α), Ġnterlökin 1-beta (IL-1β), Nüklear Faktör-Kappa Beta (NF-κB) değerleri 

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 ürünü olan MDA‟nın 

tiyobarbitürik asit (TBA) ile reaksiyona girerek belirli bir absorbansta pembe renkli bir 

kompleks oluĢturması esasına dayanır. MDA seviyesi tayininde üretici firmadan temin 

edilen ELISA kiti (Rat MDA ELISA Kit, Sunred Biological Technology, Catalog 

no:201-11-0157, Shanghai, China) kullanıldı. Kitte yer alan 96‟lık plaka içerisindeki her 

bir kuyucuğa 50 μl standart ve 40 μl örnekler yüklendi. Standartların yer aldığı 

kuyucuklar hariç her bir kuyucuğun üzerine 10 μl Biotin-(MDA) Ab ilave edildi. 

Ardından 50 μl HRP konjugete eklenerek 37 ºC‟de 1 saat inkübe edildi. Ġnkübasyonun 

sonunda plaka alınarak otomatik yıkama cihazında aspire edildi. Daha sonra yıkama 

solüsyonu ile üç kez yıkandı. Tüm örneklerin üzerine 50 μl kromojen solüsyonu A ve 

50 μl kromojen solüsyonu B ilave edildi. 10 dakika 37 ºC‟de tekrar inkübe edildi. 

Reaksiyonu sonlandırmak amacıyla 50 μl stop solüsyonu eklendi ve Mikroplate 

okuyucu (Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, USA) ile 450 nm‟de okuma iĢlemi 

yapıldı. SOD (Rat SOD ELISA Kit, Sunred Biological Technology, Catalog no:201-11-

0169, Shanghai, China), CAT (Rat CAT ELISA Kit, Sunred Biological Technology, 

Catalog no:201-11-5106, Shanghai, China), GSH-Px (Rat GSH-Px ELISA Kit, Sunred 

Biological Technology, Catalog no:201-11-5104, Shanghai, China) seviyeleri için ayrı 

kitler kullanılarak sabit basamaklar izlendi. Kitte yer alan 96‟lık plaka içerisindeki her 

bir kuyucuğa 50 μl standart ve 40 μl kadar da örnekler yüklendi. Standartların yer aldığı 

kuyucuklar hariç her bir kuyucuğun üzerine 10 μl Biotinli belirleyici Ab ilave edildi. 

Ardından 50 μl HRP  eklenerek 37 ºC‟de 1 saat inkübe edildi. Ġnkübasyonun sonunda 

plaka alınarak otomatik yıkama cihazında aspire edildi. Daha sonra yıkama solüsyonu 

ile üç kez yıkandı. Tüm örneklerin üzerine 50 μl kromojen solüsyonu A ve 50 μl 

kromojen solüsyonu B ilave edildi. 10 dakika 37 ºC‟de tekrar inkübe edildi. Reaksiyonu 

sonlandırmak amacıyla 50 μl stop solüsyonu eklendi ve Mikroplate okuyucu (Thermo 

Fischer Scientific, Massachusetts, USA) ile 450 nm‟de okuma iĢlemi yapıldı. 

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 Laboratory, Catalog no: E0119Ra, Shanghai, China) ve NF-κB (Rat NF-κB 
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ELISA Kit, Bioassay Technology Laboratory, Catalog no: E0287Ra, Shanghai, China) 

belirteçleri için uygun ELISA kitleri kullanıldı. Kitde yer alan 96‟lık plaka içerisindeki 

her bir kuyucuğa 50 μl standart ve 40 μl kadar da örnekler yüklendi. Standartların yer 

aldığı kuyucuklar hariç her bir kuyucuğun üzerine 10 μl Biotinli belirleyici Ab ilave 

edildi. Ardından 50 μl HRP eklenerek 37 ºC‟de 1 saat inkübe edildi. Ġnkübasyonun 

sonunda plate alınarak otomatik yıkama cihazında aspire edildi. Daha sonra yıkama 

solüsyonu ile üç kez yıkandı. Tüm örneklerin üzerine 50 μl kromojen solüsyonu A ve 

50 μl kromojen solüsyonu B ilave edildi. 10 dakika 37 ºC‟de tekrar inkübe edildi. 

Reaksiyonu sonlandırmak amacıyla 50 μl stop solüsyonu eklendi ve Mikroplate 

okuyucu ile 450 nm‟de okuma iĢlemi yapıldı (ġekil 3.7). 

 

ġekil 3.7. Mikroplate okuyucu ile ölçüm aĢamasında bulunan 96‟lık plaka. 

3.6. Ġstatistiksel Analiz 

Verilerin dağılımını belirlemek için Shapiro-wilk testi kullanıldı. Ġkiden fazla 

gruplararası karĢılaĢtırmalarda tek yönlü varyans analizi ve Kruskal Wallis testleri 

kullanıldı. Grup karĢılaĢtırmaları sonucunda anlamlı çıkan değiĢkenlerin post-hoc 

karĢılaĢtırmaları One Way Anova testi için Bonferroni, Kruskal Wallis testi için Dunn 
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testi ile yapıldı. Verilerin tanımlayıcı istatistikleri; ortalama ± standart sapma, med 

(min-max) olarak açıklandı. Tüm istatistiksel analizler “Graph Pad Prism Version 8.1” 

istatistik yazılım programı aracılığıyla gerçekleĢtirildi. P<0,05 olan veriler istatistiksel 

olarak anlamlı kabul edildi. 
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4.BULGULAR 

4.1. Vücut Ağırlığına Ait Bulgular 

ÇalıĢmada uygulanan LPS ile iliĢkili olarak sıçanlarda, LPS ve LPS+melatonin 

grubunda 1‟er hayvan ölümü gerçekleĢmiĢtir ve 40 adet sıçan ile deney 

sonlandırılmıĢtır. ÇalıĢmamızda tüm gruplardaki sıçanların vücut ağırlıkları deneye 

baĢlamadan önce ve deney tamamlandıktan sonra ölçüldü. Deney gruplarına ait 

sıçanların vücut ağırlıklarının karĢılaĢtırması ġekil 4.1‟de verilmiĢtir. Yapılan 

istatistiksel analiz sonucunda LPS grubu vücut ağırlığının deney sonunda, ilk ağırlığa 

göre istatistiksel olarak anlamlı bir Ģekilde azaldığı gözlendi (P<0.001). Gruplar deney 

sonrasında son ağırlıklar açısından karĢılaĢtırıldığında, koruyucu amaçlı melatonin 

uygulanan LPS grubunda sadece LPS uygulanan gruba göre vücut ağırlığının 

istatistiksel olarak anlamlı bir Ģekilde arttığı gözlendi (P<0.05). Deney sonunda sadece 

melatonin verilen gruba ait sıçanların ağırlıkları LPS grubuna göre istatistisel olarak 

daha fazlaydı (P<0.01). 
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ġekil 4.1. ÇalıĢma öncesi ve sonrasında tüm gruplara ait sıçanların vücut ağırlıklarının 

karĢılaĢtırması. *; p<0.05, **; p<0.01,  ***; p<0.001 

4.2. IĢık Mikroskobik Bulgular 

ÇalıĢmamızda, deney gruplarının beyin dokusunun korteks alanına ait histolojik 

özellikleri değerlendirebilmek için H&E (ġekil 4.2) ve MT (ġekil 4.3) metodları 

uygulandı. Ayrıca sağlam nöronları değerlendirebilmek amacıyla da KV boyaması 

yapıldı (ġekil 4.4).  ÇalıĢmada deney gruplarından elde edilen beyin doku örneklerinde 

