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OZET

Bu tez c¢alismasinda, neonatal donemde bakteriyel endotoksin
lipopolisakkarit (LPS) uygulanan si¢anlarda iiremenin uzun vadeli programlanmasi
incelenmistir. Ayrica, LPS’nin etkisine aracilik eden nitrik oksit (NOS) inhibitorii
(L-NAME) ve kaspaz-1 inhibitorii (Q-Vd-OPh), neonatal donemde LPS ile birlikte
kullanilarak bu aracilarin rollerinin ortaya konmasi hedeflenmistir. Bu amagla,
postnatal 7. giinde disi sigan yavrularia salin, LPS (50 pg/kg), LPS (50 pg/kg)+ L-
NAME (40 mg/kg) veya LPS (50 nug/kg)t+ Q-Vd-OPh (1 mg/kg) enjeksiyonu
yapilmis; prepubertal donemde (postnatal 30. giin) de salin veya ikinci LPS
enjeksiyonu (50 pg/kg) yapilarak olusturulan stresin puberteye erisme (vajinal
acilma), Ostrus sikluslarinin diizeni (simir testi), sitokin tiretimi (IL-1B, TNF-a),
ovaryumda folikiiler gelisme ve E. coli’ye spesifik anti-LPS antikorlarinin iiretimi
tizerine etkileri belirlenmistir. Ortalama olarak postnatal 75. giinde prodstrus fazinda
eter anestezisi yapilan siganlarin sag ovaryumlar1 ve kan numuneleri alinarak deney
sonlandirilmistir.

Puberte, iki defa LPS uygulanan grupta gecikmis fakat NOS ve interlokin
(IL)-1B inhibitorleri pubertenin gecikmesini engellemistir. LPS enjeksiyonlari
primordiyal folikiil rezervini azaltmig, NOS inhibitorii bu azalmay1 6nlerken, IL-1f3
inhibitériiniin bu azalmaya kars1 koruyucu bir rolii belirlenememistir. iki defa LPS
enjeksiyonu yapilan tiim gruplarda LPS’ye kars1 spesifik antikor yanit1 gézlenmistir.
Serum NO konsantrasyonlar1 tiim gruplarda benzer bulunmustur. Serum IL-1J,
timor nekrozis faktor- alfa (TNF-a) konsantrasyonlar1 ise tespit edilebilir diizeyin
altinda bulunmustur.

Sonugta, LPS uygulamalarinin (1) puberteyi geciktirdigi, ovaryumdaki
primordiyal folikiil sayisini azalttifi ve kanda anti-LPS antikorlarini artirdigi tespit
edilerek iiremeyi uzun vadede programladigi ve (2) bu programlamada NO ve IL-

1B’nin 6nemli rollerinin bulundugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Neonatal LPS, Puberte, Ovaryum fonksiyonu, Kaspaz-1
inhibitorii, L-NAME
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ABSTRACT

NEONATAL LPS ADMINISTRATION AND LONG-TERM
PROGRAMMING OF REPRODUCTION: THE ROLE OF NOS AND
CASPASE-1 INHIBITIONS

In this thesis, long-term programming effect of neonatally injected bacterial
endotoxin lipopolysaccharide (LPS) on reproduction was assessed in female rats.
Additionally, in order to estabilish the roles of mediators of LPS action, inhibitors of
NOS (L-NAME) and caspase-1 inhibitor (Q-Vd-OPh) were injected together with
LPS. For that purpose, on postnatal day 7, female pups were injected once with either
saline (control), LPS(50ug/kg), LPS(50ug/kg)+ L-NAME (40mg/kg) or
LPS(50pg/kg)+ Q-Vd-OPh (1mg/kg). On postnatal day 30, these rats were either
injected with saline or LPS (50 pg/kg) to observe effects of prepubertal stress on
timing of puberty (as vaginal opening), estrus cyclicity (by smear test), cytokine
production (e.g. IL-1p and TNF-a), folliculogenesis and on Escherichia coli spesific
anti-LPS antibody levels. Approximately on day 75, right ovary and blood samples
were taken under terminal anaesthesia and the experiment was ended.

Puberty was delayed in rats receiving double LPS injections but was not
affected in those which also received NOS and IL-1f inhibitors. Although LPS
injections reduced the size of primordial follicular pool, NOS inhibitor, but not IL-1
intibitor, prevented this reduction. Groups receiving both LPS injections had higher
anti-LPS spesific antibody response. Serum NO levels were found to be similar
among all groups. Serum IL-1B and TNF-a concentrations were found to be
undetectably low.

In conclusion, it has been found out (1) that LPS injections programms
reproduction by delaying puberty, by reducing the number of primordial follicles in
the ovary and by increasing the level of anti-LPS spesific antibodies in the blood and

(2) that NO and IL-1 B plays a crucial role in this programming.

Key Words: Neonatal LPS, Puberty, Ovarian function, Caspase-1 inhibitior, L-
NAME
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi
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cGMP
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NI
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KI
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mPOA
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: Lipopolisakkarit

: Lipopolisakkarit baglayan protein
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: Myeloid differentiation factor-2
: Cluster of differantiation-14

: Niiklear faktor kappa beta

: Timor nekrozis faktor alfa

: Interlokin

: Prostaglandin

: Interlokin-1 konvertaz enzim

: Platelet aktive edici faktor

: Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
: Noronal nitrik oksit sentaz

: Endotelyal nitrik oksit sentaz
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: Siklik guanozin monofosfat

: N-nitro-L-arginin metil ester

: Nitrik oksit inhibitorii

: Quinoline-Val-Asp(Ome)-CH2-O-phenoxy
: Kaspaz-1 inhibitori
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1. GIRIS

Insan viicudunun yaklagik 2 m?si deri ile 300 m”*’si mukozal yiizey ile
kaplidir. Deri ve mukozal ylizeylerde yasayan bakteri sayist insanin kendi
hiicrelerinden daha fazladir (1). Insanin kendi hiicreleriyle mikroorganizmalar
arasinda kurulan iliskiler insan1 mikroorganizmalara bagimli hale getirmistir ve bu

iligkiyi bozan faktorler dogrudan canlinin yasamini tehdit etmektedir (2).

Immiin sistem, dogumdan sonra lipopolisakkarit (LPS, gram negatif bakteri
duvar), lipoteikoikasit (gram pozitif bakteri duvar1) gibi molekiiler yapilarin biiyiik
cogunlugunu tanir. Bu yapilar immiin hiicrelerde c¢esitli mekanizmalarin aktive

olmasinda ve proinflamatuvar sitokinlerin gelismesinde anahtar rol oynamaktadir (3).

Hayatin ilk bir ayindaki sistemik, semptomatik bakteriyel, viral ve fungal
enfeksiyonlar neonatal sepsis olarak adlandirilir. Neonatal sepsisten sorumlu
bakteriler iilkeden iilkeye degisiklik gdsterebilmektedir. Giiniimiizde en sik goriilen
ve en siddetli sepsise neden olan E.coli erken baslayan sepsislerin yaklasik % 60-

80’inden sorumludur (4).

Sepsisi tetikleyen molekiillerin basinda gelen gram negatif bakteri LPS’si
deneysel sepsis modelinde en ¢ok kullanilan molekiildiir (5). LPS, proinlamatuvar ve
antiinflamatuvar mediyatorler ile birlikte hiicresel ve humoral immiin yanit1 aktive
eder. Ayrica kompleman sistemi, akut faz proteinleri ve monosit, makrofaj, nétrofil
ve dogal Oldiiriicii hiicrelerden olusan bagisiklik sistemini harekete gegcirir. Bu
bagisiklik sisteminin kontrolsiiz aktivasyonu, asir1 inflamatuvar yanit araciligi ile
doku hasarina neden olabilir. Neonatal sepsisinde TNF-a salinan ilk proinflamatuvar
sitokin olup bunu IL-1f ve diger sitokinler takip ederek inflamasyonun

ilerlemesinden sorumlu olurlar (4).

Literatiirde sicanlarin neonatal donemde E. coli bakterisi ya da LPS ile
olusturulan immiin aktivasyonun, yetigkinlikte stres aktivitesi artisina, davranig

bozukluguna, immiin fonksiyon degisikligine, norolojik hastaliklara yatkinliga,



yiyecek aliminda azalmaya ve viicut agirlik kaybina neden oldugu bildirilmektedir
(6, 7, 8). Ayrica neonatal LPS uygulamasi sonucunda plazma kortikosteron
seviyesinin arttifi ve yetiskinlikte hipotalamus-hipofiz adrenal (HPA) aksi
aktivitesinin arttigina dair bulgular vardir (9, 10). HPA aksi aktivitesindeki bu artigin,
disi sicanlarda gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) pulsu frekansini baskiladigi

ve Ostrus siklusu diizenini bozdugu gorilmiistiir (7, 8, 9

LPS uygulamasina bagli olarak iiretilen proinflamatuvar sitokinlerin {ireme
aksint baskilamada merkezi rollerinin oldugu gorilmustir (11, 12, 13). IL-1B
dontstiiriicii enzim (ICE) olarak tanimlanan kaspaz-1 inflamasyonda ve hiicre
Oliimiinde 6nemli bir rol oynar. Kaspaz-1 ayrica IL-1B’nin uyardigrt TNF-a ve IL-
6’nin iiretimini dolayli olarak etkiler. Kaspaz-1 inhibisyonu IL-1B’nin ve diger
proinflamatuvar sitokinlerin iiretimini zayiflatir (14). Literatiirde neonatal LPS
uygulamasiyla gelisen hafiza bozuklugunu, kaspaz-1 inhibitoriinlin tamamen

onledigini gosteren caligmalar vardir (15).

LPS uygulamasina yanit olarak gelisen oksidatif hasara katkida bulunan diger
bir mediyatér ise NO’dur. IL-1B, TNF-q, interferonlar ve bakteri LPS’leri gibi
inflamatuvar mediyatorlerin varlifinda makrofaj ve mikroglia hiicrelerinde
indiiklenebilir NOS (iNOS) enzimi ile iiretilen NO, 6grenme ve bellek, yeme-igme
davranigi, madde bagimlili§i ve ndrotransmiterlerin salinimi-geri alimi gibi bir¢ok
beyin iglevinde rol alir (16, 17, 18). NO olusumu bazi nitrik oksit sentetaz (NOS)
inhibitdrleriyle engellenebilir. Non-selektif bir NOS inhibitorii olan N-nitro-L-arjinin
metil ester (L-NAME) hem iNOS hem de ndéronal NOS (nNOS) inhibitorii olarak
islev goriir (19). Yapilan ¢alismalar NO’nun pediatrik sepsiste dnemli bir mediyator
oldugunu ve inflamasyonun derecesi ile korelasyon gosterdigini ortaya koymustur.
(4). Ayrica erigkin disi siganlarda LPS uygulamasindan sonra iNOS aktivitesinin
arttig1 ve hipotalamik GnRH igeriginin azaldig1 goriilmiistiir (20).

Tiim bu literatlir bilgileri goz oniine alindiinda, siganlarda neonatal LPS
uygulamasinin liremeyi programlayabildigi ve bu programlamada NO’nun ve IL-

1B’ nin 6nemli aracilar olabilecegi gozilkmektedir.



Bu ¢alismada endokrin ve immiinoloji arasindaki kritik iliski {izerinden yola
¢ikarak NOS inhibitérii L-NAME ve yeni nesil kaspaz-1 inhibitorii quinoline-Val-
Asp(Ome)-CH2-O-phenoxy  (Q-Vd-OPh)’nin, LPS’nin  yikict  etkilerini
tyilestirmedeki rolleri arastirllmistir. Elde edilen bulgularla neonatal LPS’nin

nororeprodiiktif, néroendokrin, immiinolojik yanitlar iizerindeki etkileri tartigilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Folikiilogenez

Folikiilogenezis, folikiiliin primordiyal fazdan baslayarak morfolojik olarak
belirlenen primer, preantral ve antral fazlar1 gegerek Graaf veya preovulatuar folikiil
faztyla sonuglanmasidir. Ovulasyondan sonra folikiil korpus luteuma dontsiir.
Folikiilogenezis sirasinda oositler biiyiirken graniiloza hiicreleri de cogalir ve
farklilagir. Oositin biiylimesiyle beraber tek katli yassi goriinlimdeki graniiloza
hiicreleri de kiibik bir sekil alacak bigimde farklilasir ve primer folikiilii olusturur.
Graniiloza hiicreleri oosit maturasyonu icin gerekli cesitli biiylime faktorlerini
salgilamaya baglarlar. Ayn1 zamanda folikiil c¢evresindeki bag dokusu da
farklilagarak teka tabakasi adini alir (21). Grantiloza hiicrelerinin ¢ogalmasi, folikiiler
bazal membranin i¢inde cok katli graniiloza hiicreleri tarafindan ¢evrelenmis
preantral folikiilleri olusturur. Gonadotropinler ve FSH’nin etkisi ile folikiillerin
bliylime hizi artar ve graniiloza hiicreleri arasinda bosluklarin sekillendigi antral

folikiillerin olusumu gerceklesir (21).

2.2. Sicanlarda Ovaryan Aktivite ve Pubertenin Baslamasi

Sicanlardaki ovaryan gelisim insanlardakine benzer ancak zamanlama
farklidir. Primordiyal germ hiicreleri ileri embriyonik gelisimde oogonya olusturmak
lizere gonadlara go¢ eder. Dogumda, sican ovaryumu kordonlardan ve
oogonyalardan olusur. Primordiyal folikiiller dogumdan sonra, {igiincii gilinlin
sonunda olusumlarimi tamamlarlar (22). Iyi gelismis preantral folikiiller yedinci
giinde gozlenir. ilk folikiil dalgasinin antral folikiile kadar gelisimi ii¢ haftay1 bulur
(22). Ovaryan hiicre apoptozisi ancak 18. giinde olusur (22). Bu dénemde erken
antral folikiiller de gozlenir. Antral folikiil olustugunda, folikiiliin ¢ap1 yaklasik 200-
400 pm’ye kadar ulasir. Grantiloza hiicre sayilarinin oldukga arttigi ve oositin tam

olarak gelistigi durumda, sivi dolu bosluk (antrum) goézlenir ve genislemeye baslar.



