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OZET
Fetal ve Pubertal Donemde Endotoksin Maruziyetinin Disi Sicanlarda

Enflamatuvar ve Oksidatif Parametreler Uzerine EtKisi.

Amag: Fetal ve pubertal donemde endotoksin (veya lipopolisakkarit, LPS)
maruziyetinin enflamatuvar ve oksidatif stres parametreleri {izerine etkileri
bilinmemektedir. Mevcut tezin amaci, fetal ve pubertal donemlerde endotoksinlere maruz
kalan sigan yavrularinda hematolojik parametreler, TNF-alfa, IL-1beta, kortikosteron,
LH ve FSH diizeyleri ile doku oksidatif stres diizeylerini incelemekti.

Materyal ve metot: Siganlara gebeliklerinin 17-18. giinlerinde (fetal donem)
steril salin (n=5) veya endotoksin (n=5, Escherichia coli, 50 pg/kg) intraperitoneal olarak
enjekte edildi. Dogan disi yavrular, postnatal 60. giinde (pubertal dénem) iki gruba
ayrilarak steril salin (SF, n=17) veya endotoksin (LPS, n=17) enjekte edildi ve toplam
dort deneysel grup olusturuldu (SF+SF, SF+LPS, LPS+SF ve LPS+LPS). Pubertal
donemde yapilan enjeksiyonlardan 4 saat sonra deney sonlandirilarak kan ve doku
ornekleri alindi. Hematolojik parametreler, kortikosteron, LH, FSH, IL-1beta, TNF-alfa
diizeyleri kanda; oksidatif stress parametreleri (SOD, CAT, MDA, GSH) ise bobrek, kalp,
karaciger dokularinda incelendi.

Bulgular: Noétrofil % oran1 SF+SF grubunda SF+LPS, LPS+SF ve LPS+LPS
gruplarina gore daha diisiiktii (p=0.001). Kortikosteron, LH ve FSH diizeyi gruplar
arasinda farkli degilken TNF-alfa diizeyi LPS+LPS grubunda SF+SF ve LPS+SF
gruplarindan daha yiiksekti (p=0.005). IL-1beta diizeyi ise SF+LPS grubunda SF+SF ve
LPS+SF gruplarindan daha yiiksekti (p<0.05). Kalp dokusunda SOD diizeyi, LPS+SF
grubu diger gruplardan daha diisiiktii (p=0.000)

Sonug: Elde edilen bulgular: (1) prenatal ve pubertal endotoksin maruziyetinin,
hipotalamo-pituiter-adrenal ve -gonadal eksen aktivitelerini etkilemeksizin nétrofil
sayisint artirdi@ini; (2) endotoksinlere karsi pubertal TNF-alfa yanitinin prenatal
programlamaya bagli oldugunu fakat IL-1 beta diizeyi i¢in bdyle bir programlamanin s6z
konusu olmadigini; (3) oksidatif stres parametrelerinin ise SOD disinda prenatal ve

pubertal endotoksin maruziyetinden etkilenmedigini géstermistir.

Anahtar Kelime: Maternal maruziyet, endotoksin, oksidatif stress, yangi, sigan

Vi



ABSTRACT
Investigation of Inflamatory and Oxidative Parameters in Female Rats Exposed to

Endotoxins During Fetal and Pubertal Period

Aim: Effects of fetal and pubertal edotoxin exposure (or lipopolysaccharide, LPS)
on inflammatory and oxydative stress parameters are not known. Aim of the current thesis
was to investigate the effects of fetal and pubertal endoxin exposure on hematological
parameters, TNF-alpha, IL-1beta, corticosterone, LH and FSH levels and tissue oxydative
stress parameters in female rat pups.

Material and method: Rats were injected intraperitoneally sterile saline (n=5) or
endotoxin (n=5) on days 17-18 of pregnancy. Following birth, female pups were
subdivided into two groups and injected either strerile saline (SF, n=17) or endotoxin
(LPS, n=17) on postnatal day 60 and four experimental groups were formed (SF+SF,
SF+LPS, LPS+SF ve LPS+LPS). Blood and tissue samples were taken 4 hours
postinjection at prepubertal period. Hematologic parameters, corticosterone, IL-1beta,
TNF-alpha were determined in blood; and oxidative stress parameters were studied in
kidney, heart and liver of tissues.

Results: Neutrophil % ratio of SF+SF group was lower than SF+LPS, LPS+SF
and LPS+LPS groups (p=0.001). Corticosterone, LH and FSH levels were not
differentbetween the groups but TNF-alpha level of LPS+LPS groups was higher than
SF+SF and LPS+SF groups (p=0.005). IL-1beta level of SF+LPS group was however
higher than SF+SF and LPS+SF groups (p<0.05). Heart tissue SOD levels in the LPS+SF
groups was lower than the others groups (p=0.000).

Conclusion: This results obtained suggest that (1) prenatal and pubertal
endotoxine exposure increases neutrophil count without affecting hypothalamo-pituitary-
adrenal and —gonadal axes, that (2) TNF-alpha response against endotoxins was due to
prenatal programming whereas there was no such a programming for IL-1beta, that (3)
oxydative stress parameters, except SOD level, were not affected by prenatal or postnatal

endoxin exposure.

Key words: Maternal exposure, endotoxin, oxydative stress, inflammation, rat
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1. GIRIS

Bakteriler ile konakg1 arasinda kommensalist/mutualist bir denge bulunmaktadir.
Bu dengenin konakg1 aleyhine bozulmasi durumunda hastalik tablosu ortaya ¢ikmaktadir.
Bakteriyel enfeksiyonlar bagisiklik sistemini giiclii bir sekilde uyararak yangisal
reaksiyonlara yol agarlar (1). Bu yanitlar igerisinde kan parametrelerinin degisimi, gesitli
hormonal yanitlar ve interlokin 1beta (IL-1beta) ve Tiimor Nekroz Faktorii-alfa (TNF-
alfa) gibi enflamatuvar paremetrelerde meydana gelen degisimler yer almaktadir (2).
Ayrica, enfeksiyonlar konakciyr oksidatif strese sokmakta ve malondialdehid gibi
oksidatif parametreler artis gosterirken antioksidanlar ise azalmaktadir (3, 4).
Akyuvarlarin sayilar1 ve tipleri de bakteriyel enfeksiyonlara bagli olarak degisiklikler
gostermektedir (5). Tim bu olaylar konakc¢inin bu patojenlere karsi savasimini

etkilemekte ve hastalik veya sagliga geri donmeyi saglamaktadirlar.

Prenatal donemdeki enfeksiyonlarin postnatal veya eriskinlik donemindeki
enfeksiyonlarin geligimi tizerine etkileri pek bilinmemektedir. Fakat gortinen o ki, gebelik
siirecinde anneye uygulanan bazi stres faktorleri, dogan yavrularda ¢esitli sorunlara yol
acmaktadir (6). Fetal programlama olarak bilinen bu durumun enfeksiyonlara kars1 yanit1

da modifiye edebilecegi disiiniilmektedir (6, 7).

Bakteriyel enfeksiyon modeli olarak bakteriyomimetikler olarak da adlandirilan
bakteri hiicre zar1 duvari (lipopolisakkarit, LPS) kullanilmaktadir. Lipopolisakkaritler
intraperitoneal olarak enjekte edildiklerinde IL-1beta ve TNF-alfa artiglarina yol agarak
yangisal bir yamit olusumunu saglarlar (2). Bu tir yanitlarda oksidatif stres
parametrelerinin de degistigi belirlenmistir (3, 4). Bu baglamda o6rnegin LPS’lerin
oksidatif markerlar1 artirdiklar1 antioksidantlar1 ise diistirdiikleri belirlenmistir (1). LPS
enjeksiyonu kortikosteron salinimini da etkileyerek olusan strese karsi savasima katkida

bulunmaktadir (8).



2. GENEL BILGILER
2.1.Lipopolisakkarit
Gram- negatif bakterilerin hiicre duvarinin dis katmanina ait LPS, endotoksindir (9).
Bu madde organizmalarin neden oldugu hastaligin ates ve sok (6zellikle hipotansiyon)
gibi bir¢ok faktoriinden sorumludur (9). lipopolisakkarite endotoksin adi verilmesinin
nedeni, bakteri tarafindan serbest¢e salinan ekzotoksinlerin aksine hiicre duvarinin
biitlinleyici bir boliimii olmasidir (9, 10). Endotoksinin patolojik etkileri, bunun tiiredigi

organizmanin kimliginden bagimsiz olarak hep aynidir (10, 11).
LPS {i¢ ayr1 birimden olusur ( Sekil 2.1):

(1) Toksik etkilerden sorumlu olan ve lipid A ad1 verilen bir fosfolipid

(2) Lipid A‘ya ketodeoksioktiilonat iizerinden baglanan bes sekerli bir 6z
polisakkaridi ve

(3) 3-5 sekerlik birimlerin 25 kez yinelenmesinden olusan bir dis polisakkarit. Bu dis
polimer, laboratuvarda bazi organizmalarin tiplendirilmesinde kullanilan, bir¢ok

gram negatif bakterinin 6nemli somatik veya O antijenidir (10, 11).

Lipopolisakkarit’ tin bircok tiirli bulunmaktadir bunlara 6rnek; Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium,
verilebilir (12). Bunlar gram-negatif bakteri tiirleridir fakat bunlarin iginde deneysel
enflamatuar yanit ya da septik sok olusturabilmek igin daha ¢ok Escherichia coli
kullanilmaktadir (12, 13). Escherichia coli’ nin farkli suslari deneysel ¢alismalarda
kullanilmaktadir, bunlar 6zellikle, O111: B4 0O26: B6, O55: B5 gibi serotiplere
sahiplerdir (9, 13).

Gram negatif bakteriyel endotoxin (Lipopolisakkarit,LPS)

Cekirdek Glikolipit

O-Spesifik polisakkarit zinciri

lipid A

R (ig)
Gekirdek olisakkarit

O-Spesifik
olisakkarit

Sekil 2.1. LPS nin Molekiiler Yapisi (14).



2.1.1. LPS ve Gebelik

Lipopolisakkarit gram negatif bakteri hiicre duvarmin toksin bir komponentidir
(9, 15). Genellikle diisiik miktar gram negatif bakteriye maruz kalmak, herhangi bir sekel
birakmak ya da c¢ok hafif rahatsizliklara neden olur ama yiiksek miktarda patojen

bakterilere maruz kalindiginda geri doniisiimsiiz bozukluklara neden olmaktadir (16).

Siklikla, gegirilen bazi enfeksiyonlar, gastrointestinal disstres, alkol tiiketimi gibi
bir¢ok sebeplerden otiirii devamli olarak diisiik doz LPS’ye maruz kalinabilmekte fakat
agir tablolar meydana gelmemektedir (15). Aksine yiiksek doz gram negatif bakteri
enfeksiyonuna maruziyet, 6zelliklede gebelik déneminde bakteriyel vajinit ve diger
rahatsizliklara sebep olabilmektedir (17). Bunun yani sira gebelik doneminde gram
negatif bakteri enfeksiyonunun bulasist1 sonucu gebe kalim basarisinda diisme,
embriyonik rezarpsiyon, konjenital terotogenez (kusurlu organ, doku olusumu, hasar sekil
bozuklugu), fetal kayiplar, fetal biiylime geriligi, erken dogum, iskelet gelisimi

gerilemeleri gibi sorunlar hem insanlarda hemde kemirgenlerde goriilmektedir (18, 19).

Bunun yan sira gebe kemirgen/sicanlar da gram negatif bakteriyel enfeksiyona
maruz kalmak birtakim sorunlara yol agmaktadir, bunlarin baslicalari; annelige ait
davraniglarda azalma, genel aktivetede diisme, annenin beden agirliginda kayip, prenatal
anne Oliimlerinde artis ve anne si¢anin yavrusunu isteme, koruma ve bakim saglamadaki
diirtiisel davranmiglarda azalma, basarili iiremenin gotergesi olan batin biiyiikliigiinde
kiigiilme gozlenmistir (20, 21) . Serum ve amniyotik sivida TNF-a, IL-1B , IL-6 gibi

sitokinlerin seviyesinde artis bulunmustur (22).
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Sekil 2.2. Gebelikte Bakteriyel Enfeksiyon ve Gebe Kalim Basaris1 (22).
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Sekil 2.3. Gebelik ve Bakteriyel Enfeksiyonlarin Annenin Yem Tiiketimi ve
Agirlik Degisimi Uzerine Etkisi (21).
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Sekil 2.4. Maternal LPS nin Gestesyonel Kilo Alim1 Uzerine Etkisi (15).
2.1.2. Prenatal LPS ve Postnatal Yavrular Uzerine Etkileri

Artan ¢aligmalara gére yavrularin fenotipi genetik faktorlerden daha fazla diger
faktorlerden etkilenmektedir (21). Ozellikle maternal etkiler yavrularin hayatta kalimin,

gelisimini, fizyolojisini ve davraniglarini etkileyen en 6nemli faktordiir (23). Viral ya da



bakteriyel mikroorganizmalar gibi yaygin cevresel patojenler maternal immun cevabi
degistirebiliyor (21, 23). Maternal immun cevap ¢ok cesitli yollarla prenatal ¢evreyi
degistirme potanasiyeline sahiptir (10). Sadece bakteriyel ve viral yollarla prenatal ¢evre
etkilenmemekte bunun yanisira maternal donemde besin/enerji alimi oksijen seviyesi

hormon konsantrasyonu gibi etmenlerde yavrularin gelisimini farklilagtirmaktadir (24).