LPS‟in neden olduğu morfolojik ve hücresel değiĢim etkileri H&E boyama yöntemi ile 

incelendi (ġekil 4.2). Bu incelemede tüm gruplardaki örnekler sinir hücre morfolojisi ve 

vasküler konjesyon bakımından değerlendirildi. Yapılan değerlendirmeler sonucunda, 

kontrol sıçanları beyinlerinde korteks alanında normal görünümlü nöronlar ve nöroglia 

hücreleri izlenmekteydi. Kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında, LPS uygulanan sıçan 

beyin dokusunda bozulmuĢ aksonlar ve vaskuler konjesyon dikkati çekti. Sadece 

melatonin uygulanan gruba ait beyin dokuları kontrol grubuna benzerdi ve normal bir 

mimari gösterdi. LPS grubuyla karĢılaĢtırıldığında melatonin uygulanan tedavi 
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grubunda nadir vasküler konjesyon yapıları görülmekle birlikte kontrol grubuna yakın 

nöron yapıları ve glial hücreler belirlendi (ġekil 4.2). 

 

ġekil 4.2. Tüm deney gruplarına ait sıçan beyin korteksinden alınmıĢ ıĢık mikroskobik 

görüntüler. Vasküler konjesyon (siyah ok) (H&E, X40).  

Tüm deney gruplarına ait MT boyama metodu ile boyanmıĢ preparatlardan alınan ıĢık 

mikroskobik incelemede, kontrol grubundaki sıçan beyinlerinde kortikal alan 

eozinofilik boyanmıĢ nöron hücre gövdeleri ile normal görünüm sergilerken, LPS 

uygulanan gruba ait kortikal alanlarda soluk boyanmıĢ nekrotik görünümlü nöronlar ve 

vasküler konjesyon gözlendi. Sadece melatonin uygulanan gruba ait beyin korteksi 

normal görünüm sergilerken, melatonin uygulanan LPS+melatonin grubunda kontrol 

grubuna benzer nöron yapıları ve glial hücreler gözlenmekteydi (ġekil 4.3). 
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ġekil 4.3. MT boyama metodu uygulanmıĢ deney gruplarında beyin korteksine ait ıĢık 

mikroskobik görüntüler. Eozinofilik boyanmıĢ nöron hücre gövdeleri (siyah ok), soluk 

boyanmıĢ nekrotik görünümlü nöronlar (kırmızı ok) (MT, X40). 

KV boyama diğer bir ifade ile „‟Nissl Boyama‟‟ nöron sitoplazmasındaki nissl 

cisimcikleri iĢaretleyen bir belirteçtir. Tüm deney gruplarına ait KV boyama metodu ile 

boyanmıĢ preparatlardan alınan ıĢık mikroskobik incelemede, kontrol grubundaki sıçan 

beyinlerinde kortikal alanda belirgin nükleer membrana sahip normal morfolojide 

nöronlara rastlanırken,  LPS uygulanan gruba ait kortikal alanlarda; düzensiz piknotik 

çekirdeğe sahip ve  sitoplazmik vakuol gösteren dejeneratif nöronlara rastlandı. Sadece 

melatonin uygulanan gruba ait beyin dokuları ise  kontrol grubuna benzerdi. Melatonin 

uygulanan LPS+melatonin grubu, LPS grubuyla karĢılaĢtırıldığında dejeneratif nöron 

sayısının istatistiksel olarak anlamlı olacak Ģekilde azaldığı belirlendi (P<0.01) (ġekil 

4.4, 4.5). 
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ġekil 4.4.  KV boyama metodu uygulanmıĢ deney gruplarında beyin korteksine ait ıĢık 

mikroskobik görüntüler. Normal morfolojide nöronlar (kırmızı ok), piknotik çekirdeğe 

sahip (siyah ok) ve sitoplazmik vakuol gösteren dejeneratif nöronlar (sarı ok) (KV, 

X40).   

 



 58 

                                                 

ġekil 4.5. KV boyama sonucu beyin korteks alanında belirlenmiĢ dejeneratif  nöronların 

istatistiksel analizi.*; p<0.05, **; p<0.01, ***; p<0.001 

 

4.3.Ġmmünohistokimyasal 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 azalmanın istatistiksel olarak anlamlı olduğu gözlendi (P<0.001). Sadece 

melatonin uygulanan grupta 86,39 (82,92 - 89,68) ZO-1 ifadesi, LPS grubuna oranla 

istatistiksel olarak anlamlı bir Ģekilde artmıĢtı (P<0.05). Ayrıca koruyucu amaçlı 

melatonin uygulanan LPS grubunda 85,93 (80,42 - 92,24) ZO-1 ifadesi düzeyinin, 

kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamlı bir Ģekilde azaldığı bulundu (P<0.05) 

(ġekil 4.6, 4.7).  
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ġekil 4.6. Deney gruplarına ait beyin korteksi kan damarları endotel hücrelerinde (siyah 

ok) ZO-1 ifadesi immünohistokimyasal yöntemle gösterilmiĢtir (X40).   
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ġekil 4.7. Deney gruplarına ait ZO-1 immunreaktivite yoğunluğu istatistiksel analizi.*; 

p<0.05, **; p<0.01, ***; p<0.001 
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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 melatonin uygulanan LPS grubunun 85,23 (77,11 - 92,33) ve sadece 

melatonin uygulanan grubun 85,23 (79,35 - 92,44) immunreaktivite yoğunluğunun LPS 

grubuna 74,15 (65,64 - 80,14) oranla istatistiksel olarak anlamlı Ģekilde arttığı gözlendi 

(P<0.001) (ġekil 4.8, 4.9).   

 

 

ġekil 4.8. Deney gruplarına ait beyin korteksi kan damarları endotel hücrelerinde (siyah 

ok) okludin ifadesi immünohistokimyasal yöntemle gösterilmiĢtir (X40).               
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ġekil 4.9. Deney gruplarına ait okludin immunreaktivite yoğunluğu istatistiksel analizi. 

