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ÖZET 

Sepsis artan morbitide ve mortalitesi nedeni ile dikkat çeken bir hastalıktır. 

Melatonin ise pineal bezden salgılanan bir hormon olup, immun işlevler üzerine etki 

ettiğine dair bilgiler bulunmaktadır. Bu çalışma ile pinealektomi (PLT) yapılan 

sıçanlarda sepsise karşı oluşan cevabın değişip değişmediğinin araştırılması 

amaçlanmıştır.  

Bu amaç doğrultusunda toplam 54 sıçandan SHAM, PLT-CLP ve SHAM 

PLT-CLP olmak üzere üç farklı grup oluşturulmuştur. PLT-CLP grubuna hem 

pinealektomi operasyonu (PLT)  yapılmış hem de çekumun delinmesi ile (CLP) 

sepsis modeli oluşturulmuştur. Her gruptan 0. saat ile sepsis sonrası 12. ve 24. 

saatlerde rastgele 6 sıçan seçilerek kan TNF-α, IL-10, IL-6 ve IL-1β düzeyleri 

ölçülmüş ve aynı parametrelerin karaciğer ve böbrek gen ekspresyonları düzeyleri 

belirlenmiştir.  

PLT-CLP grubunda 0. saat değerleri ile kıyaslandığında, 12. saate TNF-α, 12. 

ve 24. saatlerde IL-1β ve IL-6 seviyelerinde anlamlı artışlar, 24. saat IL-10 

düzeyinde ise azalma belirlenmiştir (p<0.01). SHAM PLT-CLP grubunda ise TNF-α 

değerlerinde 24. saatte, IL-1β düzeyinde 12. ve 24. saatlerde anlamlı artışlar 

kaydedilmiştir (p<0.05). Karaciğer TNF-α gen ekspresyonu değerleri sadece PLT-

CLP grubunda, IL-10 değerleri ise SHAM PLT-CLP grubunda değişiklik 

göstermiştir.  

Sonuç olarak pinealektomi operasyonunun sepsis tablosunun daha erken 

ortaya çıkmasına yol açabileceği ve bu durumun azalan melatonin seviyeleri ile 

ilişkili olabileceği kanaatine varılmış olup, özellikle sepsis gelişme ihtimali olan 

hastaların bulundukları ortamın ışık yoğunluğu ve ışığa maruz kaldıkları sürelerin 

gözden geçirilmesi ve bu konuda daha dikkatli olunması gerektiği önerilmektedir.  

Anahtar Kelimeler: Melatonin, sepsis, sitokinler, CLP. 
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ABSTRACT 

The investigation of liver and kidney TNF-α, IL-6, IL-10 ve IL-1β gene 

expression and blood levels in pinealectomised septic rats 

 

Sepsis is a remarkable disease due to its cause of increased morbidity and 

mortality. Melatonin is a hormone that is secreted from the pineal gland and it plays 

a role on immunological functions. This study aimed to investigate whether the 

response to sepsis in rats with pinealectomy (PLT) is changed. 

For this purpose, a total of 54 rats consisting three different groups named 

SHAM, PLT-CLP and SHAM PLT-CLP were used. Blood TNF-α, IL-1β, IL-6 and 

IL-10 levels were measured at 0th, 12th and 24th hours from randomly selected six 

rats of each group and liver and kidney gene expression levels of these cytokines 

were determined. 

The significant blood levels elevation was observed in TNF-α at 12
th

 hours, 

IL-1β and IL-6 at 12
th
 and 24

th 
hours, but decreasing in IL-10 levels at 24

th
 in PLT-

CLP group (p<0.01). However, the increasing TNF-α levels at 24th
 hours and IL-1β 

levels at 12
th
 and 24

th 
hours were obtained in SHAM PLT-CLP group (p<0.05). The 

significant changes of liver TNF-α gene expression level in PLT-CLP group and IL-

10 level in SHAM PLT-CLP group were determined.  

As a conclusion, it is thought that clinic of sepsis may appear earlier in cases 

of melatonin deficiency. Therefore, the light intensity in the environment and its 

duration of exposure on the patients possibly devoloping sepsis should be 

considered. 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Melatonin, epifiz bezi olarak da adlandırılan pineal bezden salgılanan  (N-acetyl-

5-methoxytryptamine) bir hormon olup aydınlık ve karanlık döngüsünü ve  

sirkadiyen ritmi ayarlayan önemli moleküllerden bir tanesi olarak kabul edilir. 

Melatonin birçok fizyolojik ritim ve nöroendokrin süreçler için arabirim olarak görev 

yapmasının yanısıra yağ ve kas hücrelerinden glukoz alımı ve bu hücrelerden leptin 

salgılanması üzerine de etki gösterir (Ferreia ve ark., 2012). 

Yoğun bakım ünitelerinde yatan hastalarda sirkadiyen ritmin bozulduğu ve 

melatonin salgısının azaldığı bildirilmektedir  (Mundigler ve ark., 2002). Bu 

hastaların aynı zamanda sepsise karşı duyarlılığının diğer insanlara göre daha yüksek 

olduğu bilinmektedir (Angus DC ve ark., 2001). Duyarlılık artışının bir nedeninin 

melatonin yoksunluğuna bağlı geliştiği iddia edilse de mekanizmayı ortaya koyacak 

araştırmalar yetersizdir. Bu nedenle melatonin yoksunluğu durumlarında sepsis 

gelişiminin incelenmesi ve ilgili bazı sitokinlerin düzeylerindeki değişimlerin 

araştırılması önem arz etmektedir.  

Melatoninin etkilerini araştırmak için en çok başvurulan yöntemlerden bir tanesi 

melatonin yoksunluğu oluşturmaktır. Sıçanlarda melatonin yoksunluğu oluşturmak 

için deneysel olarak uygulanmakta olan iki farklı yöntem bulunmaktadır. Bunlar; 

sürekli ışığa maruziyet veya pineal bezin çıkarılması (pinealektomi, PLT) 

operasyonudur. Her iki yöntem de pineal bezin melatonin salgısını yok etme 

özelliğine sahip olmanın yanı sıra fizyolojik ve hemodinamik parametrelerde benzer 

değişikliklere  sebebiyet vermektedir (Simko ve ark., 2013). 

Sepsis, enfeksiyona karşı verilen sistematik inflamatuvar yanıt olarak 

tanımlanmaktadır. Sepsis yüksek mortalite,  morbidite ve tedavi maliyetleri ile ciddi 

bir sağlık sorunudur (Olguner ve ark., 2013). Özellikle yoğun bakım ünitelerinde son 

yıllarda sepsise bağlı ölümler dikkat çekici boyutlardadır. Bu nedenle sepsis tedavisi 

veya sepsise karşı organizmanın savunma gücünü arttırıcı yöntemlerin geliştirilmesi 

ve sepsisten korunma ve tedavi açısından yeni yaklaşımların ortaya konulması 

gerekmektedir. Bu amaçla deney hayvanları üzerinde birçok araştırma 

yürütülmektedir.  
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Deney hayvanlarında sepsis modeli olarak en fazla kullanılan yöntemlerden bir 

tanesi ise çekal bağlama ve delme (CLP) yöntemidir. Bu yöntem ile bağırsakta 

yaşayan bakterilerin karın boşluğuna bulaştırılması ve oluşan enfeksiyona karşı 

vücudun verdiği yangısel yanıtların belirlenmesi hedeflenmektedir (Dejager ve ark., 

2011). Bu işlem sonrası oluşan sitokin yanıt üzerine bir çok farklı parametrenin etkisi 

araştırılarak sepsisin iyileştirilmesi veya daha az patolojik sonuçlarla atlatılması 

yönünde oldukça fazla sayıda araştırma yapılmıştır (Li ve ark., 2014; Wu ve ark., 

2015). 

Sepsiste Tümör nekroz faktör-alfa (TNF-α), proinflomatuvar  sitokin olarak 

bilinmekte ve diğer sitokinler olan İnterlökin-1 (IL-1), IL-6, IL17A ve IL-8 ile 

birlikte salınmaktadır (Hack ve ark., 1997). İnflamasyon uyarısı aynı zamanda 

antiinflamatuvar  sitokin olan IL-10 gibi   sitokinlerin de salınmasına yol açmaktadır 

(Poll ve ark., 1997). Karaciğer ve böbrek hem bu sitokinlerin salgılandığı hem de 

sepsisten etkilenen başlıca iki organ olarak karşımıza çıkmaktadır (Wei ve ark., 

2013). Bu nedenle çalışmada karaciğer ve böbrek dokusu örneklerinde sitokin 

ekspresyonları ile bu sitokinlerin kan seviyelerinin belirlenmesi amaçlanmıştır.   

Bu araştırma ile PLT yapılan ve CLP modeli ile sepsis oluşturulan sıçanlarda 

karaciğer ve böbrek sitokin yanıtında herhangi bir değişiklik olup olmadığının 

araştırılması hedeflenmiştir. Bu amaç doğrultusunda;  pinealektomi sonrası karaciğer 

ve böbrek TNF-α, IL-10, IL-6 ve IL-1β gen ekspresyonları düzeyleri ile kan 

seviyeleri belirlenmiştir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Pineal Bez ve Melatonin 

2.1.1. Pineal Bez 

Pineal kelimesi Latince’ de çam kozalağı anlamına gelen ‘pinea’ kelimesinden 

türemiştir. Hint felsefesinde, diğer iki göze göre daha gerçekçi ve derinlemesine 

görebilen bir üçüncü göz olarak kabul edilirken, Fransız filozof Rene Descartes ise 

pineal bezi ‘ruhun sandalyesi’ olarak tanımlamıştır. Pineal bez, dış çevrenin aydınlık 

karanlık olmasına göre organizmanın başta endokrin sistem olmak üzere birçok farklı 

organ ve dokunun işlevlerini düzenler. Pineal bezin suprakiyazmik nükleus (SCN) ile 

birlikte fizyolojik işlevlerin dış ortam ile eş zamanlı bir şekilde yapılmasını sağlayan 

biyolojik saat olduğu ileri sürülmektedir (Çam ve Erdoğan 2003;  Özşahin 2006 ).  

Pineal  bez insan vücudundaki en küçük endokrin bezdir ve 120/150 mg 

ağırlığındadır. Ağırlığı ve boyutlarında puberteye kadar artış puberta sonrası ise 

azalış görülmektedir (Çam ve Erdoğan 2003;  Özşahin 2006; Kırım ve ark., 2006). 

Pineal bez önemli ölçüde damarlaşma göstermekte olup,  kan akımı bakımından 

4 ml/dk/g’ lık değerle oldukça yüksek bir kanlanma oranına sahiptir (Ataş 1998).

 Bezin parankimi pinealositler ve glia hücrelerinden oluşur. Nöroepitelyal 

hücreler olan pinealositler, hafif bazofilik sitoplazmalı hücreler olup belirsiz 

nükleuslar içeren çekirdekleri büyük, düzensiz veya birkaç lobludur (Brzezinski 

1997; Özşahin 2006 ). 
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 Şekil 1. Melatonin döngüsü (Zhigiang ve ark., 2016). 

 

2.1.2. Melatonin 

Melatonin 1958 yılında  dermatolog Aaron Lerner tarafından, sığır pineal bezi 

ekstrelerinde bulunan bir amfibik cilt açıcı faktör olarak tanımlanmıştır (Zawilska ve 

ark., 2009). Daha sonra melatoninin bitkiler, protozoonlar, omurgasızlar, mantarlar, 

bakteriler ve insanlar olmak üzere hemen hemen tüm omurgalılarda bulunduğu 

anlaşılmıştır (Harderland ve ark., 2003).  

Melatonin uyku ve sirkadiyen ritim düzenlenmesi için gerekli olan, epifiz bezi 

tarafından salgılanan bir hormondur. Bir günlük ritim ile salgılanır; salgılanması 

karanlığın başlangıcı ile başlar, kısa bir süre sonra artar ve gece yarısı  (02:00 ve 

04:00) en yüksek düzeye ulaşır. Gecenin ikinci yarısında ise yavaş yavaş seviyesi 

azalır (Brzezinski 1997).  

Melatoninin aynı zamanda, lenfositler, mast hücreleri, hava yolu epitel hücreleri, 

beyin, retina, gastrointestinal sistem ve üreme sistemi gibi birçok dokuda da 

sentezlendiği  tespit edilmiştir (Acuna-Castroviejo ve ark., 2014). Diğer taraftan deri 

hücrelerinin de melatonin ürettiği  ve melatonin reseptörlerinin deride eksprese 

olduğu bilinmektedir (Carpentieri ve ark., 2012; Acuna-Castroviejo ve ark., 2014).  
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2.1.3. Melatonin Sentezi 

Pineal bezin işlevi üzerine başlıca kısıtlayıcı etki yapan faktör, ışıktır. Işığın 

başka önemli görevi ise pineal bez ritminin merkezi sinir sistemi aracılığıyla çevreye 

uyumunu sağlamaktır. Pineal beze çevreden gelen sinirsel uyarılar beyin aracılığıyla 

ulaşarak endokrin yanıta dönüşür.  Işık durumuna bağlı olarak dış ortamdan gelen 

uyarılar gözün retina katmanı ile alınır, fotoreseptörlere ulaşır ve buradan 

hipotalamustaki suprakitazmatik çekirdeğe iletilir. Bu uyarılar daha sonra 

paraventriküler çekirdeğe ulaşır. Uyarı dalgaları medial ön beyin sapında ve retiküler 

formasyonda birleşerek omuriliğin lateral çekirdeğine gider. Bu çekirdekten 

sempatik sinir sisteminin pregangliyonik adrenerjik sinirleriyle alınan uyarılar üst 

beyin gangliyonuna gelir ve buradan pineal beze ulaşır (Macchi ve Bruce, 2004). 

Sempatik sinir sistemi ile melatonin salgısı arasında ilişki bulunmaktadır. 

Sempatik sinir uçlarından salgılanan norepinefrin, melatonin sentezini artırırken, 

propronalol ise melatonin sentezini azaltır  (Özşahin 2006). Norepinefrin bu etkisini, 

pineal hücre zarındaki β-adrenerjik reseptöre bağlanarak gösterir ve Adenozin Mono 

Fosfat (cAMP) sistemini uyararak oluşturur. Işığın etkisi ile pinealositlerde, triptofan 

5-hidroksilaz enzimi tarafından 5-hidroksitriptofan (5HTP)’ a hidroksillenmektedir. 

Bu ürün ise aromatik amino asit dekarboksilaz aracılığı ile seratonine (5-

hidroksitriptamin, 5HT) dönüştürülür. Karanlıkta seratonin, seratonin N-

asetiltransferaz (NAT) ile N-asetilseratonine ve son olarak N-asetilseratonin de 

hidroksiindol- O- metiltransferaz anzim tarafından melatonine dönüştürülür (Macchi 

ve Bruce 2004). 
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Şekil 2. Melatoninin triptofandan sentez aşamaları (Esteban ve ark., 2016). 

2.1.4.  Melatoninin Etki Mekanizması 

Merkezi sinir sisteminde melatonin esas hedef organı hipotalamustur. Melatonin 

verilmesi ile hipotalamusta dopamin, seratonin, norepinefrin ve gamma amino bütirik 

asid (GABA) gibi transmitterler artar. Melatonin ayrıca hipotalamustan nöropeptitler, 

hormonlar ve prostglandinlerin salgılanmasını da uyarır (Brezezinski 1997). 

Melatonin düzeyinin artması birçok dokuda guanilat siklaz aktivitesinin 

azalmasına neden olur. Bununla ilişkili olarak Guanozin Mono Fosfat (cGMP) 
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düzeyi azalır ve cAMP düzeyi artar. Melatonin; DNA tamiri, membranlar ve diğer 

hücreiçi komponentlerin bakımı için gerekli olan guanin nükleotitlerin oluşumuna 

katkıda bulunur (Özşahin 2006). Melatoninin işlevlerini cGMP ve prostaglandinler 

aracılığı ile de gerçekleştirdiği söylenmektedir (Witt-Enderby ve ark., 2003).  

2.1.5.  Melatonin Salınımı 

Melatonin oluştuktan sonra depolanmadan dolaşıma verilmektedir. Melatonin 

kana hızla salınımı lipofilik özelliğine bağlıdır. Lipofilik özelliğinin çok yüksek 

olmasından dolayı tüm biyolojik doku ve sıvılara dağılır. Plazmada yaklaşık % 70’i 

albumine bağlı olarak taşınır (Arendt 2005). 