Antral asamada c¢ogu folikiil atreziye ugrar, ¢ok az1 ise gonadotropinlerin uyarimi ile
(puberteyle birlikte) preovulatuar asamaya ulasir. Preovulatuar gonadotropin
salimimina cevap olarak her siklusta dominant Graaf folikiilleri fertilize olabilecek
olgun oositi disar1 atar. Kalan teka ve graniiloza hiicreleri, korpus lutemu olusturmak
iizere degisiklige ugrar (22).

Puberte ya da ilk Ostrus 34. giin civarinda meydana gelir. 10-12. aylara kadar
diizenli devam eden Ostrus siklusu daha sonra uzayan ve diizensiz sikluslar seklinde
devam eder. 12-15. aylarin sonunda sicanlar kalici siklusa girerler ve bunu kalici
diostrus ve ardindan andstrus takip eder. Folikiil gelisimi 25 pm’den (primordiyal
folikiil) 500-800 um (preovulatuar folikiil) capa kadar, 60 giinden fazla bir siirede
ulagir (yaklasik 15 6strus siklusu). Primordiyal folikiiliin preantral folikiile gelisim
asamasi 30 giinden uzun olabilir. Preantral agamadan ovulasyona kadar olan gelisim
stiresi 28+2-3 giin olabilir (22). Bu durumda erken folikiil gelisimi, insanlardakine

benzer sekilde sicanlarda da olduk¢a uzundur (22).
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Sekil 2.1. Fetal ve neonatal donemde insan ve sicanlarda folikiiler gelisim (22).



2.2.1. Ostrus Siklusu

Sicanlarda 6strus siklusu, prodstrus (P), dstrus (O), metdstrus (M) ve didstrus
(D) olmak {iizere baslica 4 fazdan olusur. Prodstrus fazi yaklasik 12 saat, Ostrus fazi
12-24 saat, metoOstrus fazi 6-8 saat, didstrus fazi ise 52-60 saat siirer (23, 24).

Siklusun diizenliligi, aydinlik-karanlik siklusunun kontrolii altindadir (25).

Proostrus
11%

Ostrus
23%

Diostrus
58%

Metostrus
8%

Sekil 2.2. Ostrus siklusu sathalarinin dagilimi

Ostrus siklusu calismalar1 ilk olarak 1917°de Stockard ve Papanicolou
tarafindan baglamis olup gilinlimiize kadar devam etmektedir (26). Vajina epiteli
Ostrus siklusu boyunca en fazla degisiklige ugrayan yapi oldugundan, Ostrus
asamalarii belirlemede vajinal simir yontemi kullanilir (24). Bu yontem vajinal
duvardan siirlintii alinmasi1 ya da vajinal yikama sonucu elde edilen preparatlarin
mikroskopta incelenerek her bir fazin hiicre tiplerinin histolojik olarak taninmasi ile
gerceklestirilir. Vajinal simirde gozlemlenen hiicre tipleri genel olarak epitel hiicre,
kornifiye hiicre ve 18kositler olarak smiflandirilabilir. Ostrus siklus asamalarinin

siniflandirilmasi Tablo 2.1°de belirtilen hiicre tiplerine gore yapilmistir.



Tablo 2.1. Vajinal simirdeki hiicre morfolojisine gore Ostrus siklus safthalarinin

siiflandirilmasi (27).

Hiicre Tipi *
. s . . . . Simir
Siklus Safthasi Lokositler Niikleuslu Epitel Kornifiye Epitel - -
Yogunlugu
Didstrus- +/++ + 0/+ ince
Prodstrus (DP) (Predominant) Iyi gelismis
R 0/+ -+
. T +
Prodstrus (P) Sik dejenere Iyi gelismis o Orta
Prodstrus- +/++ +H/+++
Ostrus (PE) 0 Iyi gelismis Orta
++/+++
« Iyi gelismis Ortadan
Ostrus (E) 0 0 Goreceli olarak siddetliye
kii¢iik hiicreler
++/+++
) Ostrustakinden Ortadan
Metbstrus (M) 0 0 daha genis, daha siddetliye
diiz ve kiimelenmis
A+
. /A Cogunlukla +/++ Ortadan
Distrus 1 (D1) diizensiz sekilli siddetliye
ve vakuollil
+
Dibstrus 2 (D2) + dan +++ ya Gogunlukla 0 Ince

diizensiz sekilli
ve vakuollii

*Hiicre yogunlugu: 0=yok, +=az, ++=orta yogunlukta, +++=siddetli.



Prodstrus fazinin ilerleyen saatlerinde prolaktin, LH ve FSH artis1 baslar.
Ostradiol seviyesi prodstrus fazinda pik yapar ve strus fazinda tekrar bazal seviyeye
ulasir (25). Bu hormonal etkilesimler sonucunda prodstrus ve Ostrus fazinda
ovaryumda folikiil gelisimi, Ostrus fazinin ortalarinda ovulasyon, metdstrus fazinda
korpus luteum olusumu gergeklesir. Didstrus fazi ise dinlenme fazidir (23, 28).

Prodstrus fazinda vajina epiteli dig, orta ve i¢ tabaka olmak iizere ii¢
tabakadan olusur. Dis tabaka, bir miktar mukus iceren piknotik niikleuslu
hiicrelerden olusur. Orta tabakada yer alan stratum graniilozum o6strus fazinda
stratum korneuma doniisiir. Uciincii tabaka ise stranum germinativum’dur ve
yaklasik yedi hiicre tabakasi kalinligindadir. Prodstrus siiresince dis tabaka liimene
dokiiliir ve simirde karakteristik niikleuslu hiicreler gozlenir. Ileri prodstrus ve dstrus
fazinda ise kornifiye hiicreler tabakadan ayrilir. Metostrusun baslamasi ile tiim
tabaka dokiiliir, simirde kornifiye hiicre miktar1 artar. Didstrusta niikleuslu hiicre
miktarinin  artmasi, dokiilme isleminin  sonlandigim1i  gosterir.  Stranum
germinativumun birkag stliperfisyal tabakasinda ise siddetli 16kosit infiltrasyonu
gozlenir. Didstrusun ilerleyen asamalarinda stranum germinativumda aktif gelisim
stireci baglarken proostrus ile birlikte stratum graniilozum yiizeyin altinda hiicre
tabakalarinda artis baslar ve siklus tamamlanir (24, 29). Ostrus siklusu boyunca
baslica steroid, ovaryum ve vajina epitelinde ortaya ¢ikan degisimler Sekil 2.3’te
sunulmustur.

Proostrus baslangicinda, vajinal sitolojide en baskin hiicre tipi intermediyer
hiicrelerdir, siiperfisyal ve parabazal hiicreler az sayidadir. Kornifiye epitel hiicreleri
ender olarak goriiliir. Siiperfisyal hiicreler, donemin sonunda baskin goriiniime
ulasacak olan kornifiye hiicrelerle yer degistirene kadar artar. Geg¢ prodstrusta
simirde karyopiknotik ve kornifiye hiicreler baskindir (30).

Ostrus baslangicinda simirde kornifiye olmus hiicreler artis gdsterir.
Lokositler bu donemde goriilebilir. Artan Ostrojen diizeyine karsi olusan cevap,
kornifiye hiicrelerin sayisinda artis bigiminde kendini gosterdiginden, bu dénemde
siiperfisyal hiicrelerin diger epitel hiicrelere oran1 saptanabilir. Ostrojenin etkisinde
intermediyer hiicreler prekornifikasyona ugrar; bu durumda siiperfisyal hiicre

karakteri, sitoplazmanin eozinofilik hale gelmesi ve niikleusun biiziismesi ile kendini



belli eder. Donemin ortalarinda, %75 oraninda ¢ekirdekli, %25 oraninda ise kornifiye
hiicre bulunur (31).

Metostrusta simirde bliylik diiz ¢ekirdekli hiicrelerin tekrar ortaya ¢ikisi
goriiliir. Ostrusta vajinal epitelin siiperfisyal tabakasinda kornifiye hiicreler
bulunurken, bunlarin dokiilmesi ile metdstrusta 16kositlerin yayilimi goriiliir. Tim
kornifiye hiicreler dokiildiik¢e, derin tabakalardan gelen epitel hiicreler goriiliir ve
polimorf niikleer 16kositler simirde fark edilir. Ovaryum steroidlerinin olusturdugu
etkinin hizla diismesi sonucunda simir tipik olarak atrofik hale gelir, epitel hiicre
poplilasyonu parabazal tipe doniisiir ve zeminde degisken miktarda mukus meydana

gelir (32, 33).
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2.3. Ureme Aksim Etkileyen Faktorler

Pubertal gelisim hipotalamik GnRH saliniminin  artmasiyla hipotalamik-
hipofizyal-gonadal aksin gelismesine baghdir (35). Ureme sisteminin hormonal
kontroliinde esas rolii olan GnRH, hipotalamusun arkuat nukleusundan pulsatil olarak
salgilanir ve 6n hipofizden LH, FSH sentezini uyarir. LH ve FSH, gonadlardan steroid
sentezi ve gametogenezi diizenleyerek iireme fonksiyonunda rol alir. Puberte zamani
beslenme, fotoperiyot, stres ve enfeksiyon gibi ¢ok sayida faktorden etkilenmektedir
(35). Proinflamatuvar sitokinler, prostaglandinler, agir hastaliklar ya da endotoksin
gibi ¢esitli uyaranlar immiin stres olusturarak iireme fonksiyonunu olumsuz yonde

etkilemektedir (36).

2.3.1. Beslenme ve Fotoperiyot

Iyi beslenen ve az sayida kardesi olan yavru siganlar puberteye daha erken
girerler. Bircok rodent tiirli iireme aktivitesinde besinsel sartlara bagli adaptasyon
gelistirir. Bu fizyolojik adaptasyonlar hayatta kalma ve neslin devami i¢in énemli bir
stratejidir (37). Sicanlarda uygulanan 1sik siiresinin Ostrus siklusu uzunlugu iizerine
dogrudan etkisi vardir. Aydinlik/karanlik siiresi 12:12 olan siganlarda Ostrus siiresi 4
giin iken, 16:8 saat olan hayvanlarda Ostrus siiresi 5 giindiir. Hayvanlar giin igerisinde
22 saat siireyle 151ga maruz birakildiklarinda ise Ostrus siklusunun diizensizlestigi ve

hayvanlarin iireyemedikleri goriilmiistiir (38).

2.3.2. Stres

HPA aksin 6nemli unsuru olan kortikotropin salgilatict hormon (CRF), GnRH
pulsunun baskilanmasinda ¢ok dnemli bir rol oynar (35). Peripubertal disi sicanlarin,
CRF reseptor antagonistinin icv uygulanmasi sonucunda puberteye erken ulastiklar
goriilmistlir (35). HPA aks1 aktivitesinin artist immiin aktivasyon, ndrolojik ve

endokrin fonksiyonlarda kalic1 degisiklige yol agar (39).
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2.3.3. Enfeksiyonlar

Bakteriyel enfeksiyonlar organizmanin immiin sisteminde giiclii bir yanita
neden olarak inflamatuvar stres olusturur. Immiinolojik uyaranlarin iireme
fonksiyonlarini etkileme yolu tam olarak anlagilamamis olup, endokrin, parakrin ve
ndronal sistemler yoluyla olabilecegi diisiiniilmektedir (40). Immiin sistemi uyarmada
en ¢ok kullanilan deneysel model olan LPS uygulamasi sonucunda en ¢ok saptanan iki
sitokin TNF-a ve IL-1B’dir (41). LPS’lerin neden oldugu immiinitede nétrofil ve
makrofajlar gibi klasik immiin hiicrelerin yaninda endometriyal ve ovaryum hiicreleri
de rol alarak dogrudan sitokin ve kemokin salmimini artirmaktadir (42). Inflamatuvar
ajanlar ovaryan siklusun bozulmasina yol agarak iiremeyi etkileyebilmektedir (43).
Ayrica Sheldon ve arkadaslari LPS’nin neden oldugu uterus inflamasyonunda
graniiloza hiicrelerinde LPS’nin 6zgiil reseptdrii olan toll-like reseptor-4 (TLR-4)
ekspresyonunun arttiin1 ve buna bagl olarak Ostradiol salinimini azaldigini tespit
etmisglerdir (42). Bakteriyel endotoksin olan LPS’nin periferal uygulanmasindan sonra

plazma kortikosteron degisimi Sekil 2.4’de gosterilmistir.
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Sekil 2.4. Periferal LPS enjeksiyonu sonrasi plazma kortikosteron degisimi (44).
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2.4. Lipopolisakkarit Antijeni

Bakteriyel endotoksin LPS, gram negatif bakterilerin hiicre duvarindan elde
edilen, hayvanlarda deneysel septik sok modellerinde kullanilan, glikolipid yapidaki
maddeler grubudur. Giinlimiizde yapis1 ve katildig1 biyolojik mekanizmalar ¢ok iyi
tanimlanmis olan LPS, gram negatif bakteri 6ldiigli veya boliindiigii sirada agiga
cikmaktadir (45). E. coli, Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa gibi bir¢ok gram-negatif bakteriden elde edilmesine ragmen
deneysel septik sok calismalar1 E. coli’den elde edilen LPS’ler iizerinde
yogunlagsmistir. Bu grupta 026:B6, O55:B5, O111:B4 gibi farkli serotiplere sahip
farkli suslardan elde edilmis LPS tiirleri mevcuttur (46).