*; p<0.05, **; p<0.01, ***; p<0.001 

4.3.3. TLR-4 Ekspresyonu 

Tüm deney grupları TLR-4 immunreaktivite yoğunluğu açısından karĢılaĢtırıldığında; 

LPS grubunun 98,55 (96,59 - 103,1) TLR-4 immunreaktivitesinin kontrol grubuna 

95,46 (91,28 - 97,44) oranla istatistiksel olarak anlamlı bir Ģekilde arttığı gözlendi 

(P<0.001). TLR-4 ifadesi sadece melatonin uygulanan grupta 97,08 (91,77 - 99,96), 

LPS grubuna oranla istatistiksel olarak anlamlı düzeyde azalmıĢtı (P<0.001). Ayrıca 

koruyucu amaçlı melatonin uygulanan LPS grubundaki 94,46 (89,53 - 97,36) TLR-4 

immunreaktivite yoğunluğu LPS grubuna oranla 98,55 (96,59 - 103,1) istatistiksel 

olarak anlamlı bir Ģekilde azaldığı belirlendi (P<0.001). Yine koruyucu amaçlı 

melatonin uygulanan LPS grubu ve yalnızca melatonin uygulanan gruplar birbirleriyle 

kıyaslandığında sadece melatonin uygulanan grup, TLR-4 ifadesinin istatistiksel olarak 

anlamlı bir Ģekilde azaldığı belirlendi (P<0.05) (ġekil 4.10, 4.11).  

*** 

   *** *** 
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ġekil 4.10. Deney gruplarına ait beyin korteksinde inflamasyon belirteci TLR-4 ifadesi 

(siyah ok) immünohistokimyasal yöntemle gösterilmiĢtir (X40).  
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ġekil 4.11. Deney gruplarına ait TLR-4 immunreaktivite yoğunluğu istatistiksel analizi. 

*; p<0.05, **; p<0.01, ***; p<0.001 

*** 

  *** *** *
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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 

Ģekilde azaldığı gözlendi (P<0.05). Sadece melatonin uygulanan grupta ZO-1 miktarının 

(3,381 ± 0,203) LPS grubuna (2,038 ± 0,078) oranla ciddi bir Ģekilde arttığı ve bu 

artıĢın da istatistiksel olarak anlamlı olduğu belirlendi (P<0.05). Öncesinde koruyucu 

amaçlı melatonin uygulanan LPS grubunda ZO-1 proteininin miktarını melatonin‟in 

arttırdığı görüldü. Yani koruyucu amaçlı melatonin uygulanan LPS grubunda ZO-1 

miktarı (2,710 ± 0,008), LPS grubuna oranla artmıĢtı fakat bu artıĢ istatistiksel olarak 

anlamlı değildi (P>0.05) (ġekil 4.12). ZO-1 proteinine ait Western Blot sonuçlarının, 

immünohistokimya sonuçları ile uyumluluk sağladığı belirlendi. 

                      

 

 

ġekil 4.12. A. Deney gruplarına ait ZO-1 protein miktarının istatistiksel analizi.*; 

p<0.05, **; p<0.01, ***; p<0.001. B. Deney gruplarına ait ZO-1 ve β-Aktin protein 

bantlarının görünümü. 
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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 (0,514 ± 

0,035) oranla azalmıĢtı fakat bu azalma istatistiksel olarak anlamlı değildi (P>0.05). 

Ayrıca sadece melatonin uygulanan grubun okludin miktarı (0,466 ± 0,032) ise LPS 

grubuna oranla artmıĢtı fakat bu artıĢ istatistiksel olarak anlamlı değildi (P>0.05) (ġekil 

4.13). Okludin proteinine ait Western Blot sonuçlarının, immünohistokimya sonuçları 

ile uyumluluk sağladığı belirlendi. 

 

         

ġekil 4.13. A. Deney gruplarına ait okludin protein miktarının istatistiksel analizi. *; 

p<0.05, **; p<0.01, ***; p<0.001. B. Deney gruplarına ait okludin ve β-Aktin protein 

bantlarının görünümü. 

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 Ģekilde arttığı 

gözlendi (P<0.05). Sadece melatonin uygulamasının yapıldığı grupta (0,647 ± 0,028)  

inflamasyon belirteci olan TLR-4 miktarının, LPS grubuna (0,8588 ± 0,01227) oranla 
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istatistiksel olarak anlamlı Ģekilde azaldığı görüldü (P<0.01). Yine koruyucu amaçlı 

LPS öncesinde melatonin uygulanan gruptaki TLR-4 miktarı (0,715 ± 0,028), LPS 

grubuna nazaran istatistiksel olarak anlamlı düzeyde azalmıĢtı (P<0.05) (ġekil 4.14). 

TLR-4 proteinine ait Western Blot sonuçlarının, immünohistokimya sonuçları ile 

uyumluluk sağladığı belirlendi. 

       

ġekil 4.14. A. Deney gruplarına ait TLR-4 protein miktarının istatistiksel analizi. *; 

p<0.05, **; p<0.01, ***; p<0.001. B. Deney gruplarına ait TLR-4 ve β-Aktin protein 

bantlarının görünümü. 

4.5. Biyokimyasal Bulgular 

4.5.1. MDA, SOD, CAT, GSH-Px Bulguları 

Endotokseminin KBB üzerinde oluĢturduğu 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 Ģekilde 

arttığı gözlendi (P<0.001). Koruyucu amaçlı melatonin uygulanan grubun doku MDA 

düzeyi (7,873 ± 1,316), LPS grubuna oranla azaldı fakat bu azalma istatistiksel olarak 

anlamlı değildi (P>0.05). LPS uygulanan grupta MDA düzeyi, sadece melatonin 

uyguladığımız grup (6,601 ± 1,413) ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir 

Ģekilde artıĢ gözlendi (P<0.01).  
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Tek doz LPS uygulanan deney grubunda, doku SOD düzeyinin (5,811 ± 1,200) kontrol 

grubuna (5,526 ± 1,077) kıyasla arttığı fakat bu artıĢın istatistiksel olarak anlamlı 

olmadığı görüldü (P>0.05). Koruyucu amaçlı melatonin uygulanan LPS (5,593 ± 0,895) 

ve sadece melatonin uygulanan grubun doku SOD düzeyinin (5,474 ± 1,074), LPS 

grubuna (9,943 ± 1,403) kıyasla düĢtüğü belirlendi. Ancak, bu düĢüĢ istatistiksel olarak 

anlamlı değildi (P>0.05).  

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 grubunun 

(10,150 ± 1,303) doku CAT seviyesine göre azalmıĢtı. Ancak bu azalma istatistiksel 

olarak değerlendirildiğinde anlamlı değildi (P>0.05).  

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 

melatonin uygulanan grubun (11,060 ± 0,829) doku GSH-Px seviyesinde artıĢ olduğu, 

ancak bu artıĢın istatistiksel olarak anlamlı olmadığı görüldü (P>0.05) (ġekil 4.15). 
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ġekil 4.15. Deney gruplarına ait MDA, SOD, CAT, GSH-Px ELISA bulgularının 

istatistiksel analizi. *; p<0.05, **; p<0.01, ***; p<0.001. 