Melatonin kanda geri dönüşümlü olarak albumin ve alfa asit glikoproteine 

bağlanarak hedef dokuya taşınmaktadır. Hayvanlarda N-Asetil Transferaz (NAT) 

enziminin aktivitesi dolayısıyla melatonin kan düzeyinin karanlık fotoperiyotta pik 

yaptığı gözlemlenmiştir.  Melatonin salgılanması karanlık ile başlar, aydınlık ile sona 

erer. Salgılanması genellikle 21:00-22:00 saatleri arasında başlar, maksimum 

konsantrasyonu 02:00-04:00 arasında gözlenir ve 07:00-09:00 arasında giderek 

azalır. İnsanda 1000-2500 lüks’ lük ışık melatonin salgılanmasında azalmaya yol 

açar (Taşkıran 2011). 

Pineal bez tarafından üretilen melatonin, çeşitli sıvı ve dokulara hücresel 

düzeyde ulaşır ve sirküle olur. Yüksek düzeyde lipolifik hormon olan melatonin, 

pineal bezde depolanmadığı için plazma seviye profili pineal bezin aktivitesini 

yansıtır (Arendt 2005).  

Melatoninin kandaki konsantrasyonu insanlarda yaşa bağlı olarak da 

değişmektedir. Üç aydan daha küçük bebeklerde çok az düzeyde bulunur. En yüksek 

seviyelerine 1-3 yaş arasında ulaşır.  Bu esnada geceleri melatoninin serumda 325 

pg/ml (1400 pmol/l) gibi yüksek değerlere ulaştığı belirlenmiştir. Cinsel olgunlaşma 

sürecinde giderek azalan plazma melatonin düzeyi, 500 pmol/l’nin altına düştüğünde, 

gonadotropin salgılatıcı hormon (GnRH) salgılanması artar ve puberte başlar. 

Yetişkin gençlerdeki değeri 40-260 pmol/l değerleri arasında değişmektedir  

(Özşahin 2006). 
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Melatoninin pineal bez dışında nöroendokrin sistemin bir parçası olarak kabul 

edilen APUD (Amin habercisi alım ve dekarboksilasyon) hücrelerinde de önemli 

miktarda bulunduğu belirlenmiştir. Gastrointestinal kanalda bulunan enterokromafin 

(EC) hücrelerinin vücutta melatoninin üreten diğer hücreler olduğu bilinmektedir 

(Macchi ve Bruce, 2004).   

Melatonin ayrıca retina, solunum yolları,  karaciğer, böbrek, adrenal bezler, 

timus, troid, plasenta ve endometriumda, mast hücrelerinde ve doğal öldürücü ile 

eozinofilik lökositlerde de belirlenmiştir. Ancak pineal bezden kana salınan 

melatonin diğer kaynaklardan 20 ile 1000 kat arasında daha fazla olduğu 

belirlenmiştir (Özşahin 2006).  

2.1.6.  Melatonin Reseptörleri  

Melatoninin MT1 ve MT2 olmak üzere iki grup reseptörü tanımlanmıştır. İlk 

tanımlanan reseptör MT1 olup yüksek afiniteli, guanozin trifosfat bağlanma 

proteinleri ailesindendir. MT1 melatonin reseptörlerinin aktivasyonu hedef 

hücrelerde adenilat siklaz aktivitesinin azalmasına neden olur. Bu reseptör retina 

işlevine, sirkadyen ritme ve üreme işlevine katılmaktadır (Özşahin 2006).  

MT1 reseptörlerinin MT1-a  (hipofizer pars tüberalistakiler üreme ile ilgili, 

suprakiazmatik nükleustakiler sirkadyen etki ile ilgili) ve MT1-b (retina ve beyinde) 

olmak üzere iki farklı tipi bulunmaktadır (Taşkıran 2011). 

MT2 ise düşük afiniteli bir reseptör olup, fosfoinositol hidrolizi ile etki gösterir 

(Çam ve Erdoğan 2003; Özşahin 2006). 

MT1 ve MT2 reseptörleri, hücredeki etkinliğini G proteini aracılığı ile 

gerçekleştirir. MT1 reseptörleri başlıca hipotalamusun suprakiyazmik çekirdeğinde 

tespit edilirken, MT2 reseptörleri retina, hipokampus ve diğer beyin bölgelerinde 

belirlenmiştir (Reppert ve ark., 1996; Çetin 2005). Melatonin reseptörleri ayrıca 

mide-bağırsak kanalı, gonadlar, böbrek ve kan damarlarında da bulunur. Sıçanlarda 

melatonin reseptörlerine T ve B lenfositlerde rastlanırken (Pozo ve ark., 1997),  insan 

T lenfositlerinde de melatonin reseptörlerinin varlığı bildirilmiştir (Carrilo ve ark., 
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2004). İmmun fonksiyonun güçlenmesinde MT2 reseptörünün önemli rol oynadığı 

bildirilmektedir (Drazen ve ark., 2001).  

2.1.7. Melatoninin Yıkımı 

Dolaşımdaki melatoninin % 90’ından fazlası karaciğer tarafından metabolize 

edilir. Ayrıca böbrekler tarfından da metabolize olur. 

Melatonin önce hidroksile edilir, sülfat ve az düzeyde de glukuronit konjugatlar 

gibi idrarla atılır. İdrarla atılan düzeyi yaklaşık % 1 oranındadır (Bruno ve ark., 

2005). 

Melatoninin başlıca metaboliti 6-hidroksimelatonin sülfat (6-HMS) olup 

dolaşımdaki melatoninin yarılanma süresi 20-60 dakika aralığında değişmektedir 

(Çam ve Erdoğan 2003). 

2.1.8.  Melatoninin Fizyolojik Etkileri  

Melatonin fotoperiyod ile ilgili bilgiyi vücudun fizyolojisine aktararak sirkadyen 

ritmin ve organizmanın fonksiyonlarının düzenlenmesinde rol oynar. İnsanda pek 

çok biyokimyasal, fizyolojik ve davranışsal değişkenlerde olduğu gibi plazmadaki 

melatonin düzeyleri de 24 saatlik periyod içinde düzenli iniş çıkışlar gösterir. Bu 

sirkadyen ritim hipotalamusda SCN’deki merkezi önder odak tarafından kontrol 

edilir ve ritmin başlıca ayarlayıcısı dış ortamdaki aydınlık/karanlık siklusudur. Gece 

ışığa maruz kalındığında pineal fonksiyonlar akut olarak baskılanır (Liebmann ve 

ark., 1997). 

Melatonin canlı vücudunda birçok fizyolojik etkiye sahiptir. Bu etkiler arasında 

kan basıncını düzenleyici etkileri (Simko 2012; Kawashima ve ark., 1987), endokrin 

ritmin düzenlenmesi, antigonadal aktivite, serbest oksijen radikallerinden korunma, 

değişik immun fonksiyonlarının nöroendokrin düzenlenmesi (Erlich ve Apuzzo, 

1985) ve kardiyovasküler etkiler gibi bir çok etkisi sayılabilir (Veneroso ve ark., 

2009; Tengattini ve ark., 2008).   
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2.1.9.  Melatonin ve İmmün Sistem 

İmmün yanıt, MHC-I molekülleri ile T hücrelerinin aktive edildiği, özellikle de 

hücre içi patojenlere karşı başlatılan hücresel immün yanıt ile MHC-II’ler tarafından 

Th2 hücrelerine antijenlerin sunulması ve B lenfositlerinin aktive olarak antikor 

üretmesi ile etkinlik gösteren humoral immün yanıt olarak ikiye ayrılmaktadır (Diker 

1998). 

Melatoninin immün sistem hücrelerini melatonin reseptörleri aracılığı ile 

etkilediği düşünülmektedir. Lökositler ve lenfositler üzerinde saptanan melatonin 

reseptörleri bunun kanıtı olarak gösterilmektedir. Lenfositler üzerindeki melatonin 

reseptörleri çoğunlukla CD4+
, CD8

+
 T lenfositleri ile B hücrelerinde bulunmuştur. 

Ayrıca yapılan çalışmalarda melatoninin bu reseptörler aracılığı ile stimüle olmuş 

lenfositlerin proliferatif yanıtını modüle ettiği ortaya konulmuştur (Maestroni, 2001). 

Melatonin periferal kandaki mononükleer hücrelerde IFNγ (interferon gamma), 

IL-2, IL-6, IL-1 ve IL-12 üretimini sitümüle etmektedir (Garcia- Maurino ve ark., 

1997; Garcia-Maurino ve ark., 2000).  

Mukozal immünitede etkinlik gösteren IgA ile melatonin ilişkisinin incelendiği 

bir çalışmada ise idrarda melatonin artışı ile tükrükte IgA artışı arasında  

korelasyonun olduğu saptanmıştır (Park ve Tokura, 1999). Mukozal immün yanıt 

için özellikle önemli olan IgA seviyesindeki bu artış enfeksiyona bağlı hastalıklardan 

korunmada önemli bir veridir.  

Farelere melatonin uygulaması sonrası doğal katil hücreler (NK, Natural Killer) 

ve monosit sayılarında artış bildirilmiştir (Currier ve ark., 2000). Melatoninin immun 

sistem üzerindeki bir diğer önemli etkisi ise antikora bağlı hücresel sitotoksisiteyi 

arttırmasıdır (Vermuelen ve ark., 1993). 

Melatonin, viral enfeksiyonlarda oluşan yüksek oksidatif stres ve inflamatuar 

hasarlar için potansiyel tedavi edicidir. Viral enfeksiyonlar sonucu oluşan serbest 

radikaller ve türevleri, OH (hidroksil) ve ONOO (peroksinitril) hücrenin esansiyel 

yapılarına (lipit, protein ve DNA) hasar verir. Hücredeki serbest radikallerin etkileri 

antioksidanlar tarafından ortadan kaldırılabilir. Viral enfeksiyonlara karşı melatonin 
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koruyucu etkisinin mekanizması serbest radikal süpürücü olması, antioksidan enzim 

indükleyici etkisi, immün sistem fonksiyonlarındaki pozitif düzenleyici olması, 

inflamasyonu inhibe edici rolü ve programlanmış hücre ölümü işlevlerindeki 

regülatör fonksiyonları ile açıklanabilir (Gümüşova ve Memiş, 2014). 

2.2. Sepsis 

Sepsis ve sepsise bağlı çoklu organ yetmezliği sağlık sistemi için çok büyük bir 

yük oluşturmaktadır ve bilim adamları için önemli bir sorundur. Kapsamlı temel 

araştırma ve klinik çalışmalara rağmen, sepsisin patofizyolojisi hala tam olarak 

aydınlığa kavuşturulamamıştır (Chaudhry ve ark., 2013).   

Ciddi sepsis ve septik şok, her yıl dünyanın dört bir yanında milyonlarca hastayı 

etkilemekte ve önemli bir mortalite oranı ile seyretmektedir (Dellinger  ve ark., 

2013). Sepsisin  hetarojen ve dinamik bir bozukluk olduğu ve hangi inflamatuar 

ağdaki dengesizlikten kaynaklandığı gittikçe daha da netleşmektedir (Rittirsch ve 

ark., 2008).  

Sepsis, hasteneye yatırılan hastalarda görülen en sık ölüm nedenleri arasında yer 

almaktadır. Sepsisten ölen hastaların sayısı, miyokard enfarktüsü ile ölenlerin 

sayısına yakınlık göstermektedir (Angus ve ark., 2001). 

Sepsis, tüm vücut ya da sistemik inflamatuar yanıt sendromu (SIRS) olarak 

ortaya çıkmakta, bilinen veya süphelenilen enfeksiyonun varlığında 

gerçekleşmektedir. Bunu düşük kan basıncına bağlı ağır organ disfonksiyonu takip 

etmektedir. Azalmış idrar üretimi ve bilinç bulanıklığına bağlı laktik asidoz 

nedeniyle bir veya birden fazla organa yetersiz kan akımı oluşmaktadır. Şiddetli 

sepsis, sepsis ile birlikte, organ yetmezliği de dahil olmak üzere hipotansiyon (SKB 

<90 mmHg ya da başlangıca göre ≤40 mmHg azalma), hipoksemi, oligüri, metabolik 

asidoz, trombesitopeni ve abtundasyon olarak tanımlanmaktadır (Studnek ve ark., 

2012).  

Sepsis, ayrıca şoka ve çoklu organ disfonksiyonu sendromuna da neden olabilir. 

Septik şok tanısı konulması için hastanın en az iki SIRS kriterine sahip olması göz 

önünde bulundurulur. Septik şokta; taşipne, beyaz kan hücre sayısı anomalisi, yüksek 
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kalp hızı, ateş ya da hipotermi de dahil olmak üzere bir çok patolojik bulgu ortaya 

çıkar, hasta yeterli sıvı almasına rağmen hipotansif kalır. Septik şok ve çoklu organ 

yetmezliği sepsisli hastalarda en sık ölüm nedenidir (Hanisch ve ark., 2011). 

Dünya çapında yıllık mortalite oranlarında sepsis, akciğer ve göğüs kanserinden 

daha büyük bir paya sahiptir.  Ayrıca sepsis görülme sıklığı  gün geçtikçe 

artmaktadır (Becker ve ark., 2010). ABD’de her yıl yaklaşık 750 000 sepsis vakası 

ortaya çıkmaktadır (Chaudhry ve ark., 2013). Bütün bunlara rağmen günümüzde 

sepsis için etkili bir tedavi yöntemi tam olarak ortaya konulamamıştır (Becker ve 

ark., 2010). 

Sepsisin konak bağışıklık sistemi, virüs ve ya enfekte bakteri arasındaki 

karmaşık etkileşimlerin sonucu geliştiği belirtilmektedir. Sepsiste süperantijenlerin 

varlığı, fagositoz ve antibiyotik direnci gibi faktörlerin bulunması sepsisin daha da 

ilerlemesine yol açar (Russell, 2006). Bu tür enfeksiyonlar sıklıkla sitokin artışını 

tetikler ve sepsis hastalarında tespit edilir. Sitokin araştırmalarının sepsis tedavisi ve 

önlenmesinde büyük yararları olacağı öngörülmektedir (Chaudhry ve ark., 2013). 

Geçtiğimiz on yıl içinde, sepsis gizli halk sağlığı felaketi olarak kabul edilmiştir 

(Angus ve ark.,  2010).  

 2.2.1. Deneysel Sepsis Modelleri 

2.2.1.1. Çekum Bağlama ve Delme Modeli [Cecal Ligation and Puncture (CLP)] 

Yöntemin esası anestezi uygulanan sıçanlarda barsak geçişini engellemeden 

çekumun standart bir iplikle bağlanması ve daha sonra bağlanan bölgenin ölçüleri 

belirli bir enjektör iğnesi ile bir veya iki kez delinmesi esasına dayanır. İşlem 

tamamlandıktan sonra batın kapatılıp cilt altına hayvanın ağırlığına göre serum 

fizyolojik verilir. Bu yöntem,  sıçanların yanı sıra fare ve koyunlarda da 

kullanılmıştır (Baker ve ark., 1983; Yang ve ark., 2002). 

CLP ile oluşturulan sepsis modeli, uygulaması kolay ve ucuzdur, kullanılan 

diğer modellerden farklı olarak çok çeşitli mikroorganizmaları tarafından oluşturulan 

bir septik şok tablosu görülür. En önemli avantajlarından bir tanesi ise klinikte 

görülen sepsis tablosuna benzer bir model olmasıdır  (İskit 2005). 
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CLP girişimsel bir model olup oldukça yagın olarak kullanılmakta ve 

polimikrobiyal bir peritonit tablosuna bağlı sepsise yol açmaktadır. Modelde çekuma 

hem ligasyon hem de perforasyon yapılmaktadır. CLP tipik klinik sepsis ile 

karşılaştırıldığında, benzer patofizyolojik ilerleme ve artan sitokin düzeyleri ile 

karekterize olduğu görülmektedir. Bu özellikleri ile CLP yöntemi deneysel sepsis 

modelleri için altın standart olarak kabul edilir (Dejager ve ark., 2011). 

CLP modelinde enfeksiyon, karın boşluğuna delinmiş çekumdan gelen enteral 

içerikte bulunan mikroorganizmalar tarafından gerçekleştirilir. Bu nedenle, delik ile 

indüklenen çapraz çekum drenaj tutarlılığı modelin sağlıklı şekilde ortaya 

çıkmasında önemlidir. Çekum delinmesi işleminde boyutları sabit enjektör 

iğnelerinin ortaya konulması ve modelin bu şekilde standardize edilmesi modeli 

kabul edilir hale getirmiştir (Orman ve ark., 2011).  