French ve ark. yaptigi calismaya gore prenatal uygulanan LPS, yetigkin yavrularin
davraniglar1 ile iligskili 6nemli endokrin degisime sebep olmustur (21). Gebelik
doneminde LPS ye maruz kalan yavrularin stres cevap olarakta bilinen kortizol seviyesi
kontrollere gore oldukga artmistir (21). LPS ye prenatal maruz kalan yavrularda artan
kortizol seviyesine paralel, kavgaya egilim, kavga esnasinda 1sirma sikligi, savunma

davraniglarinda artis ile aralarinda pozitif korelasyon bulunmustur (21).
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Sekil 2.5. Prenatal LPS nin Postnatal Yavru Uzerindeki Kortizol Degisimi (21).

Gebelik doneminde maternal enfeksiyonlar yavrularin sexual davraniglart ve
hipofiz-gonad hormon serum seviyesini etkileyerek, bunlarin degismesinde risk
faktoridiir (24, 25). Solati ve ark. yaptig1 calismaya gore prenatal LPS yetiskin yavrularda
sexuel davraniglarin ve LH ile testosteron serum konsantrasyonlarinin azalmasina neden
olmustur (26). Buna gore gebelik doneminde LPS’ ye maruziyet artik¢a proenflamatuar
sitokin seviyesinde artig goriiliir bu durumda noéroendokrin sistem etkilenip iireme
davraniglar1 bastirip, hipotalamik-hipofiz-gonad (HPG) axisisinin reaktivasyonuna sebep

oldugu soylenebilir (26).
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Sekil 2.6. Prenatal LPS nin Postnatal Testosteron, LH Uzerine Etkisi (26).

Yine Bernardi, Wang ve ark. yaptigi benzer ¢alismalar ile prenatal LPS maruziyeti
yavrular tizerinde bir¢ok bozukluga sebep oldugu ortaya konulmustur (15, 20). Bunlardan
kisaca bahsetmek gerekirse; beden agirliginda diisiis, anogenitel araligin giiniine gore
uygun olmamasi, erkeklerde inmemis testis, sexuel davranislarda bozulma,
ejekiilasyonun azalmasi, testis agirliginda azalma, testikiiler gelisim ve sperogenezde

bozulma, sperm sayisinda azalma gibi bozukluklardir (15, 20).
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Sekil 2.7. Prenatal LPS nin Postnatal Yavru Uzerindeki Kilo Alimina ve Uremeye
Etkisi (15).



Tablo 2.1. Yetiskin Erkek Yavrularin Prenatal LPS Maruziyetinin Postnatal

Yavru Uzerine Ureme ve Cinsel Davranisi (26). (Mean+SD)

Kontrol LPS LPS LPS
1 (ng/rat) 5 (pg/rat) 10 (pg/rat)
Koklama Sayisi 16£1.6 8.18+0.78* 7.38+0.86%*  6.10£1.1%***
Takip Sayisi 10.78+0.72 6.87£1.5 4.8148.8**%  4.2540.64**
Kur Sayisi 4.31+0.6 1.7+0.67 1.25+0.44*  1.25+0.31*
Ciftlesme Sayisi 0.8+0.1 0.5+1.16 0.2+0.13**  (0.3+0.21**

*p<0.05,**p<0.01 ve ***p<0.001 salin uygulanan grupla karsilastiriidiginda.

Prenatal periyoddaki maternal saglik, yavrularin immuno-kompenentinin
saptanmasinda kritiktir (27). Hodly, Williams ve ark. yaptiklari ¢alismalarda prenatal
LPS nin; Hodly in ¢alismasinda yavrularin lenfosit ve monosit sayisinda diisiise sebep
oldugu saptamistir, Williams ve ark. calismasinda ise yavrularin dogustan immun
sisteminin baskilandigini, fetlisde troktoderm (plesenta) normalden kiigiikk oldugunu
saptamustir (28, 82).

Intrauterin enflamasyon yavrularda mental yetersizlik ve norolojik bozukluklarla
sonuglanabilir (29). Intrauterin enflamasyon norogelisimsel beyin hasar1 ve erken dogum
icin en biiyiik risk faktoriidiir (30).

Maternal intrauterin enflamasyonlar proenflamatuar sitokin kaynakli yavrularin
immatiir beyinlerine etki ettigi distiniilityor (31). Sitokinler maternal ve fetal iliskili
olarak plesentaya gecerek ve oradan fetiisiin kan beyin bariyerine gecis yapabildigi
diistiniilirse bu tez dogrulanmis oluyor (32). TNF-a, IL-B, IL-6 gibi proenflamatuar
sitokinler neonatal beyin hasari, neonatal enfeksiyonlar, erken dogum, intra-uterin
enfeksiyonlara sebep olduguna dair kanitlar bulunmustur (31, 32).

Golan ve ark. ¢alismasina gore prenatal LPS maruziyeti postnatal yavrunun
beyninde fetal sitokin olan IL-6 seviyesini ve hafiza ile 6grenmede bozulmayi, artirdigini

saptamistir (31).
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Sekil 2.8. Prenatal LPS nin Fetal Beyinde I1L-6 Seviyesi Uzerine Etkisi (31).
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Sekil 2.9. Maternal LPS nin Hipokampiisteki Hiicre Sayisina Etkisi (31).
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Oskvig ve ark. benzer caligmasinda prenatal LPS maruziyeti fetal beyinde TNF-
a, IL-1B, IL-6 gibi sitokinlerin diizeyinde artis, diizensiz gen yazilimi ve gen yaziliminda
azalma, sosyal olarak yavrularin kesif, arastirma, diirtli ve sosyallesmede azalmaya sebep

oldugu gozlenmistir (22). Bunlarin yanisira maternal enfeksiyonlar ister viral ister



bakteriyel orjinli olsun yavrularin sonraki gelisim evrelerinde otizm, sizofreni gibi

psikiyatrik bozukluklarin ortaya ¢ikmasi ile iligkilendirilmistir (33, 34).

Prenatal 15. glinde LPS yapilan annelerden dogan yavrular

Salin [ es M
- 9. Saline [] LPs
2 1 E 8-
_ ® o= [k | % [ ¥ &7 .

x = 0 g5 ¥
%E "5.-"-:'-.. 5 N *
S a 14 g 9 44
= N < E .|
3
o) S 1]

0 - 3 25 30 35 45 55

25 30 35 45 &6

Posnatal Test edilen giin Posnatal Test edilen giin

Sekil 2.10. Maternal LPS nin Postnatal Sosyal ve Arastirma Davranislar1 Uzerine
Etkisi (22).
Prenatal enflamasyon maruziyeti serabral palsi, sizofreni, otizm gibi uzun siireli
norodavranissal bozukluklar i¢in risk faktorii oldugu bilinmektedir (33). Bu tezin {izerine
Elovitz ve ark. yaptigi calismada prenatal LPS maruziyeti fetal dentrik sayisini azaltirken

beyin ve néronal hasari artirmaktadir (35).
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Sekil 2.11 Prenatal LPS nin Fetal Dentrik Says1 Uzerine Etkisi (35).

Enayati ve ark. ise benzer uygulama ile LPS nin dozuna bagl olarak kortikosteron

seviyesinin artigini, hayvanlarin depresyon ve anksiyete benzeri davranislar gosterdigini,



noropsikiyatrik davranislarda artis oldugunu bulmustur (36). Lowe ve ark. ise sizofreni

goriilme riski ve norogelisimsel bozulmalar saptamistir (37).

Intra-uterin dénemde yasanan sikintilar dogmadan 6nce akciger olusumunu
tamamlayan yavruda hig siiphesiz hava yolunda birtakim degisikliklere yol agacaktir (38).
Velten ve ark. yaptigi ¢alismada prenatal LPS maruziyeti neonatal iizerinde alveol
sayisinda azalisa, septal kalinlikta artisa, bozulmus alverazasyona ve akciger

fonksiyonunda bozulmaya sebep olmustur.(39)

Alveol sayisi
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Sekil 2.12. Prenatal LPS nin Yavrunun Solunumu Uzerine Etkisi (39)

Kristen ve ark. gore hayatin erken evresinde karsilasilan LPS maruziyeti
akcigerlerdeki alerjik enflamasyonlari azaltig1 saptanmistir (40). Kristen ve ark. maternal
LPS nin postnatal yavru iizerine olumlu etkisini saptamis ve yaptig1 calismaya gore

gebeligin erken evrelerinde uygulanan LPS astim kaynakli cevabi azaltigin1 bulmustur

(40).
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Sekil 2.13. Prenatal LPS nin Solunum Sistemindeki Alerjenlere Kars1 Postnatal

Etkisi (40).

Prenatal LPS maruziyeti yetiskin yavrularda hipertansiyonun olusmasina yol

agcmaktadir (41). Zhao ve ark. yaptigi calismaya gore prenatal LPS maruziyeti yavrularda

bozulmus aortik reaktiviteye ve aorta yapisal anomaliklere sebep oldugu bulunmustur

Coa

Sekil 2.14. Prenatal LPS nin Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Postnatal Etkisi

(42).
31
= =
% ™
S
(42).
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Prenatal LPS maruziyeti yavrudaki bobrek iizerine postnatal etkisini inceleyen
caligmalarin bulgularina gore renal anjiyotensin 1l seviyesinde diislis, glomeriiler
sayisinda ve kreatin klirensinde azalma, fakat monosit ve lenfosit renal infiltrasyonunda
artma, renal gelisimi etkilenmekte, kan basincinda ve adipose katsayisinda artma

gozlenmistir (43, 44, 45).
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Sekil 2.15. Prenatal LPS nin Glomerus ve Kan Basinc1 Uzerine Postnatal Etkisi
(43, 45).

2.1.2.1. Tekrarlanan LPS

Bir¢ok epidemiyolojik ¢alisma maternal enfeksiyonun fetiisiin saglig1 {lizerine
cesitli ve ciddi sorunlar ortaya c¢ikardigini gostermistir (46). Spontan diisiikler, erken
dogumlar, intra-uterin biiylime gerilikleri, intra-uterin fetal 6liimler yavruda ki gelisimsel

anomaliler ve yukarida bahsi ge¢en degisiklikler bunlarin baslicalaridir (46, 25).

Deneysel hayvan modellerinde maternal LPS uygulamalari yalnizca intra-uterin
fetal 6lim veya intra-uterin biiylime gerilikleri degil ayn1 zamanda yavrularin immun
fonksiyonunu 6nemli bir sekilde etkilemektedir (47, 48) Bununla birlikte bu ¢aligmalar
maternal immun aktivasyonun yavrular tizerine uzun dénemli etkilerinin de oldugunu
gostermistir (48). Gebelik doneminde LPS maruziyeti cogunlukla yavruya zarar
veriyormus gibi goriinse de dogumdan sonra yavruya tekrarlanan LPS dozunun yararh
olduguna dair ¢alismalar da s6z konusudur. Bu programlamaya dair az ve sinirli sayida

calisma olup tekrarlanan LPS dozunun yavrular {izerinde olumlu ve olumsuz etkileri sz

konusudur (49, 50).

12
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Sekil 2.16. Prenatal ve Postnatal LPS nin mRNA Sitokin Diizeyleri Uzerine Etkisi
(48).

Lasala ve ark. yaptigi ¢alismaya gore prenatal 18. giinde uygulanan LPS’nin
postnatal yavru lizerine 21. giin tekrar ile diger ¢aligmalarin aksine LPS uygulanan
yavrularin serum TNF-a, IL-1B ve IL-6 seviyeleri azalmis ve beyinde mRNA sitokin
seviyesi buna kemokinler de dahil baskilanmistir (50). Lasala ve ark. calismasinin
sonucuna gore maternal enfeksiyon yavrularin LPS ye enflamatuar yanitini baskilamigtir.
Yavrular dogduktan sonra tekrarlanan LPS doz, enflamatuar yanit1 azaltarak endotoksik
soku veya yavrularda bakteriyel enfeksiyona karsi baskilanan immun cevabi onlemistir

ve bu agidan yararli bulunmustur (50).

Hodyl ve ark. agri cevabini inceledigi programlamada benzer calismasi ile
prenatal LPS sonrasi yetigkin yavrulara tekrarlanan LPS enjeksiyonu sonucu, LPS

uygulanan grup kontrol grubuna gore agr1 esigi daha yiiksek bulunmustur (51).
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Sekil 2.17. Prenatal ve Postnatal LPS nin Agriya Yanit Olarak Kuyruk Cekme
Siiresi (51).