  



 68 

4.5.2. IL-1β, NF-κB, TGF-β, TNF-α, Bulguları 

LPS ile indüklenen endotokseminin KBB üzerinde oluĢturduğu 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 bu artıĢ istatistiksel olarak anlamlı değildi (P>0.05). LPS öncesi melatonin 

uygulanan LPS+melatonin grubunda doku IL-1β düzeyi (1757 ± 160,1), LPS grubuna 

(1783  ±  238,8) göre istatistiksel olarak anlamlı olmayan bir azalma gösterdi (P>0.05).  

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 Ģekilde çok az bir artıĢ gösterdiği gözlendi 

(P>0.05).  

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 uygulanan LPS grubu (166,3 ± 24,81) ve sadece melatonin uygulanan deney 

gruplarında (169,2 ± 20,08) doku TGF-β seviyesi LPS grubuna kıyasla istatistiksel 

olarak anlamlı olmayacak Ģekilde azaldığı gözlendi (P>0.05).  

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 artıĢ görüldü. Fakat bu artıĢ istatistiksel olarak 

anlamlı değildi (P>0.05) (ġekil 4.16). 
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ġekil 4.16. Deney gruplarına ait IL-1β, NF-κB, TGF-β, TNF-α,  ELISA bulgularının 

istatistiksel analizi. *; p<0.05, **; p<0.01, ***; p<0.001. 
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5.TARTIġMA VE SONUÇ 

Bu çalıĢmada, sıçan beyin dokusunda LPS‟in yol açtığı endotoksemiye karĢı 

melatonin‟in histolojik ve biyokimyasal etkileri araĢtırılmıĢtır. Mevcut çalıĢmanın 

sonuçları, LPS öncesi melatonin uygulanmasının LPS‟in oluĢturduğu Ģiddetli KBB 

hasarında önemli bir azalma sağladığını göstermiĢtir. 

Endotoksemi diğer bir ifadeyle sepsis, dünya genelinde yüksek morbidite ve mortalite 

oranlarına sahip sistemik bir inflamatuvar yanıt sendromudur. Sergilediği risklere 

rağmen etkin bir tedavi yöntemi mevcut değildir (Khodir ve ark., 2016). Gram negatif 

bakterilerin hücre zarında lipit özellikte ayrıca bir dıĢ tabakaları vardır. Bu dıĢ tabaka 

toksisitenin ana kaynağı olan LPS‟i barındırır. LPS endotoksemide çoklu organ 

hasarının asıl nedenidir (Akira ve Takeda, 2004). Sepsisi oluĢturan endotoksinler, 

hücresel ön ara ürünler ve onların doğal karĢıtlarının salgılanması ve dengelenmesi ile 

açığa çıkar. Bu etkinin sonuçlarının büyüklüğü aslında endotoksinin yapısı ve konağın 

genetik yapısı ile yakından alakalıdır (Gorbet ve Sefton, 2005; Davies ve Cohen, 2011). 

LPS konağa ait immun sistem elemanlarının etkisi ile bakterinin parçalanması 

sonucunda dolaĢıma rahatlıkla geçerek hedef hücreleri uyarıp inflamatuvar 

mediyatörlerin açığa çıkmasına sebep olmaktadır. DolaĢıma katılarak monositlerden ve 

ayrıca doku makrofajlarından proinflamatuvar sitokinlerin salınmasını sağlar (Akira ve 

Takeda, 2004). LPS‟in yol açtığı organ hasarları genellikle reaktif oksijen ve azot 

türevlerinin oluĢumu ile iliĢkilendirilir. Bu reaktif türler, biyolojik makromoleküllerle 

reaksiyona girip, lipit peroksidasyonuna, DNA mutasyonlarına yol açarlar, ayrıca 

proteinleri inaktive ederler (Khodir ve ark., 2016). Bu süreçte baĢta kardiopulmoner 

fonksiyon bozukluğu olmakla beraber vasküler permeabilite artıĢı, kalp ve böbrek 

yetmezliği, gastrointestinal motilitede azalma ve Ģokla sonuçlanan periferal 

perfüzyonun azalması gibi birçok anormalik ortaya çıkar (Constable, 2007). LPS ile 

oluĢturulan sepsisin yol açtığı oksidatif stresten en çok etkilenen sistem MSS‟dir.  Bu 

sistem içerisinde beyin dokusu fazla oksijen kullanımı, yüksek düzeyde metal içeriği ve 
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antioksidan savunma mekanizmalarının zayıf olması nedeniyle oksidan strese oldukça 

duyarlıdır. Bunun yanısıra, nöron membranları kolayca okside olabilen doymamıĢ yağ 

asitleri açısından da zengindir (Facheris ve ark., 2004; Cemeli ve ark., 2003). Sepsis 

modellerinde LPS‟in sistemik kullanımı MSS‟nin oksidatif dengesini değiĢtirmekte ve 

çeĢitli serbest radikal üretimini tetikleyerek, bu sistemde fonksiyon bozukluklarına 

neden olmaktadır (Qin ve ark., 2007; Nolan ve ark., 2003). BaĢta sepsis olmak üzere 

menenjit, ensefalit ya da lokal veya sistemik enfeksiyonun MSS bariyerlerinden 

KBB‟nin permeabilitesini değiĢtirdiği bilinmektedir (Pollay ve Roberts, 1980). Biz de 

buradan yola çıkarak LPS ile oluĢturduğumuz endotokseminin KBB‟de yer alan sıkı 

bağlantı proteinlerinin ifadelerinde meydana getirdiği değiĢiklikleri inceledik. 1958‟de 

Eckman ve arkadaĢları gram negatif endotoksinlerin KBB üzerinde büyük tahribata 

neden olduğunu (Eckman ve ark., 1958), böylece multiple skleroz, amyotrofik lateral 

skleroz (ALS), Alzheimer hastalığı, diabetes mellitus, obezite ve felç gibi hastalıkların 

kapısını araladığını ifade etmiĢlerdir (Allison ve Ditor, 2014). Yapılan bir çalıĢmada; 

erkek BALB/c farelere periton içi 10 mg/kg kadar LPS verilmiĢ ve uygulamadan 8 saat 

sonra ıĢık mikroskobik incelemede beyin korteksinde dejeneratif değiĢiklikler 

gözlenmiĢtir. Bu çalıĢmada nöronlarda yoğun ve hiperkromatik bir nükleus, dejeneratif 

nöronların çevresinde düzensiz Ģekilli ve geniĢ perinöronal vakuolarizasyon 

belirlenmiĢtir (Ning ve ark., 2017). Deng ve ark. Sprague-Dawley cinsi erkek sıçanlara 

periton içi 7,5 mg/kg LPS uygulayarak oluĢturdukları 24 saatlik sepsis modeli ile beynin 

korteks ve hipokampüs bölgesini ele alarak, KV boyama ile LPS grubunda nöron kaybı 

ve nöronal piknosiz saptamıĢlardır (Deng ve ark., 2018). Yapılan bir baĢka çalıĢmada 