2.2.1.2. Lipopolisakkarid Verilerek Oluşturulan Septik Şok Modelleri 

Lipopolisakkarid (LPS), saflaştırılmış glikolipid yapıda olup LPS uygulaması 

septik şok modellerinde oldukça sık kullanılan bir yöntemdir. LPS çoğunlukla toz 

halinde temin edilir. LPS; Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Klebsiella 

pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa gibi bir çok gram negatif bakteriden elde 

edilir. Deneysel septik şok modellerinde ise E.coli’den elde edilen LPS modeli daha 

çok kullanılmaktadır (İskit 2005). 

LPS enjeksiyonu ile indüklenen endotoksemi modelinde uygulanan gram negatif 

bakteri endotoksinleri, sistemik enflamasyon sırasında Dissemine intravasküler 

koagülasyon (DIC) incelemek için yaygın olarak kullanılmaktadır (Berthelsen ve 

ark., 2011). 

 LPS planlanan deneysel çalışma protokollerine göre, toz halinde bulunan LPS 

suda çözünerek deney hayvanlarına intraperitonel ya da intravenöz tek doz halinde 

ya da infüzyon olarak uygulanır. Yapılan çalışmalar incelendiğinde 1mg/kg ile 80- 

100 mg/kg aralığında büyük bir doz aralığında uygulandığı görülmektedir (İskit ve 

ark., 1999; Baykal ve ark., 2000). 
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2.2.1.3. Damar veya Periton İçine Canlı Bakteri Uygulanması 

Deney hayvanlarında sepsis modeli oluşturmak için damariçi E.coli verilen 

çalışmalar da bulunmaktadır.  Bakteriler tek doz veya infüzyon şeklinde verilebilir. 

Bu yöntemde aynı zamanda intra peritonel canlı bakteri uygulanması da yapılmakta 

olup sıçanlarda 24 saat içerisinde % 100 ölüm tablosu ortaya çıkmaktadır. Fakat bu 

yöntemin uygulanması sırasında araştırmacıların kontaminasyon riski de 

bulunmaktadır (Kohn ve Kung 1995). 

Benzer şekilde Edremitlioğlu ve ark. (2005) sıçanlara intraperitonel yolla E.coli 

enjeksiyonu yapmışlar ve hiperbarik oksijen tedavisinin böbrekler üzerine olan 

etkilerini incelemişlerdir.  

2.2.2. Sepsis ve Karaciğer 

Sepsiste ortaya çıkan klinik bulgular sepsise neden olan mikroorganizmanın 

toksin ve hücre duvarı gibi komponentlerine bağışıklık sisteminin verdiği inflamatuar 

yanıta bağlı olarak oluşmaktadır.  

Etken gram negatif bakteri olduğunda, hücre duvarı komponentlerinden bir 

tanesi olan LPS endotoksine karşı inflamatuar yanıtı uyaran molekül olarak 

karşımıza çıkmaktadır. Endotoksin molekülü hücre membranında kaldığı sürece 

biyolojik olarak inaktiftir, ancak hızlı hücre bölünmesi ve hücre yıkımı sırasında 

salıverilir (Ortatatlı ve ark., 1999).  

LPS lipopolisakkarit bağlayan protein (LBP) ile birleştikten sonra monosit ve 

makrofajlara CD14 reseptörü aracılığı ile bağlanır. Bu bağlanma sonucunda 

sitoplazmik sinyal sistemi işlemeye başlar ve dakikalar içinde TNF-α, IL-1, IL-2, IL-

6, IL-8, platelet aktive edici faktör (PAF) ve IFN-γ gibi sitokinlerin transkripsiyonu 

gerçekleşir. Bu sitokinler ve nitrik oksit, intrasellüler adezyon molekülleri, 

prostaglandinler ve lökotrienler septik şok patogenezinin ortaya çıkmasını sağlayan 

moleküller olarak dikkat çekmektedir (Nayely ve ark., 2016).  

Sepsise neden olan gram pozitif bakteriler ise farklı bir yoldan inflamatuar süreci 

uyarırlar. Bu bakterilerin peptidoglikan ve teikoik asit gibi hücre yapıları kompleman 

zincirini alternatif yoldan aktive etmektedirler. Kompleman zinciri aktive olduğunda 
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lenfosit proliferasyonu ve aktivasyonuyla birlikte makrofaj aktivasyonu ve sitokin 

salınımı gerçekleşmektedir. Aynı zamanda peptidoglikan ve lipoteikoik asit, 

doğrudan monosit ve makrofajlardan IL-1 salınımına neden olurlar. Lipoteikoik asit 

ek olarak TNF-α ve IL-6 salınımını tetikler. Gram-pozitif bakterilerin ekzo ve 

enterotoksinleri IL-1, IL-6 ve TNF-α salınımını arttırır. Stafilokokların salgıladığı 

toksik şok sendromu toksini-1 (TSST-), IL-1 salınımını LPS’den çok daha güçlü bir 

şekilde uyardığı bilinmektedir (Badley ve Steckelberg, 2001). 

 

 

Şekil 3. Sepsis ve karaciğer ilişkisi  (Badley ve Steckelberg, 2001). 

2.2.3. Sepsis ve Böbrek 

Akut böbrek hasarı (AKI) çoklu ve çeşitli hastalık durumlarının bağlamında 

ortaya çıkan klinik sendromdur. AKI tanısı böbrek hasarı olmasının yanı sıra, 

böbreğin fonksiyonel bozukluğu ve serum kreatinin ve idrar çıkısı gibi fonksiyonel 

parametrelerinin bozukluğuna dayanmaktadır. Sepsis kaynaklı AKI patofizyolojisi, 
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böbrek parankiminde şiddetli inflamasyon, intraglamerüler tromboz ve tübüler hasar 

ile karakterizedir (Stasi ve ark., 2016). 

Yoğun bakım ünitelerinde sepsis ve septik şok AKI’nin en önemli nedenlerinden 

bir tanesidir. Sepsis ilişkili AKI, klinik tablo da kötüye gidişin biyolojik göstergesi 

gibidir. AKI çeşitli immün ve metabolik yolakları etkilemekte, inflamatuar denge 

bozulması sonucunda diğer organların işlev bozukluklarına yol açarak morbiditeyi ve 

mortaliteyi arttırmaktadır (Bilgili ve ark., 2014). 

 

Şekil 4. Sepsis ve sepsis ilişkili akut böbrek hasarı patofizyolojisinde anahtar  

patojenik yolaklar (Bilgili ve ark., 2014). 
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2.3. Sitokinler 

Sitokinler immün ve inflamatuar olaylara katılan, immun hücreler arasında 

iletişimi düzenleyen, parakrin ve otokrin fonksiyonları olan 20-30 kDa ağırlığında bir 

grup peptid veya glikoproteinlerdir (Kılıçturgay, 2000).  

Farklı hücre çeşitleri tarafından salgılanan ve üretilen sitokinler, inflamasyon, 

hücre büyümesi, hücre iyileşmesi ve hasarlara karşı sistemik yanıtı da kapsayan 

immün ve inflamatuar olayları düzenlemektedir. Sitokinler hormona benzemekte 

fakat hormon değildirler (Nororiha ve ark., 1995). 

Sistemik inflamatuar cevabın başlamasında ve devam etmesinde en önemli rolü 

sitokinler üstlenir. Sitokinler hem proinflamatuar hem de antiinflamatuar özellikleri 

olan peptitlerdir.  

İnflamatuar süreç önce makrofajlar tarafından TNF-α salınmasıyla başlar. TNF-

α salınımını başlatan faktör Gram negatif bakterilerin dış membranlarından ayrılan 

lipopolisakkaritlerdir. Daha sonra diğer proinflamatuar ajanlardan  IL-1, IL-6 ve IL-8 

düzeyleri yükselir (Anderson ve ark., 1997).  

TNF-α, IL-1, IL-6 ve IL-8 sistemik inflamatuar cevabı başlatan proinflamatuar 

sitokin ailesindendir. Daha sonra ortaya çıkan IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 ise 

antiinflamatuar sitokinler olup sistemik inflamatuar cevabın devam etmesinden 

sorumludurlar. İmmün sistem, proinflamauar ve antiinflamatuar kuvvetleri 

dengelemek için sitokinlere karşı endojen antogonistler de üretir (Jafari ve ark., 

1992; Anderson ve ark., 1997; Perez ve ark., 1997). 

Sitokinler doku hasarının güçlü uyarıcıları olup sepsisin erken fazında güçlü bir 

sitokin üretimi gözlenir (Aikawa N 1996). Proinflamatuar sitokinlerin endotel 

hücreler üzerinde etkileri vardır. Nitekim TNF-α veya IL-1 endotel hücreleri luminal 

yüzeyini etkileyerek, yaygın damar içi pıhtılaşma başlatılmasını ve mikrovasküler 

trombüs oluşumunu desteklemektedir (Fourier, 2012). Sitokinler tarafından endotel 

hücrelerinin düzeninin bozulması hücre geçirgenliğindeki artışa, daha sonraki 

makromoleküler ekstravazasyon ve ödeme  neden olur (Rivers ve ark., 2001).  
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Endotelial hücreleri tarafından salgılanan nitrik oksit sistemik damar direncinin 

düşmesinden sorumlu ana vazoaktif mediator olup septik şokta ortaya çıkan 

hipotansiyonun nedeni olarak bilinir.  Bu tabloya mitokondriyal etkinlik, doku 

hipoksisi ve laktik asidoz da katkıda bulunabilir (Carre ve ark., 2007).  

TNF-α ve IL-6 yüksek konsantrasyonları organ yetmezliği ve artmış mortalite 

oranını yükseltir (Samson ve ark., 1997; Petilla ve ark., 2002),  ancak hastanın klinik 

tablosunun kötü olması  antiinflamatuar sitokin olan IL-10’un yüksek kan seviyeleri 

ile ilişkilidir (Monneret ve ark., 2004). 

 

Tablo 1. Bazı sitokinler, kökenleri ve işlevleri (Aytekin ve Solakoğlu 2006). 

 Kökenleri Bazı işlevleri 

IL-1 Makrofajlar, keratinositler. Yangı öncesi endojen pirojen 

IL-2 T lenfositler T, B ve doğal öldürücü lenfositlerin 

çoğalması 

IL-3 T lenfositler Erken hematopoietik hücrelerin 

çoğalması 

IL-4 T lenfositler, mast hücreleri  B lenfositlere IgG1 ve IgE izotiplerini 

sentezlemeleri emri verir 

IL-5  T lenfositler, mast hücreleri, 

olasılıkla B lenfositler 

Eozonofil çoğalması ve farklılaşması, 

IgA üretimi 

IL-6 Makrofajlar, T lenfositler, 

fibroblastlar 

Yangı öncesi sitokin, B lenfosit 

farklılaşması, timosit büyümesi 

IL-7 Kemik iliği stroması B lenfosit farklılaşması ve büyümesi 

IL-8 Keratinositler, fibroblastlar, 

monositler 

Nötrofil kemotaksisi ve aktivasyonu 

IL-9 T lenfositler T lenfositler, timositler, mast 

hücrelerinin çoğalması 

IL-10 T lenfositler, mast hücreleri, 

olasıkla B lenfositler 

Değişik hücrelerde sitokin sentezinin 

baskılanması, mast hücresi çoğalması 

TNF-α T lenfositler, makrofajlar, 

mast hücreleri 

Tümör hücrelerinin yok edilmesi 
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2.3.1. Tümör Nekroz Faktör-α  

TNF ilk önce LPS ile tedavisi yapılan hayvanların serumunda bir tümör nekroz 

mediatörü olarak tanımlanmıştır. Tümör inhibisyonu oluşturan ve endotoksinlerin 

uygulanmasının ardından nekroza yol açan etkilerini açıklamak için bu isim 

verilmiştir. TNF ailesinin TNF-α ve TNF-β olmak üzere iki alt grubu bulunmaktadır 

(Graves ve Cochran., 2003). TNF’nin yapı olarak birbirine benzeyen iki tane hücre 

yüzey reseptörü bulunmakta olup bunlar; TNF reseptör-1 (TNFR1) ve TNF reseptör-

2 (TNFR2)’dir (Pfizenmaier ve ark., 1996). 

Tümör nekroz faktör alfa, Tümör nekroz faktor beta (TNF-β) ile uyarılmış 

makrofajlar tarafında sentezlenen 157 amino asitli 17 kD ağırlığında bir polipeptittir 

(Money ve ark., 1990). Çok sayıda inflamatuar ve otoimmün hastalığın 

patogeneziyle ilişkisi olduğu varsayılan bağışıklık düzenleyici  yanıtları da içeren bir 

çok biyolojik işlevi etkileyen pleitropik bir sitokindir (Erdem ve ark., 2003). 

TNF hepatositlerde serum protein sentezinde artışa neden olmaktadır. 

Enflamatuar olaylarda IL-1 ve IL-6 ile birlikte karaciğerden akut faz proteinlerinin 

sentezini uyarmaktadır. Damar endotelinde koagülasyon faktörlerini etkileyerek 

koagülasyon bozukluklarına sebep olarak tromboz oluşumuna yol açar (Boloman ve 

ark., 1993; Gülmezoğlu ve  Ergüven, 1994). 

IL-1β ve TNF-α inflamatuar yanıtta rol oynayan iki ana sitokindir. Bu sitokinler,  

endotel dokuya bağlı moleküllerin salınımını uyarır, IL-6 ve kemokinler (IL-8 ve 

monosit kemoçekici protein-1 (MCP-1)), büyüme faktörleri, eikosanoidler ve Nitrik 

oksit (NO) gibi diğer moleküllerin sentezine katılır  (Nayely ve ark., 2016).  

Kronik enflamasyonun sonucu olarak sitokinler gibi, bazı inflamatuar 

mediatörlerin aşırı üretimi pek çok kronik hastalığın ortaya çıkmasına neden olabilir. 

Deneysel araştırmalarda, kronik inflamasyon ile ilişkili hastalıklarda IL-1β, TNF-α 

ve IL-6 gibi sitokinlerle bağ kurulmuştur (Nayely ve ark., 2016). 
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Şekil 5. Tümör nekroz faktörleri (Aytekin ve Solakoğlu, 2006). 

 

 

 



21 

 

2.3.2. İnterlökin-6  

IL-6, molekül ağırlığı 28 kD olan bir peptit olup 212 amino asitten meydana 

gelir ve insanda 7. Kromozom 7p21 (95-97) üzerinde bulunur (Keller ve ark., 1996). 

İnsan IL-6 reseptörü (IL-6R) ilk defa insan doğal öldürücü hücrelerinden 

klonlanmıştır. IL-6R, 80 kD  ağırlığında, 467 amino asitten oluşan bir proteindir. 

Birinci kromozomun q21 bölgesinde bulunur (Keller ve ark., 1996). 

IL-6 farklı sinyallere bağlı olarak, lenfoid olan ya da olmayan hücrelerden 

üretilir. T hücreleri, B hücreleri, monositler, fibroblastlar, keratinositler, endotel 

hücreler, mezanşimal ve farklı tümör hücreleri IL-6 üreten başlıca yapılar olarak 

bilinmektedir (Keller ve ark., 1996). 

IL-6 inflamatur ve immün yanıtta akut dönem reaksiyonunda önemli bir 

mediatördür. Fibrinojen, α-1 kimotripsin, hemopeksin, α-2 makroglobulin gibi akut 

faz yanıta katkı sağlayan pek çok plazma proteininin hepatositler tarafından 

sentezine neden olmaktadır (Nororiha ve ark., 1995; Kishitomo 1989). 

IL-6’nın, T hücrelerinin çoğalma ve farklılaşması, sitotoksik T lenfositlerin 

farklılaşması ve NK hücre faaliyetlerinin arttırılması gibi bir çok biyolojik etkisi 

vardır. IL-6, makrofaj farklılaşmasının uyarılmasında görev alır ve vücut ısısının 

yükselmesini sağlar. Diğer taraftan karaciğer hücrelerinde akut faz cevabın 

oluşmasına ve hematopoeze katkıda bulunur (Galley 1996; Güner  ve ark., 1997; 

Kılıçturgay 2000). 

Östrojen ve androjenler IL-6’ yı inhibe eder. Bu nedenle menopozal dönemde 

IL-6 düzeyi artış gösterir (Keller ve ark., 1996).  IL-6’nın hepatosit büyümesi üzerine 

etkisi otokrin mekanizma ile olabileceği ileri sürülmekte olup karaciğeri toksik 

hasardan korumada da önemli bir rolü olduğu belirlenmiştir (Debonera ve ark., 

2001). 
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2.3.3. İnterlökin 1-β 

IL-1 timosit cevabı arttıran ve poliklonal aktivatör olarak aktive mononükleer 

fagositlerden salınan bir polipeptiddir. Çok az miktarda yapısal olarak bulunur ve 

çoğunlukla bir uyarıcı etken sonucu salgılanır. TNF-α, mikroorganizmalar ve 

lipopolisakkaritler gibi pek çok uyarı IL-1 oluşumunu arttırmaktadır. IL-1’in 

salınımına kortikosteroidler ve TGF-β (Transforming growth factor- beta) engel 

olurken, lökotrienler ise salınımını arttırmaktadır (Güner ve ark., 1997; Kılıçturgay 

2000). 