Gerhold ve ark. ise alerjik hastaliklarin prenatal donem ve sonraki donemde
bakterial LPS gibi kompenentlerle karsilagmasi sonucu alerjik hastaliklardan
korunulabilecegini savunmustur (52, 49). Yavrularda meydana gelen hava yollarindaki
enflamasyon ve alerjen kaynakli hassasiyet i¢in prenatal LPS’ nin etkilerini incelemistir
(49). Sonug olarak alerjen hassasiyetini arttiran IgE iiretimini, eozonofilik havayolu
iltihabini, havayolunu aktifleyen methacholine baskilamistir, alerjen hassasiyetini
onlemistir (49). Bu etkiler sadece prenatal LPS maruziyetine kombine postnatal LPS ile
olusmustur. Boylece alerjik rahatsizliklara kars1 korunmak i¢in immun diizenleyici bir

model olarak kullanilabilir.
2.2. Interleukin-1 Beta ( IL-1B)

IL-1B interlokinl ailesine ait etkili bir proenflamatuar sitokindir (53). Ayni
zamanda IL-1B hiicrenin gogalmasini, farklilasmasini, liimiinii de igeren gesitli hiicresel
aktiviteye sahip oldugu bilinir (54). IL-1f ¢ok sayida otoimmun hastaliklarin ilerlemesini
kolaylastirir. IL-1B" nin sebep oldugu tartisilan bir¢ok hastalik bulunmaktadir, bunlar;
romatizmal hastaliklar, uveit (g6z damari iltihab1), otoimmun tiroid hastaliklari, Diabetes
Mellitus, otoimmun i¢ kulak hastaliklar1, multiple skleroz, miyokardit, hepatit ve bobrek
hastaliklaridir (86). IL-1B bir dizi enflamatuar ve immunomodulotor aktivetede
bulunmaktadir. IL-1 6ncelikle monosit ve makrofajlar tarafindan iiretilir, ayn1 zamanda

T hiicrelerinde, NK hiicresinde, endotelyal hiicre, fibroblast, astrosit, mikroglial hiicreler,

14



adrenal kortikal hiicreler ve pankreasin B hiicreleri tarafindan tretilir (55). IL-1p
mikrobial istila, enflamasyon, immun diizenleme, metobolik reaksiyon, hematopoietik
stire¢ ve tiimor gelisiminde konak cevap igeren pleyiotropik bir sitokindir. IL-18, DNA
igeriginin azalmasina, protein sinerjisi ve ve intraseliiler enerji iiretiminin diismesini, B

hiicre apoptozis ve nekrozisini igererek 6nemli hiicresel fonksiyonlari etkiler (55,56).
2.3. Tiimor nekroz faktor-Alfa (TNF-a)

TNF-o birden fazla etkiye sahip pleyiotropik enflamatuar bir sitokindir (57).
Bir¢ok organin, TNF-a tarafindan etkilendigi ortaya konulmus ve ¢esitli fonksiyonlarda
gorev almaktadir (57). TNF-a hiicrelerin ¢esitli tipleri tarafindan fretilir, 6zelliklede
makrofajlar tarafindan iiretilmektedir. TNF-o’nin patojen 6zelligi oldugu kadar yararl
fonksiyonlarida vardir (58). Ornegin diisiik seviyede TNF-a nin bedendeki sirkadiyen
ritmi diizenlenmesi sayesinde homeostazinin devam etmesine yardimci olabildigi, dahasi
yine diisiik seviyede TNF-a nin yeniden modellemede ve hasarlanmis ya da yaslanmis
dokular1 yerine koyma 6zelligi vardir (57). ilavaten TNF-a bakteriyel, fungal, viral ve
parazitik istilaya kars1 immun cevap rolii vardir ve spesifik tiimdr nekrozunda rol alir (58,
59). TNF-a immun cevapta lokal enflamatuar rol oynayan anahtar bir mediatordiir. TNF-
a, makrofajlar ve notrofillerin enfeksiyon alanina girmesi yoluyla vaskuler gecirgenligi
artirip, sitokinlerin iglev asamalarin1 baslatan akut faz bir proteindir (59, 33).

TNF-a” nin patolojik aktiveteleri oldukga ilgi ¢ekicidir. Ornegin TNF-o da
tiimoriin bazi ¢esitleri nekroza neden olur. TNF-a tiimor hiicrelerinin bazi ¢esitlerinin ise
bliylimesine yol agar (60). Yiiksek seviye TNF-a mortalite riskini artirir. Bakteriler,
viriisler ve parazitlerin icsel ve digsal faktorleri TNF-a ve diger sitokinlerin liretimini
uyarir (58, 33). Lipopolisakkarit 6zellikle TNF-a sinerjisi i¢in olas1 uyarandir. TNF-o’
nin uzun siireli fazla tiretimi sonucu karsinom, kronik enfeksiyonlar, septik sok, anorexia,

anemiler, AIDS gibi daha birgok hastaliga yol agar (57, 61).
2.4. Kortikosteron

Bireylerin davranigsal ve fizyolojik 6zellikleri, yasamlarinin erken evrelerindeki
olaylar tarafindan giiclii bir sekilde etkilenmektedir (62). Cevresel manipiilasyonlar1 ve
strese cevabi kapsayan en biiyiik sistem hipotalamus- hipofiz- adrenel aks (HPA) dir (62).
Stres fiziksel ve psikolojik olarak homeostaziyi etkileyerek HPA nin uyarilmasina sebep
olur. Stres verici bir uyarandan sonra kortikotropin salgilatict hormon (CRH) ve

vazopressin (VP) gibi noropeptidler, hipotalamusun paraventrikiiler niikleusunun
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parvoselliiler noronunda serbestlenir (63). Bu peptitler adrenokortikotropik hormonu
(ACTH) sekrete ederek anterior hipofizi uyarirlar. ACTH da adrenal bezlerin aktivitesini
baslatarak kortikosteron gibi glukokortikoid hormonlari tiretirler (64, 63).

Glukokortikoid hormonlar insanlarda kortizol hormonu, kemirgenlerde ise
kortikosteron hormonu olarak ortaya ¢ikar (65). Bu hormonlar yukarida da anlatildig:
tizere HPA sisteminin aktivasyonunda son adim olarak sunulurlar ve prenatal ¢cevreden
kaynakli etkilerde en 6nemli rolii oynarlar (62).

Normal seviyedeki kortikosteron organizma icin yararli olsada, kortikosteronun
normalden fazlaligt ya da yoksunlugu organizmanin sagligi acisindan tehlike

olusturabilmektedir (64).

Annelere uygulanan farkl stresorler, 6rnegin elektrik sok, anestezi veya jugular
ven delinmesi gibi islemler HPA aksi aktivasyonunu uyararak plasma kortikosteron
seviyesini artirmigtir (65). Disi ve erkek si¢an yavrularinda eriskin donemde strese yanit
yiiksek kortikosteron ve dgrenme giicliigii ile kendini gostermistir (66). Yeni dogan
sicanlarda uzun siireli (24 saat) maternal yoksunluk sonucu bazal HPA aksinin
aktivasyonu yiikselmis ve erkek rat yavrularinin ileriki doneminde hipokampal alandaki
kortikosteron seviyesini disiirdiigii bildirilmistir (62). Schoenfeld ve Gould’un yaptigi
calismada kortikosteronun ekzojen olarak uygulanmasi sonucu, kemirgenlerde ¢ogalan

hiicrelerin sayisinda ve yeni graniil noronlarin hayatta kaliminda azalma goriilmiistiir

(66).

2.5. Oksidatif Stres

Serbest radikaller atomik orbitalde eslenmemis elektronlari igeren bagimsiz
olusumlarin molekiiler tiirleri olarak tanimlanabilir. Serbest radikaller biitiin hiicrelerin
fonksiyonu olarak devam eder (67). Buna karsin asir1 serbest radikal {iretimi endojen ve
ekzojen kaynakli bircok hastaliga sebep olup, dnemli hiicre ve doku hasarina sebep
olmaktadir (68).

Son yillarda yapilan ¢alismalara gore birgok temel hiicresel reaksiyonda vucutta
serbest radikallerin anahtar rol oynadigina dair kanitlar bulunmustur ve oksidatif stresin
ateroskleroz, diyabetes mellitus, kronik bobrek yetmezligi gibi diger kronik hastaliklar
iceren patofizyolojik yaygin hastaliklara sebep oldugu iddia edilmistir (69). Serbest
radikallerin ¢ogalmasi oksidatif stresi beraberinde getirir. Diger bir degisle serbest

radikallerin tiretimi antioksidan savunma kapasitesini astiginda oksidatif stres olusur
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(70). Hiicreler hafif diizeyde oksidatif stresi idare etseler bile siklikla antioksidan sistem
ile birlikte miicadele ederler. Antioksidan sistem, antioksidan maddeler ile hiicreye zarar
veren serbest radikallerin eslesmemis elektronlar1 baskilayarak ya da yok ederek hiicreyi
yipranmaya karsi koruma gorevindedir (71). Hiicre i¢i savuma sistemi yetersiz oldugunda
reaktif oksijen tiirleri ile antioksidan arasindaki iliski bozulur ve oksidan hasara duyarl
protein, karbonhidratlar, lipidler ve DNA gibi hiicresel makromolekiiller hasar goriir (72).
Bundan dolay1 oksidatif stresin varligi, antioksidan 6zellik gdsteren siiperoksit dismutaz
(SOD), glutatyon (GSH) ve katalazi (CAT) azaltirken, lipid peroksidasyonunu en 6nemli
gostergelerinden olan molonildialdehid (MDA) diizeyini artirir (73).

Lipid peroksidasyonu serbest radikaller tarafinca baslatilip zar yapisindaki ¢oklu
doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna sebep olan kimyasal bir olgudur (73, 74). Lipid
peroksidasyonu, lipid hidroperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil bilesiklere ¢evrilmesi
ile sonlandirilmaktadir. Bunlar molonildialdehid (MDA), 4 hidroksinoneal, pentan, etan,
alkoller ve benzeri trtinlerdir (74). Oksidatif stres paremetrelerinden biri MDA lipid
peroksidasyonun gostergesi olarak bilinir. Diger bir paremetre ise Siiperoksit dismutaz
(SOD) dir. SOD enzimi siiperoksit radikalinin, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene
cevrilmesini saglayarak hiicre i¢indeki radikal seviyesini azaltir. SOD organizmalarda bir
antioksidan olarak hizmet eder (70, 71). Diger antioksidan 6zellik tasiyan katalaz hiicre
icinde bulunan peroksizomda biiyiik bir yer kaplarki bu peroksizomlar hidrojen peroksit
uretebilen enzimlerin ¢ogunu igerir. Hidrojen peroksit katalaz sayesinde su ve osijene
cevrilerek zarasiz hale getirilir (75). Diger paremetre glutatyon (GSH), serbest radikallere
karsi savunma mekanizmasinin 6nemli bilesenlerindendir. Ayni zamanda glutatyon
peroksidazin 6nemli aktifleyicisidir (69). Konsantrasyonu hiicresel saliverilme hizi ile

oksidatif stres diizeyi ile bilgi edinilir (69, 76).
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Tablo 2.2. Prenatal Lipopolisakkarit, Postnatal Anne ve Yavru Uzerine Etkileri (15, 20, 21, 22, 26, 28, 31, 35, 36, 37, 39, 40, 42,
44, 45, 48, 49, 50, 51, 82).

Yazar yili Tiir Giinil Dozu /Yolu Cinsiyet Gézlenen Buleular
Prenatal ~ Postnatal | Prenatal Postnatal Anne Yavru £
Maternal: Doz miktar1 artik¢a IL-1B1, TNF-af1,IL-61,
Enavati ve ark 50,300, kortikostreont
y ' Fare 15,16, 17 - 500 - Q 3 Yavru : Doz miktar artik¢a kortikostreon 1, immobilityT,
(2012) . . . N Y
ng/kg ip Depresyon ve anksiyete benzeri davranis?, néropskiyatrik
davraniglar?
; Maternal: Erken dogum 1,
Elavitz ve ark. Fare 15’.18 - 50 K gke - Q Q3 | Yavru: fetal dentrik sayisi|, beyin hasar1 1, néronal hasar 1,
(2011) emriyo ip . ) o
intrauterin enflamasyon 1 sonucu gen exprasyonunda degisim?
0.12 Beyinde maternal, fetal sitokin IL-61, hipokampiiste granual
Golan ve ark. Fare 17. - L - Q Q& | hiicre?, piramidial say1 1, piramidial hiicrelerde gekilme?, hafiza ve
(2005) mg/kg ip e
ogrenmede bozulma?
Surriga ve ark. Sican 18 21 500 250 0 Maternal immun aktivasyon|,
(2009) ¢ ' ng/kgip | ugkgip Yavru: IL-6 mRNA eksprasyon |, karaciger enzimlerine gesitli etki?t
Zhao ve ark. 0.79 Bozulmus aortik reaktivitef, aorta yapisal anomalikler, aortada
S 8,10,12 . - . .
(2014) fean mg/kg ip ? ®d protein mRNA ekprasyonu|, NF-KB seviyesit
Maternal: proinflamatuar sitokin (IL-1B, TNF-a, IL-12, MCP-1) 1,
Williams ve ark 0.5 10,50, yiyecek tiiketimi |, beden agirliginda|, kortikosteront
(2011) Fare (zygote - 150 - Q ?d | Yavru: Dogustan immun sistemi baskilanma?, anormal
strage) ng/kg ip davramiglarf, yaglanmaft,
Fetiis: trofektoderm(plesanta) (1cm) |, hiicre orani|
Maternal kortikost
Hodyl ve ark. 16,18, | 19,50,100 | 200 50, 100 aternal kortikosteron 1,
(2007) Sican 20 400 ke s ke s Q Q3 | Fetal kortikosteron 1, agirlik|
' HEXE HEke Yavrularin puperte IL-11, lenfosit|, monosit
Yavruda kemokinler |, MIP-1B|, MIP-2 | (makrofaj enflamatuar
protein), beyinde mRNA diizeyinde TNF-a, IL-1B, IL-6],
Lasala ve ark. 500 250 KC(keratirocyte derived chemokine) |,serumda TNF-a, IL-1B, IL-
ooy | Sem |18 2| pgkeip | wgkgin | © | 77 |6l
Maternal enfeksiyon yavrularin LPS ye enflamatuar yanitini
baskilamistir.
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French ve ark.

0.07/0.7

Maternal: gebelik basarimi |, basarili iremenin gotergesi olan batin

(2013) Hamster 11. - AR i - Q3 | bilyiiklii|, i§tahs1zllkT

Yavru: kortizolt, 1sirma saldirganlikt, savuma davraniglar1?

Solati ve ark. Fare 10 4 1,5,10 ) g Maternal: Tnf-at, IL-1B1, IL-61

(2012) ug/kg ip Yavru: LH|, Testestorone|
Maternal: annelige dair davraniglarda|, genel aktivetede|, beden
agirliginda|, perinatal anne 6liimlerif, prenatalde beden

Bernardi ve ark Sican 1. i 250 i g agrliginda|

(2010) ng/kg ip Yavru: beden agirligi|, Anogenital aralik ve giiniine gore inmis
testis uygun olmamaft, sexuel davraniglarda bozulmaf,
ejekiilasyon |, testis agirligt]
Maternal kilo|,

Wang ve ark. Fare 1317 i 50 ng/kg i 04 Yavru: Kilo|, Testikiilar gelisim ve sperogezde bozulmat, leyding

(2014) ' ip cell cluster| serum T |, LH €<, sperm sayisi|, anogenital uzaklik
erkeklerdet, disi<—>

Oskvig ve ark 0.25mglk Maternal: serum.ve amniyotik sivida tnf-at, IL-1B1, IL-671

(2012) ' Sican 15 - gip - Q3 | Yavru: fetal beyinde tnf-at, IL-1B1, IL-61, diizensiz gen yazilim?,
gen yaziliminda|, kesif arastirma diirtii|, sosyollesme
Presinaptik impulslarda |, eksitator postsinaptik potansiyel|, sinir

Lowe ve ark. 100 uyarimti |, sizofreni risk?, piramidal hiicre uyarimi|, glutenerjik

Sigan 15,16 - . - J .. .. . . . ..