2.4.1. LPS’nin Molekiiler Yapisi

LPS’nin yapisi esas olarak 3 immiinokimyasal boliimden olusmaktadir (Sekil
2.5). Bunlar biyolojik olarak etkinlik gosteren lipit A, O-polisakkarit zinciri (O-
spesifik zincir) ve yan zincir (R-kor oligosakkarit)’dir. O-polisakkarit molekiiliin dig
yiizeyinde bulunur ve tek basina inflamatuvar bir reaksiyon olusturamaz. O-
polisakkarit zinciri genellikle tekrarlayan oligosakkarit iinite polimerlerinden meydana
gelir. Bu yap1 LPS’de her serotip i¢in farkli antijenik 6zellik tasir ve endotoksine
serotip denilen bakteriyel koken ve karakteristik oOzellikleri verir (47). R-kor
oligosakkariti ise benzer bakteriler arasinda ayni yapiy1r gosterir. LPS’nin neden
oldugu inflamatuvar ve hemodinamik degisikliklerden esas sorumlu olan yap1 olan
lipit A tiim serotipler i¢in ayn1 6zellige sahip lipit komponentidir. Literatiirde LPS ve
endotoksin ayni anlamda kullanilsa da aralarinda fark vardir. LPS saflastirilmis
glikolipid yapiya sahiptir. Endotoksin ise LPS’ye ek olarak az miktarda hiicre duvari

proteinleri, lipitler, lipoproteinler ve polisakkarit icerir (46).
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Sekil 2.5. Gram-negatif bakteri duvari ve LPS’nin sematik gosterimi. R, SR ve S

sirasiyla rough tip, semi-rought tip ve smooth-tipin yapisin1 gostermektedir (48).

LPS, bagisiklik sisteminin inflamatuvar yanitin1 uyararak sepsise neden olur.
Sepsis, bilimdeki ilerlemelere ragmen halen yiliksek oOliim oranlart ile
sonuc¢lanmaktadir. Oliim oran1 %8-%90 arasinda degismekte ve ortalama %35 olarak
bildirilmektedir. ABD’de 6liim sebepleri arasinda 13. sirada gelen sepsis, yogun
bakim tinitelerinde en sik 6liim nedenlerindendir. Toplumda gelisen sepsis olgularinda
en sik etkenler E. coli, Streptococcus pneumoniae ve Staphylococcus aureus’tur.
Hastane i¢inde gelisen sepsis olgularinda goriilen mikroorganizmalar arasinda gram
negatif mikroorganizmalar halen birinci sirada gelmektedir (49).

LPS’nin septik siireci baglatabilmesi i¢in karacigerde sentezlenen molekiil
agirhign 58 kDa lipopolisakkarit baglayan protein (LBP) ile birleserek monosit,

makrofaj ve lenfosit gibi hiicrelerin yiizeyinde lokalize olan molekil agirligi 53 kDa



15

CD14 molekiilii ve TLR-4 ile baglanmas1 gerekir. Bu baglanma neticesinde, hiicre

icinde niikleustaki hiicresel sinyal mekanizmasi niiklear faktér kappa beta (NF-

kB)’nin aktivasyonunu sonucu TNF-a, IL-18, IL-2, IL-8 ve IL-6 gibi proinflamatuvar
sitokinler iretilir (50). Bu sitokinler NO, prostaglandin (PG), kemokin gibi
mediyatorlerin salinimina neden olarak gram (-) bakterilerin neden oldugu oldiiriicii

etkiye katkida bulunur (51).

Endotoksinin etki ettigi en 6nemli hiicresel immiin sistemi olusturan hiicreler;

1. Monosit ve doku makrofajlari: LPS’nin etkisi sonucu monosit-makrofaj
sisteminden TNF-a, IL-1pB, IL-8, IL-6, NO salgilanir. Ayrica PG, serbest oksijen
radikallerinin ve platelet aktive edici faktoriin salgilanmasindan da sorumludur
(52).

2. Mikroglialar: Periferal olarak uygulanan LPS, merkezi sinir sisteminde TLR-4’{in
ekspresyonuna ve kronik proinflamatuvar yanit sonucunda inflamasyona neden olur
(50).

3. Vaskiiler endotelyal hiicreler ve diiz kas hiicreleri: LPS’nin etkisiyle endotel
hiicrelerden IL-18, IL-8 ve IL-6 salinim1 gergeklesir (53).

4. Endometriyal hiicreler: LPS’lerin neden oldugu immiin yanitta endometriyal

hiicreler dogrudan sitokin ve kemokin salinimini arttirirlar (42).

2.4.2. Endotoksemi Modeli Olarak LPS

LPS’nin stabil ve saf bir bilesik olmasi, kullanilana kadar liyofilize formda
depo edilebilmesi deneysel model olusturmayi kolaylastirdigindan dolayr en cok
kullanilan modeldir (5). LPS genelde liyofilize toz halinde ticari olarak temin edilir.
Liyofilizasyon islemi fenol ekstraksiyonu, triklorasetikasid ekstraksiyonu, jel
filtrasyonu gibi farkli kimyasal islemler uygulanarak {iretici firmalar tarafindan yapilir
(46). LPS ile septik sokta metabolik, immiinolojik, fizyolojik, toksikolojik ve
farmakolojik ¢alismalar yapilmaktadir. Toz halindeki LPS deneysel c¢alisma
protokollerine gore suda ¢oziinerek deney hayvanlarina periton veya damar icine tek
doz veya infiizyon seklinde verilir. Endotoksemi modelinde enjekte edilen LPS’nin
nanogram  diizeyindeki miktar1 bile hayvanlarda deneysel septik sok

olusturabilmektedir (54).
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2.4.3. LPS ve TLR-4 Aktivasyonu

Ik olarak 1991 yilinda Drosophila melanogaster adli meyve sineginde
kesfedilen ve immiin sistem cevabinda dnemli fonksiyonu oldugu kesfedilen reseptore
“Toll geni’ne olan benzerliginden dolayr “Toll-like” ad1 verilmistir (55). insanda en
cok arastirilan ve fonksiyonu aydinlatilan Toll-like reseptorlerden olan TLR-4,
lipopolisakkaritlerin taninmasinda rol almaktadir. TLR-4’{in bir LPS reseptorii oldugu
anlasilmis olup bu reseptoriin fonksiyonel olarak hiicre yiizeyinde CD14, MD-2
(myeloid differentiation factor-2) ve LBP igeren bir molekiil kompleksini olusturdugu,
bu molekiillerden herhangi birinin eksik oldugu farelerde LPS cevabinin da eksik

oldugu gozlenmistir (56).

Lipit A {

Sekil 2.6. TLR-4/MD-2 kompleksinin yapisi (50).

L4
] Acil zinciri

b. TLR-4/MD-2 arabiriminde LPS baglayic1 yerin yakindan goriiniimii,

a. TLR-4/MD-2 kompleksinin yandan ve {istten goriiniimii,

c. LPS’nin molekiiler yapisi.
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TLR-4, liganda baglaninca aktive olur ve hiicre i¢i kismi araciligi ile NF-xB
ve mitojenle aktive edilen protein kinaz ailelerini uyarir. NF-«kB; TNF-a, IL-1p, IL-6
ve IL-8 gibi sitokin ve proinflamatuvar iriinlerin genlerini aktive eder. Bu siireg
konagin dogal immiin cevabidir (57, 58, 59). TLR iliskili NF-kB aktivasyonu ile
salinan enzimler, sitokinler ve mediyatorler konagin mikroplara karsi savunmasini
uyarir ve inflamatuvar olaylar tetiklerler. Bu siire¢ patojenin ortadan kaldirilmasini
saglar. Inflamatuvar reaksiyon sirlandirilamazsa, konak hiicrelerinin harabiyetine

neden olabilir (60).

2.5. LPS’nin Uzun Vadeli Etkileri

Hayatta erken stresin uzun vadeli sonuglar dogurdugu biliniyor. Bircok
caligma neonatal donemde si¢anlara immiinolojik strese yol acan LPS enjeksiyonunun
dogal immiin yanit1 programlayabildigini 6ne siirmektedir.

Neonatal donemde LPS’ye maruz kalmak ileriki yasamda anksiyeteye iligkili
davranislara yatkinligi arttirmaktadir (41). Bu etkide beyin IL-1 ve TNF-a artiginin
onemli rolii oldugu diistiniilmektedir. Buna gore erken bakteriyel toksin, yetiskinlikte
akut stresle kars1 karsiya kalindiginda noéroendokrin  yollarla  etkisini
stirdiirebilmektedir (41).

Neonatal endotoksin heniiz olgunlagmamis sigan beyninde IL-1B ekspersyonu
sonucu glial apoptozise neden olur. Ozellikle korteks ve hipokampiiste dnemli hasarlar
olusturarak bu boélgelerde demiyelizasyona ve kan beyin bariyerinin bozulmasina
neden olur (15). Bu siire¢ beyin bolgeleri arasindaki iletisimi negatif yonde etkiler.
Neonatal endotoksin maruziyetinin yetiskinlikte sizofren, otizm ve diger ndrolojik
hastaliklarin gelisme olasiligini arttirdigi goriilmiistiir (61).

Yetigkin sicanlarda periferal LPS wuygulamasi, hipotalamusta GnRH
perikaryalarinca zengin bir bdlge olan mediyal preoptik alan (mPOA)’da IL-1B ve
TNF-a ekspresyonunu arttirarak GnRH salinimini baskilamistir (62). Hem neonatal
hem de yetiskin donemde LPS enjeksiyonu yapilan sicanlarda hipotalamik CRF
ekspresyonunun arttigr ve LH saliniminin azaldigi goriilmistiir (8). Yine neonatal ve

yetigskinlik doneminde LPS enjeksiyonu, hipotalamustan IL-1B ve TNF-a artisina,
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GnRH ve LH saliniminda azalmaya ve serum testosteron seviyesinin azalmasina yol
acmistir (63).

Puberteye ulagsmada Onemli katkilar1 olan hipotalamik kisspeptin
ekspresyonunun neonatal LPS enjeksiyonu etkisiyle azaldig1 ve pubertenin geciktigi
bildirilmistir (64). Yine neonatal donemde tek LPS enjeksiyonu siganlarda puberte
gecikmesine, Ostrus siklus diizeninin bozulmasina ve ovaryum folikiillerinde azalmaya

yol agmistir (65). Konuya iliskin 6zet literatiir bilgisi Tablo 2.2’de sunulmustur.
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2.5.1. interlokin-1 Beta

Makrofajlar, lenfositler, ndtrofiller, mikroglialar, dendritik hiicreler ve endotel
hiicreler gibi bagisiklik sistemi hiicrelerinden salinan 18 kDa agirliginda bir sitokin
olan IL-1B, aktif olmayan pro-peptit formdan sistein proteaz kaspaz-1 tarafindan aktif
hale gelir (70, 71). Kaspaz-1 aktivasyonu inflamasyon sinyalleri tarafindan uyarilir.
Sonugta sepsisin ortaya ¢ikmasi durumunda hem pro-IL-1p hem de gen transkripsiyon
seviyesi diizenlenir (72).

Deneysel endotoksemide bir¢ok sitokinin serum diizeyinde gecici bir artig
sekillendigi ve septik sokun gelisiminde bu proteinlerin 6nemli rolii oldugu
bildirilmektedir (73). LPS inflizyonunu izleyen 180. dakikada IL-1 diizeyi artarak pik
yapmaktadir (Sekil 2.7).

6000

5000 - o Kontrol
= LPS
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3000

2000 A

Plazma IL-1f8 pg/ml

1000 A

)
e e e )
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Enjeksiyon sonrasi (dKk)

Sekil 2.7. LPS enjeksiyonu sonrasi plazma IL-1P diizeyindeki degisiklikler (44).

IL-1B, immiin sistem ve noroendokrin sistem arasinda ¢ok yonlii baglantisi
olan giiclii ve etkili bir arac1 molekiildiir (74). Bir¢ok calismaya gore 6zellikle IL-1f,
GnRH salinimin1 bloke ederek LH salinimin1 baskilar (75). Son zamanlarda IL-1p’nin,
GnRH mRNA iiretimini inhibe ederek GnRH néronlarinin aktivitesini baskilayabildigi
gorilmektedir (76). Ayrica sistemik LPS enjeksiyonu ya da IL-18’nin GnRH
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noronlarinin ¢ogunlukla lokalize oldugu mPOA’ya infiizyon sonucunda LH amplitiit
ve frekansinin en asagi seviyelere indigi goriilmiistiir (62).

IL-1B’nin ndronal hasardaki rolleri de énem arz etmektedir. Periferal E.coli
enjeksiyonunda, hipokampiiste mikroglial hiicrelerde IL-1 artis1  gOriiliir.
Hipokampiliste ve pariyetal korteksteki IL-1p artis1 kaspaz-1 inhibisyonu ile tamamen
Onlenerek, gelisen hafiza bozuklugunun 6niine gegile bilindigi bildirilmistir (15).

Uciincii jenerasyon kaspaz inhibitorii olan Q-Vd-OPh, apoptozisi énlemede
yaygin olarak kullanilan benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp (OMe) fluoromethylketone
(zVAD-Fmk)’dan daha etkili oldugu belirlenmistir. Q-Vd-OPh ayrica kaspaz 2 ve
9’un bloklanmasini da saglamistir (77). Bakteri veya endotoksin inflizyonundan sonra
dolasimda belirlenen ilk sitokinlerden birinin de TNF-o olmasi ve bunun da
inflamasyonda 6nemli rol almasi ndronal programlamada roliiniin oldugu kanisini

uyandirmistir.

2.5.2. Tumor Nekrozis Faktor Alfa

TNF-a, 17 kDa molekiiler agirlikta giiclii bir proinflamatuvar sitokindir. TNF-
o’nin baglica hiicresel kaynagi monositler ve doku makrofajlari olmasina ragmen bu
sitokin ndtrofil, dendritik hiicreler, endotelyal hiicreler gibi bir¢ok hiicre tipi tarafindan
da sentezlenebilmektedir (78).