IL-1 genelde hücreler üzerinde uyarıcı etki sağlamaktadır. Aynı genler 

tarafından kodlanan IL-1α ve IL-1β olmak üzere iki ayrı çeşidi bulunur. Bu iki 

çeşidin biyolojik aktiviteleri ve reseptör afiniteleri eşit değerdedir. Hücrede beraber 

salgılansalar da hücreler arası salgılanma oranları farklıdır (Güner ve ark., 1997; 

Kılıçturgay 2000). 

IL-1 tek başına da doku hasarı oluşturur fakat LPS uygulaması sonrası 

salgılandığında, TNF-α ile oluşan doku hasarını çoğaltmaktadır. IL-1’in 

immünoglobulin üretimi, karaciğer hücrelerinde akut faz yanıtı, fagosit aktivasyonu, 

inflamasyon, vücut ısısı ve hemotopoez üzerine ciddi etkileri vardır (Rutanen 1993; 

Galley ve ark., 1996). 

IL-1β, aynı zamanda TNF-α, IL-6 gibi diğer enflamatuar sitokinlerin 

ekspresyonunu indükleyen çok önemli bir sitokindir (Kudo ve ark., 2002). 

IL-1β diğer inflamatuar mediatörlerle birlikte, mikroglial hücreleri indükleyerek, 

nöronal ölüme ve dolayısıyla Alzheimer hastalığının ilerlemesine yol açar (Lee ve 

ark., 2010). Buna ek olarak abdominal obezite ve periodontit hastalarında serum IL-

1β seviyeleri yüksek saptanmıştır (Satpathy ve ark., 2015).  

IL-1β ve TNF-α, aktive makrofajlar, mast hücreleri gibi, endotelyal hücreler ve 

başka tip hücreler tarafından üretilir. Bu sitokinlerin başlıca rolü inflamasyonda 

endotel aktivasyonudur. IL-1β ve TNF-α, endotel hücrelerdeki adezyon molekülünün 

ekspresyonunu uyarır (Nayely ve ark., 2016). 
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2.3.4. İnterlökin 10 

IL-10, 18 kDa ağırlığında immün yanıtta etkili çok önemli antiinflamatuar 

sitokindir. IL-10 bir tip II sitokindir ve IL-19, IL-20, IL-22, IL-24, IL-26, IL-28,  ve 

IL-29 u kapsayan sitokinler grubunun bir üyesidir (Güner ve ark., 1997; Commins  

ve ark., 2008).  

IL-10 geni insanlarda 1q21-32. kromozomda bulunur. Sıçanlarda IL-10 geni, 

kromozom 1E4 kapsayan 5.1 kb olan benzer bir şekilde organize edilmiştir. IL-10’un 

dört büyük T hücre kaynağı şunlardır, yardımcı T tip 2 hücreler, T hücrelerinin 

düzenleyici alt grupları; Tr1, Th1 ve Th17 hücreleridir. CD8+ T hücreler IL-10 

yapımında görevlidir. Başka önemli IL-10 yapımında görevli hücreler, monositler ve 

dendirit hücreler gibi bazı makrofajlardır. İnsan B hücreleri, eozinofiller ve bazı mast 

hücreleri IL-10 için önemli diğer kaynaklardır. IL-10’un immün olmayan kaynakları, 

keratinositler, epitel ve tümör hücreleridir (Güner ve ark., 1997: Mosser ve ark., 

2008).  

IL-10’ un iki önemli etkisi vardır. Bunlardan bir tanesi makrofajlar tarafından 

sitokinlerin (örn: TNF-α, IL-1, IL-12, kemokin) üretimini engellemek, diğeri ise 

makrofajların T hücresi aktivasyonundaki etkilerini yok etmektir. Bu etkiler 

sayesinde T hücresi yardımıyla gelişen bağışıklığı inhibe eder (Güner ve ark., 1997: 

Mosser ve ark., 2008).  

IL-10 sinyallerini reseptörleri aracılığı ile iletir ve IL-10 R1 ve IL-10 R2 olmak 

üzere  iki adet reseptörü bulunmaktadır (Donnelly ve ark., 1999). IL-10 reseptör 

kompleksine  JAK-JANUS STAT yolu ile bağlanır (Mosser ve ark., 2008). 

IL-10 işlevlerini temel olarak dendiritik hücrelerde ve makrofajlar üzerinde 

göstermektedir. IL-10 antijen prezentasyonu için güçlü bir inhibitör olup, monosit 

prekürsörlerinden dendiritik hücrelerin farklılaşmasını önler ve aynı zamanda 

dendiritik hücrelerin olgunlaşmasını inhibe eder. IL-10’ un diğer önemli etkisi ise, 

makrofajlar ve dendiritik hücrelerden proinflamatuvar sitokinler ve mediyatörlerin 

üretimini inhibe etmektir. Major inflamatuar sitokinlerden olan IL-1, IL-6, IL-12 ve 

TNF-α salınımını baskılar. IL-10 ayrıca makrofajlar ile IL-1 reseptör antagonistinin 

salınımını arttırır,  inflamasyonu inhibe eder (Mosser ve ark., 2008).  
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2.3.5. Melatonin ve Sitokinler 

Melatoninin çeşitli bağışıklık düzenleyici mekanizmaları tespit edilmiştir. Th1 

ve Th2 hücreleri membranı ve melatonin nükleer reseptörleri yoluyla, melatonin 

lenfositik ve monositik hücre hatları tarafından IFN-y, IL-2, IL-6 ve IL-12 sentezini  

indükler ve melatonin reseptörlerini güçlendirir (Garcia-Maurino ve ark., 1997;  

Garcia-Maurino ve ark., 2000; Marseglia ve ark., 2014).  

Melatonin, NK hücreleri, T ve B lenfositleri, granülositler, monositler ve mast 

hücrelerinin aktivitelerini etkileyebilir (Moore  ve Siopes, 2002; Marseglia ve ark., 

2014).  

Bazı çalışmalar melatoninin bir immünostimülatör işlevi olduğu belirtilmişken, 

bazı çalışmalarda ise antiinflamatuar etkileri olduğu bildirilmektedir. Bu nedenle, 

melatonin immün tampon işlevi gören bir molekül olduğu ileri sürülmüştür, bazal 

veya immunsupresif koşullar altında bir uyarıcı olarak görev yapar ancak akut 

enflamasyon durumlarında ise bir antiinflamatuar ajan gibi davranır (Carrillo-Vico 

ve ark., 2013). 

Melatonin, antioksidan enzimleri arttırması yoluyla etkili bir şekilde birçok 

serbest radikalleri etkisiz hale getirir ve hücre membranlarını stabilize eder (Garcia 

ve ark., 2014). Diğer taraftan melatoninin DNA onarımı da dahil olmak üzere 

ultraviyole radyasyon ile indüklenmiş deri hasarına karşı koruyucu olduğu 

gösterilmiştir (Slominski ve ark., 2014).  

Melatonin gastroözofageal reflü hastalığı ve peptik ülser hastalığı olan 

hastalarda ülser iyileşmesine yardımcı olduğu  rapor edilmiştir (Brzozowska ve ark., 

2014). 

Uyku ve sirkadiyen ritim ile bağışıklık fonksiyonu ve sitokin üretimi arasında 

karmaşık ilişkileri vardır. Bu sistemler muhtemelen geçici olarak çevresel 

değişikliklere yanıt ve adaptasyonu optimize etmek için entegre edilmiştir (Lange ve 

ark., 2010).  
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Total lökosit sayıları, bellek T hücre sayısı ve naif T hücre sayısı ve  proliferatif 

fonksiyon gece  en yüksek seviyededir, NK hücre sayısı ve aktivitesi ise gündüz en 

yüksek düzeyde seyretmektedir (Born ve ark., 1997; Geiger ve ark., 2015). T 

hücreleri geceleri 02:00’ da en üst seviyede bulunur ve 07:00’ da neredeyse hiç 

aktivitesi yoktur (Bollinger ve ark., 2009). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Deney Hayvanları ve Deney Ortamı 

Bu çalışma Çanakkale Onsekiz Mart Üniversitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu 

onayı (05.11.2014 toplantı tarihli ve 2014-11-15 sayılı kararı) ile yürütülmüş olup 

araştırmanın hayvan deneyleri bölümü Çanakkale Onsekiz Mart Üniversitesi 

Deneysel Araştırmalar Uygulama ve Araştırma Merkezi (ÇOMÜDAM) 

Laboratuvarlarında gerçekleştirilmiştir.  

Araştırmada ÇOMÜDAM’ den temin edilen 4-5 aylık, 200-300 gram ağırlığında 

Wistar Albino ırkı toplam 54 adet erkek erişkin sıçan kullanıldı. Deneysel süreç 

boyunca tüm sıçanlar 12 saat karanlık 12 saat aydınlık ve ortam sıcaklığı 22 ˚C 

olacak şekilde ayarlanan ortamlarda barındırıldı. Sıçanların beslenmesinde standart 

ticari pellet yemi ve şehir içme suyu kullanıldı. Yem ve su ad libitum olarak verildi. 

3.2. Deney Grupların Oluşturulması 

Gruplar oluşturulmadan önce tüm sıçanlar tartıldı. Gruplar ağırlıkları dikkate 

alınarak her grupta 18 sıçan olacak şekilde oluşturuldu.  Tüm gruplarda deneysel 

süreç 31 gün olarak belirlendi. Gruplar aşağıdaki şekilde oluşturuldu.  

1. GRUP (SHAM; n=18): Bu gruba çalışmanın 1. günü pinealektomi (PLT) 

işlemi yapılmış olan gruplardaki tüm cerrahi işlemler uygulandı ancak sadece pineal 

bez çıkarılmadı. Bu sıçanlar 30 gün boyunca yukarıda bahsedilen ortamda kafeslerde 

beslendi. Çalışmanın 30. gününe gelindiğinde gruptan 0., 12. ve 24. saatlerde her 

seferinde rastgele 6 sıçan seçilerek aşağıdaki işlemler uygulandı. 

0. saat: Bu amaçla rastgele seçilen 6 sıçandan sabah saat 08:00-10:00 saatleri 

arasında kan örnekleri alındı, hayvanların ölmesi sağlanarak karaciğer ve böbrekten 

doku örnekleri de alındı.  

         Geriye kalan 12 sıçana SHAM CLP işlemi uygulandı. 

12. saat: SHAM CLP uygulamasından 12 saat sonra (aynı gün akşam 20:00-

22:00 saatleri arasında) sıçanlardan yine rastgele 6 hayvan seçilerek 0. saatte yapılan 

işlemler tekrarlandı. 

24. saat: Geriye kalan 6 sıçana SHAM CLP uygulamasından 24 saat sonra 

(ertesi gün sabah 08:00-10:00 saatleri arasında) 0. saatte yapılan işlemler tekrarlandı. 
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2. GRUP (PLT-CLP; n=18): Bu gruptaki sıçanlara çalışmanın 1. Günü PLT 

operasyonu yapıldı.  

0. saat: PLT operasyonundan 30 gün sonra bu gruptan rastgele seçilen 6 

sıçandan sabah saat 08:00-10:00 saatleri arasında kan örnekleri alındı hayvanların 

ölmesi sağlanarak karaciğer ve böbrek dokusu örnekleri de alındı.  

Geriye kalan 12 sıçana CLP işlemi uygulandı. 

12. saat: CLP işleminden 12 saat sonra (aynı gün 20:00-22:00 saatleri arasında) 

sıçanlardan yine rastgele 6 hayvan seçilerek 0. saatte yapılan işlemler tekrarlandı. 

24. saat: Geriye kalan 6 sıçana ise CLP işleminden 24 saat sonra (ertesi gün 

sabah 08:00-10:00 saatleri arasında) 0. saatte yapılan işlemler aynen uygulandı.  

3. GRUP (SHAM PLT-CLP; n=18): Bu gruba PLT işlemi yapılmış olan 

gruplardaki tüm cerrahi işlemler uygulandı ancak sadece pineal bez çıkarılmadı. CLP 

operasyonu yapılarak sepsis modeli oluşturuldu. 

0. Saat: Bu amaçla çalışmanın 30. gününde rastgele seçilen 6 sıçandan sabah 

saat 08:00-10:00 saatleri arasında kan örnekleri alındı hayvanların ölmesi sağlanarak 

karaciğer ve böbrek dokusu örnekleri de alındı.  

Geriye kalan 12 sıçana CLP işlemi uygulandı; 

12.saat: CLP işleminden 12 saat sonra (aynı gün 20:00-22:00 saatleri arasında) 

sıçanlardan yine rastgele 6 hayvan seçilerek 0. saatte yapılan işlemler tekrarlandı. 

24. saat: Geriye kalan 6 sıçana ise CLP işleminden 24 saat sonra (ertesi gün 

sabah 08:00-10:00 saatleri arasında) 0. saatte yapılan işlemler aynen uygulandı.  

Gruplarda uygulanan işlemlerin ayrıntıları aşağıda belirtilmiştir. 

 

3.3. Anestezi Yapılması 

Pinealektomi operasyonu ve çekal bağlama ve delme operasyonu,  genel anestezi 

altında gerçekleştirildi. Bu amaçla ksilazin (5 mg/kg; rompun) ve ketamin (60 

mg/kg; ketalar) intramüsküler olarak uygulandı ve  şıçanlar genel anesteziye alındı 

(Aydın ve ark., 2008).  Sıçanların anesteziye girişi refleks kontrolü yapılarak 

anlaşıldı. 
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3.4. Pinealektomi Operasyonunun Yapılması 

Pinealektomi operasyonu PLT grubuna yapıldı. Anestezi sonrasında ilk olarak 

ratların kafa derisi traşlandı. Daha sonra, kafatasının üst kısmından 3cm’lik bir deri 

insizyonuyla cilt açıldı. Sonrasında sıçanın kafatasındaki lambda-bragma bölgeleri 

görünür hale getirildi. Kafatasında dişçi turu yardımıyla lambda bölgesinden 3-5 mm 

çapında açılan daireden kafatası kemiği bir forseple tutularak kaldırıldı ve yaklaşık 

60˚ lik bir açıdan ince uçlu bir forseple pineal bezin bulunduğu bölgeye girilerek 

pineal bez sap kısmından tutularak alındı (Canpolat ve ark., 2001). Muhtemel 

kanamalara karşı soğuk suya daldırılmış küçük ebattaki pamuklarla tampon 

uygulaması yapıldı ve oluşabilecek olan kanamalar engellendikten sonra deri 

dikilerek kapatıldı. SHAM PLT gruplarına ise pinealektomi operasyonu forseple 

pineal bezin alınmasına kadar aynı protokolde ve aynı hassasiyette yapıldı fakat bu 

kısımda forseple pineal bezin sap kısmından tutularak alınması işlemi yapılmadı. Her 

operasyondan sonra deri insizyonu dikilerek kapatıldı ve pinealektomi operasyonu 

yapılarak pineal bezleri alınan ratların 30 gün süreyle iyileşmeleri beklendikten sonra 

deneysel aşamaya geçildi.  

3.5. Çekal Bağlama ve Delme Operasyonunun Yapılması 

Sıçanlar operasyondan önce 12 saat aç bırakıldı. Anestezi işlemi sonrası ilk 

olarak karın bölgesi tıraş edildi ve tıraş sonrası % 10’luk povidiniodine ile karın 

duvarı bakteriyel kontaminasyon olmaması için dezenfekte edildi. Daha sonra karın 

orta hatta 2 cm kesi yapıldı, çekum izole edildi, ileoçekal valfın hemen distalinde 

çekum 3-0 ipek iplik ile bağlandı. Çekum, 18 gauge iğne ile 2 farklı yerden delindi, 

delindikten sonra dışkı dışarı çıkana kadar hafifçe sıkıldı (Resim 1). Daha sonra karın 

duvarı dikildi, sıçanlar postoperatif bireysel kafeslere alındı. Anesteziden çıktığı 

belirlenen sıçanlar normal kafeslerine alındı  (Olguner ve ark., 2013; Xu ve ark., 

2013).  

 

 



29 

 

 

 

Resim 1.  Çekal bağlama ve delme operasyonunun yapılması. 