KunMing farelere 12 gün boyunca günlük 1 mg/kg LPS verilmiĢ,  KV boyama 

sonucunda frontal korteks ve hipokampüsde LPS grubunda yüksek oranda nöron hasarı 

belirlemiĢlerdir (Song ve ark., 2019).  Biz de çalıĢmamızda öncelikle LPS ve melatonin 

uygulamasının deneklerin vücut ağırlıklarında bir değiĢikliğe neden olup olmadığını 

araĢtırdık. ÇalıĢma sonunda LPS grubuna ait sıçan vücut ağırlıklarının, ilk ağırlığa göre 

istatistiksel olarak anlamlı bir Ģekilde azaldığı gözlendi. Gruplar deney sonrasında son 

ağırlıklar açısından karĢılaĢtırıldığında, koruyucu amaçlı melatonin uygulanan LPS 

grubunda sadece LPS uygulanan gruba göre vücut ağırlığında anlamlı bir artıĢ olduğu 

görüldü. Böylece çalıĢmamızda LPS uygulaması öncesinde uygulanan melatonin‟in, 

LPS‟in neden olduğu vücut ağırlığındaki azalmayı önleyici yönde rol oynadığı 

gösterildi. Ayrıca çalıĢmada, deney gruplarına ait sıçanlardan alınan beyin doku 
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örneklerinde H&E ve MT boyama metodları uygulanarak LPS‟in neden olduğu 

morfolojik ve hücresel değiĢimler ele alındı. Buna göre, LPS uygulanan sıçan beyin 

dokusunda bozulmuĢ aksonlar ve vaskuler konjesyon dikkati çekti. LPS+melatonin 

grubunda ise vasküler konjesyon yapılarının nadir olduğu ve kontrol grubuna yakın 

nöron yapıları ile glial hücreleri içerdiği görüldü. ÇalıĢmada, bu histokimyasal boyama 

metodlarının yanı sıra dejeneratif nöron yapılarını değerlendirmek amacıyla KV 

boyama yöntemi de kullanıldı. Hazırlanan preparatlarda beyin korteks tabakası 

incelendiğinde, LPS grubunda tüm diğer deney gruplarına göre artmıĢ düzensiz piknotik 

çekirdeğe sahip, sitoplazmik vakuol gösteren dejeneratif nöronlara rastladık. 

LPS+melatonin grubunda ise LPS grubuna göre dejeneratif nöron sayısında anlamlı bir 

azalma olduğunu gösterdik. Andrea ve ark. çalıĢmalarında ALS modeli ile farelerde 

akut nöroinflamasyon oluĢturularak, KBB yapısını ve nörodejenerasyonu 

değerlendirmiĢlerdir. ÇalıĢmalarında hücre ölümü, astrosit ayakçıklarında ödem, astrosit 

ve endotel hücre kaybı, bazal membran yıkımı, ödem ve mikrohemoraji gözlemiĢlerdir. 

Yine aynı çalıĢmada okludin ve ZO-1 ifadesinin ciddi oranda azaldığını saptamıĢlardır 

(Nicaise ve ark., 2009). Oksidatif stresin yol açtığı KBB değiĢikliklerini incelemeyi 

amaçlayan bir çalıĢmada, orta beyin arteri oklüzyonu iskemik felç modeli 

oluĢturulmuĢtur. Uygulamadan 2 gün sonra sıkı bağlantı proteinlerinden klaudin-5, 

okludin ve ZO-1 ifadesinde azalma olduğu gözlenmiĢ, bu azalmanın KBB 

permeabilitesinin artması ile iliĢkili olacağı düĢünülmüĢtür (Jiao ve ark., 2011). Zhou ve 

arkadaĢları, diĢi fareler üzerinde yaptıkları bir çalıĢmada 1 mg/kg LPS‟in KBB sıkı 

bağlantı proteinlerinden ZO-1, okludin ve klaudin-5‟in ifadesinde önemli bir azalmaya 

sebep olduğunu göstermiĢlerdir (Zhou ve ark., 2014). Liu ve ark. LPS ile indüklenen 

KBB permeabilitesini insan beyin mikrovasküler endotelial hücre hattında değerlendip 

sıkı bağlantı proteinlerinden okludin ve klaudin-5 ifadesinin LPS uygulaması sonrasında 

ciddi Ģekilde azaldığını bildirmiĢlerdir (Liu ve ark., 2015). BaĢka bir çalıĢmada ise, 7 

gün boyunca günlük 250 μg/kg LPS uygulanmıĢ C657LB erkek farelerin beyin 

korteksinde parçalanmıĢ, küçülmüĢ, hasarlı ya da ölü nöronlara rastlanmıĢtır (Badshah 

ve ark., 2016). He ve ark. fare beyin kökenli mikrovasküler endotelial hücre hattında 12 

saatlik LPS maruziyetinin ZO-1 ifadesini olumsuz yönde değiĢtirdiğini ortaya 

koymuĢtur (He ve ark., 2011). William ve ark. çalıĢmalarında, inflamasyona bağlı 

olarak KBB‟ndeki bozulma mekanizmalarını araĢtırırken farelere sırayla 0.3, 0.03 ve 3 

mg/kg LPS dozu uygulamıĢlardır. Bu çalıĢmada yalnızca 3 mg/kg LPS‟in KBB‟ni 
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bozduğunu bunun aksine diğer tüm dozların ise vücut ağırlığı kaybına neden olduğunu 

ifade etmiĢlerdir (Banks ve ark., 2015). Jangula ve ark. fareler üzerinde yaptığı bir 

çalıĢmalarında 5 mg/kg tek doz LPS‟in KBB‟deki permeabiliteyi artırmak için yeterli 

olduğunu göstermiĢlerdir. Bu araĢtırmacılar Evans Blue değerlendirmesi ile 

permeabilite değiĢikliğinin 1 saat içinde ortaya çıktığını da belirlemiĢlerdir (Jangula ve 

Murphy, 2013). Bizim çalıĢmamız da elde ettiğimiz veriler, yapılan tüm LPS 

çalıĢmaları ile uyum göstermekteydi. Sadece tek doz ve 7,5 mg/kg kadar uyguladığımız 

LPS ile oluĢturduğumuz 24 saatlik bir sepsis modelinde, KBB sıkı bağlantı 

proteinlerinden ZO-1 ve okludin ifadesinin anlamlı bir Ģekilde azaldığını hem 

immünohistokimyasal boyama yöntemi hem de western blot yöntemi ile belirledik. 

LPS+melatonin grubunda ise, LPS öncesi uygulanan melatonin‟in özellikle okludin 

immunreaktivite yoğunluğunu anlamlı düzeyde arttırdığını gözlemledik. 