(2008) ng/keg ip cevap |, ndrogelisimde bozulmaf, hipokampal sinaptik gegisi
etkileme?

Hodvl ve ark. 16,18, 200 100 o

(201)(/)) Sigan 20 90 wgkeip | ngkeip Q3 | Agr esigit

Velten ve ark Fare 16(E) i 80 ng/kg i 04 Alveol sayisi], septal kalinlik?, pulmonerdeki statik komplians

(2012) ip bozulmat, bozulmus alverzasyon?, Akciger fonksiyonu|

1 den 14. 1 den Ig E (alerjik ajan) |,eozonofilik havayolu enflamasyonu],
Gerhold ve ark. Fare gline 25.giine I neke I neke Q4 | havayolunu reaktifleyen methacholine |, allerjen hassasiyeti TH2
(2006) aerosol aerosol . . R .
kadar kadar immun cevabi inhibe ederek 6nlemistir.
Kristen ve ark. 100 Astim kaynakli cevap |, akcigerlerdeki periferal kanda immiin
Sican 9.5 - . - ? o
(2011) ng/kg ip giiclinii |
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Embroyada AT2-R mRNA ekprasyonu |, TNF-a, IL-6 mMRNA
ekprasyonu?, renal anjiyotensin II seviyesi], glomeuler sayisi|,

T
l(;%?[;; veark. Sigcan 8,10,12 » O/kgi Q3 | kreatin kliransi|, renal infltrasyonda monosit?, lenfosit}
gkgtp Emriyoda AT2-R degisimi ve enflamatuar sitokin gen ekprasyonu

yaparak renal gelisimi etkilemektedir.

Yavrularda; kan basinci 1, adipose katsayisit ve beden agirlikt
Goa ve ark 0.79 Adipose hiicrelerinin ¢apinda ve kapladig alan 1, adipose

Sigan 8,10,12 . 3 o . e

(2014) mg/kg ip dokudaki anjiyotensin II ekprasyonu?, ACE iliskili eksparasyonuf,

AT 1 ekprasyonuf.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Etik Kurul Onay1
Inénii Universitesi T1p Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulundan onay alinip,
Inénii Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi (INU-DEHUM)’de

uygulanmigtir.
3.2. Deney Hayvanlar

Bu arastirma INU-DEHUM’ inde iiretilen 6 aylik 10 adet Sprague-Dawley tiirii
200-250 gr anag si¢andan elde edilen disi yavrular tizerinde gergeklestirilmistir. Siganlar
22 £+ 2 °C oda sicakliginda, 12/12 (isik/karanlik) olacak diizenekte, ad libitum olarak
beslenmistir. Gebeligi saglamak i¢in 2 disi ile 1 erkek sigan ayni kafese birakilmis, ertesi
giin 09:00-11:00 saatleri arasinda vajinal smear alinarak spermatozit gézlenen preperatlar
pozitif kabul edilmis, gebeligin 0. giinii olarak kayit edilmis, tekli kafeslere alinmistir.
Prenatal 18. giinde planlanan enjeksiyon uygulanmistir. Dogumun gerceklestigi giin
kaydedilip, 21.gilin disi yavrular 4’ erli olacak sekilde kafeslere ayrilmistir. Yavrular 60.
giinde 9:00 civarinda canli agirliklan tartilarak planlanan enjeksiyon protokolii (asagt
bkz) uygulanmistir ve 4 saat sonra anestezi altinda kalpten kanatilarak kalp, karaciger,

bobrek dokulari alinarak tartilmistir.
3.3. Deney Grubu

Planlanan arastirmaya uygun olarak, asagida belirtildigi gibi her grupda 8-9

eriskin si¢an olacak sekilde 4 deney grubu olusturulmustur.

Tablo 3.1. Deney Grup ve Sayilari

Anne sayisi Grup Disi yavru Prenatal 18. giin  Yavru 60. giin
Uyg. Enj. (ip) Sayisi Uyg. Enj. (ip) Uyg. Enj. (ip)
1. Grup 9 Salin Salin
5 (salin)
2. Grup 9 Salin LPS
3. Grup 8 LPS Salin
5 (LPS)
4. Grup 8 LPS LPS
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Grup, Salin +Salin; Prenatal 18.giinde 100 pg/ kg dozunda steril salin ip yolla
enjekte edilmistir. Bu anaglardan elde edilen disi yavrulara 60. giinde 100 pg/
kg dozunda steril salin ip yolla enjekte edilmistir.

Grup, Salin+LPS; Prenatal 18.giinde 100 ng/ kg dozunda steril salin ip yolla
enjekte edilmistir. Bu anaglardan elde edilen disi yavrulara 60. giinde 50 pg/
kg dozunda LPS ip yolla enjekte edilmistir.

Grup, LPS+ Salin; Prenatal 18.giinde 50 pug/ kg dozunda LPS ip yolla enjekte
edilmistir. Bu anaglardan elde edilen disi yavrulara 60. giinde 100 pg/ kg
dozunda steril salin ip yolla enjekte edilmistir.

Grup, LPS+LPS; Prenatal 18.giinde 50 png/ kg dozunda LPS ip yolla enjekte
edilmistir. Bu anaclardan elde edilen disi yavrulara 60. giinde 50 pg/ kg
dozunda LPS ip yolla enjekte edilmistir.

3.4. Enjeksiyon Protokolii

3.4.1. LPS Uygulanmasi

Lipopolisakkarit (LPS, Escherichia coli serotype 0111:B4, Sigma L-2630), 0.05

ml hacimde 50 ng/ kg dozunda olacak sekilde serum fizyolojik ile hazirlanip, insiilin

enjektorii ile intraperitonal olarak uygulanmistir.

3.4.2. Serum Fizyolojik Uygulanmasi

Steril serum fizyolojik (9%0.9 NaCI) 100 png/ kg miktar insiilin enjektorii ile

intraperitonal olarak uygulanmistir.

De

N

neysel uygulama semasi asagida gosterilmistir.

Gebeligin
18-19.
LPS/Saline

l

LPS/Saline

";i{** ‘R) < {
“ I J 32 )
\ ) Dogum \gh\{_ﬁj“& — 60. glin
09:00 13:00
LPS Kan/doku
Salin ornegi
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Sekil 3.1. Deneysel uygulama semasi ile gebelik 18. giiniinde LPS/salin enjekte
edilen annelerden dogan yarular, her grupta 8,9 sigan yavrusu olacak sekilde toplam 4
grup olusturulmus, 60. giinde saat 9:00 da yapilan enjeksiyondan 4 saat sonra kan ve doku

ornekleri alinmastir.

Sekil 3.1. de deneysel uygulama asamasi gosterilmistir. Prenatal 18.-19. giinler
arasinda LPS/saline uygulanarak, bu siganlardan elde edilen disi yavrular eriskin doneme
(60.giin) ulastiklarinda LPS/saline uygulandiktan 4 saat sonra kan ve organ ornekleri

alinmustir.

3.5. Serum TNF- a diizeylerinin Saptanmasi

Serum TNF-a diizeyleri rat TNF-a. ELISA kiti (Booster, ABD) ile belirlendi. Kit
kullanilmadan 6nce oda sicakligina getirildi. Testte kullanilan soliisyonlar asagidaki

sekilde hazilandi.
Serum ornekleri: Serumlar -20 C’den alinarak oda 1s1sina getirildi.

Yikama soliisyonu: Testin yikama tamponu olarak 0,02 M PBS, 2 L deionize suda
coziinerek kullanild1 (pH: 7.2-7.6). Wash buffer deiyonize su ile 25 kat sulandirilarak

hazirlandi.

Biyotinli Antikor: 15 dakika icerisinde kullanilmak iizere biyotinli antikor,

antikor diliient soliisyonu ile 100 kat sulandirilarak hazirlandi.

Avidin-Biyotin Peroksidaz Kompleksi: Streptavidin peroksidaz enzimi, avidin

biyotin kompleksi i¢in diliient soliisyonu ile 100 kat sulandirilarak hazirlanda.

Standart diliisyonlarinin hazirlanmasi (1-7): 2-7. standart tiiptin her birine 300 pl
sample diliient eklendi. Birinci standart tiipiine 900 pul sample diliient soliisyonu iizerine
stok standart sollisyonundan (1000 pg/ml) 100 ul eklendi ve bu tiipten diger standart
tiiplerine sirastyla 300 pl aktarildi. Her standart tiipii 10 dakika vorteks ile ¢alkalandir.
TNF-a yogunlugu, birinci standarttan yedinci standarta kadar sirastyla 1000, 500, 250,
125, 62.5, 31.1, 15.6 pg/ml oldu. Hazirlanan standartlar 60 dakika icerisinde kullanildi.

Test protokolii agagidaki tabloda belirtildigi gibi yapildi.
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Tablo 3.2. Serum TNF- a diizeylerinin Saptanmasinda Test Protokolii

BLANK STANDART SERUM
Standart diliient soliisyonu 100 pl --- --—-
Std/ Numune 100 pl 100 ul
90 dakika 37 C’de inkiibasyon
Yikama x 3
Biyotin-Conjugate 100 pl 100 ul
60 dakika 37 C’de inkiibasyon
Yikama x 4
ABC --- 100 pl 100 pl
30 dakika 37 C’de inkiibasyon
Yikama x §
TMB substrat 90 ul 90 ul 90 ul
20 dakika 37 C’de ve karanlhkta inkiibasyon
Stop soliisyonu 100 pul 100 pl 100 pl

450 nm okuma

3.6. Serum IL-1p Diizeylerinin Saptanmasi

Serum IL-1 beta, rat IL-1 beta ELISA kiti (Booster, ABD) ile belirlendi. Kit
kullanilmadan 6nce oda sicakligina getirildi. Testte kullanilan soliisyonlar kisaca

asagidaki sekilde hazilandi.
Serum Ornekleri: Serumlar -20 C’den alinarak oda 1sisina getirildi.

Yikama soliisyonu: Testin yikama tamponu olarak 0,02 M PBS, 2 L deionize suda
¢oziinerek kullanildi (pH: 7.2-7.6). Wash buffer deiyonize su ile 25 kat sulandirilarak

hazirlandi.

Biyotinli Antikor: 15 dakika igerisinde kullanilmak {izere biyotinli antikor,

antikor diliient soliisyonu ile 100 kat sulandirilarak hazirlandi.

Avidin-Biyotin Peroksidaz Kompleksi: Streptavidin peroksidaz enzimi, avidin

biyotin kompleksi i¢in diliient soliisyonu ile 100 kat sulandirilarak hazirlandi.

Standart diliisyonlarinin hazirlanmasi (1-7): 2-7. standart tiipiin her birine 300 pl

sample diliient eklendi. Birinci standart tiiptine 800 pl sample diliient soliisyonu iizerine
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stok standart soliisyonundan (2000 pg/ml) 200 pl eklendi ve bu tiipten diger standart

tiiplerine sirastyla 300 pl aktarildi. Her standart tiipii 10 dakika vorteks ile ¢alkalandir.

TNF-a yogunlugu, birinci standarttan yedinci standarta kadar sirasiyla 2000, 1000, 500,
250, 125, 62.5, 31.1 pg/ml oldu. Hazirlanan standartlar 60 dakika igerisinde kullanildi.

Test protokolii asagidaki tabloda belirtildigi gibi yapildi.

Tablo 3.3. Serum IL-1B Diizeylerinin Saptanmasinda Test Protokolii

BLANK STANDART SERUM
Standart diliient soliisyonu 100 pl --- --—-
Std/ Numune 100 pl 100 pl
90 dakika 37 C’de inkiibasyon
Yikama x 3
Biyotin-Conjugate 100 pl 100 pl
60 dakika 37 C’de inkiibasyon
Yikama x 4
ABC --- 100 pl 100 pl
30 dakika 37 C’de inkiibasyon
Yikama x §
TMB substrat 90 ul 90 ul 90 ul
20 dakika 37 C’de ve karanlhkta inkiibasyon
Stop soliisyonu 100 pl 100 pl 100 pl

450 nm okuma

3.7. Serum Kortikosteron Diizeylerinin Saptanmasi

Serum kortikosteron diizeyleri ELISA yontemiyle (Sun Red, Kortikosteron

ELISA Kiti, Cin ) belirlendi.

Testte kullanilan kimyasal ajanlar ve hazirlanmalart:

Assay buffer 15: 90 ml deiyonize suya Assay buffer konsantre soliisyondan 10 ml

eklenerek hazirlandi.

Yikama soliisyonu: 95 ml deiyonize suya Konsantre soliisyondan 5 ml eklenerek

hazirlandi.
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Standartlarin hazirlanmasi (1-5): Tiim tiiplere 120 pl standart diliient soliisyonu
eklendi. 1. tiipe 120 pl stok kortikosteron eklendi. Birinci tiipten besinci tiipe kadar
asagidaki sekilde sirasiyla 640, 320, 160, 80, 40 ng/ml olacak sekilde hazirlandi.

Hazirlanan standartlar 60 dakika i¢erisinde kullanildi.
Test protokolii asagidaki tabloda belirtildigi gibi yapildi.