3.6.  Kan Örneklerinin Alınması 

Kan örnekleri, 21 G 5cc’lik enjektör ile sol ventrikülden 0., 12. ve 24. saatlerde 

alındı. 

 

Resim 2. Kalpten kan alma işlemi. 
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3.7.  Doku Örneklerinin Alınması  

Anestezi altında kalpten kan alınarak hayvanların ölmeleri sağlandı. Karaciğer 

ve sağ böbrekten doku örnekleri hızlı bir şekilde alındı ve izotonik sodyum klorür ile 

yıkandıktan sonra RNAaz-free tüplere koyuldu. Bu tüpler tüm sıçanlardan doku 

örneklerinin alınması işleminin bitimine kadar sıvı azot tankında bekletildi. Tüm 

sıçanlardan doku örneği alınması bittikten sonra dokular gen ekspresyonlarına 

bakılana kadar  -80° C’ de saklandı. Analiz kısmında görülebilecek herhangi bir 

olumsuzluğa karşı her bir dokudan bir de yedeği alınıp -80° C’ de muhafaza edildi. 

3.8. Biyokimyasal Analizler 

Çalışmada tüplere alınan kanlar oda ısısında 30 dakika bekletildikten sonra 4000 

rpm’ de 10 dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonrası kan örneklerinden plazma 

ayrılarak çalışma gününe kadar -80 °C’ de saklandı. Tekrar dondurma çözme 

yapılmadı.  

Sonuçlar ELX 808 IU model ELISA okuyucusunda okunarak hesaplandı. IL-6, 

TNF-alfa, IL-1β ve IL-10 ELISA kitleri için gün içi ve günler arası % CV (varyasyon 

katsayısı) değerleri  < %10 ile < 12 olarak belirlendi. 

3.8.1. Plazma TNF-α Düzeylerinin Belirlenmesi 

Çalışmada KRC3011 kod numaralı Invitrogen (Ca, USA) ELISA kiti kullanıldı, 

aşağıdaki basamaklar uygulanarak plazma TNF-α düzeyleri belirlendi. 

1. Çalışmadan önce tüm kit reaktifleri, mikroplaka ve örnekler oda ısısına (18 – 

25 
0
C) getirilinceye kadar bekletildi, 

2. Örnekler yüklenmeden önce mikroplaka kuyucuklar 2 kez her kuyucuk için 

400 µL yıkama tamponu (50 mL, 20X yıkama solüsyonu 950 mL distile su 

ile sulandırıldı) olacak şekilde yıkandı, 

3. Standartlar, örnekler ve blank konulacak kuyucukların yerleri mikroplaka 

üzerinde belirlendi ve çalışma tablosu üzerine eşleştirilerek, eşleştirilmiş 

kuyucuklara göre yüklendi, 

4. Assay buffer ile seri yıkama yapılarak yedi farklı standart hazırlandı,  

5. Standartlar için belirlenen kuyucuklara her bir standarttan 100 μL eklendi, 
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6. Herbir örnek kuyucuğuna 50 μl, blank olarak belirlenen kuyucuğa ise 100 μl 

assay buffer eklendi, 

7. Belirlenmiş örnek kuyucuklarına 50 μl örnek eklendi, 

8. Her bir kuyucuğa 50 μl Biotin-Conjugate solüsyonu eklendi,  

9. Mikroplaka film ile kaplandı ve oda sıcaklığında 2 saat inkübe edildi, 

10. İnkübasyon sonrası kuyucuklar yıkama solüsyonu kullanılarak 4 kez yıkandı, 

11. Her bir kuyucuğa 100 μl Streptavidin-HRP solüsyonu eklendi,  

12. Mikroplaka film ile kaplandı ve oda sıcaklığında 1 saat inkübe edildi, 

13. İnkübasyon sonrası kuyucuklar yıkama solüsyonu kullanılarak 4 kez yıkandı, 

14. Her bir kuyucuğa 100 µl TMB Substrate Solution eklenerek 30 dakika oda 

sıcaklığında ışıktan korunarak inkübe edildi,  

15. İnkübasyon sonrası her bir kuyucuğa 100 µl Stop Solüsyon eklenerek enzim 

aktivitesi durduruldu, 

16. Mikroplaka okuyucuda 450 nm’ de okutuldu. Örnekteki TNF-α 

konsantrasyonunun tespiti için, hazırlanmış “kalibrasyon eğrisi” kullanıldı. 

Sonuçlar mililitrede pikogram (pg/mL) olarak ifade edildi.  

17. TNF-α için intra-assay ve inter-assay % CV değerleri sırasıyla % 5 ile % 10 

olarak belirlendi. 

3.8.2. Plazma IL-1β  Düzeylerinin Belirlenmesi 

Çalışmada SEA563Ra kod numaralı (USCN, Wuhan, China) ELISA kiti 

kullanıldı, aşağıdaki basamaklar uygulanarak plazma IL-1β düzeyleri belirlendi. 

1. Çalışmadan önce tüm kit reaktifleri, mikroplaka ve örnekler oda ısısına (18 – 

25 
0
C) getirilinceye kadar bekletildi, 

2. Örnekler yüklenmeden önce mikroplaka kuyucuklar 2 kez her kuyucuk için 

400 µL yıkama tamponu (50 mL, 20X yıkama solüsyonu 950 mL distile su 

ile sulandırıldı) olacak şekilde yıkandı, 

3. Standartlar, örnekler ve blank konulacak kuyucukların yerleri mikroplaka 

üzerinde belirlendi ve çalışma tablosu üzerine eşleştirilerek, eşleştirilmiş 

kuyucuklara göre yüklendi, 

4. Assay buffer ile seri sulandırma yapılarak yedi farklı standart hazırlandı,  

5. Standartlar için belirlenen kuyucuklara her bir standarttan 100 μL eklendi, 
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6. Herbir örnek kuyucuğuna 50 μl, blank olarak belirlenen kuyucuğa ise 100 μl 

assay buffer eklendi, 

7. Belirlenmiş örnek kuyucuklarına 50 μl örnek eklendi, 

8. Her bir kuyucuğa 50 μl Biotin-Conjugate solüsyonu eklendi,  

9. Mikroplaka film ile kaplandı ve oda sıcaklığında 2 saat inkübe edildi, 

10. İnkübasyon sonrası kuyucuklar yıkama solüsyonu kullanılarak 4 kez yıkandı, 

11. Her bir kuyucuğa 100 μl Streptavidin-HRP solüsyonu eklendi,  

12. Mikroplaka film ile kaplandı ve oda sıcaklığında 1 saat inkübe edildi, 

13. İnkübasyon sonrası kuyucuklar yıkama solüsyonu kullanılarak 4 kez yıkandı, 

14. Her bir kuyucuğa 100 µl TMB Substrate Solution eklenerek 30 dakika oda 

sıcaklığında ışıktan korunarak inkübe edildi,  

15. İnkübasyon sonrası her bir kuyucuğa 100 µl Stop Solüsyon eklenerek enzim 

aktivitesi durduruldu, 

16. Mikroplaka okuyucuda 450 nm’ de okutuldu. Örnekteki IL1-β 

konsantrasyonunun tespiti için, hazırlanmış “kalibrasyon eğrisi” kullanıldı. 

Sonuçlar mililitrede pikogram (pg/mL) olarak ifade edildi.  

17. IL1-β için intra-assay ve inter-assay % CV değerleri sırasıyla % 5 ile % 10 

olarak belirlendi. 

3.8.3. Plazma IL-6 Düzeylerinin Belirlenmesi 

Çalışmada SEA079Ra kod numaralı (USCN, Wuhan, China) ELISA kiti 

kullanıldı, aşağıdaki basamaklar uygulanarak plazma IL-6 düzeyleri belirlendi. 

1. Çalışmadan önce tüm kit reaktifleri, mikroplaka ve örnekler oda ısısına (18 – 

25 
0
C) getirilinceye kadar bekletildi, 

2. Örnekler yüklenmeden önce mikroplaka kuyucuklar 2 kez her kuyucuk için 

400 µL yıkama tamponu (50 mL, 20X yıkama solüsyonu 950 mL distile su 

ile sulandırıldı) olacak şekilde yıkandı, 

3. Standartlar, örnekler ve blank konulacak kuyucukların yerleri mikroplaka 

üzerinde belirlendi ve çalışma tablosu üzerine eşleştirilerek, eşleştirilmiş 

kuyucuklara göre yüklendi, 

4. Assay buffer ile seri sulandırma yapılarak yedi farklı standart hazırlandı,  

5. Standartlar için belirlenen kuyucuklara her bir standarttan 100μL eklendi. 
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6. Herbir örnek kuyucuğuna 50 μl, blank olarak belirlenen kuyucuğa ise 100 μl 

assay buffer eklendi, 

7. Belirlenmiş örnek kuyucuklarına 50 μl örnek eklendi, 

8. Her bir kuyucuğa 50 μl Biotin-Conjugate solüsyonu eklendi, 

9. Mikroplaka film ile kaplandı ve oda sıcaklığında 2 saat inkübe edildi, 

10. İnkübasyon sonrası kuyucuklar yıkama solüsyonu ile 6 kez yıkandı, 

11. Her bir kuyucuğa 100 μl Streptavidin-HRP solüsyonu eklendi,  

12. Mikroplaka film ile kaplandı ve oda sıcaklığında 1 saat inkübe edildi, 

13. İnkübasyon sonrası kuyucuklar yıkama solüsyonu ile 6 kez yıkandı, 

14. Her bir kuyucuğa 100 µl TMB Substrate Solution eklenerek 30 dakika oda 

sıcaklığında ışıktan korunarak inkübe edildi,  

15. İnkübasyon sonrası her bir kuyucuğa 100 µL Stop Solüsyon eklenerek enzim 

aktivitesi durduruldu, 

16. Mikroplaka okuyucuda 450 nm’ de okutuldu. Örnekteki IL-6 

konsantrasyonunun tespiti için, hazırlanmış “kalibrasyon eğrisi” kullanıldı. 

Sonuçlar mililitrede pikogram (pg/ml) olarak ifade edildi. 

17. IL-6 için intra-assay ve inter-assay % CV değerleri sırasıyla % 5 ile %10 

olarak belirlendi. 

3.8.4. Plazma IL-10 Düzeylerinin Belirlenmesi 

Çalışmada SEA056Ra kod numaralı (USCN, Wuhan, China) ELISA kiti 

kullanıldı, aşağıdaki basamaklar uygulanarak plazma IL-10 düzeyleri belirlendi. 

1. Çalışmadan önce tüm kit reaktifleri, mikroplaka ve örnekler oda ısısına (18 – 

25 
0
C) getirilinceye kadar bekletildi, 

2. Örnekler yüklenmeden önce mikroplaka kuyucuklar 2 kez her kuyucuk için 

400 µL yıkama tamponu (50 mL, 20X yıkama solüsyonu 950 mL distile su 

ile sulandırıldı) olacak şekilde yıkandı, 

3. Standartlar, örnekler ve blank konulacak kuyucukların yerleri mikroplaka 

üzerinde belirlendi ve çalışma tablosu üzerine eşleştirilerek, eşleştirilmiş 

kuyucuklara göre yüklendi, 

4. Assay buffer ile seri sulandırma yapılarak yedi farklı standart hazırlandı,  

5. Standartlar için belirlenen kuyucuklara her bir standarttan 100 μL eklendi, 
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6. Herbir örnek kuyucuğuna 50 μl, blank olarak belirlenen kuyucuğa ise 100 μl 

assay buffer eklendi, 

7. Belirlenmiş örnek kuyucuklarına 50 μl örnek eklendi, 

8. Her bir kuyucuğa 50 μl Biotin-Conjugate solüsyonu eklendi,  

9. Mikroplaka film ile kaplandı ve oda sıcaklığında 2 saat inkübe edildi, 

10. İnkübasyon sonrası kuyucuklar yıkama solüsyonu kullanılarak ile 4 kez 

yıkandı, 

11. Her bir kuyucuğa 100 μl Streptavidin-HRP solüsyonu eklendi,  

12. Mikroplaka film ile kaplandı ve oda sıcaklığında 1 saat inkübe edildi, 

13. İnkübasyon sonrası kuyucuklar yıkama solüsyonu kullanılarak 4 kez yıkandı, 

14. Her bir kuyucuğa 100 µl TMB Substrate Solution eklenerek 30 dakika oda 

sıcaklığında ışıktan korunarak inkübe edildi,  

15. İnkübasyon sonrası her bir kuyucuğa 100 µl Stop Solüsyon eklenerek enzim 

aktivitesi durduruldu, 

16. Mikroplaka okuyucuda 450 nm’ de okutuldu. Örnekteki IL-10 

konsantrasyonunun tespiti için, hazırlanmış “kalibrasyon eğrisi” kullanıldı. 

Sonuçlar mililitrede pikogram (pg/mL) olarak ifade edildi. 

17- IL-10 için intra-assay ve inter-assay % CV değerleri sırasıyla % 5 ile % 10 

olarak belirlendi. 

3.9. Genetik Analizler 

3.9.1. Total RNA İzolasyonu 

Deneysel sürecin sonunda her bir gruba ait sıçanlardan alınarak -80 º C’de 

bekletilen doku örneklerinden total RNA izolasyonu yapıldı. Bu amaçla dokulardan 

yaklaşık 25 mg alınarak homojenizatorde (Qiagen Tissue Lyser, Hilden Almanya), 

yüksek frekansta 10 dk homogenize edildi. Homojenize edilecek dokular 2 ml’lik 

steril tüplere alındı ve her birine bir adet steril çelik bilye konulduktan sonra cihaza 

yerleştirilerek dokuların homojenize edilmesi sağlandı. Elde edilen homojenatlardan 

RNA izolasyon kiti (Ambion Pure Link RNA MiniKit Katolog No:1218301A, Life 

Technologies, ABD) kullanılarak manuel yolla total RNA izolasyonu yapıldı. Total 

RNA’ların kalite ve miktar tayini NanoDrop ND-1000 Spektrofotometre cihazı 

kullanılarak yapıldı ve sonrasında örnekler -80 ºC’ de saklandı. 
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3.9.2. cDNA Eldesi 

İzole edilen RNA’lar çalışma yapılıncaya kadar -80 ºC’ de bekletildi. Daha sonra 

spektrofotometre de ölçümü yapılan RNA’lar yoğunluklarına göre steril 0,2 ml’lik 

polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tüplerine konuldu. cDNA eldesi manuel olarak kit 

yardımıyla yapıldı (High Capacity cDNA Revere Transcription Kit, 200 reaction, 

ABD).  

Total RNA örneklerinden cDNA eldesi işleminin yapılabilmesi için aşağıdaki 

protokol uygulandı; 

Tablo 2. cDNA Sentezi Protokolü 

 

Çözelti/Numune Miktar 

10 x RTbuffer 2 μl 

DNTP 0.8 μl 

Random Primer 2 μl 

Enzim 1 μl 

DH2O 4.2 μl 

RNA Örneği 10 μl 

Toplam 20 μl 

 

 

Hazırlanan bu karışım PCR tüplerine dağıtıldı ve aşağıda verilen uygun şartlar 

altında PCR cihazında çalışıldı (Applied Biosystems®) örneklerden cDNA eldesi 

için PCR cihazında aşağıda verilen protokol uygulandı. 

  Tablo 3. PCR Koşulları 

 

                    Sıcaklık                               Zaman        

 25°C                                          10 dk 

                    37°C                                         120 dk 

 85°C 5 dk 
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3.9.3. Primer Dizileri 

Belirlenen genler için primer dizileri hazırlandı ve analiz edildikten sonra 

çalışıldı. Çalışmada kullanılan gen bölgelerine ait primer dizileri aşağıdaki tabloda 

verilmiştir. 
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3.9.4. Real Time PCR (qRT-PCR) Uygulaması 

Çoğaltılan cDNA örnekleri quantitative real time PCR (The StepOne™ Real-

Time PCR System) çalışması için kullanıldı. Syber Green kullanılarak gen 

ekspresyon seviyeleri analiz edildi (Power SYBR Green PCR Master Mix, 5 ml, 

Applied Biosystems, İngiltere). cDNA örneklerinden belirlenen genlerin ekspreyon 

düzeylerini belirlemek için aşağıda verilen protokol uygulandı;  

Tablo 5. Real Time PCR Malzeme Miktarları 

Bileşenler Örnek Başına Hacim 

SyberGreen Master Mix 10 μl 

Forward Primer 0,5 μl 

Reverse Primer 0,5 μl 

RNAse Free Su 7 μl 

cDNA 2 μl 

Toplam 20 μl 

 

qRT-PCR yönteminde gen ifade düzeylerine bakılan TNF-α, IL-1β, IL-6 ve IL-

10 genlerinin normalizasyonu hamarat (housekeeping gene) gen olan β-actin geni ile 

yapıldı. Bu çalışmada, kısmi miktarlara dayalı PCR yönteminde bulunan sonuçları 

doğrulamak için Real-Time PCR (qRT-PCR) yöntemi kullanıldı. qRT-PCR analizi 

cihazı kullanılarak gerçekleştirildi. 