TNF-o’nin knock out edildigi farelerde E.coli endotoksininin neden oldugu
Oliimciil etkide azalma goriilmesi, bu sitokinin bakteri tliriine 6zgii bir role sahip
oldugunu diisiindiirmektedir (51).

TNF-o’nin dogrudan mPOA’ya infiizyonu sonucu LH salinimi baskilanmaistir.
Ayrica TNF-a’nin, GnRH ile uyarilan LH salintmini azalttig1 biliniyor (79). E.coli ya
da LPS enjeksiyonuyla inflamatuvar yanita karsi endometriyal hiicrelerde TNF-a,

NOS ve PG ekspresyonunda artis goriilmektedir (80).
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2.5.3. Nitrik Oksit

NO, 30 kDa molekiil agirliginda biyolojik membranlar1 kolayca gecebilen ve
yagda c¢oziniirligi yliksek olan gaz yapisinda bir molekiildiir (81). NO, plazma
membranini serbestge gectikten sonra reseptoriiyle birlesmeden dogrudan veya
guanilat siklaz aktivasyonu ile siklik guanozin monofosfat (cGMP) olusumunu
hizlandirir ve bir¢ok olayin aktivasyonuna katki saglar (82).

NO, dioksijenaz enzimi aracilifiyla L-arjinin’den katalizlenerek NOS ile
iiretilir. NOS’un, néronal (nNOS), uyarilabilir (iNOS) ve endotelyal (eNOS) olarak {i¢
izoformu tanimlanmistir. eNOS, diiz kas ve kalp kasinda, kadin ve erkek lireme
yollarinda ve beyinde bulunurken, nNOS beyin, spinal kord, parasempatik
gangliyonlar, mide epitel hiicreleri, pankreas, akciger, uterus, periferal sinirler ve
iskelet kasindan salinir (83). iNOS ise immiinolojik, inflamatuvar olaylarda rol alir ve
hiicre aracili immiin cevapta etkilidir (84). LPS ve proinflamatuvar sitokinler iNOS’u
indiikleyerek makrofajlar, noétrofiller, hepatositler, endotel hiicreleri ve kan beyin
bariyeri gibi bir¢cok hiicreden sitotoksik 6zellikleri olan NO iiretimine neden olurlar
(81). NO ayrica merkezi sinir sisteminde hafiza olusumunun dahil oldugu bircok
fonksiyonda rol alan bir néromediyatordiir. Merkezi sinir sisteminde, glutamatin N-
metil-D-aspartat (NMDA) reseptorlerini uyarmasit sonucunda sentezlenir. Septik
slirecte ortaya ¢ikan agirt miktarda glutamatin NMDA reseptorlerini uyarmasiyla asiri
miktarda NO salinir ve NO’nun ndéronlar lizerinde norotoksik etkisine neden olur (85).

iINOS mutantli farelerin, LPS’nin yol actig1 septik soka karsi direnglerinin
artmast NO’nun sepsiste kritik 6neme sahip oldugunu gostermektedir (86). NO’nun
olusumunu engellemede en sik ve en gelismis model olarak L-arginin analoglari ile
NOS substratlarinin inhibisyonu kullanilmaktadir. Bunlardan spesifik olmayan L-
NAME en ¢ok kullanilan ve etkili olan inhibitordiir (87). LPS’ye bagli hepatotoksisite,
barsak doku hasar1 ve damar gegirgenligi NO inhibitorleri ile baskilanmis ve NO
analogu ile patolojik hasar geri dondiirilmistiir (88). Yine deneysel osteoartrite karsi
ozgiil olmayan NO inhibitérii L-NAME’nin intraartikiiler uygulanmasi, sicaklik
hiperaljezisini 6nlemis ve eklemin daha fazla sismesi engellenmistir (89).

NO, biyolojik sistemlerde iiretildikten ¢ok kisa bir siire icerisinde nitrite ve

ardindan nitrata doniisiir. Gilinlimiizde orneklerdeki nitrit (NO,) ve nitrat (NOs)
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miktarlar1 iki agamali bir yontem ile Olgiilmekte olup, Oncelikle nitrat enzimatik
donlisim veya metalik kadmiyum ile nitrite indirgenmesi esasina dayanir. Nitrit
ol¢timii icin 50’den fazla kolorimetrik yontem kullanilmig, bu yontemlerden ¢ogu azo
boyalarinin olusumu temeline dayanmaktadir. Nitrit 6lciim yontemlerinden biri olan
Griess yontemi hemen hemen her Ornekte kullanilabilecek bir yontemdir. Griess
yonteminin duyarlilik limitinin 0,1-1uM kadar oldugu bildirilmistir (90).

Griess yoOntemi nitritin asidik ortamda primer bir aromatik amin ile
(stilfanilamit) diazotizasyonu ve N-(I-naftil)etilendiamin hidroklorit (NED) ile mor
renkli bir azo irlinli olusturmasi esasina dayanir (Griess reaksiyonu). Griess
reaksiyonu ortamdaki nitrit ve nitrat iyonlarina duyarli oldugundan, ortamdaki nitratin
nitrite indirgenmesi in vivo olarak olusan NO’nun gercege yakin miktarlarda dl¢limiine

olanak tanimaktadir (90).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Etik Kurul Onay1

Calisma, Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulundan
onay alindiktan sonra Inénii Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma

Merkezi (INU-DEHUM)’de yapilmustir (Etik kurul raporu i¢in bkz. Ek.2).

3.2. Deney Hayvanlar

Calismada INU-DEHUM de iiretilen 7 aylik 12 adet disi Wistar albino si¢an
ana¢ olarak kullanildi. Siganlar 12 saat 1s1k, 12 saat karanlik, 22+2 °C sicaklik
kosullar1 altinda kontrol altina alind1 ve ad libitum olarak beslendi.

Gebeligi saglamak tlizere 3 disi ile 1 erkek sigan aymi kafese birakildi. Ertesi
giin disi siganlardan vajinal simir alinarak spermatozit gbzlenen preperatlar pozitif
kabul edildi ve gebeligin 0. giinii olarak kaydedildi. Gebeligin 20. giiniinde siganlar
bireysel kafeslere ayrildi. Dogumun gergeklestigi giinden sonraki 7. ve 30. giinlerde

enjeksiyon prosediirii uygulandi.
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3.3. Deney Gruplan

Calismanin amacina uygun olarak asagida belirtildigi gibi her grupta 5-9 adet

yeni dogan disi sigan olmak {izere 8 deney grubu olusturuldu:

Tablo 3.1. Deney gruplari.

GRUPLAR | n | Neonatal 7. giin Prepubertal 30. giin
Grup 1 7 | Salin Salin

Grup 2 7 | Salin LPS

Grup 3 9 |LPS Salin

Grup 4 5 |LPS LPS

Grup 5 6 | LPS+NI Salin

Grup 6 5 | LPS+NI LPS

Grup 7 7 | LPS+KI Salin

Grup 8 5 | LPS+KI LPS

Grup 1, Salin+Salin; postnatal 7. giinde ve prepubertal 30. giinde 0,05 ml
steril serum fizyolojik (SF) ip yolla enjekte edildi.

Grup 2, Salin+LPS; postnatal 7. giinde 0,05 ml steril SF, Prepubertal 30.
giinde 50 pg/kg LPS (E. coli serotip O111:B4) ip yolla enjekte edildi.

Grup 3, LPS+Salin; postnatal 7. giinde 50 pg/kg LPS 0,05 ml steril SF i¢inde
coziilerek ip yolla enjekte edildi (8). Bu dozun HPA aktivasyonunu kalic1 olarak
uyardig1 bilinmektedir (10). Prepubertal 30. giinde 0,05 ml steril SF ip yolla enjekte
edildi.

Grup 4, LPS+LPS; postnatal 7. giinde ve prepubertal 30. giinde 50 pg/kg LPS
ip yolla enjekte edildi.

Grup 5, NI(LPS)+Salin; postnatal 7. giinde 50 pg/kg LPS enjeksiyonundan
30 dk. dnce 40 mg/kg L-NAME ip olarak uygulandi. NI’nin bu dozunun sicanlarda
damar tonusunda en yiiksek etki gosteren dozu oldugu biliniyor (91). Prepubertal 30.
giinde 0,05 ml steril SF ip yolla enjekte edildi.
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Grup 6, NI(LPS)+LPS; postnatal 7. giinde 50 pg/kg LPS enjeksiyonundan 30
dk. once 40 mg/kg L-NAME ip olarak uygulandi. Prepubertal 30. giinde 50 pg/kg LPS
ip yolla enjekte edildi.

Grup 7, Ki(LPS)+Salin; postnatal 7. giinde 50 pg/kg LPS enjeksiyonundan 1
saat sonra Q-Vd-OPh 1 mg/kg ip olarak uygulandi (92). Prepubertal 30. giinde 0,05 ml
steril SF ip yolla enjekte edildi.

Grup 8, KI(LPS)+LPS; postnatal 7. giinde 50 pg/kg LPS enjeksiyonundan 1
saat sonra Q-Vd-OPh 1 mg/kg ip olarak uygulandi. Prepubertal 30. giinde 50 ng/kg
LPS ip yolla enjekte edildi.

Tim gruptaki hayvanlar 25. giinde siitten kesilerek disi ve erkek siganlar farkli
kafeslere ayrildi. Ureme aksinda gozlemlenecek etkinin giiciinii arttirmak icin 18-42.
giinler arasinda 8 saat 151k-16 saat karanlik uygulamasi yapildi. Postnatal 30. giinden
itibaren vajinal aciklik takip edilmeye baslandi ve puberteye ulagsma zamanlari
kaydedildi. Vajinal agiklik olusur olusmaz vajinal simir ile Ostrus siklusu takip edildi.
Postnatal 70 giline kadar Ostrus fazi gostermeyen siganlar degerlendirmeye alinmadi.
Tim gruptaki hayvanlarin belirli araliklarda viicut agirliklart kaydedildi. Tim
gruplarin iireme parametreleri olan puberte ve 6strus dongiileri takip edildikten sonra
prodstrus fazlarinda (ortalama 75. giinde) sag ovaryum dokular1 ve kan ornekleri

alinarak deney sonlandirildi.
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3.4. Enjeksiyon Protokolii

3.4.1. Lipopolisakkaritin Uygulanmasi

LPS, (E. coli serotype 0111:B4, Sigma L-2630), 0,05 ml hacimde 50 pg/kg
dozunda olacak sekilde SF ile hazirlandi. LPS uygulanan deney gruplarina insiilin

enjektorii ile ip olarak uygulandi.

3.4.2. L-NAME’nin Uygulanmasi

L-NAME (Sigma N-5751) c¢ozeltisi 0,05 ml hacimde 40 mg/kg doz olacak
sekilde SF ile hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti L-NAME uygulanan deney grubuna
(LPS+L-NAME) LPS enjeksiyonundan 30 dakika once insiilin enjektorii ile ip olarak
uygulandi.

3.4.3. Q-Vd-OPh’nin Uygulanmasi

Calismada kullanilan 1 mg Q-Vd-OPh (Biovision), 200 ul dimetil stilfoksit
(DMSO)’te ¢oziindiikten sonra SF ile 5 ml’ye tamamlandi (%4’liik DMSO
sollisyonunda 1 mg Q-Vd-OPh ¢oziildii).

Q-Vd-OPh ¢ozeltisi, Q-Vd-OPh uygulanacak olan deney grubuna LPS
enjeksiyonu yapildiktan 1 saat sonra 0,05 ml hacimde 1 mg/kg doz olacak sekilde

insiilin enjektorii ile ip olarak uygulandi.

Deneysel uygulama asamalar1 Sekil 3.1°de sematize edilerek sunulmustur.
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3.5. Vajinal Simir Yontemi

Sicanlarda biyolojik ritmin dongiisel 6zelligini gosteren ve Ostrus siklusu
olarak tanimlanan donemin kendi igindeki evreleri temel olarak folikiiler evre,
ovulasyon ve luteal evreden olusur. Siklusun kontrolii hipotalamik-hipofizer-ovariyan
hormonlari tarafindan saglanmaktadir (24).

Caligmamizda puberte ve Ostrus siklusu takibi icin pratik ve gilivenilir bir
yontem olan vajinal simir yontemi kullanildi. Deney siirecinde vajinal agiklik gézlenir
gbzlenmez hayvanlardan her giin sabah 08:30-09:30°da bir kez simir alind1 ve Ostrus
fazlar1 takip edildi. Vajinal simir yontemi su sekilde gerceklestirildi: ince pastor
pipetine alinan yaklagik 100 pl SF ile vajina kanalinda nazik¢e yikama yapildi ve lam
izerine damlatilarak 151k mikroskobunda incelendi.