Tablo 3.4. Serum Kortikosteron Diizeylerinin Saptanmasinda Test Protokolii

BLANK STANDART SERUM
Std/ Numune 50 pl 40 ul
HRP-Conjugate 50 pl 50 pl
Antikor 10 pl
60 dakika 37 C’de inkiibasyon
Yikama x §
KromojenAveB 50 ul 50 pl 50 pl

10 dakika 37 C’de ve karanhkta inkiibasyon
Stop soliisyonu 50 pul 50 ul 50 ul

450 nm okuma

3.8. Karaciger, Bobrek, Kalp Dokularimin Analizlere Hazirlanmasi

Deneylerin yapilacagi giin derin dondurucudan ¢ikarilan dokular (+4 C°)
bekletilerek buzlarin ¢oziilmesi saglandi1 ve sonrasinda tartilarak her bir 6rnegin yas
doku agirligr kayit edildi. Homojenizasyon oncesi doku ornekleri, i¢i buz dolu tasima
kaplarina yerlestirilmis cam tiiplere aktarilarak soguklugu muhafaza edildi. Dokularin
tizerine soguk 2 mL Tris-HCI tamponu (pH 7,4, 0.2 mM) eklenerek homojenizatorde
16000 devir/dakika hizda 2 dakika siireyle homojenize edildi. Homojenat {izerine 1 mL
daha tampon ilave edildi ve 1 dakika siireyle tekrar homojenize edilerek siire 3 dakikaya
tamamlandi. Homojenat vortekslendikten sonra eppendorf tiiplere aktarildi ve bu
homojenatlarda MDA ve protein tayinleri yapildi. Homojenatlarin bir boliimii, 1 saat
stireyle 2200xg’de +6 C° sogutmal1 santrifiijde santrifiij edilerek slipernatant elde edildi.

Ayrilan siipernatantlar SOD, GSH ve protein tayinlerinde kullanilda.
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3.9. Karaciger, Bobrek, Kalp Dokularinda Yapilan Analizler
3.9.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivite Tayini

Kullanilan Reaktifler: Substrat soliisyonu [0,3 mmol/L ksantin, 0,6 mmol/L.
Na;EDTA, 150 pmol/L NBT, 400 mmol/L Na2COs, 1 g/L sigir serum albiimini (BSA)],
ksantin oksidaz (X0:167 U/L), 2M (NH4)2S0a, 0,8 mmol/L CuCl..

Deneyin prensibi: Siiperoksit dismutaz aktivitesi Sun ve ark. tarafindan
tanimlanan, Durak ve ark. tarafindan modifiye edilen NBT indirgeme yontemiyle ¢alisildi
(79,80). Bu metotta, ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile liretilen siiperoksit radikalleri
NBT’yi indirgeyerek renkli formazon olusturur. Bu kompleks 560 nm’de maksimum
absorbans verir. Enzimin olmadig1 ortamda meydana gelen indirgenme mavi-mor renk
olusturmaktadir. Ortamda SOD oldugunda ise NBT indirgenmesi tam olmayip enzim
miktar ve aktivitesine bagli olarak acgik renk olugmakta, buradan aktivite hesabi
yapilabilmektedir.

Bir SOD iinitesi; NBT rediiksiyonunu %350 oraninda inhibe eden enzim
aktivitesidir.

SOD aktivitesinin hesaplanmasi:

% Inhibisyon= (Axk-An)/Axx100

Ax: Kor absorbansi

An: Numune absorbansi

%350’lik inhibisyona 1 U denildigi i¢in

Aktivite (U/mL)= [(% inhibisyon/50) x (1/0.1)] mL

Spesifik aktivite (U/mg protein)= [U/mL/mg/mL protein]. Sonuglar, U/mg protein olarak
ifade edildi.

Deneyin yapilisi: Daha 6nce elde edilen homojenat siipernatantinin bir kismi 1/1
(v/v) oraninda kloroform/etanol (3/5, v/v) karisimi icinde vortekslenip 1 saat siireyle
2200xg’de sogutmali santrifiijde santrifiij edildi. Ustte olusan etanol fazindan SOD enzim

aktivite tayini yapildu.
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Tablo 3.5. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivite Tayini Test Protokolii

Kor Numune
Substrat soliisyonu 2.85mL 2.85 mL
Kloroform-Etanol Extraktt - 0.100 mL
Bidistile su 0.100 mL -
XO (167 U/N) 0.050 mL 0.050 mL
25 C°’de 20 dakika inkiibasyon siiresi baslatildu.
CuCl; 1mL 1mL

Distile suya kars1 kdrden baslanarak numuneler 560 nm’de okundu.

3.9.2. Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Maddeleri (TBARS) Miktarmin Tayini

Kullanilan reaktifler: % 0,675 tiobarbitiirik asit (TBA) c¢ozeltisi, %10
triklorasetikasit (TCA) ¢ozeltisi ve 20 mM/L 1,1,3,3- tetrametoksipropan (standart).

Prensibi: Esterbauer ve Cheeseman’nin metodu ile ¢alisildi (81). En ¢ok
kullanilan lipit peroksidasyon tayin yontemidir. Asidik ortamdaki tiyobarbitiirik asit ile
90-95 C° de reaksiyona giren malondialdehit (MDA) ve diger TBARS, pembe renkli
kromojen meydana getirir. Onbes dakika kaynatildiktan sonra hizla sogutulan
numunelerin absorbanslar1 532 nm de spektrofotometrik olarak okundu.

Deneyin Yapilist:

Tablo 3.6. Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Maddeleri (TBARS) Miktarinin
Tayini Test Protokolii

Numune Kor
Homojenat 0.5ml -
TCA %10 2.5 ml 2.5 ml
Deiyonize su - 0.5 mi

90 C° 15 dakika bekletildikten sonra 3000xg ‘de 10 dakika santrifiij

Stipernatant 2ml 2ml
TBA %675 1 mi 1mil

90 C° 15 dakika bekletilir, sogutulur ve kore karst 532 nm ‘de okunur.

Hesaplama: 20 mM/L stok standart ¢ozeltisinden degisik konsantrasyonlarda

hazirlanan standartlar, numunelerle ayni1 sartlarda calisildi ve elde edilen sonuglar ile
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standart grafigi ¢izildi. Bu grafikten elde edilen egim sabiti numunelere uygulanarak

MDA miktar1 yas gram doku basina nanomol olarak hesaplandi.

3.9.3. Katalaz (CAT) Enzim Aktivite Tayini

Kullanilan reaktifler: Fosfat tamponu (pH 7.0, 50 mM) ve fosfat tamponu
kullanarak absorbansi 0.500 nm’ye ayarlanmis olan H>O> ¢ozeltisi.

Deneyin prensibi: Katalaz aktivitesi Aebi’nin metoduna gore calisildi (82). 240
nm’de maksimum absorbans veren H2O2 deney ortamina ilave edilen katalaz aktivitesiyle
su ve oksijene pargalanir. Bu durum uv spektrumunda absorbans azalmasina neden olup
absorbanstaki azalma CAT enziminin aktivitesi ile dogru orantilidir.

Bir CAT {initesi: Birim zamanda bir mikromol H202’i suya ¢eviren enzim
miktaridir.

Deneyin  yapilisi: Kor olarak  fosfat tamponunun kullanildigt  uv
spektrofotometrede 240 nm dalga boyunda sifir ayar1 yapildiktan sonra H2O; ¢ozeltisi
0.500 absorbans verecek sekilde ayni tampon ile diliie edildi ve substrat olarak kullanildi.
Substrat i¢ine numune ilavesiyle her 15 saniyede bir defa olmak tizere 5 dakika siire ile
absorbans azalmasi1 kaydedildi. Hesaplamada 1 dakikalik lineer absorbans azalmasi

degerleri esas alindi.

Tablo 3.7. Katalaz (CAT) Enzim Aktivite Tayini Test Protokolii

Kor Numune
Fosfat Tamponu (50 mM, pH=7) 3 mL -
H20: ¢ozeltisi (A240=0.500) - 2.99 mL
Stipernatant - 0.01 mL

Hesaplama: k=[2.3 x log (OD1/OD>)] /At (sn)
k/gr protein =k / [(g/mL protein) x 1000]

Sonuglar, k/gr protein olarak hesaplandi. Burada k, reaksiyon hiz sabitidir.

3.9.4. Doku Homojenat ve Siipernatant Ekstraktlarinda Protein Tayini

Kullanilan reaktifler: A reaktifi: 20 mmol CuSO4, 34 mmol NasSitrat, B reaktifi:
0.19 mmol Na,CO0Os, 0,1 mol NaOH ve Folin-Ciocalteu-Fenol (FCF) reaktifleri kullanildi.
Deneyin prensibi: Protein miktar1 Lowry metoduna gore tayin edildi (83). Bu
yontemde, alkali ¢6zeltide bakir-protein kompleksi olusarak fosfomolibdat-fosfotungstat
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reaktifini (Folin-Ciocalteu-Fenol reaktifi) rediikler ve koyu mavi bir renk olusur. Burada
rengin koyulugu ortamdaki protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Folin reaktifinin
ilavesinde sunlara dikkat edilmesi gerekmektedir: Bu reaktif sadece asit ortamda
dayaniklidir. Fakat ifade edilen bu rediikleme ise pH 10’da olugsmaktadir. Bu yiizden folin
reaktifi siiratle alkali bakir-protein ¢ozeltisine ilave edilmeli ve vortekslenmelidir. Bu
uygulama ile fosfomolibdat-fosfotungstat (folin) reaktifi parcalanmadan Once
rediiklenme olay1 gergeklesir.

Deneyin yapilisi: Standart grafigi ¢izmek i¢in konsantrasyonu bilinen sigir serum
albiimininden hazirlanmis ¢ozeltiler kullanildi. “OD — mg/mL protein konsantrasyonu”
grafigi ¢izilerek protein degerleri bu grafikten okundu. Standart ve numuneler kore karst

700 nm’de okundu.

Tablo 3.8. Doku Homojenat ve Siipernatant Ekstraktlarinda Protein Tayini

Test Protokolii
Numune Kor
Numune 10 uL -
Deiyonize su 490 uL 500 uL
C Reaktifi (5/1:B/A) 2.5mL 2.5mL
Karigtirilir, 5-10 dakika beklenir.
D Reaktifi (1/1:FCF/d.s.) 0.25 mL 0.25 mL

30 dakika oda 1sisinda bekletilir ve 700 nm’de koére karst OD okunur.

Hesabi: Protein (mg/mL) = (Kst/Ast) X An
Kst: Standardin konsantrasyonu
Ast: Standardin absorpsiyonu

An: Numunenin absorpsiyonu
3.9.5. GSH Analizi

Kullanilan reaktifler: 5.5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (Ellmann's soliisyonu)

Prensibi: GSH konsantrasyonu Beutler ve ark.!*®metoduna gore 6l¢iildii. GSH seviyesi,
5.5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (Ellmann's soliisyonu) ile siilthidril gruplarinin sari
renk olusturmasi ve bu rengin 412 nm'de dl¢lilmesi esasina dayanir. GSH seviyesi pmol/

g protein olarak verildi.
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3.10. Hematolojik Paremetreler

Hematokrit analizi:

Kan, yatay tutulan bir heparinize kilcal tiip ile hava kabarcig1 girmeden ¥4
oraninda dolduruldu.

Kapiller tiip bir ucundan cam macunuyla kapatildi.

Kapali ucu disa gelecek sekilde hematokrit santrifiij cithazina (Nuve- NF 048,
Tirkiye) yerlestirilerek 5 dakika santrifiij edildi.

Tiip, hematokrit skalasina yerlestirilerek % hematokrit degeri okundu.

Lokosit sayimi:

Alinan kan tiirk ¢ozeltisi ile 10 kat sulandirilarak karistirildi (10 pl kan + 100
ul ¢cozelti).

Karisimdan pipetle bir ka¢ damla alinidi ve thoma lami iizerine yerlestirilmis
lamelin altindan sizdirild1.

Isik mikroskopu ile Thoma laminda biitlin alanlarda bulunan 16kositlerin
toplami1 alindu.

Elde edilen say1 100 ile arpilarak mm® teki 16kosit miktari hesaplandi.

Kan yayma preperat1 (froti) yontemi ile l6kosit alt tiplerinin sayimi:

Bir damla kan lamin kenarindan 1 cm kadar mesafede bir noktaya damlatildi.
Sag elin bas ve isaret parmaklar1 arasina alinan bir lamel, kan damlasinin 6n
kismina gelecek sekilde kan damlasina dogru 45 derecelik bir agiyla temas
ettirildi.

Kanin lamelin iki kdsesine yayilmasi icin kisa bir siire beklendikten sonra
lamel kaldirilmadan lamin diger kenarina dogru seri bir sekilde siirtildii.
Preperat 1 dakika havada kuruduktan sonra metil alkol ile fikse edildi ve
tekrar kurutuldu.

Preperat % 10‘luk Giemsa boyasi ile 15 dakika muamele edildi.

Boyanin fazlasi distile su ile yikandiktan sonra lam dik tutularak kurutuldu.
Yayma preperat 151k mikroskopu altinda 40X’lik objektifte incelendi.
Lokosit alt tipleri lenfosit, monosit, notrofil, eozonofil ve bazofil
hiicrelerinden toplam 100 tane sayildi. Boylece 16kosit hiicrelerin yiizde

orant hesaplandi.
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3.11. istatistiksel Analiz

Tiim gruplarin parametrelerine ait verilerin istatistiksel analizinde IBM SPSS
Statistics 22.0 programi kullanilmistir. Veriler medyan (min-maks) veya ortalama
(standart sapma) ile verildi. Normal dagilima uygunluk Shapiro-Wilk testi ile yapildi.
Verilerin gruplar arasi karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis testi kullanildi. Gruplarin
ikiserli karsilastirilmalarinda ise Conover testi ile kullanildi. p<0,05 degeri istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Arastirmada incelenen canli ve organ agirliklari, hematolojik parametreler,
hormonal parametreler ve sitokinler, oksidatif stres parametreleri agsagida tablolar ve

grafiklerle sunulmustur.