 

Tablo 6. qRT-PCR Sentez Basamak Ayarları 

Basamağın Adı     Döngü Sayısı        Zaman                           Sıcaklık (ºC) 

Hold                                 1                   2 dk                                   50 

                                                                15 sn                                    95 

Döngü                               40                   2 dk                                    95 

     E                                    1                   1 dk                                     60 
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3.10. İstatistiksel Analiz 

Biyokimyasal veriler, IBM SPSS Statistics for Windows, Version 16.0 

(Armonk, New York, ABD) istatistik paket programında değerlendirilmiştir. 

Bulgular ortalama ve standart hata şeklinde verilmiştir. İki grup karşılaştırmalarında 

Mann-Whitney U testi kullanılmıştır. İkiden fazla grubun karşılaştırmalarında ise 

Kruskal-Wallis analizi kullanılmıştır. Kruskal-Wallis analizinde fark bulunması 

durumunda ikili karşılaştırma testi olarak Mann-Whitney U testi kullanılmıştır. Elde 

edilen sonuçların yorumlanmasında p<0,05 değeri istatistiksel olarak anlamlı kabul 

edildi.  

Genetik analizler için qRT- PCR yönteminde elde edilen CP (Crossing points) 

değerleri düzenlendi. qRT-PCR sonuçlarına istatistiksel analiz yapılırken 2
ˉΔCp 

formülü kullanıldı. (ΔCp= Hedef gen – Referans Gen; Livak ve Schmittgen, 2001).     

Elde edilen sonuçların yorumlanmasında p<0,05 değeri istatistiksel olarak anlamlı 

kabul edildi.  
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4. BULGULAR 

Bu çalışmada sıçanlardan SHAM, PLT-CLP ve SHAM PLT-CLP olmak üzere 3 

ana grup oluşturuldu. Tüm gruplar 18 adet sıçandan oluştu ve çalışmada toplam 54 

adet sıçan kullanıldı. Her bir gruptan rastgele 6 sıçan seçilerek 0., 12. ve 24. saatlerde  

kan örnekleri alındı ve ötenazi uygulanarak karaciğer ve böbrek dokusu örnekleri 

elde edildi. Alınan kan örneklerinden plazma elde edilerek, TNF-α, IL-6, IL-10 ve 

IL-1β düzeyleri ölçüldü. Ayrıca böbrek ve karaciğer doku örneklerinden TNF-α, IL-

6, IL-10 ve IL-1β  gen ekspresyon düzeyleri belirlendi. Çalışmaya alınan tüm 

sıçanlar çalışmayı sağlıklı bir şekilde tamamlamış ve araştırma sonucunu etkileyecek 

herhangi bir olumsuzlukla karşılaşılmamıştır. 

Bu çalışmada elde edilen bulgular plazmadan ölçülen biyokimyasal parametreler 

ile karaciğer ve böbrekte belirlenen gen ekspresyon değerleri olarak iki farklı grupta 

değerlendirilmiştir. Biyokimyasal değerler olarak plazmada TNF-α, IL-6, IL-10 ve 

IL-1β , gen ekspresyonu parametreleri olarak olarak karaciğer ve böbrekte TNF-α, 

IL-6, IL-10 ve IL-1β değerleri belirlenmiştir.  

4.1. Plazmada Belirlenen Biyokimyasal Parametrelerdeki Değişimler 

Çalışmada elde edilen kan örneklerinde araştırılan TNF-α, IL-6, IL-10 ve IL-1β 

değerlerindeki değişimler aşağıda başlıklar halinde sunulmuştur. 

4.1.1. Kan TNF-α Düzeylerindeki Değişimler 

TNF-α düzeyleri açısından en düşük düzey SHAM grubunun 0. saatinde 1,3 

pg/ml olarak, en yüksek değer ise 6,6 pg/ml olarak PLT-CLP grubunun 12. saatinde 

tespit edilmiştir.  
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Tablo 7. Tüm gruplarda plazma TNF-α düzeylerinde saatlere göre meydana gelen 

değişikliklerin grup içinde karşılaştırılması (*: 0. saate göre p<0.05, ***: 0. saate 

göre p<0.001). 

Plazma TNF-α düzeyleri (pg/ml) 

Gruplar Sepsis öncesi  Sepsis sonrası 

 
0.saat  12. saat 24. saat 

SHAM 1.3 ± 0.1  2.1 ± 0.4 2.3 ± 0.5 

PLT-CLP 1.9 ± 0.5  6.6 ±  0.6 *** 2.4 ± 0.4 

SHAM PLT-CLP 2.0 ± 0.3  4.3 ± 1 5.3 ± 0.7 * 

 

TNF-α plazma değerleri incelendiğinde; SHAM grubunda 0. saatte 1,3-2,0 pg/ml 

değerleri arasında değişen düzeylerin 12. ve 24. saatlerde yine bu düzeylere yakın 

seyrettiği görülmüştür.  PLT-CLP ve SHAM PLT-CLP gruplarında ise özellikle 12. 

saatlerde TNF-α düzeylerinde artışların olduğu ve bu artışların PLT-CLP grubunda 

istatistiksel olarak anlamlı olduğu belirlenmiştir (p<0.001). Diğer taraftan SHAM 

PLT-CLP grubunun 24. saatinde belirlenen TNF-α düzeyinin aynı grubun 0. Saat 

değerine göre istatistiksel olarak anlamlı düzeyde yüksek olduğu saptanmıştır (Tablo 

7; p<0.05). 
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Şekil 6. Plazma TNF-α düzeylerinin gruplararası karşılaştırılması ve grafiksel 

gösterimi (***:  SHAM grubuna göre  p<0.001; *: SHAM ve PLT-CLP grubuna göre  

p<0.05,). 

Plazma TNF-α düzeylerinde meydana gelen değişimler gruplararasında 

karşılaştırıldığında; 0. saatte tüm gruplardaki değerlerin birbirlerine yakın seyrettiği 

belirlendi. Ancak, PLT-CLP grubunun 12. saat plazma TNF-α değerinde,  SHAM 

grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı artış belirlendi. Diğer taraftan SHAM PLT-

CLP grubu 24. saat TNF-α düzeyinde hem SHAM hem de PLT-CLP grubuna göre 

istatistiksel olarak anlamlı bir artış gözlemlendi (Şekil 6). 

4.1.2. Kan IL-1β Düzeylerindeki Değişimler 

Plazma IL-1β  düzeyleri açısından grupların kendi içerisinde değerler 

incelendiğinde ve karşılaştırma yapıldığında;  SHAM grubu dışındaki diğer iki 

grupta sepsis sonrası 12. ve 24. saatlerde anlamlı değişiklikler olduğu 

gözlemlenmiştir. IL-1β plazma değerleri açısından en yüksek değerin PLT-CLP 

grubunda 12. saatlerde ortaya çıktığı göze çarpmaktadır. PLT-CLP ve SHAM PLT-

CLP gruplarının, 12. ve 24. saatlerdeki IL-1β düzeyleri aynı grupların 0. saatleri ile 

karşılaştırıldığında aralarında istatistiksel olarak anlamlı bir fark olduğu 

belirlenmiştir (p<0.01, p<0.001). PLT-CLP grubunda 12. saatte artış gösteren IL-1β 
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seviyelerinin 24. saatte tekrar azalmaya başladığı, SHAM PLT-CLP grubunda ise 24. 

saat IL-1β düzeylerinin halen yüksek kaldığı anlaşılmıştır (Tablo 8). 

Tablo 8. Tüm gruplarda plazma IL1-β düzeylerinde saatlere göre meydana gelen 

değişikliklerin grup içinde karşılaştırılması (**: 0. saate göre p< 0.01, ***: 0. saate göre 

p<0.001). 

Plazma IL-1β düzeyleri (pg/ml) 

Gruplar Sepsis öncesi  Sepsis sonrası 

 
0. saat  12. saat 24. saat 

SHAM 72,2 ± 18,6  61,6 ± 2,3 68 ± 6,9 

PLT-CLP 49,6 ± 1,3  81,2 ± 8,9 ** 67,7 ± 3,9 ** 

SHAM PLT-CLP 50,9 ± 3,9  76,6 ± 6,9 ** 77,7 ± 2,8 *** 

    

 

 

Şekil 7. Plazma IL-1β düzeylerinin gruplararası karşılaştırılması ve grafiksel 

gösterimi. 

40 

60 

80 

0. saat 12. saat 24. saat 

SHAM 

PLT-CLP 

SHAM PLT-CLP 

IL-1β  

zaman 

p
g
/m

l 



44 

 

Plazma IL-1β seviyelerinin gruplar arası karşılaştırılması yapıldığında ise 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark saptanmamıştır. IL-1β plazma düzeyleri açısından 

tüm gruplar için en belirgin artışlar 12. Saatte ortaya çıkmıştır.  Nitekim 12. saatte 

SHAM grubunda 61,56 pg/ml oan IL-1β plazma düzeyi,  PLT-CLP grubunda 81,20 

pg/ml, SHAM PLT-CLP grubunda ise 76,64 pg/ml olarak belirlenmiştir (Şekil 7). 

4.1.3. Kan IL-6 Düzeylerindeki Değişimler 

Plazma IL-6 düzeyleri incelendiğinde; tüm gruplarda 12. saatte IL-6 

düzeylerinde artışlar olduğu ve bu değerlerin 24. Saatlerde 0. saat düzeylerine 

yaklaştığı belirlenmiştir. Ancak SHAM ve SHAM PLT-CLP gruplarındaki 

değişimlerin istatistiksel olarak anlamlı düzeyde olmadığı, PLT-CLP grubunda ise 

p<0.05 düzeyinde anlamlı bir yükselme olduğu ortaya çıktığı anlaşılmıştır.   Tüm 

gruplara ait IL-6 düzeylerindeki değişimleri gösteren veriler Tablo 9’de 

gösterilmiştir. 

Tablo 9. Tüm gruplarda plazma IL-6 düzeylerinde saatlere göre meydana gelen 

değişikliklerin grup içinde karşılaştırılması (*: 0. saate göre p<0.05). 

 

Plazma IL-6 düzeyleri (pg/ml) 

Gruplar Sepsis öncesi  Sepsis sonrası 

 
0. saat  12. saat 24. saat 

SHAM 4,4 ± 1,3  7,8 ± 1,7 5,6 ± 0,8 

PLT-CLP 3,8 ±  0,7  8,6 ±  1,6 * 6,8 ± 0,9 * 

SHAM PLT-CLP 6,6 ± 2,6  8,8 ± 1,7 6,2 ± 0,7 
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Şekil 8. Plazma IL-6 düzeylerinin gruplararası karşılaştırılması ve grafiksel 

gösterimi. 

Plazma IL-6 seviyeleri açısından 0., 12. ve 24 saatlerdeki değerlerin 

karşılaştırılması yapıldığında ise gruplar arası istatistiksel olarak anlamlı fark 

saptanmamıştır. Grupların ortalama değerlerinin birbirlerine yakın olduğu 

gözlemlenmiş olup tüm verilerin grafiksel gösterimi Şekil 8’de verilmiştir. 

4.1.4. Kan IL-10 Düzeylerindeki Değişimler 

Plazma IL-10 seviyelerinde hem PLT-CLP hem de SHAM PLT-CLP 

gruplarında 12. saatte 0. saate göre artışların olduğu ancak bu artışların istatistiksel 

olarak anlamlı olmadığı saptanmıştır. Her iki grupta 24. saat verilerinin ise hem 0. 

hem de 12. saat verilerine göre istatistiksel olarak anlamnlı düzeyde düşük olduğu 

belirlenmiştir (Tablo10).   

PLT-CLP grubunda 73.2 pg/ml olan IL-10 değerinin 12. saatte 88.4 pg/ml’ye 

ulaştığı ancak 24. saatte ise 54.5 pg/ml değerine düştüğü gözlemlenmiştir. Benzer 

şekilde SHAM PLT-CLP grubunda da IL-10 düzeyleri sepsis sonrası 24. saatte 56,8 

pg/ml düzeyine kadar düşüş göstermiştir. 
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Tablo 10. Tüm gruplarda plazma IL-10 düzeylerinde saatlere göre meydana gelen 

değişiklikler ve grup içi karşılaştırılması (*: 0. saate göre p<0.005;  ‡: 12. Saate göre 

p<0.01; ψ: 0. Saate göre p<0.01; δ: 12. Saate göre p<0.05). 

 

Plazma IL-10 düzeyleri (pg/ml) 

Gruplar Sepsis öncesi  Sepsis sonrası 

 
0. saat  12. saat 24. saat 

SHAM 78 ± 2,2  80,2 ± 6,6 68,5 ± 3,7 

PLT-CLP 73,2 ± 4,7  88,4 ± 8 54,5 ± 6,2 *‡ 

SHAM PLT-CLP 76,2 ± 4,2  86,5 ± 11,7 56,8 ± 5 ψδ 

 

Plazma IL-10 değerlerinin gruplar arası karşılaştırılması yapıldığında ise, saatler 

itibarı ile gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark saptanmamıştır.  IL-10 

düzeyleri tüm gruplarda birbirine çok yakın değerde bulunmuştur. Tüm gruplar için 

en yüksek IL-10 düzeyi 12. saatte, en düşük değerler ise 24. saatte belirlenmiştir 

(Şekil 9).   

 

 

Şekil 9. Plazma IL-10 düzeylerinin gruplararası karşılaştırılması ve grafiksel 

gösterimi. 
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4.2. Gen Ekspresyon Düzeylerindeki Değişimler 

Bu çalışmada elde edilen karaciğer ve böbrek dokusu örneklerinde TNF-α, IL-

1β, IL-6 ve IL-10 gen ekspresyonu düzeylerindeki değişimler incelenmiştir. 

4.2.1. Karaciğer Gen Ekspresyon Düzeylerindeki Değişimler 

Karaciğer dokusunda TNF-α, IL-1β, IL-6 ve IL-10 için belirlenen gen 

ekspresyonu düzeylerindeki değişimler aşağıda ayrı ayrı belirtilmiştir. 

4.2.1.1. Karaciğer TNF-α Gen Ekspresyon Düzeylerindeki Değişimler  

Karaciğer TNF-α gen ekspresyon düzeyleri açısından grup içi karşılaştırmalar 

yapıldığında;  anlamlı değişimin sadece PLT-CLP grubunda 12. ve 24. saatlerde 

arasında olduğu belirlenmiştir. PLT-CLP grubu sepsis sonrası 12. saat karaciğer 

TNF-α gen ekspresyon düzeyi 2.82 seviyesinde tüm grup ve saatler olarak en düşük 

değeri göstermiştir. SHAM grubunda ise değerler 7.28-8.69 aralığında, SHAM PLT-

CLP grubunda ise 5.65-4.58 aralığında değişim göstermiştir (Tablo 11).   

Tablo 11. Tüm gruplara ait karaciğer TNF-α gen ekspresyon düzeylerindeki 

değişimler ve grup içi karşılaştırılması (**: 0. saat ile karşılaştırıldığında p<0.01). 

 

TNF-α gen ekspresyon düzeyleri (ΔCP) 

Gruplar Sepsis öncesi  Sepsis sonrası 

 
0. saat  12. saat 24. saat 

SHAM 7,28±1,3  7,48±1,3 8,69±1,3 

PLT-CLP 5,79±1,3  2,82±1,3** 7,56±1,3** 

SHAM PLT-CLP 5,65±1,3  4,66±1,3 4,58±1,3 

 

 

 



48 

 

 

Şekil 10. Karaciğer TNF-α gen ekspresyon düzeylerindeki değişimlerin gruplar arası 

karşılaştırılması ve grafiksel gösterimi (**: SHAM grubu karşılaştırıldığında p<0.01, *: 

SHAM grubu karşılaştırıldığında p<0.05)  

 

Karaciğer TNF-α gen ekspresyon düzeylerindeki değişimlerin grafiksel 

gösterimi gruplar arası istatistiksel değerlendirmesi Şekil 10’da sunulmuştur. 

Karaciğer TNF-α gen ekspresyon düzeyleri açısından PLT-CLP grubunda belirlenen 

değerlerin SHAM grubuna göre 12. saatte (p<0.01) istatistiksel olarak daha düşük 

olduğu belirlenmiştir. SHAM PLT-CLP grubunda 24. saatte (p<0.05) SHAM 

grubuna göre istatistiksel olarak daha düşük olduğu belirlenmiştir (Şekil 10). 