Proostrus fazina ait simir 6rneklerinde kiimeler olusturmus niikleuslu epitel
hiicreleri bulunmaktadir. Prodstrus fazinin ilerleyen doneminde ise kornifiye hiicreler
ve apikal yerlesimli niikleus iceren musindz hiicrelere rastlanmaktadir. Ostrus fazinda
vajinal simir 6rneginin % 90’1 niikkleussuz kornifiye epitel hiicrelerden olusmaktadir.
Metdostrusun baslamasiyla birlikte vajinal epitelin tiim tabakasi1 dokiildiigiinden dolay1
vajinal simirde kornifiye hiicre miktarinda artis gozlenir. MetOstrus fazinin erken
asamasinda yiginlar olusturan kornifiye hiicrelerin arasinda nétrofillerin yer aldigi
goriiliir. Fazin ilerleyen donemlerinde ise, sikica kiimelenmis ¢ok sayida niikleuslu
epitel hiicrelerine rastlanirken, bu hiicrelerin bir kisminda sitoplazmik vakuoller yer
alir. Diostrusta, vajinal epitelin dokiilme islemi sona ererken niikleuslu hiicre miktari
artig gosterir ve simirde yogun bir sekilde l6kosit gozlenir. Didstrus fazinin erken
asamasinda noétrofil sayisi daha ¢ok artarken niikleuslu epitel hiicreleri azalir. Fazin
ilerleyen asamalarinda ise, vajina epiteli tabakasinin incelmesi nedeniyle simirde az
sayida kiiciik boyutta niikleuslu epitel hiicresiyle birlikte nétrofiller gozlenir. Ostrus

siklusu safhalarinda goriilen hiicre tipleri Sekil 3.2°de sunulmustur.
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3.6. Ovaryum Histolojisi

Tiim gruptaki sicanlarin prodstrus fazinda sag ovaryumu alinarak yag
dokusundan arindirildi ve % 10’luk formaldehitle fikse edildi. Ornekler parafin
bloklara gémiildii. Her ovaryum dokusundan 6 pm kalinliginda her 10 kesitte bir 3
adet kesit alindi. Kesitler hematoksilen eozin (H&E) ile boyandi.

En biiyiik antral folikiiliin teka interna tabakasinin kalinligi mikroskopta
olgtildii. Farkli tip folikiillerin toplam sayis1 151k mikroskobu altinda sayildi. Kesitler
Leica DFC280 151k mikroskobu ile Leica Q Win ve Image Analiz sistemi (Leica
Micros Imaging Solutions Ltd., Cambridge, UK) kullanilarak incelendi.

Folikiillerin siniflandirilmasi asagidaki sekilde yapildi:

Cevresi tek katli yass1 pregraniiloza hiicreleri ile sarilmis oositler (Sekil 4.6 B)
primordiyal folikiil, ¢evresi iki kathi kiibik graniiloza hiicreleri ile sarilmis oositler
primer folikiil( Sekil 4.6 A) olarak siiflandirildi. Antral bosluk olugsmadan ve iki ya
da ¢ok katli graniiloza hiicreleri ile sarilmis folikiiller preantral folikiil (Sekil 4.6 B),
antral boslugun belirginlestigi folikiiller antral folikiil (Sekil 4.6 A) olarak tanimlandi.

3.7. Enzyme Linked Immunsorbant Assay (ELISA) Yontemi

Hormonlar da dahil olmak {izere herhangi bir proteinin dl¢limiinde enzime
bagli immiinosorbent Ol¢iimii (ELISA) kullanilir. Bu test, basit enzim analizlerinin
duyarhiligiyla antikorlarin 6zgiilliigiinii birlestirir (93). Bu tip 6lgiimlerde reaksiyon
komponentlerinden biri solid faz yiizeyine baghdir. Bu kat1 faz mikro kuyucuklarin
yiizeyidir. Tipik bir ELISA’da numune icindeki analitin kat1 fazdaki antijen veya
antikora baglanabilmesi icin bir siire inkiibe edilir. Bir sonraki basamak analitin enzim
isaretli konjugat ile baglanmasidir. ELISA yontemlerinin genel olarak iki tiirti vardir.

Yarismali: Sabit faza baglanan antikor veya antijenin miktar1 bu yontemde
standarttir. Ornek ve isaretli konjugat aym anda ortama koyulur ve sabit faza
baglanabilmek i¢in yarisirlar. Bu diizenekte, substrattan olusan {irlin miktari,
dolayisiyla elde edilen absorbans degeri ortamdaki serbest olarak bulunan analit ile

ters orantilidir.
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Yarismasiz: Numune i¢indeki analit sabit faza baglanmasi i¢in bir siire inkiibe
edilir ve baglanmayan maddeler yikama iglemiyle ortamdan uzaklastirilir. Konjugat
bir sonraki basamakta eklenir. Bu asamada kullanilan konjugatlar genellikle antikordur
ve analitin genellikle ikinci bir epitopuna 6zgiildiirler. Bu tiirde elde edilen absorbans
degeri ortamdaki analit ile dogru orantilidir. Direk ya da indirek yontemlerle
uygulanabilir.

Sekil 3.3’te yarismasiz direk, indirek ve sandvi¢ ELISA yontemlerinin temel
elemanlarim1 géstermektedir. Yontemde 96 kuyucuklu plaktaki her kuyucuk ol¢iilecek
analite 0Ozgiil bir antikor/antijenle kaplidir. Kuyucuklara o6rnek ya da standart
konduktan sonra antikora 6zgiil fakat antikorun farkli bir bolgesine baglanan biyotinle
isaretlenmis ikinci bir antikor eklenir. Bu antikor sonraki adimda uygun substratla
kolorimetrik olarak kolayca belirlenebilecek bir iirline doniistiiriilebilen bir enzimle

eslesir. Substrat renkli floresan tiriiniin olusumunu katalizler (93).

Substrat >
o

Substrat

Substrat 9 ‘> c
< " Igaretli
L ) 2. Antikor

Isaretli 1. Antikor
1. antikor Kaplt
P antikor
Direk ELISA indirek ELISA Sandﬁ'g ELISA

Sekil 3.3. ELISA yontemleri (94).
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3.8. Serum Anti-LPS Testi

Anti-LPS Testi Protokolii

1) LPS antijeni (E. coli O111:B4, Sigma L-2630), uygun konsantrasyonda
kaplama soliisyonu igerisinde ¢o6ziildii ve 200 pl/kuyucuk olacak sekilde
pipetlenerek inkiibasyona birakild:. inkiibasyon isleminin ardindan plate 4 kez
yikanarak ters cevrildi ve sivi kismi dokmek ig¢in kagit havluya 4-5 kez
vuruldu.

2) Platenin bos alanlarin1 kaplamak tizere fosfat buffer soliisyonu igerisinde
%»35’lik yagsiz siit soliisyonundan 200 pl/kuyucuk olacak sekilde pipetlenerek
inkiibasyona birakildi.

3) Inkiibasyon sonunda plate ayn1 sekilde 4 kez yikandi ve kurutuldu.

4) Tim serum Ornekleri oda sicakligina getirildi.

5) Kuyucuklara seyreltilmis serum 6rneklerinden 50 pl eklendi ve gece boyunca
+4°C’de inkiibe edildi.

6) Plate 4 kez yikandi.

7) Biyotinli 2. antikor 100 pl/kuyucuk olacak sekilde pipetlendi ve inkiibasyona
birakildi.

8) Plate 4 kez yikandu.

9) Streptavidin-Peroksidaz Conjugate 100 pl/kuyucuk eklendi, +4°C’de 15
dakika inkiibe edildi.

10) Plate 4 kez yikandu.

11) Substrat soliisyonu 150 upl/kuyucuk eklendi ve 30 dakika oda sicakliginda

inkiibasyona birakildi.

12) Inkiibasyon sonunda mavi renk olustu. Her kuyucuga 50 ul stop soliisyon

eklendi ve renk maviden sartya doniistii.

13)450 nm dalga boyunda mikroplate okuyucu (Biotek Synergy HT) ile

absorbanslar okundu. Elde edilen optik dansiteler degerlendirildi.



@
Plate LPS ile kaplandi N . ‘
<> ‘. <
- < <
l 4 kez yikandi e ‘ (XX
Bos alanlar %5 oraninda yagsiz siit ile bloklandi * *
<> \

l 4 kez yikandi

Serum diliisyonu eklendi ve +4°C’de gece boyu

<>
inkiibe edildi <> <
¢

l 4 kez yikandi

Biyotinli 2.Ab eklendi 37°C’de inkiibe edildi < <o

® <
l4kezy|kand| | ' % ’ 2

Streptavidin peroksidaz eklendi 15 dk +4°C’'de
inkibe edildi

1 4 kez yikandi I y

Substrat sollisyonu eklendi ve 30 dk sonra stop

<> <o

soliisyonu eklendi L 2 }% <
A
e

!

450 nm’de okundu

* LpS antijeni A Serum anti-LPS antikoru " Biyotinli 2. antikor

Sekil 3.4. Anti-LPS testi protokolii.
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3.9. Serum IL-1p Diizeylerinin Saptanmasi

Serum IL-1p 6l¢iimii icin rat IL-1p ELISA kiti (eBioscience) kullanildi. Testte

kullanilan soliisyonlar kisaca asagidaki sekilde hazirlandi.

Assay buffer: 95 ml deiyonize suya Assay buffer konsantre soliisyondan 5 ml

eklenerek hazirlandi.

Yikama soliisyonu: 950 ml deiyonize suya konsantre soliisyondan 50 ml

eklenerek hazirlandi.

Biotin-Conjugate: 30 dakika icerisinde kullanilmak tizere 5.94 ml assay

buffer icerisine 60 pl biotin conjugate eklenerek hazirlandi.

Streptavidin-HRP: 30 dakika igerisinde kullanilmak iizere 11.94 ml assay
buffer i¢erisine 60 pul streptavidin-HRP eklenerek hazirlandi.

Standart diliisyonlarimin hazirlanmasi (1-7): Standart kuyucuklarinin her
birine 100 pul sample diliient eklendi. Ik kuyucukta konsantrasyon 2000 pg/ml olacak
sekilde hazirlandi ve bu tlipten 100 pl diger tiiplere sirasiyla aktarildi. IL-18
yogunlugu, birinci standarttan yedinci standarta kadar asagidaki sekilde sirasiyla 2000,
1000, 500, 250, 125, 63, 31 pg/ml oldu.

Test protokolii Tablo 3.2°de belirtildigi gibi yapildi.
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Tablo 3.2. Serum IL-1f 6l¢iim protokolii.

BLANK STANDART SERUM
Sample diliient 100 pl - 50 ul
Std/ Numune - 100 pl 50 ul
Biotin-Conjugate 50 ul 50 pul 50 ul
2 saat oda 1s1sinda inkiibasyon
Yikama x 3
Streptavidin-HRP 100 pul 100 pl 100 pl
1 saat oda 1s1sinda inkiibasyon
Yikama x 3
Substrat 100 pl 100 pl 100 pl
10 dakika oda 1s1sinda inkiibasyon
Stop soliisyonu 100 pl 100 pl 100 pl
450 nm okuma

Blank, standart ve numunelerin absorbans degerleri mikroplate okuyucu
spektrofotometrede (Biotek Synergy HP) okunarak standart grafigi hazirlandi ve
numunelerin absorbanslar1 bu standart grafigiyle karsilastirilarak konsantrasyonlari

hesaplandi.

3.10. Serum TNF-a Diizeylerinin Saptanmasi

Serum TNF-a diizeyleri rat TNF-a ELISA kiti (Invitrogen) ile belirlendi. Kit
kullanilmadan 6nce oda sicakligina getirildi. Testte kullanilan soliisyonlar kisaca
asagidaki sekilde hazirlandi.

Serum ornekleri: Serumlar 1:2 oraninda inkiibasyon soliisyonu ile
seyreltilerek kullanildi.

Yikama soliisyonu: Deiyonize su ile 25 kat sulandirilarak hazirlandi.

Streptavidin-HRP: Streptavidin-HRP diliient soliisyonu ile 100 kat
sulandirilarak hazirlandi1 ve 15 dakika igerisinde kullanildi.

Standart diliisyonlarinin hazirlanmasi (1-7): 2-7. standart tiiplin her birine

300 pl standart soliisyonu eklendi. Birinci standart tiipiine 375 pl standart diliient
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sollisyonu iizerine stok standart soliisyonundan (2000 pg/ml) 225 pl eklendi ve bu
tiipten diger standart tiiplerine sirasiyla 300 pl aktarildi. TNF-a yogunlugu, birinci
standarttan yedinci standarta kadar sirasiyla 750, 375, 187.5, 93.8, 46.9, 23.4, 11.7
pg/ml oldu. Hazirlanan standartlar 60 dakika icerisinde kullanildi.

Test protokolii asagidaki tabloda belirtildigi gibi yapildi.

Tablo 3.3. Serum TNF-a 6l¢iim protokolii.

BLANK STANDART SERUM
Standart diliient soliisyonu 100 pl - -
Std/Numune --- 100 pl 100 pl
2 saat oda 1s1sinda ve karanlikta inkiibasyon
Yikama x 4
Biyotin-Conjugate - 100 pl 100 pl
1 saat oda 1sisinda ve karanlikta inkiibasyon
Yikama x 4
Streptavidin-HRP — 100 ul 100 pl

30 dakika oda 1s1sinda ve karanlikta inkiibasyon

Yikama x 4
Stabilize Kromojen 100 pl 100 pl 100 pl
30 dakika oda 1s1sinda ve karanlikta inkiibasyon
Stop soliisyonu 100 pl 100 pl 100 pl
450 nm okuma

3.11. Serum Nitrik Oksit Diizeylerinin Saptanmasi

NO, biyolojik sistemlerde iiretildikten sonra birkag¢ saniye gibi ¢ok kisa stlirede
nitrit (NO,) ve ardindan nitrat (NOs)’a oksitlenir. Nitrat formu, NO tiirevlerinin en
kararli yapisidir (95, 96). Bu nedenle calismada, numunede bulunan nitrati nitrit
formuna rediikleyen nitrat rediiktaz ile nitrit 6l¢iimii yapildi. Sonucta ortamda bulunan

toplam nitrit ve nitrat formu 6l¢iilmiis oldu.
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Kullanilan Reaktifler

1. Sodyum hidroksit cozeltisi: Sodyum hidroksit graniilleri distile su ile

¢oziilerek 82 mmol/L’lik konsantrasyona getirildi.

2. Cinko siilfat ¢ozeltisi: Cinko siilfat, distile su igerisinde coziilerek 55

mmol/L’lik konsantrasyona getirildi.