4.1. Canh ve Organ Agirhklarinin Degisimi
Asagida prenatal (18. giin) lipopolisakkarit (LPS) veya salin (SF) enjekte edilen
siganlardan dogan yavrulara postnatal 60. giinde LPS veya salin enjekte edilmesinin canli

ve organ agirliklarina iizerine etkisine iliskin bulgular sunulmustur.

Tablo 4.1. Prenatal (18. Giin) Lipopolisakkarit (LPS) veya Salin (SF) Enjekte
Edilen Siganlardan Dogan Yavrulara Postnatal 60. Giinde LPS veya Salin Enjekte
Edilmesinin Canli Agirlik (g) ve Organ Agirhiklari (g) Uzerine Etkileri.

SF+SF SF+LPS LPS+SF  LPS+LPS p

Canh Agirhk 159+142 16592 150+7° 160+£8% .034*
Karaciger Agirhg 5.4+0.8°  7.1+1.0°  5.6+0.7°  6.4+0.6°  .002*
Karaciger indeksi (%) 3.4£0.3°  43+04°  3.7£0.3*  4.0+0.4™ .001*
Bobrek Agirhg 0.7£0.0  0.8+0.1 0.7£0.0 0.8+0.0 073
Bobrek indeksi (%) 0.4£0.0  0.5£0.0 0.4+0.0 0.5+0.0 240
Kalp Agirh@ 0.6+£0.0 0.6+0.0 0.6+£0.0 0.6+0.0 217
Kalp Indeksi (%) 0.4£0.0  0.4£0.0 0.4+0.02 0.4+0.0 635

*Farkl1 harf bulunan gruplar istatiksel olarak farklidir. (Ortalama+ SS)

Tablo 4.1 de siganlarin canli ve organ agirliklar1 incelendiginde, canli agirlik
istatiksel olarak gruplar arasinda farkli oldugu bulunmustur ve en diisiikk agirlik LPS+SF
grubu olarak belirlenmistir ve SF+SF ile SF+LPS gruplarindan farkli oldugu saptanmastir.
Buna karsin LPS+LPS gurubu diger ii¢ grupla benzerlik gdstermektedir.

Karaciger agirlig istatiksel olarak gruplar arasinda farkli oldugu bulunmustur ve
en diisiik agirlik SF+SF grubu olarak bulunmustur. Bu grup LPS+SF grubu ile benzer
iken, SF+LPS ve LPS+LPS gruplarindan farkli oldugu saptanmigtir.

Karaciger indeksi istatiksel olarak gruplar arasinda farkli oldugu saptanmistir ve
en diisiik indeks SF+SF grubu olarak bulunmustur. Bu grup LPS+SF grubu ile benzerken,
SF+LPS ve LPS+LPS gruplarindan farkli oldugu belirlenmistir.
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Arastirmada incelenen, ¢’ bobrek agirligi’”’, “’bobrek indeksi’’, “’kalp agirligi’”’,

“’kalp indeksi’’ parametrelerinde gruplar arasinda istatiksel olarak fark saptanmamustir.

180
175

a da
ab
b
140 ‘*‘\
135

SF+SF SF+LPS LPS+SF LPS+LPS

Canli Agirlik (g)

[ERN
»
(2]

* P=0,034

Sekil 4.1. Prenatal (18. Giin) Lipopolisakkarit (LPS) veya Salin (SF) Enjekte
Edilen Siganlardan Dogan Yavrulara Postnatal 60. Giinde LPS veya Salin Enjekte
Edilmesinin Canli Agirlik Uzerine Etkileri.

Sekil 4.1°de incelenen LPS+SF grubunda canli agirlik SF+SF ve SF+LPS
gruplarindan daha diigiik olup, istatiksel olarak farkli bulunmustur (p=0,034 ).

LPS+ SF grubunda canli agirlik SF+SF grubuna gore daha diisiik oldugu i¢in

prenatal programlama olustugu diisiiniilmiistir.

9,0
8,0
7,0
6,0
5,0
4,0
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2,0
1,0
0,0

Karaciger Agirhigi (g)

SF+SF SF+LPS LPS+SF LPS+LPS

*p=0,002
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Sekil 4.2. Prenatal (18. Giin) Lipopolisakkarit (LPS) veya Salin (SF) Enjekte
Edilen Siganlardan Dogan Yavrulara Postnatal 60. Giinde LPS veya Salin Enjekte

Edilmesinin Karaciger Agirhg Uzerine Etkileri.

Sekil 4.2°de incelenen LPS+SF grubunda karaciger agirligt SF+LPS ve
LPS+LPS gruplarindan daha diisiik oldugu saptanmis ve SF+SF grubu ise SF+LPS ve
LPS+LPS gruplarindan daha diisiik oldugu belirlenmis, gruplar arasinda istatiksel olarak
fark bulunmustur (p=0,002).
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*p=0,001
Sekil 4.3. Prenatal (18. Giin) Lipopolisakkarit (LPS) veya Salin (SF) Enjekte
Edilen Siganlardan Dogan Yavrulara Postnatal 60. Giinde LPS veya Salin Enjekte

Edilmesinin Karaciger Indeksi Uzerine Etkileri.

Sekil 4.3’de incelenen SF+LPS grubunda karaciger indeksi SF+SF ve LPS+SF
gruplarindan daha yiiksek olup, SF+SF grubunda ise SF+LPS ve LPS+LPS gruplarindan
daha diisiik olup, istatiksel olarak farkli bulunmustur (p=0,001).
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4.2. Hematolojik Parametreler

Asagida prenatal (18. giin) lipopolisakkarit (LPS) veya salin (SF) enjekte edilen
siganlardan dogan yavrulara postnatal 60. giinde LPS veya salin enjekte edildikten 4 saat

sonra alinan kan drneklerinden hematolojik parametrelerine iligkin bulgular sunulmustur.

Tablo 4.2. Prenatal (18. Giin) Lipopolisakkarit (LPS) veya Salin (SF) Enjekte
Edilen Siganlardan Dogan Yavrulara Postnatal 60. Giinde LPS veya Salin Enjekte
Edildikten 4 Saat Sonra Alman Kan Ornegindeki Hematolojik Parametre Degerleri.

SF+SF SF+LPS LPS+ SF LPS+LPS p
Hematokrit (%) 42432 41432 47430 41442 .012*
AKkyuvar Sayisi (#) 6000+2247 57331705 8517+2998 6288+2748 289
Notrofil Sayisi (#) 1059+£6422  2308+1213°  2644+1445° 24261580  .060
Notrofil% 16442 39+11b 30490 34417 .001*
Lenfosit Sayisi (#) 4218+1340%  2733+£947°  4671£1703%  2584+1519%  049*
Lenfosit% 72467 48+11P 56+11P 56+17° .001*
Eozinofil Sayisi (#) 204312 9+£27° 76+44¢ 54+61b 017*
Eozinofil % 0.1+0.32 0.3+0.5%® 1.0+0.6¢ 0.9+0.9 .024*
Bazofil Sayis1 (#) 390+197 344+120 5414206 3344234 241
Bazofil % 6+1 6+2 7£1 6+1 516
Monosit Sayisi (#) 330+186 341+143 478+226 268+219 207
Monosit % 542 6+2 6+2 4+1 224

*Farkl1 harf bulunan gruplar istatiksel olarak farklidir. (Ortalama+ SS)

Tablo 4.2 de siganlarin plazmalarindan elde edilen hematolojik parametreler
arasinda Hematokrit yiizdesi istatiksel olarak gruplar arasinda farkli oldugu bulunmustur
ve en yiiksek yiizde LPS+SF grubu olarak belirlenmistir. Bu grup diger ii¢ gruptan
istatiksel olarak farkli oldugu saptanmistir. Buna karsin diger ii¢ grup birbirine benzer

oldugu belirlenmistir.

Notrofil ylizdesi istatiksel olarak gruplar arasinda farkli oldugu bulunmustur ve
en diisiik yiizde SF+SF grubu olarak saptanmistir. Bu grup diger {i¢ gruptan istatiksel
olarak farkli oldugu belirlenmistir. Fakat diger iic grup birbirine benzer olup, fark

bulunmamastir.
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Lenfosit sayisi istatiksel olarak gruplar arasinda farkli oldugu belirlenmistir ve en
diisiik say1 SF+LPS grubu olarak belirlenmistir. Bu grup LPS+LPS grubu ile benzer iken,
SF+SF ve LPS+SF gruplarindan farkli oldugu saptanmigtir.

Lenfosit ylizdesi istatiksel olarak gruplar arasinda farkli oldugu saptanmistir ve en
yiiksek ylizde SF+SF grubu olarak belirlenmistir. Bu grup diger ii¢ gruptan istatiksel
olarak farkli oldugu saptanmistir. Buna karsin diger ii¢ grup birbirine benzer oldugu

belirlenmistir.

Eozinofil sayis1 istatiksel olarak gruplar arasinda farkli oldugu saptanmistir ve en
yiiksek sayr LPS+SF grubu olarak belirlenmistir ve SF+SF ile SF+LPS gruplarindan
farkli oldugu saptanmistir. SF+SF gurubu ise diger li¢ gruptan farklilik gostermektedir.

Eozinofil yiizdesi istatiksel olarak gruplar arasinda farkli oldugu saptanmigtir ve
en diisiik ylizde SF+SF grubu olarak belirlenmistir ve LPS+SF ile LPS+LPS grublarindan
farkli oldugu saptanmistir. Buna karsin SF+LPS grubu ile benzerlik gostermektedir.

Arastirmada incelenen, ‘* akyuvar sayis1’’, ’notrofil sayisi’’, ¢’ bazofil sayis1”’,
“bazofil %’’, “’monosit sayisi’’, ‘’monosit %’’ parametrelerinde gruplar arasinda

istatiksel olarak fark saptanmamustir.
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*p=0.012

Sekil 4.4. Prenatal (18. Giin) Lipopolisakkarit (LPS) veya Salin (SF) Enjekte
Edilen Siganlardan Dogan Yavrulara Postnatal 60. Giinde LPS veya Salin Enjekte
Edildikten 4 Saat Sonra Alinan Kan Ornegindeki Hematokrit Diizeyi.
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Sekil 4.4’de incelenen LPS+SF grubunun Hematokrit % orani diger {i¢ grupdan
yiiksek olup, istatiksel olarak farkli bulunmustur (p=0.012).
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Sekil 4.5. Prenatal (18. Giin) Lipopolisakkarit (LPS) veya Salin (SF) Enjekte
Edilen Siganlardan Dogan Yavrulara Postnatal 60. Giinde LPS veya Salin Enjekte
Edildikten 4 Saat Sonra Alinan Kan Ornegindeki Nétrofil Oran.

Sekil 4.5’de incelenen SF+SF grubunun nétrofil orani (%) diger ii¢ grupdan diisiik
bulunup, istatiksel olarak farkli bulunmustur (P<0.001).

Notrofil orani1 (%) SF+LPS ve LPS+SF grublari, LPS+LPS grubuyla benzer

oldugu i¢in prenatal programlama oldugu diistintilm{istiir.
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Sekil 4.6. Prenatal (18. Giin) Lipopolisakkarit (LPS) veya Salin (SF) Enjekte
Edilen Siganlardan Dogan Yavrulara Postnatal 60. Giinde LPS veya Salin Enjekte
Edildikten 4 Saat Sonra Aliman Kan Ornegindeki Lenfosit Orani.

Sekil 4.6’ da incelenen SF+SF grubunun lenfosit % orani diger ii¢ gruptan yiiksek
bulunup, istatiksel olarak farkli bulunmustur (p=0.001).

Lenfosit orant (%) SF+LPS ve LPS+SF grublari, LPS+LPS grubuyla benzer

oldugu i¢in prenatal programlama oldugu diisiiniilmiistir.
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Sekil 4.7. Prenatal (18. Giin) Lipopolisakkarit (LPS) veya Salin (SF) Enjekte
Edilen Siganlardan Dogan Yavrulara Postnatal 60. Giinde LPS veya Salin Enjekte
Edildikten 4 Saat Sonra Alinan Kan Ornegindeki Eozinofil Sayis1.

Sekil 4.7° de incelenen LPS+SF grubunun eozinofil sayist SF+SF, SF+LPS
grubundan yiiksek bulunup, istatiksel olarak farkli bulunmustur (p=0,034).
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Sekil 4.8. Prenatal (18. Giin) Lipopolisakkarit (LPS) veya Salin (SF) Enjekte
Edilen Siganlardan Dogan Yavrulara Postnatal 60. Giinde LPS veya Salin Enjekte
Edildikten 4 Saat Sonra Alinan Kan Ornegindeki Eozinofil Orani.

Sekil 4.8” de incelenen SF+SF grubunun eozinofil orani, LPS+SF grubundan
diisiik bulunup, istatiksel olarak farkli bulunmustur (p=0,041).
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4.3. Hormonal Parametreler ve Sitokinler

Asagida prenatal (18. giin) lipopolisakkarit (LPS) veya salin (SF) enjkte edilen
siganlardan dogan yavrulara postnatal 60. giinde LPS veya salin enjekte edildikten 4 saat
sonra alman kan Orneklerinden hormon ve sitokin parametrelerine iliskin bulgular

sunulmustur.

Tablo 4.3. Prenatal (18. Giin) Lipopolisakkarit (LPS) veya Salin (SF) Enjekte
Edilen Siganlardan Dogan Yavrulara Postnatal 60. Giinde LPS veya Salin Enjekte
Edildikten 4 Saat Sonra Alman Kan Orneginde Hormonal Parametreler ve Sitokinlerin

Degerlendirilmesi.