LPS uygulaması beyin dokusunda öncelikle mikrogliyalardan, astrositlerden, 

nöronlardan, endotel ve ependimal hücrelerinden sitokin serbestleĢmesini sağlar 

(Hillhouse ve Mosley, 1993). Bununla birlikte LPS ile indüklenen nöroinflamasyonun 

altında yatan mekanizmalar hem in vivo hemde in vitro ortamda araĢtırma konusu 

olmuĢtur (Gerzanich ve ark., 2019). Birçok bilimsel çalıĢma, periton içi LPS 

uygulamasının beyin dokusunda baĢta IL-1β ve TNF-α olmak üzere çok sayıda 

proinflamatuvar sitokin seviyesini artırdığını rapor etmiĢtir (Turrin ve ark., 2001; Quan 

ve ark., 1998; Gabellec ve ark., 1995). Sitokin artıĢı, LPS‟in TLR-4 üzerinden baĢlattığı 

inflamasyon kaskadının öncelikle NF-κB‟yi aktive etmesi ile gerçekleĢmektedir 

(Bannerman ve Goldblum, 2003). Bu üç inflamatuar medyatörün aynı anda aktive 

olması ve ardından gelen immün yanıt, patojenlere karĢı konağın savunma sistemini 

oluĢturmaktadır. Böylece immün sistemin yoğun aktivasyonu, sitokinlerin kontrolsüz 

salınmasına, dolayısıyla inflamasyon ve SIRS‟a yol açar (Liu ve ark., 2017; Kang  ve 

ark., 2016). TLR-4, bütün bakteriyi ya da LPS gibi bakteriyel ürünleri tanıyan özel 

reseptörlerden biri olması sebebiyle endotoksemi, sepsis deneylerinin önemli bir 

araĢtırma konusu olmuĢtur (Zhou ve ark., 2019; Zhang ve ark., 2018; Choi ve ark., 

2012; Wang ve ark., 2014). Yenidoğan sıçanlarda düĢük doz sistemik LPS 

enjeksiyonunu takip eden 6, 12 ve 24. saatlerde rt-PCR yöntemi ile TLR-4‟ün ifadesinin 

arttığı belirlenmiĢtir (Wang ve ark., 2014). Choi ve ark. insan beyin endotelial hücre 

hattı üzerinde yaptığı bir çalıĢmada uygulanan LPS‟in TLR-4‟ü aktive ettiğini, TLR-4 

yolağı üzerinden endotelyal bariyerin fonksiyonlarını bozduğunu ve sıkı bağlantı 
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proteinlerinin ifadesini değiĢtirebildiğini bildirmiĢlerdir (Choi ve ark., 2012). Erkek 

Sprague-Dawley sıçanlarda beyin ventriküllerinin her birine 5 μg/μL kadar toplamda 10 

 μg/μL LPS„in uygulanmasıyla oluĢturulan nöroinflamasyon modelinde, LPS grubunda 

western blot analizi ile hipokampüsde, NF-κB ve TLR-4 ifadesininin istatistiksel olarak 

anlamlı bir Ģekilde arttığı belirlenmiĢtir (Zhou ve ark., 2019). Literatürle uyumlu bir 

Ģekilde mevcut çalıĢmamızda da gruplar arası karĢılaĢtırma yapıldığında TLR-4 ifadesi, 

hem western blot hem de immünohistokimyasal boyama yöntemi ile değerlendirilmiĢ ve 

LPS grubunda bu ifadenin diğer gruplara kıyasla istatistiksel olarak anlamlı düzeyde 

arttığı gözlenmiĢtir. Cai ve ark, 5 günlük Sprague-Dawley sıçanlara LPS‟in beyin içi 

enjeksiyonunundan 6 saat sonra doku IL-1β ve TNF-α değerlerinin pik yaptığını 

bildirmiĢlerdir (Cai ve ark., 2003). Quan ve ark. sıçanlarda periton içi 2,5 mg/kg LPS 

enjeksiyonundan 2 ve 12 saat sonra beyin dokusunda IL-1β (Quan ve ark., 1998); Turrin 

ve ark. 100 μg/kg dozda LPS uyguladıktan 5 saat sonra IL-1β ve TNF-α seviyelerinde 

artıĢ olduğunu bildirmiĢlerdir (Turrin ve ark., 2001). Bir baĢka çalıĢmada ise, 2 mg/kg 

LPS uygulaması ile oluĢturulan 24 saatlik bir sepsisde ölçülen beyin dokusu TNF-α ve 

IL-1β konsantrasyonunda artıĢ olduğu rapor edilmiĢtir (Cazareth ve ark., 2014). Zhang 

ve ark, 8 haftalık erkek fareler üzerinde Porphyromonas gingivalis‟in 5 mg/kg LPS ile 

oluĢturduğu endotoksemi modelinde TLR-4/NF-κB sinyal yolağı üzerinden hafıza 

zayıflığı meydana getirdiğini ifade etmiĢtir. OluĢan nöroinflamasyon ile TNF-α seviyesi 

kontrol grubuna kıyasla 4 kat, IL-1β ise 3 kat artmıĢtır (Zhang ve ark., 2018). Bu 

zamana kadar LPS uygulaması ile yapılan birçok çalıĢma, LPS‟in TNF-α ve IL-1β 

seviyelerinde bir artıĢa neden olduğunu göstermiĢtir. Mevcut çalıĢmamızda da LPS 

grubunda, TNF-α ve IL-1β konsantrasyonlarında diğer deney gruplarına göre bir artıĢ 

olduğu görüldü ancak bu artıĢ istatistiksel olarak anlamlı değildi.  LPS uygulamaları 

neticesinde beyin sitokin salınımındaki artıĢ ya da azalıĢ aslında LPS dozuna ve 

uygulama zamanına bağlı olarak farklı sonuçlar verebilmektedir. Wang ve ark. gebe 

sıçanlara her 12 saatte bir 0.2 mg/kg LPS uygulayarak fetal beyin dokusunda ve 

serebrospinal sıvıdaki TGF‐β seviyesinin kontrol grubuna göre önemli ölçüde arttığını 

belirlemiĢlerdir (Wang ve Liu, 2018).  