3. Aspergillus Nitrat rediiktaz ¢ozeltisi (Enzim): 10 U/ml olacak sekilde
distile su ile seyreltildi.

4. NADPH (Koenzim): 50 umol/L olacak sekilde distile suda ¢ozildii.

5. FAD (Enzim): 5 pmol/L olacak sekilde distile suda ¢oziildii.

6. a-Naphthylamine cozeltisi: %0,1 o-naphtylamine olacak sekilde suda

¢ozildii.

7. p-Aminobenzene sulfanilamide: % 1 siilfanilamid olacak sekilde, %5

fosforik asit igerisinde ¢oziildii.

8. Griess reaktifi: Bir birim siilfanilamid c¢ozeltisi ile bir birim o-

naphtylamine ¢ozeltisi karistirildi.
9. Standart cozeltiler: Stok sodyum nitrit ve sodyum nitrat cozeltileri
kullanilarak 0, 2.5, 5, 10, 25, 50, 75, 100, 200 umol/L konsantrasyonlarda

standartlar1 hazirlanda.

10. LDH: 5 U/ml olacak sekilde distile su ile seyreltildi.
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Deney Protokolii

1. Deproteinizasyon

Tablo 3.4. Serum numunelerinin deproteinizasyon protokolii.

100 pl numune alindi

Uzerine 200 pl ¢inko siilfat eklendi
1 dakika vorteksle ve en az 5 dakika oda 1sinda bekletildi
Uzerine 300 ul sodyum hidroksit eklendi
5 dakika vortekslendi
4000 rpm’de 25 dk. santrifiij edildi
Stipernatant temiz bir tiipe alind1

Siipernatant NO, analizinde kullanildi

2. Nitrat rediiksiyonu

Numunelerde bulunan nitrat molekiillerinin nitrit haline rediiksiyonunu
gerceklestirmek i¢in 96 kuyucuklu mikroplate tiiplerine Tablo 3.5’te belirtildigi gibi
pipetleme yapildi.



40

Tablo 3.5. Nitrik oksit ELISA protokolii.

Standart tiipti Numune tiipii
Distile su (ul) 125 -—-
Standart (pl) 25 -
Numune (pl) -—- 25
NO reaktifi (ul) --- 100
2 saat 37 °C’ inkiibasyon
LDH (ul) --- 25
30 dakika 37 °C’ inkiibasyon
Griess reaktifi (ul) 100 100

30 dakika oda 1s1sinda hafif devir karistirma ile inkiibasyon

550 nm’ de okuma

Numune ve standart absorbans degerleri  mikroplate  okuyucu
spektrofotometrede (Biotek Synergy HP) okunduktan sonra kaydedildi. Standart
grafigi hazirlandi1 ve numunelerin absorbanslar1 bu standart grafigiyle karsilagtirilarak
konsantrasyonlart1  hesaplandi.  Sonug¢ta  numunede  bulunan  Nitrat+Nitrit

konsantrasyonlar1 bulunmus oldu.
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3.12. istatistiksel Analiz

Tiim gruplarin parametrelerine ait verilerin istatistiksel analizlerinde Windows
for SPSS 15.0 yazilim programi kullanildi. Gruplarin birbiriyle karsilagtiriimasinda
One-Way ANOVA testi kullanildi. Veriler ortalamatstandart hata olarak sunuldu.
Parametreler arasindaki iliskileri belirlemede Pearson Correlation testi kullanildi.

P<0.05 istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1.Viicut Agirh@ Degisimi

Tablo 4.1. Tiim gruplarin viicut agirhig degisimi (g). Farkli harf bulunan gruplar
birbirinden farklidir.

SF+SF= Salin+Salin, SF+LPS= Salin+LPS, LPS+SF= LPS+Salin,
Ni(LPS)+SF= L-NAME(LPS)+Salin, NI(LPS)+LPS= L-NAME(LPS)+LPS,

KIi(LPS)+SF= Q-Vd-OPH(LPS)+Salin, Ki(LPS)+LPS= Q-Vd-OPH(LPS)+LPS.

Gruplar 7.glin 35 gilin 45. giin 55. giin 62. giin 69. giin

SF+SF 10 56+2,2 78+2,6 92443 107+3,9 12442,6 ™
SF+LPS 10 62+2,3 85+3.9 97+3,9 11943,9 13243,6
LPS+SF 10 58+1,9 84+4,1 106+2,3 12643,1 14042,6 °
LPS+LPS 10 58+2,1 76+6,1 86+7,2 107+7,1 118+6,8°
Ni(LPS)+SF 10 57+4,8 83+6,0 98+5,8 11545,7 12545,7*
Ni(LPS)+LPS 10 61+2,9 89+3,6 101+3 .4 122+5,5 135+7,5 %
KI(LPS)+SF 10 56+2,3 84+2.3 10442,7 12343,5 13842,9 °

KI(LPS)+LPS 10 64+1,8 92423 103+1,7 127+1,9 138+0,9 "
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Sekil 4.1. Tiim gruplarin viicut agirlik grafikleri.

A) Gruplarin deney siiresince agirlik degisimleri, B) Gruplarin 35. giinden 69. giine

kadar agirlik kazanimlari, C) Gruplarin erigkin (69. giin) viicut agirliklari.

Farkli harf bulunan gruplar birbirinden farklidir. P, ve v, <0.05. (Grup kisaltmalar1 igin

bkz. 5.42).
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Tablo 4.2. Tiim gruplarin puberteye ulasma zamanlar1 (giin) ve puberteye ulastiklar

viicut agirliklar (g).

(9] D (o)} [e))]
[¢] o N »
1 1 1 )

Puberte (giin)
Ul (0]
H (e)]

w
N
1

50 A

Pnd 7:
Pnd 30:

Sekil 4.2. Gruplarin puberteye ulasma giinleri

Gruplar Puberte Puberte viicut agirligi
SF+SF 56+£2,59 ° 99,1+£5,9
SF+LPS 49,5+1,5° 96,2+2.1
LPS+SF 51,3+1,2° 101,5+3,9
LPS+LPS 60,8+0,9 ° 107,4+6,5
Ni(LPS)+SF 55,8+1,7 * 104,8+1,6
NIi(LPS)+LPS 50,4+1,2° 99,8+5.4
Ki(LPS)+SF 53,4+1,5% 105,4+4,7
Ki(LPS)+LPS 50,2+1,3 ¢ 101+5.4
b
a ab
ab
d
d

SF SF LPS LPS Ni(LPS) Ni(LPS)  Ki(LPS) Ki(LPS)
SF LPS SF LPS SF LPS SF LPS

Farkli harf bulunan gruplar birbirinden farkhdir. P, ve » <0.05 (Grup kisaltmalari i¢in

bkz. 5. 42).
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Sekil 4.3. Tiim gruplarin giinlere gore pubeteye ulasma yiizdeleri (Grup kisaltmalari

i¢in bkz. s5.42).
1
i T
LPS LPS Ni(LPS) Ni(LPS)  Ki(LPS) Ki(LPS)

Pnd 7: SF SF
Pnd 30: SF LPS SF LPS SF LPS SF LPS

= =
I [ o N
1 1 1 ]
_|

Ostrus dongiisii uzunlugu (giin)
N (o)}

Sekil 4.4. Gruplarin ortalama 6strus dongiisii uzunlugu. Gruplar arasinda istatistiksel

bir farklilik bulunmamistir (Grup kisaltmalar i¢in bkz. s.42).
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Tablo 4.3. Tiim gruplarin takip edilen Ostrus siklusu fazlarina ait yiizde degerleri

(Grup kisaltmalari i¢in bkz. s.42).

Gruplar % Proostrus % Ostrus % Metdstrus % Diostrus
SF+SF 21,443 4 20,0+3,2 17,4+2,3 41,1+4,6 ™
SF+LPS 18,1+1,6 21,314 16,5+1,5 37,543,5%®
LPS+SF 17,5+1,2 25,8+3.4 19,7+1,9 36,8422 ®
LPS+LPS 13,5+4,1 14,5+5,0 16,1424 55,8+8,8 °
Ni(LPS)+SF 16,7+3,0 22,046 15,743,0 45,5449 ®
Ni(LPS)+LPS 18,4424 24,9427 17,942,1 38,6+6,0 ®
KIi(LPS)+SF 19,8+2,5 24,6+4,2 18,4+3,4 42,1434
Ki(LPS)+LPS 23,1+1,4 23,6434 21,2426 32,0+4,8 °
70 4 A 70
60 - 60
50 - 50
40 - T 40
30 - ; T N T T . 30
20 1 B Wi~ Wl Tt TT T 20
10 - 10
(LT AETT JEET M AT EL L e
Pnd 7: SF SF LPS LPS  Ni(LPS) Ni(LPS) Ki(LPS) Ki(LPS)
Pnd 30: SF LPS SF LPS SF LPS SF LPS

Sekil 4.5. Gruplarin 6strus siklusu fazlarinin yiizde degerleri. Grafiklerin siralamasi %

didstrus, % Ostrus, % prodstrus, % metdstrus olarak sunulmustur (Grup kisaltmalari

icin bkz. 5.42).

A) Tiim gruptaki hayvanlarin dstrus siklusu fazlarinin yiizde degerleri

B) Diizenli 6strus siklusu fazlarinin yiizde degerleri

Tiim si¢anlarin 6strus sikluslart Ek.1°de sunulmustur.
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4.3. Ovaryum Histolojisi

Sekil 4.6. Ovaryumda bulunan farkl folikiil tipleri
A. Antral folikiil (kalin ok), primer folikiil (ince ok). H&E X 40.
B. Preantral folikiil (kalin ok), primordiyal folikiiller (ince ok). H&E X 40.

.
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Sekil 4.7. Ovaryumda bulunan en biiyiik antral folikiiliin teka interna tabakasi

A. Ovaryumda bulunan en biiyiik antral folikiiliin teka interna kalinligi (oklar
arasindaki kisim). H&E X 20.

B. Teka interna tabakasi (oklar arasindaki kisim). H&E X 40.
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Tablo 4.4. Tim gruplarin sag ovaryumunda bulunan primordiyal, primer, preantral,

antral folikiil sayilar1 ve teka interna tabakast kalinligi (um) (Grup kisaltmalar1 i¢in

bkz. s.42).

Gruplar Primordiyal ~ Primer Preantral Antral Teka interna
SF+SF 2957438,9° 1342+24,1° 110,0£8,1  742+155™  18,9+0,5
SF+LPS 105,7424,9°  642+17,1°  102,8+8,9  60,0+8.4*  19,6+0.4
LPS+SF 102,2+4142°  722487%  61,1+7,7 52,2+413,6%  21,240,6
LPS+LPS 104,0£16,9°  86,0423,3"  84,0426,1  56,0£22,9  21,0+0,6
NI(LPS)+SF  286,6+54,8" 131,6+21,2° 116,6+8,0  136,6+20,7° 19,2+1,0
NI(LPS)+LPS 210,0+61,8® 80,0+154™  116,0427,4 74,0£50%  18,0+1,2
KIi(LPS)+SF  138,5+21,6° 52,8+13,5°  104,2+48,9  112,8+17.4®™ 19,0£0,5
KI(LPS)*LPS 140,0+46,8® 62,0+7,3"  90,0+16,7  126,0+21,6* 18,0+1,0
400 -~

= 350 - a

3 300 - ab

3 250 - [

g 200 - b ab

5 150 - T

§ 100 -

X | i I

Pnd 7: SF LPS NI(LPS) NI(LPS)I KI(LPS)I Ki(LPS)

Pnd 30: SF LPS SF LPS SF LPS  SF LPS

Sekil 4.8. Tiim gruplarin primordiyal folikiil sayilari. Farkli harf bulunan gruplar
birbirinden farklidir. P, e, <0.05 (Grup kisaltmalart i¢in bkz. s.42).



Primer folikiil sayisi

Pnd 7:
Pnd 30:

Sekil 4.9. Tim gruplarin primer folikiil sayilar.
birbirinden farklidir. P, e, <0.05 (Grup kisaltmalart igin bkz. s.42).

160 -
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120 -
100 -
80 -
60 -

Preantral folikiil sayisi

40 -
20 A

Pnd 7:
Pnd 30:

SF
SF

SF
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b ab T
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SF
LPS

LPS LPS Ni(LPS) Ni(LPS) Ki(LPS) Ki(LPS)

SF LPS SF

LPS

SF

LPS

T i I T
SF LPS NI(LPS) NI(LPS) KI(LPS) KI(LPS)
LPS SF LPS SF LPS  SF LPS
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Farkli harf bulunan gruplar

Sekil 4.10. Tiim gruplarin preantral folikiil sayilari. Gruplar arasinda istatistiksel bir

farklilik bulunmamaistir (Grup kisaltmalari i¢in bkz. s.42).
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160 - bc
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100 | @ ab

Antral folikil sayisi
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1
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Q
(@]
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_|

Pnd 7: SF SF LPS  LPS Ni(LPS) Ni(LPS) Ki(LPS) Ki(LPS)
Pnd 30: SF LPS SF LPS SF LPS SF LPS

Sekil 4.11. Tiim gruplarin antral folikiil sayilari.
Farkli harf bulunan gruplar birbirinden farklidir. P, ye, <0.05; Py e c<0.05; Py ve ¢<0.05
(Grup kisaltmalari i¢in bkz. s.42).

700 -
600 -
500 -

400 - b bc T b ab
300 - T b T

200 A

Toplam folikiil sayisi

100 -

Pnd 7: SF SF LPS  LPS Ni(LPS) Ni(LPS) Ki(LPS) Ki(LPS)
Pnd 30: SF LPS SF LPS SF LPS SF LPS

Sekil 4.12. Tiim gruplarin toplam folikiil sayilari.
Farkli harf bulunan gruplar birbirinden farklidir. P, v, <0.05; P, ve ¢<0.05; Py ye <0.05
(Grup kisaltmalari i¢in bkz. s.42).
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290 ~

270 A T I

250 A

-|' T
230 -
210 -
190 -
170 -

Pnd 7: SF SF LPS NI(LPS) NI(LPS) KI(LPS) KI(LPS)
Pnd30: SF  LPS SF LPS  SF LPS SF LPS

En biiuiik Antral folikiil capi (um)

Sekil 4.13. Tiim gruplarin en biiyiik antral folikiil ¢ap1. Gruplar arasinda istatistiksel
bir farklilik bulunmamuistir (Grup kisaltmalari i¢in bkz. s.42).