SF+SF SF+LPS LPS+ SF LPS+LPS p
FSH (ng/ml) 14.9+1.5 16.846.5 16.9+3.9 18.2+2.7 111
LH (ng/ml) 1.3£0.5 3.0£5.1 1.5+0.7 3.8+1.3 975
Kortikosteron (ng/ml) 133.6£17.5 118.8+18.9 110.5+17.9 124.9+22.8 .081
TNF-a (pg/ml) 15.0+0.0° 53.8+57.6% 15.0+0.0° 104.5£84.1°  .005*
IL-1p (pg/ml) 397.7£400.0°  598.4+£217.9°  282.7+£197.3*  507.3+114.5°  .032*

*Farkl1 harf bulunan gruplar istatiksel olarak farklidir. (Ortalama+ SS)

Tablo 4.3 de siganlarin serumlarindan elde edilen hormonal parametreler ve
sitokinler arasinda, TNF-a istatiksel olarak gruplar arasinda farkli oldugu bulunmustur ve
en yiksek diizey LPS+LPS grubu olarak belirlenmistir ve SF+SF ile LPS+SF
gruplarindan farkli oldugu saptanmistir. Buna karsin diger ti¢ grup birbirleriyle benzerlik

gostermektedir.

IL-1p istatiksel olarak gruplar arasinda farkli oldugu bulunmustur ve en yiiksek
diizey SF+LPS grubu olarak belirlenmistir ve SF+SF ile LPS+SF gruplarindan farkli
oldugu saptanmistir. Buna karsin SF+SF ile LPS+SF gruplar birbirleriyle benzerlik

gostermektedir.

Arastirmada incelenen, “’FSH’’, “LH’’, “’Kortikosteron’’ parametrelerinde

gruplar arasinda istatiksel olarak fark belirlenmemistir.
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Sekil 4.9. Prenatal (18. Giin) Lipopolisakkarit (LPS) veya Salin (SF) Enjekte
Edilen Siganlardan Dogan Yavrulara Postnatal 60. Giinde LPS veya Salin Enjekte
Edildikten 4 Saat Sonra Alinan Kan Ornegindeki IL-1p Diizeyi.

Sekil 4.9’ da incelenen serum IL-1 beta diizeyi SF+LPS grubu SF+SF ve LPS+SF
yiiksek olup, LPS+LPS grubu ise LPS+SF grubundan yiiksek bulunup, istatiksel olarak
farklidir (p=0,032).
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Sekil 4.10. Prenatal (18. Giin) Lipopolisakkarit (LPS) veya Salin (SF) Enjekte
Edilen Siganlardan Dogan Yavrulara Postnatal 60. Giinde LPS veya Salin Enjekte
Edildikten 4 Saat Sonra Alman Kan Ornegindeki TNF-A Diizeyi.
Sekil 4.10° da incelenen LPS+LPS grubunda serum TNF-alfa diizeyi SF+SF ve
LPS+SF gruplarindan daha yiiksek olup, istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,004)
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4.4. Oksidatif Stres Parametreleri

Asagida prenatal (18. giin) lipopolisakkarit (LPS) veya salin (SF) enjkte edilen
siganlardan dogan yavrulara postnatal 60. giinde LPS veya salin enjekte edilmesinin kalp,
bobrek, karaciger dokulart iizerinde oksidatif stress parametrelerine iliskin bulgular

sunulmustur.

Tablo 4.4. Prenatal (18. Giin) Lipopolisakkarit (LPS) veya Salin (SF) Enjekte
Edilen Siganlardan Dogan Yavrulara Postnatal 60. Giinde LPS veya Salin Enjekte

Edilmesinin Organlarda Oksidatif Stres Parametreleri Uzerine Etkileri.

SF+SF SF+LPS  LPS+SF  LPS+LPS P
Kalp
SOD (w/mg) 3.86+1.21% 5.08+0.99° 2.19+0.63" 3.39+0.79bc .000*
CAT (k/gr) 0.7240.06% 0.74+0.06® 0.81£0.06> 0.75+0.08® -036*
MDA (nmol/g)  6.7242.09 6.82+1.00 7.81+2.24  7.54+1.54  -922
GSH (umol/'g)  838+2.05 856+0.91 8.72+0.60  8.27+1.00  -902
Bobrek
SOD (n/mg) 15.3943.64 18.16+5.86 19.44+4.63 15914237 -210
CAT (k/gr) 0.56+0.04  0.56+0.04 0.56+0.04  0.54+0.04  -/99
MDA (nmol/g)  18.1142.06 17.54+1.32 17.27+2.77 16.33+2.00 -376
GSH (umol/g) 4.01£043  3.71x0.44 4.27+0.32  3.94x0.82 223
Karaciger
SOD (n/mg) 9.47+2.16 10.36+2.92  9.34+1.98  7.75+¢1.57 -141
CAT (kigr) 0.6040.03  0.64+0.04  0.61+0.05  0.61+0.05 -312
MDA (nmol/g)  31.40+8.26 39.16+7.79 32.58+6.51 30.24+10.82 -142
GSH (umol/g) 544+2.08 7.1142.17  7.1243.55  7.89+2.57 279

*Farkli harf bulunan gruplar istatiksel olarak farklidir. (Ortalama+ SS)

Tablo 4.4 de siganlarin kalp, bobrek ve karaciger dokularindan elde edilen
oksidatif stress parametrelerinden kalp dokusunda “’siiperoksit dismutaz (SOD)’’ ve
“’katalaz (CAT)”’ enzimleri istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.005). Gruplar
arasinda farkli harf bulunanlar istatiksel olarak anlamli bulunmustur. Fakat incelenen kalp
dokusunda “MDA”’, “GSH” ve karaciger, bobrek dokusunda “’SOD”’, “’CAT”’,
“MDA”’, “GSH”’ arasinda istatiksel olarak fark

parametrelerinde  gruplar

saptanmamistir.
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Kalp dokusunda incelenen siiperoksit dismutaz istatiksel olarak gruplar arasinda
farkli oldugu bulunmustur ve en diisitk LPS+SF grubu olarak belirlenmistir ve SF+SF ile
SF+LPS gruplarindan farkli oldugu saptanmistir. Buna karsin SF+SF ile SF+LPS gurubu

birbiriyle benzerlik gostermektedir.

Kalp dokusunda incelenen katalaz istatiksel olarak gruplar arasinda farkli oldugu
bulunmustur ve en diisiik SF+SF grubu olarak belirlenmistir ve LPS+SF grubundan farkl
oldugu saptanmistir. Buna karsin LPS+SF grubu SF+LPS ve LPS+LPS gurubu ile

benzerlik gostermektedir.
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Sekil 4.11. Prenatal (18. Giin) Lipopolisakkarit (LPS) veya Salin (SF) Enjekte
Edilen Siganlardan Dogan Yavrulara Postnatal 60. Giinde LPS veya Salin Enjekte

Edilmesinin Kalp Dokusunda SOD Uzerine Etkisi.

Sekil 4.11” de incelenen oksidatif stres parametrelerinden SOD enzimi LPS+SF
grubunda SF+LPS ve SF+SF gruplarindan diisiik bulunup, SF+LPS grubu ise LPS+LPS
grubundan yiiksek bulunup istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,000).
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Sekil 4.12. Prenatal (18. Giin) Lipopolisakkarit (LPS) veya Salin (SF) Enjekte
Edilen Siganlardan Dogan Yavrulara Postnatal 60. Giinde LPS veya Salin Enjekte
Edilmesinin Kalp Dokusunda CAT Uzerine Etkisi.

Sekil 4.12° de incelenen oksidatif stres parametrelerinden CAT enzimi LPS+SF
grubunda SF+SF grubundan yiiksek bulunup, istatiksel olarak anlamli bulunmustur
(p=0,036).
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5. TARTISMA

Bu arastirma ile prenatal donemde 50 pg/kg dozunda LPS enjekte edilen
sicanlardan dogan yavrularin postnatal canli agirliklart diismiis oldugu belirlenmistir.
Wang ve ark. farelere gebeligin 13-17. giinleri arasinda her giin LPS enjekte etmisler (50
ug/kg) ve fetal agirligin erkek ve disi siganlarda diistiigiinii tespit etmislerdir (15). Hodyl
ve ark. siganlara gebeligin 16, 18 ve 20. giinlerinde 200pg/kg dozunda LPS enjekte etmis
ve gebeligin 20. giiniindeki fetal agihigin ve dogum agirhiginin distigini
gozlemlemislerdir (erkek ve disi belirtilmemis) (82). Bernardi ve ark. , siganlara gebeligin
21. giintinde LPS enjekte etmisler (250 pg/kg) ve postnatal 2. giinde erkek yavrularda
canli agirligin distiigiinii belirlemislerdir (20). Bu ¢alismalar1 inceledigimizde genel
olarak prenatal LPS enjeksiyonlarinin yavrularin canli agirliklarini  disiirdigi
belirlenmistir. Golan ve ark (2005) fareler lizerine yaptigi calismada, prenatal 17. giinde
0.12 pg/g dozunda LPS enjeksiyonun yeni dogan yavrunun ilk aylarinda agirlik iizerine
etkili olmadigimi saptamustir (31). Ote yandan, Gao ve ark. prenatal LPS enjeksiyonlarmin
canli agirhigi artirdigimi bulmuslardir (45). Fakat Gao ve ark.’nin ¢alismasinda LPS
mevcut tez calismasi (50 pg/kg) ve diger calismalara gore cok yiiksek dozda verilmistir.
Farkli dozda LPS’nin farkli immun mekanizmalar tetiklemis olabilecegi diisiiniilebilir

(83). Ayrica, gebeligin donemi de LPS’lere verilen yanit1 etkileyebilecektir (84).

Bu arastirma ile postnatal LPS karaciger agirligini ve karaciger indeksini
yiikseltmis oldugu saptanmistir. Cani ve ark. fareler iizerinde yaptiklar1 ¢alismada LPS
uygulamasinin 24 saat sonra beden agirligmma gore karaciger agirligimi artirdigim
saptamiglardir (85). Jepson ve ark. yaptigi ¢alismada siganlara verilen LPS ilk 24 saatte
karaciger protein / viicut agirhi@r orani artirmistir (87). Yine benzer sekilde LPS
enjeksiyonlarinin diger bazi organlarin agirliklarini da artirdiklart tespit edilmistir.
Nitekim Chen ve ark. 10000 pg/kg dozunda LPS uyguladiginda farelerde bobrek
indeksinin (bobrek agirligy/ beden agirligi) arttigini belirlemislerdir (88). Khodir ve ark.
(2015) da 10000 pg/kg dozunda LPS verilen siganlarda 24 saat iginde kalp indeksinin
(kalp/ beden agirligi) arttigini belirlemislerdir (89).

Bu calisma ile hematokrit degerin, postnatal donemde yapilan LPS (SF+LPS
grubu) enjeksiyonundan 4 saat sonra alinan kan 6rneklerinde kontrol grubuna degisiklik
gostermedigi belirlenmistir. Kao ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada ise 10000 pg/kg dozunda

LPS enjekte etmisler ve enjeksiyon sonras1 0.5, 1, 2, 3, 4, 5 ve 6. saatlerde kan 6rnekleri
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almiglardir. Enjeksiyondan sonraki ilk 1 saat i¢cinde hematokrit deger diismiis fakat daha
sonra normal diizeye gelmistir (90). Mevcut ¢alismadaki veriler (SF+LPS grubu) bu
acidan ele alindiginda, postnatal LPS sonrasinda 4. saatte alinan kan Orneklerinde,
hematokrit degerinin yiikselmeyi miiteakip normal diizeye indigi degerlendirilmistir. Ote
yandan, prenatal donemde maternal olarak enjekte edilen LPS (LPS+SF grubu)
hematokrit degerini artirmisken hem prenatal hem de postnatal LPS enjekte edilen grupta
(LPS+LPS grubu) hematokrit degerinin kontrol grubuyla benzer bulunmasi; prenatal bir
programlama bulundugu ve bu etkinin ikinci LPS enjeksiyonuyla maskelendigini

distindiirmektedir.

Bu aragtirmada, LPS ile prenatal ve/veya postnatal immun uyarilmalarin nétrofil
% oranim yiikselttigi ve lenfosit % oranini diislirdiigii belirlenmistir. Benzer sekilde,
Hodyl ve ark. prenatal (gebeligin 16. 18. ve 20. giinlerinde) LPS uygulamasinin ardindan
postnatal 50. giinde LPS enjeksiyonunun 4 saat sonra lenfosit sayisini anlamli derecede
diisiirdiigiinii tespit etmisler fakat nétrofil sayisinin ise degismedigini belirlemislerdir
(82). Ote yandan Doursout ve ark. erkek sicanlara 35000 pg/kg LPS enjekte ettikten 6
saat sonra notrofil sayisi en yiiksek diizeyde bulunmustur (91). Mevcut ¢alismada da, hem
akut donemde hem de uzun vadede, LPS enjeksiyonlarinin nétrofil sayisint veya %
oranini artirdig1 belirlenmistir. Bu agidan yaklasildiginda, prenatal donemde yapilan bir
LPS enjeksiyonun, postnatal 60. giinde nétrofil sayisini ylikseltmis olmasi (LPS+SF
grubunda) prenatal bir programlamanin oldugunu diisiindiirmektedir. Zager ve ark. da
fareler {izerinde yaptiklar1 ¢alismada prenatal 17. giinde LPS enjekte etmis ve postnatal
70. giinde noétrofil aktivitelerinin degismedigini belirlemis ve ndtrofil aracili dogal
bagisikliga etki etmedigi sonucuna varmiglardir (92). Buna karsin, mevcut tez
calismasinda, prenatal donemde yapilan tek LPS enjeksiyonu dogan yavrunun kanindaki
savunma hiicrelerinin sayisini ve oranini postnatal 60.giine kadar kalici olarak
programlanmis goziikmektedir. Bu baglamda, nétrofil yilizde orani iki kat daha yiiksekken
lenfosit ylizde orani 1/3 oraninda diismiistiir. Dadelszen ve Luo’ nun bildirildigine gore
neonatal ve maternal notrofil yasam siiresinin, gebe olmayanlara gore ylikseldigi ve
bunun nétrofil apoptozunun gecikmesiyle iliskili oldugu bildirilmistir (93, 94). Mevcut
calismada da ndtrofil sayisinin artmis olmasi, notrofil apoptozunun LPS enjeksiyonuyla
geciktirilmis olabilecegini diisiindiirmektedir. Nitekim LPS ile maruziyetin notrofil

apoptozunu geciktirdigi ve notrofil sayisimi artirdig@i belirlenmistir (95, 96). Prenatal
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donemde yapilan LPS enjeksiyonun apoptoz mekanizmasi iizerine etkilerinin ayrica

incelenmesi 6nemli goziikkmektedir.