Beyinde inflamasyonun yol açtığı oksidatif stres belirteçleri arasında MDA düzeylerinin 

ölçümü önemli ipuçları vermektedir. Ozan ve ark. 4 mg/kg dozunda intraperitoneal LPS 

uygulayarak oluĢturduğu endotoksemi modelinde uygulamadan 6 saat sonra beyin 

dokusunda MDA düzeyinin yükseldiğini saptamıĢtır (Gonca ve ark., 2018). Yapılan 
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çalıĢmalarda 7 gün boyunca 250 μg/kg dozunda LPS uygulamasından sonra, 2 mg/kg 

dozunda LPS uygulamasından 2 saat sonra ve yine 8 mg/kg LPS uygulamasından 24 

saat sonra beyin dokusunun MDA seviyelerinde ciddi oranda artıĢ olduğu bildirilmiĢtir 

(Santhanasabapathy ve Sudhandiran, 2015; Kheir-Eldin ve ark.,  2001; Sebai ve ark., 

2009). Biz de çalıĢmamızda doku MDA düzeyinin LPS grubunda istatistiksel olarak 

anlamlı bir Ģekilde arttığını belirledik. Serbest radikaller ve serbest radikal ürünleri 

inflamasyonun önemli medyatörlerindendir. SOD, CAT ve GSH-Px düzeyleri 

inflamasyon sonucu oluĢan oksidatif stres seviyesi hakkında bigi veren antioksidan 

enzimlerden bazılarıdır. Periferal LPS uygulaması ile oluĢturulan nöroinflamasyon 

modellerinde, Sebai ve ark. ile Santhanasabapathy ve Sudhandiran LPS uygulamasının 

beyin dokusunda SOD aktivitesinin anlamlı Ģekilde azalttığını rapor etmiĢlerdir (Sebai 

ve ark., 2009; Santhanasabapathy ve Sudhandiran, 2015). BaĢka bir çalıĢmada ise LPS 

uygulamasının beyin dokusu SOD aktivitesinde bir değiĢikliğe neden olmadığı 

bildirilmiĢtir (Kheir-Eldin ve ark., 2001). GSH-Px, dokuda oksidatif hasara karĢı 

ĢavaĢan, nöroprotektif etkiye sahip antioksidan bir enzimdir (Karabulut ve Gülay, 

2016). Rosales-Corral ve ark. sıçan hipokampusunda fibriler amiloid-beta 

uygulamasıyla oluĢturdukları nöroenflamasyon modelinde, Raza ve ark. sıçanlarda akut 

orta serebral arter oklüzyonu modelinde, beyin dokusunda GSH-Px aktivitesinin önemli 

düzeyde düĢtüğünü bildirmiĢlerdir (Raza ve ark., 2011; Rosales-Corral ve ark., 2004). 

MSS‟nde oluĢturulan oksidatif stres modellerinde ve LPS ile oluĢturulan 

nöroenflamasyon çalıĢmalarında oksidatif stres belirteci olan GSH-Px aktivitesinin 

azalmıĢ olması, mevcut çalıĢmamızda LPS grubundaki GSH-Px seviyesinin azalmasıyla 

uyumludur. Ancak, bu azalma yapılan birçok çalıĢmanın aksine istatistiksel bir anlam 

taĢımamaktaydı.  

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‟ 

olarak tanımlanan melatonin, onkostatik, antiinflamatuar ve antikonvülzan etkilere ve 

ayrıca sirkadien ritimlerin düzenlenmesi, reprodüktif aksın düzenlenmesi gibi önemli 

fizyolojik fonksiyonlara sahiptir (Macchi ve  Bruce, 2004). Melatonin bazen reseptörler 

aracılığı ile bazen de direkt olarak reseptörlere hiç ihtiyaç duymadan serbest radikalleri 

süpürebilir. Bu özelliğe ilaveten lipofilik yapısı sayesinde tüm bariyerleri kolayca 

geçebilir (Tan, 1993). Yapılan bir çalıĢmada yenidoğan sıçanlara uygulanan 
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hipoksi/iskemi modelinde LPS ile oluĢturulan inflamasyon öncesinde verilen 

melatonin‟in miyelinizasyonu artırdığı ve nöron morfolojisini düzelttiği görülmüĢtür 

(Hu ve ark., 2017). Young-Kuk Lee ve ark. kainik asitin sistemik olarak 

uygulanmasının yol açtığı poliamin seviyesindeki artıĢa bağlı olarak serebral korteks ve 

hipokampusda ortaya çıkan beyin ödemi ve nöronal hücre ölümüne karĢı endojenik 

melatonin uygulamasının yararlı olduğunu saptamıĢlardır (Lee ve ark., 2000). Lee ve 

ark. gebe fareler üzerinde yaptıkları bir çalıĢmada 2 mg/kg LPS uygulamasından yarım 

saat önce 10 mg/kg dozunda verilen melatonin‟in fetal beyin ve postnatal beyin 

üzerinde oluĢturduğu etkiyi incelediler. Melatonin‟in LPS ile indüklenen erken doğum 

riskini azalttığını gözlemlediler. Ayrıca H&E ve KV boyama metodları ile beyin 

korteksinin 6 farklı hücre tabakasını sağlıklı bir Ģekilde görerek iyileĢmeyi ayırt ettiler 

(Lee  ve ark., 2019). Melatonin‟in inflamatuvar yanıtı, serebral ödem oluĢumu ile KBB 

geçirgenliğini azalttığı bilinmektedir (Chen ve ark., 2006). Qin ve ark. NOTCH3/NF-κB 

yolağı üzerinden oluĢturdukları nöroinflamasyon modelinde KBB‟ni değerlendirmiĢler, 

vaskular endotelyal kaderin, okludin, klaudin-5, ve ZO-1 ifadelerinin melatonin ile 

düzeldiğini belirlemiĢlerdir (Qin ve ark., 2019). Jumnongprakhon ve ark. yaĢlı farelerin 

KBB‟nin bütünlüğünü değerlendirmek için 1mg/kg LPS ile sepsis modeli oluĢturmuĢlar 

ve koruyucu olarak önceden verilen 10 mg/kg melatonin‟in bariyer üzerinde etkisi 

incelenmiĢlerdir. Melatonin‟in bağlantı proteinlerinden okludin ve klaudin-5‟in 

ifadesini istatistiksel olarak artırdığını immünohistokimyasal boyama ve western blot 

yöntemleri ile saptamıĢlardır (Wang ve ark., 2017). BaĢka bir çalıĢmada, hipoglisemik 

stresle indüklenen beyin endotelyal hücre hasarında azalan okludin ve klaudin-5 

ifadesinin melatonin aracılığı ile tekrar artırıldığı belirlenmiĢtir (Wang ve ark., 2017). 

Yenidoğan sıçanlara uygulanan hipoksi/iskemi modelinde LPS ile oluĢturulan 

inflamasyon öncesinde koruyucu olarak verilen melatonin‟in nöron morfolojisini 

düzeltmesinin yanı sıra KBB‟nin permeabilitesini etkileyerek okludin ve klaudin-5 

ifadesini anlamlı bir Ģekilde iyileĢtirdiği gözlenmiĢtir. Ayrıca aynı çalıĢmada 

melatonin‟in TLR-4/NF-κB sinyal yolağını baskıladığı ifade edilmiĢtir (Hu ve ark.,  

2017). Bizim çalıĢmamızda LPS ile artan inflamasyon belirteci olan TLR-4 ifadesinin 

melatonin uygulaması ile istatistiksel olarak anlamlı bir Ģekilde azaldığı hem 

immünohistokimyasal boyama hem de western blot yöntemleri ile gösterilmiĢtir. Ayrıca 

yapılmıĢ olan çalıĢmalarla uyumlu bir Ģekilde sepsis ile azalan okludin ifadesi koruyucu 

amaçlı uygulanan melatonin ile anlamlı bir Ģekilde artmıĢtı. ZO-1 ifadesi de yine 
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koruyucu amaçlı uygulanan melatonin ile istatistiksel olarak anlamlı olmasa da artıĢ 

göstermiĢti. 