IIIT T

SF SF LPS  Ni(LPS) NI(LPS) KI(LPS) KI(LPS)
Pnd 30: SF LPS SF LPS SF LPS  SF LPS

Teka interna kalinhig (um)
= = = N ) N
= [e)} [ole] o N D
1 1 1 1 1 J
_|

[any
N
1

)
3

Q.
~N

Sekil 4.14. Tiim gruplarin teka interna kalinligi. Gruplar arasinda istatistiksel bir

farklilik bulunmamistir (Grup kisaltmalari i¢in bkz. s.42).



4.4. Serum Anti-LPS testi sonuclar
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a

Pnd 7: SF SF LPS
Pnd 30: SF LPS SF

LPS INi(LPS)I Ni(LPS)I Ki(LPS)I Ki(LPS)I

LPS SF

LPS

SF LPS

Sekil 4.15. Gruplarin serum anti-LPS antikoru ELISA testinin 450 nm’de optik

dansite degerleri.

Farkli harf bulunan gruplar birbirinden farklidir. P ye, <0.01; Py e c<0.01; Py ye ¢<0.05

(Grup kisaltmalari i¢in bkz. s.42).

Testte indirek ELISA yontemi kullanilarak her numune iki defa calisildi.

4.5. Serum IL-1p, TNF-a Sonuglari

Satin alinan test kitleri ile yapilan analizler sonucunda Serum IL-1p ve

TNF-o diizeylerinin tespit edilebilir aralikta olmamasi nedeniyle kullanilabilir

sonuclar elde edilememistir.



53

4.6. Serum Nitrik Oksit Sonuclari

Tablo 4.5. Tiim gruplarin serum nitrik oksit konsantrasyonlar1 (umol/L).

Gruplar NO (umol/L)
SF+SF 14,9+0,5
SF+LPS 15,5+0,4
LPS+SF 14,6+0,8
LPS+LPS 16,1+0,6
NI(LPS)+SF 15,240,6
NIi(LPS)+LPS 15,0+0,4
Ki(LPS)+SF 13,6+0,6
KIi(LPS)+LPS 14,0+0,5
18 -
16 - T .
14 - L
512 -
E 10 -
Z 8-
S 6 -
4 -
7
Pnd 7: SF | SF | LPS | LPS | Ni(LPsi Ni(LPSI) Ki(LPS)I Ki(LPSI)
Pnd 30: SF LPS SF LPS SF LPS SF LPS

Sekil 4.16. Gruplarin serum nitrik oksit konsantrasyonlari. Gruplar arasinda

istatistiksel bir farklilik bulunmamistir (Grup kisaltmalari i¢in bkz. s.42).
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R2=-0,476
65 - . . P = 0,001

40 50 60 70 80 90
35. giin viicut agirhigi (g)

Sekil 4.17. Gruplarin puberteye ulagsma giinii ile prepubertal (35. giin) viicut agirlig
iliskisi. (VO= Vajinal agiklik).

14 - R?= 0,332
. P=0,017
12 -

10 e

e 000000
*
LA A A4 *

4 T T 1
10 15 20 25
NO (1 mol/L)

Ostrus dongiisii uzunlugu (giin)

Sekil 4.18. Gruplarin 6strus dongiisii uzunlugu ile serum NO miktarlar iliskisi.
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Primordiyal folikiil sayisi

Sekil 4.19. Gruplarin primordiyal folikiil sayisi ile 69. giin viicut agirliklari iliskisi.

Primer folikiil sayisi
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Sekil 4.20. Gruplarin primer folikiil sayisi1 ile 69. giin viicut agirliklari iligkisi.

40

Ostrus (%)

. . R?= -0,283
P =0,044
15 20 25 30

Teka interna kalinhigi (um)

ekil 4.21. Gruplarin teka interna kalinligi(um) ile % 0strus iliskisi.
P g
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Sekil 4.22. Gruplarin ovaryan folikiil sayilarinin birbirleriyle iliskileri.
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5. TARTISMA

Bu tez c¢alismasinda, neonatal ve prepubertal donemlerde bakteriyel
endotoksinlere maruziyetin iiremeyi uzun vadede negatif olarak etkiledigi ve bu
etkilesimde IL-1p ve NO’nun araci olarak rol oynadig: belirlenmistir. Bu baglamda,
LPS uygulamalarinin puberteyi geciktirdigi, ovaryumdaki primordiyal folikiil
sayisini azalttigi ve kanda anti-LPS antikorlarini artirdigi tespit edilmistir. Elde

edilen bulgularin 6nemli bilimsel ve pratik katkilarinin olabilecegi diistiniilmektedir.

5.1. LPS ve Puberte

Calismada vajinal agilmanin olustugu giin puberteye erisme siiresi olarak ele
alinmis ve genel olarak mevcut literatiire gére pubertenin geciktigi belirlenmistir. Bu
gecikme, LPS’nin puberteyi etkileme diizeyini daha belirgin olarak goérebilmek icin
uygulanan kisa giin 15181 (8 saat aydinlik:16 saat karanlik) programinin beklenen bir
sonucudur (97). Gruplar kendi iglerinde incelendiginde, tek LPS enjeksiyonu
puberteye erigim siiresini etkilemezken, neonatal donemi miiteakip prepubertal
donemde ikinci LPS enjeksiyonun yapilmasi puberteyi yaklagik 5 giin kadar
geciktirmistir. Konu ile ilgili literatiirler incelendiginde esasen tek neonatal LPS
enjeksiyonunun da puberteyi geciktirdigi belirlenmistir (9, 64, 65). Bu tez
calismasinda tek LPS enjeksiyonun puberteye erisme siiresini etkilememesi
kullanilan endotoksinin tiiriine, serotipine, kullanilan deney hayvanin irkina ve
LPS’nin neonatal enjeksiyon giiniine bagli olabilir. Bizim c¢alismamizdan farkli
sonuglar elde eden Walker ve ark. (2011) ile Wu ve ark. (2011) LPS enjeksiyonlarini
postnatal 3-5. glinlerde gerceklestirmislerdir. Yine Walker ve ark. (2011) Salmonella
enteriditis LPS’si, Knox ve ark. (2009) ile Wu ve ark. (2011) ise E. coli’nin O55:B5
serotipini ve Sprague Dawley irkin1 kullanmislardir. Literatiirde farkli LPS tiirleri ve
serotiplerinin farkli inflamatuvar yanitlar olusturabilecegi goriilmektedir. Mihai ve
ark. (2001) Salmonella tphymurium ile E. coli’nin farelerde TNF-a salinimimi farkl
etkiledigini tespit etmislerdir. Akarsu ve ark. (2000) ise E. coli’nin degisik

serotiplerinin sicanlarda termoregulasyon mekanizmalarinda farkli etkiler meydana
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getirdigini bulmuslardir. Spencer ve ark. (2006) postnatal sicanlara 7, 14, 21 ve 28.
giinlerde FE.coli LPS’si enjekte ettikten sonra yetiskin donemde tekrar LPS
enjeksiyonu yaparak ates yaniti aragtirmiglardir. Yapilan bu denemede ates yanitin
postnatal 7. giinde LPS enjekte edilen grupta en yiiksek oldugu ve bu grupta eriskin
agirhgin da daha diisiik oldugu belirlenmistir. Bizim calismamiza gore tek LPS
enjeksiyonu (7 veya 30. giin) puberteye erigme siiresini etkilemezken iki LPS
enjeksiyonu (7 ve 30. giin) puberteyi geciktirmistir. Dolayistyla iiremeyi denetleyen
sistem, bireyin mikroorganizmalara maruziyet sikligini algilayarak bireyin yasadigi

ortam sartlarinin tiremeye elverisli olmadigr mesajini verebilir.

LPS’lerin etkilerine aracilik eden NO ve IL-1pB inhibitorlerinin kullanilmasi
ise, hem neonatal hem de prepubertal donemde iki defa LPS uygulansa dahi
pubertenin gecikmesini engellemistir. Bu da LPS’lerin liremeyi etkilemesinin NO ve
IL-1B yoluyla olabilecegini gostermektedir. Her iki inhibitér de ayni diizeyde
koruyucu olmuslardir. Dolayisiyla bakteriyel neonatal enfeksiyonlarda bu iki
aracinin inhibitorlerinin kullanilmasinin faydali olabilecegi diisiiniilmektedir. Tez
calismasinin asil amact NO ve IL-1B’nin etkilerini bloke etmek oldugundan, bu
blokerler LPS verilmeksizin yalniz baslarina enjekte edilmemislerdir. Bu durumda,
gozlenen etkiler LPS’nin etkileri bloke edildiginden mi yoksa bu inhibitor
maddelerin dogrudan etkilerinden mi kaynaklanmistir sorusunun aydinlatilmasi

gerekmektedir.

Tiim gruplarda puberteye ulagsma agirliginin benzer olmasi, iireme sisteminin
viicut agirlhigr ile baglantili oldugunu gostermistir. Bu c¢aligmada puberteye ulagma
siiresi ile 35 ve 69. giin viicut agirliklar1 arasinda pozitif bir iliskinin olmasi bu

baglantinin gostergesidir.

5.2. LPS ve Ostrus Dongiisii

Puberteden hemen sonra yapilan 6strus siklusu takiplerinde, tiim hayvanlarda
diizensiz Ostrus siklusu goriildii. Bu bulgu ilk sikluslar i¢in normal kabul edilebilir
(100). Wu ve ark. (2011)’nin yaptig1 calismada kontrol grubunun Ostrus siklusunda
normal diizen so6z konusu iken neonatal LPS uygulanan gruplarda belirgin bir

diizensizlik oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica birgok memeli tiiriinde ilk sikluslarin
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diizensiz olabilecegi de bilinmektedir. Literatiirde siganlarda da puberteye
erisildikten sonraki ilk 15 glinde strus sikluslarinin diizensiz oldugu tespit edilmistir

(100).

5.3. LPS ve Folikiiler Gelisme

LPS’nin en belirgin etkilerinden birisi primordiyal folikiiller {izerine
gorilmiistiir. Kontrol grubunda primordiyal folikiil rezervindeki folikiil sayis1 en
yiiksek diizeyde bulunmusken, NI verilen siganlarda da LPS enjeksiyonlarina ragmen
primordiyal folikiil rezervindeki say1 fazlaca etkilenmemistir. Buna mukabil, LPS
enjeksiyonu yapilan gruplarda (7. ve/veya 30. giinler) primordiyal folikiil sayisi
belirgin bir sekilde azalmis olup Ki’nin ise bu azalmaya kars1 koruyucu bir rolii
belirlenememistir. Dolayisiyla Sekil 5.1°in sol tarafinda da 6zetlendigi gibi, iki ayri
primordiyal folikiil rezervi olusmustur. Bu tez ¢alismasindan elde edilen folikiil
sayilar1 diger literatiirlerin kontrol gruplariyla benzer bulunmustur (65, 101). Primer,
preantral ve antral folikiillerin sayis1 ve en biiylik antral folikiiliin ¢apinin
primordiyal folikiil sayis1 ile dogru orantili oldugu belirlenmistir. Dolayisiyla,
primordiyal folikiiller iizerine net azalma yapan LPS enjeksiyonlarinin

folikiilogenezisin her asamasini etkileme potansiyeli bulunmaktadir.
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Sekil 5.1. Calismadan elde edilen bulgular 1s1ginda sicanlarda ovaryan folikiiler
gelismenin hipotetik modeli (primordiyal folikiil sayisi benzer olan gruplar beraber
sunulmustur, grup kisaltmalari i¢in bkz. s.42).

Postnatal 7. ve 30 giinlerde salin enjeksiyonlar1 yapildiginda ovaryum
iizerindeki primordiyal folikiil sayis1 yiiksektir fakat ayni donemlerde LPS
enjeksiyonlarinin yapilmasi primordiyal folikiil sayisin1 azaltmaktadir. Postnatal 7.
giinde LPS ile birlikte NI uygulandiginda primordiyal folikiil sayisinda yalmzca hafif
bir azalma olusmusken; postnatal 7. giinde LPS ile birlikte Ki’nin uygulanmasi

koruyucu olmamistir (Seklin sol tarafi).

Primordiyal folikiil rezervi az sayida olan siganlarda primer folikiiller,
preantral folikiiller ve antral folikiiller daha az sayida olmakta ve ayn1 zamanda en

biiylik antral folikiiliin ¢ap1 da daha kiiciik olmaktadir (Seklin sag tarafi).
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LPS enjeksiyonlarinin primordiyal folikiil sayisini azaltmasi iki nedenden
otliri olabilir: (1) Neonatal donemde folikiil sayisindaki artig LPS tarafindan
baskilanmis olabilir. Clinkii memelilerde dogum asamasinda tamamlanmis olan
folikiil sayisindaki artis, sicanlarda dogumdan sonra da devam etmektedir. Bu her ne
kadar olas1 bir neden gibi goziikse de, normalde bu artis postnatal 3. giinde
tamamlandig1 belirtilmis oldugundan, tez calismasinda postnatal 7. giinde yapilan
LPS enjeksiyonunun folikiil sayisindaki artigi baskilamasi diisiik bir olasiliktir. (2)
LPS enjeksiyonlarinin primordiyal folikiil sayisin1 azaltmasinin bir diger nedeni de
apoptozise yol acgarak folikiillerin ortadan kaldirilmasi olabilir. LPS’nin folikiiller
lizerine toksik etki yaparak apoptozise yol a¢mis olmast daha muhtemel
goziikmektedir. Bizim calismamizdan elde edilen veriler, bu toksik etkilerin
minimize edilmesinde de sirasiyla NO ve IL-1B inhibitorlerin etkin roller
iistlendiklerini gostermektedir. Konu ile ilgili literatiirler incelendiginde lokal NO ve
IL-1B’nin biiyiiyen antral folikiilleri apoptozise karsi korudugu bildirilmesine ragmen
(102, 103) calismamizda inceledigimiz sekliyle genel bir yangi durumunda
primordiyal folikiiller iizerine etkileri bilinmemektedir. Ayrica TNF-o artisi

durumunda neonatal siganlarda primordiyal rezervin azaldigi tespit edilmistir (104).