Mevcut tez ¢alismasinda, kortikosteron diizeyi LPS veya salin grubunda hem
prenatal hem de postnatal donemde farkli bulunmamaistir. Hodly ve ark. de prenatal 20.
giinde 200 pg/kg dozunda LPS enjeksiyonu fetal kortikosteron diizeyini artirmistir (82) .
Williams ve ark. fareler lizerine yaptiklar1 ¢alismada prenatal LPS nin yavrularin serum
kortikosteron seviyesini etkilemedigini bulmuslardir (28). Enayati ve ark. prenatal 15, 16
ve 17. giinlerde 50, 300, 500 pg/kg dozunda farelere LPS enjeksiyonu yapilmistir. Yiiksek
doz uygulananlarda postnatal 40. ve 80. gilinlerde kortikosteron seviyesi yiiksek
bulunmustur. Diisiik dozda yapilan LPS kortikosteron seviyesi iizerine etki etmemistir
(36). Dolayistyla yukaridaki arastirma, mevcut tez ¢alismasinda enjekte edilen 50 pg/kg

LPS dozunun etki etmemesi ile benzerlik gostermektedir.

Bu aragtirmada postnatal LPS enjeksiyonundan 4 saat sonrast TNF-alfa ve IL-
lbeta diizeyt yliksek bulunmustur. Prenatal LPS enjeksiyondan 60 giin sonra
degerlendirilen TNF- a ve IL-1 B diizeyini etkilememistir. Kao ve ark. ratlar {izerine
yaptiklar1 ¢aligmada 100 ug/kg dozunda LPS enjeksiyonunun 3 saat sonra TNF- a ve IL-
1B diizeyinin artigina sebep oldugunu bulmuslardir (90). Hodyl ve ark. sicanlar iizerine
yaptiklar1 ¢alismada prenatal 200 ug/kg dozunda LPS ve postnatal 50. giinde 50 pg/kg
dozunda LPS enjeksiyonundan 4 saat sonra TNF- a ve IL-1B diizeyininin yiikseltigini
saptamislardir (82). Solati ve ark. yaptiklari calismada prenatal 10. giinde 1, 5 ve 10 pg/kg
dozunda uygulanan LPS postnatal 21. giinde erkek farelerde TNF- o ve IL-1f diizeyinde
herhangi bir degisiklige sebep olmamistir (26). Calismamizda kullanilan LPS dozu,
literatlirde de yaygin olarak kullanilan ve immun yaniti uyaran bir dozdur (15, 27, 36, 35,
97). Nitekim ikinci LPS enjeksiyonundan sonra TNF-alfa ve IL-1beta diizeylerinin 4 saat
sonra yiiksek tespit edilmis olmast bunun kamtidir. Ote yandan, Hodyl ve ark.’nmn
prenatal donemde kullandigi LPS dozu mevcut ¢alismadakinden daha yiiksektir (82).
Solati ve ark.’nin prenatal déonemde kullandig1 doz ise mevcut ¢alismadankinden dahi
distiktiir (26). Bu nedenle prenatal donemde uygulanan dozun 200 pg/kg’dan diisiik
olmast durumunda, postnatal sitokin yaniti artisinin  olusmama olasiligindan
bahsedilebilir. Nitekim Lasala ve ark. prenatal 18. giinde 500 pg/kg dozunda LPS veya
salin enjekte etmislerdir ve bu siganlardan dogan yavrulara 21. glinde LPS veya salin
enjekte ettikten 2 saat sonra kanlari1 alinmistir. Yavrularda prenatal salin sonrasi, postnatal

LPS enejekte edilen grupta TNF- o ve IL-1p seviyesi anlamli derecede yiiksek bulunmus
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olmasi doz-bagimli hipotezi destekler goriinmektedir (50). Bununla beraber, Solati ve
ark. prenatal 20. giinde 30, 60, 120, 240, 480 pg/kg dozlarinda enjekte edilen LPS,
postnatal 60. ve 70. giinlerde erkek farelerde TNF- o ve IL-1B diizeyinde herhangi bir
degisime sebep olmadigini belirlemislerdir. Fakat s6z konusu ¢alismada kan 6rnekleri

g0ziin retro-orbital ven pleksusundan alinmistir (98).

Bu c¢alisma ile kalp, bobrek ve karaciger dokusunda incelenen oksidatif stres
parametreleri yalnizca kalp dokusunda farklilik gostermistir. Kalp dokusunda da lipit
peroksidasyonu (MDA) ve GSH degisiklik gostermemistir. Postnatal LPS Kkalp
dokusunda SOD degerini yiikseltmisken, prenatal LPS ve sonrasinda postnatal LPS
uygulanmasi ise SOD degerini diistirmiistiir. CAT degerleri de prenatal LPS enjekte

edilen grupta, kontrol grubuna gore daha yiiksek bulunmustur.

Kalp dokusunda LPS enjeksiyonuna bagli olarak oksidatif stresi inceleyen bazi
calismalar bulunmaktadir. Ornegin, Tamion ve ark. sicanlarin kalp dokusunda oksidatif
parametreleri inceledikleri ¢alismada 50000 ug/kg dozunda LPS uygulamasinin 2 saat
sonrasit GSH seviyesinin etkilenmedigini bulmuslardir (99). Sebai ve ark. ise sicanlarin
kalp dokusunda oksidatif parametreleri inceledikleri calismada 8000 pg/kg dozunda LPS
uygulanmasindan 24 saat sonra MDA seviyesinde artis saptanirken, SOD ve CAT gibi
parametrelerin distiigiinii saptamislardir (100). Ben-Shaul ve ark. siganlarin kalp
dokusunda oksidatif parametreleri inceledikleri ¢alismada 20000 pg/kg dozunda LPS
uygulamasindan 24 saat sonra MDA, SOD ve CAT seviyesinde artig saptarken GSH-Px
seviyesinde herhangi bir degisiklik saptamamiglardir (101). Her ii¢ calismada da
kullanilan LPS dozu, mevcut ¢aligmadakinden (50 pg/kg) cok daha yiiksektir. Recknagel
ve ark. ise 1000 ug/kg, 30000 ug/kg LPS dozunun karacigerde oxidatif parametreler
tizerine doz diizeyinin etkili oldugunu saptamislardir (102). Nitekim yiiksek dozda LPS
kullanilarak yapilan ¢aligmalarda bobrekler ve karaciger iizerinde de 24 saat icerisinde
oksidatif parametrelerde degisiklikler olusmustur. Siganlara 8000 nug/ kg dozunda LPS
uygulamast karaciger ve bobrek dokusularin MDA degerini yiikseltirken, CAT
aktivitesini ise diistirmistiir (103, 104). LPS’nin 500 pg/kg dozunda kullanilmasi
karaciger dokusunda SOD ve GSH-Px degerini diisiirmiis, CAT degerini ise yiikseltmis
fakat GSH degerini degistirmemistir (105).

Ote yandan literatiir incelendeginde, prenatal LPS enjeksiyonun postnatal

oksidatif stres parametreleri tizerine etkisine iligkin herhangi bir kaynaga rastlanmamagtir.
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Ayrica, prenatal donemde LPS enjeksiyonunu takiben postnatal LPS enjeksiyonuna
verilecek oksidatif-antioksidatif yanit da incelenmemistir. Bu agidan yaklasildiginda
mevcut tez ¢aligmasi bir ilk olup; elde edilen bulgular 6zellikle kalp dokusu SOD ve CAT
diizeyleri i¢in prenatal-postnatal etkilesimin s6z konusu olabilecegini gostermektedir.
Boyle bir etkilesimin 6nemli pratik sonuglari olabileceginden, konuyla ilgili yeni
calismalarin farkli dozlar1 ve hayati dokulari ele alarak yapilmasi gerektigi sonucuna

varilabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonuclar,

Sigcanlarda bakteriyel enfeksiyonlarin prenatal-postnatal etkilesimini inceleyen

mevcut tez ¢alismasinda asagidaki sonuglara varilmistir:

o Prenatal bakteriyel enfeksiyon, yavrularin canli agirliklarimi diisiirmiis,
noétrofillerin % oranim yiikseltmis ve lenfositlerin % oranini diigtirmiistiir
ve bu nedenle prenatal bir programlamanin olusmustugu diistintiilmdistiir;

o Postnatal bakteriyel enfeksiyon, karaciger agirligini, karaciger indeksini
ve TNF-alfa ile IL-1beta diizeylerini yiikseltmistir;

o Prenatal donemde bakteriyel enfeksiyon geciren sican yavrularinin
postnatal donemde tekrar enfeksiyona maruz kalmasi kortikosteron
diizeyini etkilemezken kalp dokusunda SOD diizeyini diisiirmiistiir.

o Bir diger ifadeyle bakteriyel enfeksiyonlar prenatal donemde olusurlarsa
postnatal 60. giinde immiinolojik savunma hiicrelerini etkilerken,
sitokinler ve HPG aksinda degisiklige yol agmamustir. Postnatal bakteriyel
enfeksiyonlar ise kisa vadede (4 saat icinde) karaciger agirhigr ile

sitokinleri artirmistir.

Oneriler;

Mevcut calisma, prenatal bakteriyel enfeksiyonlarin uzun vadede postnatal
hayati parametreleri etkileyebilecegini (canli agirlik, savunma hiicreleri) ve prenatal
donemdeki bakteriyel enfeksiyonlarin postnatal donemde olusan bakteriyel

enfeksiyonlarla yaniti modifiye edebilecegini gosterdiginden,

o Prenatal ve postnatal donemlerde ve farkli giinlerde yapilmasi,
o Farkli dozlar1 igeren yeni ¢aligmalar yapilmasi,

o Canli agirlik degisimlerinin detayli (haftalik) incelenmesi, dnerilebilir.
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Arastirraa Protokol no.su 1 2011/A-65
Deneyde Kujlamiiacak Hayvanmn Tirit :Rat
. Deneyde Kuilaniiscak Hayvanm Soyu : Wistar aibino
Densyde Kuilanilacak Hayvanin Cinsiyeti :KE  Xp [JFarketmez
Deneyds Xu'lanilacak Hayvanm Sayis: : 15 adet adet digi Wistar-Albino sicamn 40

- adet e2kek vavrusu
Deneyde Kuilamiacak H. yvamn Yag: ve Aguh : Eriskin disiler ve erkek yavruian

Tup Fakiiltesi Ogretim Uyelerinden Prof, Dr. Sedet VILDIZ'1n viritiictisd oldugu “Feial
‘¢ pubertal dinemde endotoksin uygelanan erkek siganiarda eaffamatuvar ve oksidatif
=rametrelerin incelerwmes?” isimli 2011/A-56 Proickol no.iu calismanin dosyas: incelendi,

Ad1 gegen arastirmanin; arastitaa protokoliine tamamen uyulmak, Indni Universitesi Tip
Fakiiesi Deney Havvaniarni Etik Kurul Yonergesi’nde belirtilen hususiar yerine getiriimek ve
sorwaluluk araghriciiara ait olmak {izere gehsmanm yapiimasinda herhangi bir etik sakunca
bulunmadifina oy birligi ile karar verildi.

J
i T
S & ‘W Wwﬁ )
N -
Prof.Dr.Yust:{ TORKOZ Y Doc.Dr. Abdursahman KARAMAN  Yrd.Doc.Dr. Mustafa KARAKAPLAN
Bagkan Baskan Yard. Uye
. r s b asibvady
" N dagl

] o
Prof.Dr. Ahmet XIZILAY  ProfDr. Selim DOGANAY
; ‘ Uye
ardwnal)

Salih AVCI
Sivil Uye -

L’-a.}.,‘\m‘wmh
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1.C.
@ INONU UNIVERSITES
Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlar: Etik Kurulu Bagkanhg

Say1 :B.30.2.IN1U.0.20.05.05/ 1 F

Konu : 2011/A-66 nolu ¢alisma - MALATYA
04/08/2014

Sayin: Prof. Dr. Sedat YILDIZ
Fizyoloji AD

2011-/A-66 protokol nolu “Fetal ve pubertal dénemde endotoksin uygulanan erkek
siganlarda enflamatuvar ve oksidatif parametrelerin incelenmesi” Isimli projenizde yeterince
erkek yavru sigan bulunamadigindan dolayr ¢alismanin disi siganlar {izerinde yapilmasi ve
bashiginm “Fetal ve pubertal dinemde endotoksin maruziyetinin disi sianlarda enflamatuvar
ve oksidatif parametreler iizerine etkisi” geklinde degistirilmesi Deney Hayvanlari Etik Kurul
Bagkanligi tarafinca uygun goriilmiistiir.

Geregini bilgilerinize arz ederim.

\g\\~
NG }
Dog. Dr. M\An ALADAG
Deney Hayvanlari" tik Kurul Bagkani

[

inond Universitesi Merkez Kampiisi 44280 MALATYA Bilgi igin:
Telefon: (0 422) 341 00 45 Faks: (0 422) 341 00 36
e-posta: tip@inonu.edu.tr Elektronik Ag : http://cms.inonu.edu.tr/tr/tip