4.2.1.2. Karaciğer IL-1β Gen Ekspresyon Düzeylerindeki Değişimler 

Karaciğer IL-1β gen ekspresyon düzeylerindeki değişimler incelendiğinde;  

SHAM grubundaki değerlerin tüm saatler boyunca biribirlerine yakın seyrettiği 

gözlenmiştir. Benzer şekilde PLT-CLP grubunda da değerlerin ortalama 4.02-6.42 

aralığında değiştiği anlaşılmıştır. Bu iki gruptan farklı olarak ise SHAM PLT-CLP 

grubunda 0. Saatte 6.67 olan değerin 12. saatte ortalama 2.77 düzeyine kadar indiği 

ve 24. saatte ise ortalama 3.94 düzeyini gösterdiği belirlenmiştir. Bu sonuçlar 
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istatistiksel olarak anlamlı olmasa da SHAM PLT-CLP grubunda sepsis sonrası IL-

1β seviyelerinde önemli azalmaların olduğunu göstermiştir (Tablo 12). 

Tablo 12. Tüm gruplara ait karaciğer IL-1β gen ekspresyon düzeylerindeki 

değişimler ve grup içi karşılaştırılması.  

Karaciğer IL-1β gen ekspresyon düzeyleri (ΔCP) 

Gruplar Sepsis öncesi  Sepsis sonrası 

 
0. saat  12. saat 24. saat 

SHAM 6,56±1,7  5,07±1,7 7,15±1,7 

PLT-CLP 6,42±1,7  4,02±1,7 5,75±1,7 

SHAM PLT-CLP 6,67±1,7  2,77±1,7 3,94±1,7 

 

 

Şekil 11. Karaciğer IL-1β gen ekspresyon düzeylerindeki değişimlerin gruplar arası 

karşılaştırılması ve grafiksel gösterimi.  

Karaciğer IL1-β gen ekspresyon değerleri gruplar arası saatlere göre 

değerlendirildiğinde; 0. saatte tüm gruplara ait değerlerin biribirleri ile benzerlik 

gösterdiği, 12. saatte tüm gruplarda genel bir azalma ortaya çıktığı ve 24. saat 
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verilerinin ise tekrar 0. saat düzeylerine yaklaşmaya başladığı belirlenmiştir. IL-1β 

karaciğer gen ekspresyonu değerlerindeki değişimler Şekil 10’da gösterilmiştir. 

4.2.1.3. Karaciğer IL-6 Gen Ekspresyon Düzeylerindeki Değişimler 

Karaciğer IL-6 gen ekspresyon düzeyleri açısından her üç grup içerisinde de  

istatistiksel olarak anlamlı bir değişim saptanamamıştır. SHAM grubunda IL-6 gen 

ekspresyonu değerlerinin tüm çalışma boyunca en yüksek düzeyi gösterdiği 

belirlenmiştir. PLT-CLP grunuda ise 0.  saatte belirlenen gen ekspresyon değeri 

SHAM grubundaki değerin yaklaşık % 50’si kadardır. Bu gruptaki değerlerin 

çalışma boyunca SHAM grubuna göre yaklaşık % 50 düzeylerinde kaldığı 

anlaşılmıştır. PLT-CLP grubunda tüm saatler için belirlenen IL-6 gen ekspresyonu 

değerleri SHAM PLT-CLP grubuna göre de düşük seyretmiştir (Tablo 13). 

Tablo 13. Tüm gruplara ait karaciğer IL-6 gen ekspresyon düzeylerindeki değişimler 

ve grup içi karşılaştırılması.  

Karaciğer IL-6 gen ekspresyon düzeyleri (ΔCP) 

Gruplar Sepsis öncesi  Sepsis sonrası 

 
0. saat  12. saat 24. saat 

SHAM 10,73±1,8  8,08±1,8 10,83±1,8 

PLT-CLP 5,71±1,8  3,53±1,8 5,03±1,8 

SHAM PLT-CLP 7,77±1,8  6,41±1,8 4,14±1,8 
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Şekil 12. Karaciğer IL-6 gen ekspresyon düzeylerindeki değişimlerin gruplar arası 

karşılaştırılması ve grafiksel gösterimi (*:SHAM grubuna göre p<0.05, **:SHAM 

grubuna göre p<0.01). 

Karaciğer IL-6 gen ekspresyon düzeyleri açısından gruplar arasında 0. ve 12. 

saat değerleri açısından da farklılıklar olmasına rağmen istatistiksel olarak anlamlı 

değişiklikler 24. saatte ortaya çıkmıştır. Nitekim PLT-CLP grubu 24. saat IL-6 gen 

ekspresyon düzeyi SHAM grubunun aynı saatteki değeri ile karşılaştırıldığında 

p<0.05 seviyesinde, SHAM PLT-CLP grubunun 24. saat verisi karşılaştırıldığında 

ise p<0.01 düzeyinde bir azalma göstermiştir (Şekil 12). 
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4.2.1.4. Karaciğer IL-10 Gen Ekspresyon Düzeylerindeki Değişimler 

Karaciğer IL-10 gen ekspresyon seviyesi verileri incelendiğinde, en büyük 

değişimin SHAM PLT-CLP grubunda olduğu saptanmıştır. Diğer gruplarda anlamlı 

değşiklikler gözlenmezken bu grupta 0. Saatte 6.73 olan böbrek IL-10 gen 

ekspresyon düzeyi, 12. saatte 1.47 seviyesine inmiş, 24. saatte ise 1.54 düzeylerinde 

seyretmiştir (Tablo 14).    

Tablo 14. Tüm gruplara ait karaciğer IL-10 gen ekspresyon düzeylerindeki 

değişimler ve grup içi karşılaştırılması  (**: 0. saat ile karşılaştırıldığında p<0.01). 

 

Karaciğer IL-10 gen ekspresyon düzeyleri (ΔCP) 

Gruplar Sepsis öncesi  Sepsis sonrası 

 
0. saat  12. saat 24. saat 

SHAM 6,16±1,49  5,97±1,49 7,48±1,49 

PLT-CLP 6,23±1,49  5,09±1,49 4,28±1,49 

SHAM PLT-CLP 6,73±1,49  1,47±1,49** 1,54±1,49** 
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Şekil 13. Karaciğer IL-10 gen ekspresyon düzeylerindeki değişimlerin gruplar arası 

karşılaştırılması ve grafiksel gösterimi (*:SHAM grubu ile karşılaştırıldığında 

p<0.05, **:SHAM grubu ile karşılaştırıldığında p<0.01). 

Gruplar arası karaciğer IL-10 gen ekspresyon düzeyleri karşılaştırıldığında PLT-

CLP ile SHAM PLT-CLP grupları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

belirlenmemiştir. Ancak SHAM PLT-CLP grubu SHAM grubu ile kıyaslandığında 

12. saatte p<0.05 düzeyinde, 24. saatte ise p<0.01 düzeyinde anlamlı bir azalma 

ortaya çıktığı tespit edilmiştir (Şekil 13).  

4.2.2. Böbrek Gen Ekspresyon Düzeylerindeki Değişimler 

Elde edilen böbrek dokusu örneklerinden de karaciğer dokusunda olduğu gibi 

TNF-α, IL-1β, IL-6 ve IL-10 gen ekspresyonu düzeylerindeki değişimler araştırılmış 

olup elde edilen veriler aşağıda ayrı ayrı belirtilmiştir. 

4.2.2.1. Böbrek TNF-α Gen Ekspresyon Düzeylerindeki Değişimler 

Böbrek TNF-α gen ekspresyon düzeyleri incelendiğinde en büyük değişimin 

PLT-CLP grubunda olduğu saptanmıştır. Bu değişim istatistiksel olarak anlamlı 

olmamakla birlikte 0. saatte 3.17 düzeyinde olan değerin yaklaşık 2 katı artarak 12. 

saatte 6.19 seviyesine ulaştığı ve 24. saatte de benzer bir seviyede kaldığı 

anlaşılmıştır. SHAM ve SHAM PLT-CLP gruplarında ise anlamlı değişikliklere 

rastlanılmamıştır (Tablo 15). 

0 

3 

6 

9 

0.saat 12.saat 24.saat 

SHAM  

PLT-CLP 

SHAM PLT-

CLP 

*

** 

 IL-10 

zaman 

Δ
C

P
 



54 

 

 

Tablo 15. Tüm gruplara ait böbrek TNF-α gen ekspresyon düzeylerindeki değişimler 

ve grup içi karşılaştırılması. 

 

Böbrek TNF-α gen ekspresyon düzeyleri (ΔCP) 

Gruplar Sepsis öncesi  Sepsis sonrası 

 
0. saat  12. saat 24. saat 

SHAM 5,7±1,37  7,59±1,37 5,45±1,37 

PLT-CLP 3,17±1,37  6,19±1,37 6,44±1,37 

SHAM PLT-CLP 6,28±1,37  8,42±1,37 7,74±1,37 

 

 

 

 

Şekil 14. Böbrek TNF-α gen ekspresyon düzeylerindeki değişimlerin gruplar arası 

karşılaştırılması ve grafiksel gösterimi.  

Böbrek TNF-α gen ekspresyon değerleri açısından gruplarda saatlere göre 

anlamlı değişikliklere rastalanılamamıştır (Şekil 14).  
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4.2.2.2. Böbrek IL-1β Gen Ekspresyon Düzeylerindeki Değişimler 

Böbrek IL-1β gen ekspresyon düzeylerinin grup içi karşılaştırılması 

yapıldığında, SHAM grubu sepsis öncesi olan 0. saat değerine kıyasla 12. saat 

ekspresyon düzeyinin anlamlı olarak artmış olduğu saptanmıştır (Tablo 16; p<0.05). 

Tablo 16. Tüm gruplara ait böbrek IL-1β gen ekspresyon düzeylerindeki değişimler 

ve grup içi karşılaştırılması (*:0. Saat ile karşılaştırıldığında p<0.05). 

 

Böbrek IL-1β gen ekspresyon düzeyleri (ΔCP) 

Gruplar Sepsis öncesi  Sepsis sonrası 

 
0. saat  12. saat 24. saat 

SHAM 2,69±1,7  8,13±1,7* 6,3±1,7 

PLT-CLP 6,44±1,7  5,71±1,7 1,88±1,7 

SHAM PLT-CLP 7,79±1,7  6,38±1,7 6,8±1,7 

 

 

 

Şekil 15. Böbrek IL-1β gen ekspresyon düzeylerindeki değişimlerin gruplar arası 

karşılaştırılması ve grafiksel gösterimi (*:SHAM grubu ile kıyaslandığında p<0.05, 

#: PLT-CLP grubu ile SHAM PLT-CLP grubu kıyaslandığında p<0.05). 
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Böbrek IL-1β gen ekspresyon düzeylerinin gruplar arası karşılaştırması 

yapıldığında, 0. Saatte SHAM grubu ve SHAM PLT-CLP grubu arasında anlamlı 

fark saptanmıştır.  PLT-CLP grubu 24. saat ve SHAMPLT-CLP grubu 24. saat gen 

ekspresyon verileri kıyaslandığında PLT-CLP grubu seviyesinde istatistiksel açıdan 

anlamlı bir fark olduğu saptanmıştır (Şekil 15). 

4.2.2.3. Böbrek IL-6 Gen Ekspresyon Düzeylerindeki Değişimler 

Böbrek IL-6 gen ekspresyon düzeyleri açısından grup içinde istatistiksel olarak 

anlamlı herhangi bir değişikliğe rastlanmamıştır.   

Tablo 17. Tüm gruplara ait böbrek IL-6 gen ekspresyon düzeylerindeki değişimler 

ve grup içi karşılaştırılması. 

Böbrek IL-6 gen ekspresyon düzeyleri (ΔCP) 

Gruplar Sepsis öncesi  Sepsis sonrası 

 
0. saat  12. saat 24. saat 

SHAM 7,96±1,8  9,21±1,8 5,1±1,8 

PLT-CLP 8,53±1,8  8,4±1,8 7,37±1,8 

SHAM PLT-CLP 8,21±1,8  8,3±1,8 6±1,8 

 

 



57 

 

 

Şekil 16. Böbrek IL-6 gen ekspresyon düzeylerindeki değişimlerin gruplar arası 

karşılaştırılması ve grafiksel gösterimi.   

Benzer şekilde böbrek IL-6 gen ekspresyon düzeyleri açısından gruplar arasında 

saatlere göre de anlamlı değişiklikler belirlenememiştir (Şekil 16). 

4.2.2.4. Böbrek IL-10 Gen Ekspresyon Düzeylerindeki Değişimler 

Böbrek IL-10 gen ekspresyon seviyeleri tüm gruplarda birbirine yakın 

değerlerde saptanmıştır (Tablo 18). 

Tablo 18. Tüm gruplara ait böbrek IL-10 gen ekspresyon düzeylerindeki değişimler 

ve grup içi karşılaştırılması. 

Böbrek IL-10 gen ekspresyon düzeyleri (ΔCP) 

Gruplar Sepsis öncesi  Sepsis sonrası 

 
0. saat  12. saat 24. saat 

SHAM 7,76±1,4  8,77±1,4 5,73±1,4 

PLT-CLP 7,01±1,4  6,68±1,4 6,53±1,4 

SHAM PLT-CLP 8,26±1,4  8,57±1,4 7,95±1,4 
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Şekil 17. Böbrek IL-10 gen ekspresyon düzeylerindeki değişimlerin gruplar arası 

karşılaştırılması ve grafiksel gösterimi.    

Böbrek IL-10 gen ekspresyon değerleri açısından gruplarda ortaya çıkan 

değişimler istatistiksel olarak anlamlı düzeyde bulunmamıştır (Şekil 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0 

6 

12 

0.saat 12.saat 24.saat 

SHAM  

PLT-CLP 

SHAM PLT-CLP 

 IL-10 

zaman 

Δ
C

P
 



59 

 

5.TARTIŞMA 

Bu çalışmada pinealektomi sonrası CLP yapılan sıçanlarda kan TNF alfa, IL1 

beta, IL-6 ve IL-10 düzeyleri ile bu sitokinlerin karaciğer ve böbrek dokusundaki gen 

ekspresyon değerleri ilk kez belirlenmiştir. 

Pinealektomi operasyonu melatonin yoksunluğu oluşturmak amacı ile yaygın 

olarak kullanılmaktadır (Simko ve ark., 2013). Operasyon ile pineal bez çıkarılmakta 

ve melatoninin esas salgılanma kaynağı olan bez ortadan kaldırılmaktadır. 

Operasyon sıçanların anatomik yapısı gereği oldukça kolay ve hayvanda fizyolojik 

işlevlerini etkileyebilecek herhangi bir travmatik etki oluşturmadan 

gerçekleştirilebilen bir işlemdir. Ancak pinealektomi sonrası melatonin 

yoksunluğunun tam olarak ortaya çıkması için bir süre beklenmesi gerekmektedir. 

Bu çalışmada literatür bilgisi dikkate alınarak pinealektomi sonrası 30 gün 

beklenerek SHAM PLT veya PLT işlemleri uygulanmıştır (Canpolat ve ark., 2001). 

Sepsis modeli olarak ise CLP yöntemi uygulanmıştır. Bu yöntem cekumun 

öncelikle bir sütur ile bağlanması ve daha sonra belli ölçüleri olan bir iğne ile 

delinmesi, böylelikle bağırsak florasındaki mikroorganizmaların karın boşluğu ve 

peritona bulaşmasının sağlanması esasına dayanan bir yöntemdir (Yang ve ark., 

2002). Bu işlem sonrasında hayvanlarda güçlü bir peritonit ve sepsis tablosu 

şekillenmesi beklenmektedir. Bu çalışmada karaciğer ve böbrek örneği almak üzere 

karın bölgesi açılan tüm CLP yapılan hayvanlarda çekum ve peritonun enfekte 

olduğu, nekroze odaklar bulunduğu, bakteriyemiye bağlı olduğu düşünülen kötü bir 

koku yayıldığı gözlemlenmiştir. Bu bulguların gözlemlendiği tüm hayvanlarda sepsis 

oluştuğu kabul edilerek doku örnekleri alınmıştır.  