Bu ¢alismada LPS+LPS enjeksiyonunun primordiyal folikiil sayisinda daha
belirgin bir diisiise neden olmasi1 beklenirken, Salin+LPS, LPS+Salin ve LPS+LPS
enjeksiyonlar1 primordiyal folikiil sayilarin1 Salin+Salin grubuna gére ayni diizeyde
azaltmiglardir. LPS+LPS grubunda, ikinci LPS enjeksiyonu yapildiginda,
organizmanin ilk LPS enjeksiyonundan dolay1 bdyle bir strese hazirlikli oldugu ve bu
nedenle ikinci LPS’ye verilen yangisal yanitin daha hafif gecirildigi diisiiniilebilir.
Ellis ve ark. (2005) neonatal donemde ve eriskinlik doneminde bu tez ¢alismasina
benzer sekilde sicanlara Salin+Salin, Salin+LPS, LPS+Salin ve LPS+LPS
enjeksiyonu yapmislar ve ikinci enjeksiyondan 2 saat sonra TNF-a, IL-1f3, IL-6 ve
viicut 1s1sim1 Olgmiislerdir. S6z konusu ¢alismada, LPS+LPS grubunda Salin+LPS
grubuna gore daha diisiik TNF-a, IL-1B, IL-6 ve viicut 1sist yanit1 olusurken daha
yiiksek kortikosteron salinimi belirlenmistir. Bu tez ¢alismasi literatiirle birlikte ele
alindiginda, belirli bir zaman sonrasinda yapilan ikinci LPS enjeksiyonlar1 nedeniyle
olusan yangisal yanitin, tek LPS enjeksiyonundan sonra olusan yangidan ¢ok daha

siddetli olmayabilecegini gostermektedir. Her iki durumda da yapilan LPS
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enjeksiyonlar1 ile artig gosteren kortikosteron diizeyi, liremeyi negatif yoOnde
programlayabilen bir etken olarak goziikmektedir (7, 8, 9). Bu tez ¢aligmasinda
ikinci LPS enjeksiyonu yapilan gruplarda (1) antikor yanitinin yiiksek bulunmasi,
yanginin bu gruptaki hayvanlarda kontrol altina alinmis olabilecegini; (2) fakat ikinci
LPS uygulamasiyla birlikte organizmaya ‘hastalik riski yiiksek bir ortam’ sinyalinin

verilerek pubertenin Stelenmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu ¢alismada IL-1B ve TNF-a diizeyleri incelenmis fakat Olciilebilir diizeyin
altinda tespit edilmistir. Ellis ve ark. (2005)’nin bizim arastirmamizin deney
diizenine benzeyen calismasinda da Salin+Salin ve LPS+Salin gruplarinda bu iki
sitokinin diizeyleri tespit edilebilir diizeyin altinda bulunmusken Salin+LPS ve
LPS+LPS gruplarinda ise LPS enjeksiyonlarimi miiteakip 2. saatte yapilan
Olciimlerde IL-1B ve TNF-a diizeyleri yliksek bulunmustur. Bu tez ¢calismasinda s6z
konusu ol¢itimler LPS enjeksiyonundan yaklasik 45 giin sonra yapildigi i¢in bunlarin

tespit edilebilir diizeyin altinda bulunmasi olas1 géziikkmektedir.

Ote yandan, LPS enjeksiyonlar1 primordiyal folikiil sayisin1 azaltmisken,
primer, preantral ve antral foliklil sayilarini etkilememistir. Tez c¢alismasinda,
ovaryan folikiiller ikinci LPS’nin uygulanmasindan yaklasik olarak 45 giin sonra
karakterize edilmistir. Dolayisiyla, LPS’nin primordiyal folikiil disindaki folikiiller
lizerine yapmis oldugu negatif etkilerin izleri ortadan kalkmis olabilir. Ciinkii
primordiyal folikiiller, genel olarak tiimii ayn1 anda gelismeyen ‘sessiz’ bir folikiil
rezervi olustururlar ve her seferinde bu folikiillerden bir kismi1 adanmis (commited)
folikiillere doniiserek ovulasyona ya da atreziye ugrarlar (22). Dolayisiyla,
primordiyal folikiil asamasindan sonraki tiim asamalar aktif iken, primordiyal
folikiiller adanmis folikiiller haline gelene kadar pasif bir sekilde ovaryum iizerinde
bulunurlar. Bu nedenle de LPS’nin etkilerine bagl olarak sayilarinda meydana gelen
azalma uzun bir siire sonra dahi tespit edilebilir. Primordiyal folikiil rezervindeki
folikiil sayisinin azalmasi rodentlerin yasam dongiisii dikkate alindiginda bir sikinti
olusturmasa da, aym bulgu insanlara uyarlanirsa, bunun folikiillerin tiikenmesine

bagli olarak erken menopoza yol agma olasilig1 diistiniilebilir.

Primordiyal folikiil rezervinin azalmasmin puberteyi 6ne aldigina iliskin

kanitlar olmasina ragmen (101, 106), Wu ve ark. (2011), neonatal dénemde LPS
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enjekte ettikleri sicanlarda primordiyal folikiil sayisinda azalma saptarken puberte
gecikmesi saptamislardir. Bu bulgu bizim calismamizdan elde edilen verilerle
uyumludur. Dolayisiyla erken yaslarda bakteriyel maruziyetin kiginin ileriki ireme
aktivitesini negatif olarak programlamasi muhtemel goziiktiiglinden konu ile ilgili

yeni ¢aligmalara gereksinim bulunmaktadir.

Elde ettigimiz bulgularda erigkin viicut agirhigmin (69. giin) artmasi
primordiyal ve primer folikiil sayisinin azalmasina neden olmustur. Bu durum,
pubertenin viicut agirligiyla dogrudan iliskisi oldugunu ve bdylesi bir durumda

folikiilogenez aktivitesininde arttigin1 gostermektedir.

Calismamizda en biiylik antral folikiiliin teka interna kalinligi, gruplar
arasinda anlamli farklilik bulunmamistir. LPS’nin sempatik tonusu artirarak teka
interna kalinhigim artirdigina iliskin kanitlar vardir (65). Kronik aralikli soguk
uygulamasi ya da kisitlanma streside teka interna kalinligini artirarak folikiiliin
ovulasyonuyla ilgili sorunlara yol acabilmekte ve polikistik overe neden
olabilmektedir (107). Bir baska c¢alismada ise polikistik overin Onlenmesi

saglandiginda teka kalinliginin normale dondiigii goriilmiistiir (108).

5.4. Anti-LPS antikoru

Bu tez calismasiyla, E.coli’ye 0Ozgii anti-LPS antikorlarin1 tespit eden,
duyarli, basit ve hizli bir ELISA testi gelistirilmistir. Bu test sayesinde deney
gruplarina yapilan LPS enjeksiyonlarmin basarili oldugu da kanitlanmistir. Bdylece,
LPS ile ilgili c¢aligmalar yapildiginda, bu antikorlar olgiilerek deneyin saglikli
yiiriidiigiine iliskin 6nemli bilgiler kolay bir sekilde elde edilmis olacaktir. Ciinkii;
LPS enjeksiyonlar1 sonucunda, bu enjeksiyonlarin organizmada etki olusturup
olusturmadigina 1iliskin bulgularin elde edilmesi oldukca giictiir. Ayrica bu
hayvanlardan kan alim1 zor oldugu i¢in genellikle hayvanlarin bir kisminin deneyden
cikarilmas1 veya bu amacla ek denemelerin yapilmasi gereksinimi dogmaktadir.
LPS’lerin etkin oldugunun belirlenmesi amaciyla viicut 1sisinin  dSlgiilmesi,
sitokinlerin tayini vs. gibi spesifik olmayan Olgiimler gerekmektedir. Bu tiir

parametrelerin Olglimleri hem zordur hem de pahalidir. Gelistirilen test sayesinde
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ileriki bir tarihte aliman numuneler kullanilarak LPS enjeksiyonlarinin basarisi
hakkinda kesin, spesifik bilgiler elde edilebilecektir.

Calismamizda neonatal+prepubertal LPS enjeksiyonu yapilan her ii¢ grupta
da LPS’ye kars1 spesifik antikor yaniti gozlendi. Bu antikorlarin E. coli LPS’sine
0zgii olduklart diisiiniilmektedir. Ciinkii E. coli LPS’si baglanmayan solid faza
deneklerin antikorlar1 baglanmamistir. Ote yandan E. coli LPS’sini taniyan ve
baglanan bu antikorlarin diger LPS’lere kars1 da ¢apraz reaksiyonlarinin bulunmasi
olasidir. Fakat bizim calismamizdaki amag¢ anti-LPS antikorlarini tespit etmek
oldugundan, gelistirilen testin bu soruya cevap verdigi goriilmektedir. Bunun yaninda
prepubertal LPS enjeksiyonu yapilan SF+LPS grubundaki antikor yaniti kontrole
kiyasla yliksek buna mukabil ¢ift LPS enjeksiyonu yapilan gruplardan ise daha
disiiktii. Bu bulgu immiinolojik yamitin ikinci karsilasmada gii¢lendigini

gostermektedir.

Anti-LPS antikoru ile puberte arasinda bir iliski saptanmamistir. Cift LPS
enjeksiyonu yapilan tiim gruplarda antikor iiretimi saptanmis ancak inhibitor
uygulanan gruplarda puberte gecikmemistir. Dolayisiyla, ¢ift LPS enjeksiyonu,
inhibitorler olmaksizin puberteyi geciktirdigi halde, bu gecikmeye aracilik eden
faktoriin ne oldugu heniiz tam olarak bilinmemektedir. Sonu¢ olarak s6z konusu

faktoriin hipotalamusa dogrudan ya da dolayl yollarla bilgi vermesi gerekir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Iki defa LPS uygulamasi puberteyi geciktirmistir.

2. Iki defa LPS uygulamasinda pubertenin gecikmesini IL-18 ve NO
inhibitorleri 6nlemistir.

3. LPS’nin tek basina uygulandig1 gruplarda folikiiler gelisim ve o6zellikle
de primordiyal rezerv azalmistir.

4. Folikiiler gelisimin azalmasi L-NAME ile 6nlenmistir.

5. Folikiiler gelisimin baskilanmasinda IL-1f inhibitorii yeterince etkili
olmamustir.

6. Viicut agirlign artikga puberteye ulasilan giin daha erken olmaktadir.
Nitekim viicut agirhig arttik¢a folikiilogenez aktivitesi de hizlanmustir.

7. Siganlarda E.coli’ye 6zgii anti-LPS antikorlarini tespit eden, duyarli, basit

ve hizli bir ELISA testi gelistirilmistir.

NO ve IL-1PB inhibitorlerinin, LPS’nin neden oldugu immiinoreprodiiktif
programlamada tistlendikleri rolleri anlayabilmek adina bu molekiillerin tek basina
ve farkli dozlardaki etkileri aragtirilabilir. Ayrica LPS ile olan etkilesimlerde kisa
vadeli sonuglarinin arastirilmasi da bu konunun aydinlatilmasina katki saglayacaktir.

Insanlarda primordiyal folikiil gelisimi fetal dénemde sonlandigindan,
sicanlarda yapilacak denemeler konunun aydinlatilmasinda Onemli avantajlar
sunmaktadir. Primordiyal folikiillerin heniiz olusumunu tamamlamadigi zaman
diliminde (si¢anlarda ilk 3 giin) enjeksiyonlarin yapilarak LPS’nin hangi yollar
aracil@iyla nasil etkiler gosterdigi anlasilabilir.

Farkli tirde ya da serotipte LPS wuygulamalarimin tekrarlanarak bu
programlamaya verecegi mesajin tespit edilmesi konunun biraz daha

aydinlatilmasina katki saglayabilir.
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INONU UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
DENEY HAYVANLARI ETiK KURULU KARARI

Toplanti Tarihi 1 06-07-2010

Toplant1 Yeri : Tip.Fak.Toplanti Salonu-Malatya
Arastirma Protokol no.su :2010/54

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Tiirii : Rat

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Soyu : Wistar Albino

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Cinsiyeti :0OE XD  [JFarketmez
Deneyde Kullanilacak Hayvanin Sayis : 80 adet

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Yasi ve Agirhgi : Neonatal / 5-10 gr

Tip Fakiiltesi Ogretim Uyelerinden Prof. Dr. Sedat YILDIZ i yiiritiiciisii oldugu “Neonatal
LPS uygulamasi ve iiremenin uzun vadeli programlanmasi: NOS ve Kaspaz-1
inhibisyonlarmn rolii” isimli 2010/54 Protokol no.lu ¢alismanin dosyasi incelendi.

Adi gegen arastirmanin; aragtirma protokoliine tamamen uyulmak, inénii Universitesi Tip
Fakiiltesi Deney Hayvanlari Etik Kurul Yonergesi’'nde belirtilen hususlar yerine getirilmek ve
sorumluluk arastiricilara ait olmak iizere ¢alismanin yapilmasinda herhangi bir etik sakinca
bulunmadigma oy birligi ile karar verildi.
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