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 araĢtırmada, beyin korteksinde gama-radyasyona bağlı olarak 

geliĢen MDA düzeylerindeki artıĢın, melatonin uygulaması ile azaldığı ve lipid 

peroksidasyonun engellendiği belirlenmiĢtir (Erol ve ark., 2004). Yapılan bir baĢka 

çalıĢmada, formaldehitle oluĢturulan nörotoksisite sonucunda hipokampüsde 

formaldehitle birlikte uygulanan melatonin‟in azalan SOD ve GSH-Px düzeyini 

arttırdığı ayrıca MDA düzeyini azalttığı ELISA yöntemi ile tespit edilmiĢtir (Ġlter ve 

ark., 2007). Sıçanlarda kısa veya uzun süreli uygulanan melatonin‟in beyin dokusunda 

Mn-SOD ve CuZn-SOD sentezini artırdığı ve bu Ģekilde beyin dokusunu oksidatif 

hasara karĢı koruduğu ifade edilmiĢtir (Kotler  ve ark., 1998). Ayrıca bir baĢka 

çalıĢmada gebe sıçanlara verilen melatonin‟in plesentayı rahatlıkla aĢabildiği ve fetüs 

beyninde SOD aktivitesini artırdığı bildirilmiĢtir (Burmistrov ve ark., 2001).  İn vitro 

ortamda yapılmıĢ bir çalıĢmada LPS ile indüklenmiĢ inflamasyonda, melatonin‟in BV-2 

mikrogliyalarda IL-1β ve TNF-α seviyesini azalttığı gösterilmiĢtir (Park ve Chun, 

2017). Hem in vivo hem de in vitro ortamlarda yapılan bir baĢka araĢtırmada LPS‟in 

immatür sıçan beyninde oluĢturduğu nöroinflamasyona bağlı olarak artan NF-κB 

düzeyini melatonin‟in istatistiksel olarak anlamlı olacak Ģekilde düzelttiği belirtilmiĢtir 

(Shah ve ark., 2017). Yu ve ark. fare meme dokusu kültüründe LPS ile oluĢturdukları 

nöroinflamasyon ile artan iflamatuar sitokinlerden IL-1β ve TNF-α seviyesinin 

melatonin ile azaldığını belirlemiĢlerdir (Yu ve Tan, 2019). Bir baĢka çalıĢmada beyin 

makrofaj RAW 264.7 ve BV2 mikrogliya hücre hattında ve fare menenjit modelinde 

LPS ile yüksek oranda artan NF-κB bağlama aktivitesinin melatonin aracılığı ile 

azaldığı ifade edilmiĢtir (Chang ve ark., 2012). Doku MDA düzeyi açısından mevcut 

çalıĢmamız, yapılmıĢ önceki çalıĢmalarla paralellik gösterdi. ÇalıĢmamızda, doku MDA 

düzeyi 24 saatlik sepsis ile anlamlı bir Ģekilde artmıĢtı. Öncesinde uygulanan melatonin, 

bu düzeyi istatistiksel olarak anlamlı bir Ģekilde azalttı. ÇalıĢmamızda elde ettiğimiz 

beyin dokularında ayrıca GSH-Px, SOD ve CAT gibi antioksidan enzimleri ELISA 

yöntemi ile çalıĢıldı. GSH-Px enzim seviyesinin LPS uygulanan grupta kontrol grubuna 

göre azaldığı, LPS öncesinde verilen melatonin‟in bu azalmayı baskıladığı saptandı. 

SOD ve CAT aktiviteleri ile ilgili sonuçlarımız literatürdeki diğer benzer çalıĢmalara 
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paralellik göstermedi. ELISA bulgularını inflamasyon belirteçleri açısından 

değerlendirdiğimizde IL-1β, TNF-α ve NF-κB seviyesinin koruyucu amaçlı verilen 

melatonin ile LPS grubuna nazaran çok küçük bir oranda azaldığını belirledik. Bir diğer 

belirteç olan TGF‐β ile ilgili LPS nöroinflamasyonu karĢısında melatonin‟in koruyucu 

etkisine dair literatürde bir çalıĢmaya rastlanmamıĢtır. Bizim çalıĢmamızda LPS 

grubunda kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak artan TGF‐β seviyesini melatonin 

uygulaması istatistiksel olarak anlamlı olmasa da azaltmıĢtı.  

Sepsis, ilerleyen tedavi protokollerine karĢın, yüksek mortalite ve morbidite oranları 

sebebiyle insan sağlığı açısından çok önemli bir sorun olarak gözükmektedir. Her geçen 

gün yeni geliĢmelerle sepsis patofizyolojisi ve histolojisi hakkında literatüre yeni 

bilgiler eklense de, halen aydınlatılması gereken bir çok nokta mevcuttur. KBB‟ni 

oluĢturan beyin kapiller endotel hücreleri normal koĢullarda nöronal homeostazisi 

koruyarak baĢta nöronlar olmak üzere beyin parankiminde bulunan diğer hücrelerin 

fizyolojik koĢullarda çalıĢmasını sağlar. ÇalıĢmamızda sıçanlarda endotoksemiye bağlı 

olarak geliĢen KBB değiĢikliklerini inceleyerek, bu değiĢiklikler üzerine farmakolojik 

dozda verilen melatonin‟in etkilerini değerlendirdik. KBB‟nin yapısına katılan çeĢitli 

moleküllerin endotoksemiye bağlı olarak değiĢtiğini histokimyasal, 

immunohistokimyasal, western blot ve biyokimyasal yöntemler ile saptadık. ÇalıĢmada, 

antiiflamatuvar özellikte bir hormon olan melatonin bu moleküller üzerinde 

beklediğimiz gibi koruyucu etki gösterdi. KBB‟nin bozulmasıyla birlikte ortaya çıkması 

tahmin edilen inflamasyonda, inflamatuvar belirteçler açısından melatonin‟in 

koruyuculuğu, literatürde mevcut çalıĢmalarda belirtilen sonuçlarla paralelliğe sahip 

değildi. Bütün bunlarla birlikte KBB hasarının neden olduğu çeĢitli hastalıklara karĢı ve 

ayrıca ilerleyen yaĢlarda azalan bu hormonunun olumsuz etkilerini ortadan kaldırmak 

adına, orta yaĢlardan itibaren melatonin‟in kullanılabileceği ve bu kullanımın da 

oldukça etkili olacağı düĢüncesindeyiz.   
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	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...
	6.KAYNAKLAR
	EĞİTİM BİLGİLERİ
	İŞ DENEYİMLERİ
	• Bezmialem Vakıf Üniversitesi Tıp Fakültesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dalı Fatih/ İstanbul (12.03.2018 -23.11.2020 )-Araştırma Görevlisi