Sepsis modeli oluşturmak için CLP yönteminin seçilmesinin nedeni olarak bu 

modelin diğer modellere göre avantajları olması ve literatür bilgilerine göre çok 

tercih ediliyor olması dikkate alınmıştır. Bu model sitokin araştırmalarında altın 

standarda sahip bir model olarak bilinmektedir (Dejager ve ark., 2011). CLP 

modelinde sonuçları etkileyen en önemli faktör olarak ligasyonun derecesi, delme 

yapılan iğnenin büyüklüğü ve delik sayısı olduğu belirtilmektedir (Otero-Anton ve 

ark., 2001; Singleton ve Wischmeyer, 2003). 
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Literatür bilgisindeki bu farklılıklar dikkate alınmış ve çalışmamızda 18 Gauge 

iğne ile çekum iki farklı yerden delinerek ve ayrıca hafif düzeyde barsak içeriğinin 

dışarı çıkması sağlanarak deneysel CLP modeli gerçekleştirilmiştir. Uyguladığımız 

yöntem Xu ve ark. (2013)’nın yöntemine göre belirlenmiştir. Genellikle 16-25 Gauge 

iğne kullanıldığı belirtilmesine rağmen 18 Gauge iğnelerin daha fazla kullanıldığı 

anlaşıldığından bu büyüklükteki iğneler tercih edilmiştir (Wu ve ark 2008; Olguner 

ve ark., 2013). CLP uygulamasında dikkat edilecek bir diğer nokta ise tüm 

hayvanlarda çekumlara aynı sayı ve büyüklükte delik açılması gerektiğidir. Bu 

nedenle işlemlerin tamamı aynı kişi tarafından gerçekleştirilmiştir. 

Sepsis modeli oluşturulan çalışmalarda genellikle proinflamutaur ve 

antiinflamatuar sitokinlerin düzeyleri araştırılmıştır. Bu çalışmada proinflamuar 

stokinler olarak, TNF alfa, IL-1beta ve IL-6, antiinflamatuar sitokin olarak ise IL-10 

kan düzeyleri ile karaciğer ve böbrek gen ekspersyon seviyeleri araştırılmıştır.  

Sepsis enfeksiyona karşı verilen sistemik enflamatuvar yanıt olarak 

tanımlanmaktadır. Mikroorganzima ve konakçı ile karşılaşlması sonrasında doğal 

bağışıklık süreçleri başlayarak mononükleer hücreler tarafından proinflamatuar 

sitokinlerin salgılanması uyarılır. Bu amaçla IL-1, IL-6 ve TNF alfa gibi sitokinler 

salgılanır (Chaudhry ve ark., 2013). 

İnflamutuar süreçler ve melatonin ilişkisi son yıllarda araştırmacıların dikkatini 

çekmiştir. Bu amaçla bir çok in vivo çalışma yapılmış olup melatoninin yeni 

doğanlarda septik şoka karşı faydalı etkilerinin olduğu belirtilmiştir (Gitto ve ark., 

2001). Melatoninin bu etkisi nedeni ile ileride insanlarda septik şokun tedavisinde 

yardımcı bir ajan olarak kullanılabilirliğinin araştırılması öngörülmüştür.  

Melatonin ve sepsis üzerine etkileri konulu birçok hayvan çalışması yapılmış 

olup bu çalışmalarda daha çok sıçan ve fareler kullanılmıştır. Bu çalışmalarda da 

melatoninin hayatta kalma oranının artırdığı, NO üretimini azalttığı ve 

proinflamatuar/antiinflamatuar sitokin salgılanmasını düzenleyici etki gösterdiği 

belirtilmiştir (Carrillo-Vico ve ark., 2005; Huang ve Li 2016). Bu çalışmalar genel 

olarak incelendiğinde melatonin ilavesinin proinflamatuar/antiinflamatuar sitokin 

düzeyleri üzerine etkilerinin araştırıldığı görülmektedir. Melatonin yoksunluğu 
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oluşturulan çalışmalara rastlanılamamıştır. Ancak melatonin reseptör antagonisti 

uygulanarak yapılan çalışmalar bulunmaktadır. Bu çalışmalarda sepsis modeli 

oluşturulmuş ve MT1 ve MT2 reseptör antagonisti olarak luzindole kullanılarak 

melatoninin etkileri araştırılmıştır (Yu ve ark., 2000; Zhou ve ark., 2003; Fink ve 

ark., 2014). Bu çalışmaların çıkış noktası daha çok sezonal ışık düzeylerindeki 

değişimlerin immun fonksiyonlar üzerine olan etkileri olmuştur. Kısa ve uzun 

günlerin immun işlevleri etkilediğine dair bir çok bildirim bulunmaktadır (Nelson ve 

Demas 1996; Champeney ve ark., 1998). Bu araştırmada ise gün değişimlerinin 

yanısıra uzun süreli melatonin salgılanmasını baskılayacak sürekli ışık vb. bir etkiye 

maruz kalmanın sepsis üzerine proinflamatuar/antiinflamatuar sitokinler yönünden 

nasıl bir etki oluşturacağının araştırılması hedeflenmiştir. 

Kan sitokin düzeyleri açısından bakıldığında çalışma sonunda bütün 

parametreler yönü ile istatistiksel olarak anlamlı değişikliklerin olduğu göze 

çarpmaktadır. Bu çalışmada proinflamatuar sitokin olarak TNF alfa, IL-1 beta ve IL-

6 düzeyleri belirlenmiştir.  

TNF alfa yönünden bakıldığında sepsis öncesi (0. saat) belirlenen değerlerin 1.3-

2.0 pg/ml arasında değiştiği ancak sepsis sonrası 12. Saatte bu değerlerin 2.1-6.6 

pg/ml arasında değişkenlik gösterdiği belirlenmiştir. TNF alfa değerlerinin CLP 

yapılan her iki grupta da hem kontrol hem de kendi 0. Saat değerlerine göre anlamlı 

düzeyde arttığı görülmüştür. TNF alfa düzeyleri açısından bakıldığında 12. saatte 

PLT yapılan grupta PLT yapılmayan gruba göre yaklaşık % 50 daha fazla bir artış 

olduğu görülmektedir. Ancak 24. saatte bu değer kontrol grubu değerine 

yaklaşmışken SHAM PLT grubunda 12. saate göre daha da yükseldiği 

görülmektedir.  

IL 1 Beta seviyeleri hem PLT hem de PLT yapılmayan ancak CLP yapılan her 

iki grup açısından incelendiğinde CLP sonrası değerlerde istatistiksel olarak anlamlı 

artışların olduğu anlaşılmaktadır. TNF alfa düzeylerine benzer şekilde PLT-CLP 

grubunda 12. saatteki artış daha yüksek olmuş ve bu değer 24. saatte kontrol 

grubundaki değere yaklaşmıştır. IL 1 beta açısından en yüksek değer PLT-CLP 

grubunda 12. saatte 81.2 pg/dl olarak ölçülmüştür. 
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Diğer bir proinlamatuar sitokin olan IL-6 değerleri açısından elde edilen 

sonuçlar TNF alfa ve IL-1 beta sonuçlarına benzemekle beraber bazı farklılıklar da 

ortaya çıkmıştır. Yine IL-6 seviyelrinde de en yüksek artış 0. dakika değerine göre 

iki katından daha fazla düzeyde olacak şekilde PLT-CLP grubunda ortaya çıkmıştır. 

Ancak aynı grubun 24. saat IL-6 değeri de diğer gruplara göre daha yüksek 

seyretmiştir.  

CLP sonrası her iki grupta TNF alfa, IL-1 beta ve IL-6 düzeylerindeki artışlar 

literatür bilgileri ile uyumluluk göstermektedir. Proinflamatuar sitokin olan TNF alfa, 

IL-1 beta ve IL-6 düzeylerinin CLP sonrası artması sepsis modelinin oluştuğunun bir 

göstergesi olarak düşünülebilir.  

Benzer çalışmalarda Huang ve Li (2016) CLP yaptıkları sıçanlarda TNF alfa 

düzeylerinin arttığını belirlemişlerdir. Yine Fink ve ark., (2014) sıçanlarda ve 

farelerde yapmış oldukları çalışmada, CLP uygulamasından sonra TNF alfa 

seviyesinin arttığını belirlemişlerdir. Huang ve Li (2016) tarafından yine sıçanlar 

üzerinde yürütülen bir başka çalışmada da benzer veriler elde edilmiş olup, CLP 

sonrası TNF alfa ve IL-6 düzeylerinin arttığı gösterilmiştir (Huang ve Li 2016). 

Sıçanlar üzerinde yürütülen bir başka çalışmada ise deneysel CLP modeli 

oluşturulmuş ve plazmada IL-1 beta düzeyleri ile karaciğer ve akciğer histopatolojik 

olarak incelenmiştir. Melatonin verilerek CLP sonrası 3. ve 6. saatlerdeki IL-1 beta 

seviyeleri incelendiğinde melatoninin IL1-beta düzeylerini azalttığı anlaşılmıştır. 

CLP grubundan daha düşük belirlenen IL1 beta düzeylerinin kontrol grubuna göre 

ise daha yüksek seyrettiği anlaşılmıştır (Wu ve ark., 2008). 

Sepsiste karaciğer en çok etkilenen organlardan birisi olarak bilinmektedir (Beal 

ve Cerra 1994). Bu nedenle deneysel sepsis çalışmalarında karaciğer incelenen 

başlıca organ olarak dikkati çekmektedir. Çünkü karaciğer metabolizması sepsiste 

değişmekte, karaciğer Kuppferr hücreleri hem bakterilerin hem de bakteriyel 

ürünlerin deaktive edilmesinde önemli rol oynamaktadır. Diğer taraftan sitokinler de 

hepatosit hücrelerinin metabolik etkinliklerini değiştirmektedir (Dhainaut ve ark., 

2001).  
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Sepsiste karaciğer hasarı görülme oranının % 34.7 gibi yüksek bir değere 

ulaştığı söylenmektedir (Kobashi ve ark., 2013). Karaciğer enerji metabolizmasının 

ana düzenleyici organı olmasının yanısıra sitokin üreten önemli bir organ olarak ta 

bilinmektedir (Cai ve ark., 2016). Karaciğerden TNF alfa ve IL-6 üretiliyor 

olmasının yanında bu iki madde aynı zamanda karaciğerde rejenerasyon da 

yapmaktadır (Galun ve Axelrod 2002). Karaciğer üzerine etkileri en fazla bilinen 

sitokin TNF alfadır. Karaciğer hasarlarında TNF alfa ekspresyonlarında artış olduğu, 

hem akut hem de kronik karaciğer hasarlarında ise TNF alfa reseptörlerinin gen 

ekspresyonlarının da arttığı belirtilmektedir (Wolf ve ark., 2001). Karaciğerde sitokin 

üretimi barsaklardan salınan Lipopolisakkarid gibi bakteriyel endotoksinlerin portal 

ven yoluyla karaciğere ulaşması ile de uyarılabilir. Bu endotoksinlerin Kupffer 

hücrelerini aktive ederek TNF alfa ve IL-6 sentezini ve salgılanmasını uyardığı 

bilinmektedir (Koo ve ark., 1999). Araştırmacılar IL-1 beta ve TNF alfa gibi 

sitokinlerin mRNA ekspresyonlarındaki artışı hayvan modellerinde Kupffer 

hücrelerinin aktivasyonunun bir göstergesi olarak kabul ederler (Koo ve ark., 1999; 

Roland ve ark., 1994).  

Karaciğerin sepsisteki önemi ve sitokinlerle olan karşılıklı etkileşimine dair 

literatür bilgileri dikkate alınarak bu çalışmada karaciğer sitokinlerinin gen 

ekspresyon düzeyleri incelenmiştir. Bu sitokinler de yine litaratür bilgileri dikkate 

alınarak belirlenmiştir. Bu amaçla TNF alfa, IL1 beta, IL 6 ve IL 10 seçilmiştir.  

Karaciğer IL1 beta yönünden mRNA ekspresyonlarında azalmalar ortaya çıkmış 

olmasına rağmen istatistiksel anlamlı bir fark belirlenememiştir.  Hem PLT hem de 

SHAM PLT gruplarında sepsis sonrası IL1 beta ekspresyon düzeyleri 12. ve 24. 

saatlerde kontrol grubuna göre düşük seyretmiştir.  

TNF alfa gen ekspresyonu değerlerinde ise 12. saatte PLT-CLP, 24. saatte ise 

SHAM PLT-CLP grubundaki değerlerin kontrol grubuna göre istatistiksel olarak 

anlamlı düzeyde düşük olduğu belirlenmiştir. CLP yapılan her iki gruptaki değerlerin 

birbirlerine yakın olduğu ve kontrol grubuna göre daha düşük olduğu 

anlaşılmaktadır.  
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Bir diğer proinflamatuar sitokin olan IL-6 karaciğer gen ekspresyonu değerlerine 

bakıldığında SHAM PLT grubunda 12. ve 24. saatlerde anlamlı azalmalar ortaya 

çıkmıştır.  

Karaciğer IL-10 gen ekspresyonu değerleri açısından PLT grubundaki veriler ile 

SHAM PLT grubundaki veriler benzerlik göstermiştir. Her iki grupta da kontrol 

grubuna göre 12. saatte anlamlı azalma ortaya çıkmış, bu azalma 24. saatte çok daha 

dikkat çekici bir düzeye ulaşmıştır. Bu sonuçlar karaciğer IL-10 gen ekspresyonu 

üzerine PLT operasyonundan ziyade sepsisin etkili olduğunu düşündürmektedir.  

TNF alfa, IL1 beta, IL 6 ve IL 10 olarak tüm parametrelerin karaciğer gen 

ekspresyonu verileri açısından değerlendirildiğinde sepsisin daha önemli olduğu, 

melatonin yoksunluğunun bu parametreleri etkilemediği anlaşılmaktadır. 

Melatoninin bu parametreler üzerine olan etkileri daha çok melatonin verilerek 

yapılmış çalışmalardır. Melatoninin ilave olarak verilmesi ile yoksunluğunun 

oluşturulması arasında immun sisteme olan etkileri yönünden farklar bulunmaktadır. 

Bu çalışmada elde edilen sonuçlar melatonin yoksunluğunun sepsiste karaciğer TNF 

alfa, IL1 beta, IL 6 ve IL 10 gen ekspresyonu düzeyleri üzerine anlamlı etkiler 

oluşturmadığını göstermektedir. Diğer taraftan Cai ve ark. (2016) sıçanlarda CLP 

yöntemi kullanarak oluşturdukları sepsiste NO metabolizmasını etkileyen bir ajan 

olarak sitrullini kullanmışlardır. Sitrullin uygulanan grupta en yüksek artışlar sepsis 

sonrası 12. ve 24. saatlerde ortaya çıkmışken CLP grubunda en yüksek artışlar 6. 

Saatte gözlenmiştir. Bizim çalışmamızda ise 6. saat verileri alınmamıştır. Dolayısı ile 

sepsis sonrası TNF-α, IL1-β, IL 6 ve IL 10 değişimlerinin 12. saatten önce ortaya 

çıktığı ve buna bağlı olarak elde edilen sonuçlara ulaşıldığı düşünülebilir.  

Sepsiste etkilenen bir diğer organ olan böbrekle ilgili yapılan bir çalışmada CLP 

sonrası tubular epitelyal nekroz ve dilatasyon, hemoraji ve intertisyel inflamasyon 

belirtileri gözlenmiştir (Başol ve ark., 2016).  

Böbrek TNF-α, IL1-β, IL 6 ve IL 10 gen ekspresyonu değerlerinde verilerin 

tümü açısından herhangi bir istatistiksel anlamlı değişiklik belirlenmemiştir. Bu 

durum sepsisten böbreklerin sepsis sonrası 12. ve 24. saatlerde ya hiç etkilenmediğini 

ya da böbreklerin söz konusu sitokinler açısından sepsiste söz konusu saatler 
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içerisinde herhangi bir yanıt oluşturmadığını düşündürebilir. Böbrek işlevlerini 

ortaya koyan farklı herhangi bir parametre belirlenmediğinden elde edilen sonuçların 

yukarıdaki hangi hipoteze göre değişmediğini söyleyebilmek mümkün 

gözükmemektedir. 

Gerek deneysel sepsis oluşturulan ve gerekse sepsis geçiren insanlarda TNF-α 

düzeylerinin artmış olması bu durumu değiştirebilecek moleküllerin araştırılmasını 

zorunlu hale getirmiştir. Bu amaçla etkileri araştırılan moleküllerden bir tanesi de 

bağışıklık sistemini etkilediği bilinen melatonin olmuştur.     

Yoğun bakım ünitelerinde yatan uyanık hastalar ile sepsis nedeni ile hayati 

tehlikesi olup uyutulmak zorunda olun hastalarda bozulan sirkadiyen ritmin 

melatonin üzerinden sepsisi nasıl etkileyebileceği konusu bilim adamlarının dikkatini 

çekmiştir (Mundigler ve ark., 2002; Bourne ve Mills 2006). Nitekim Li ve 

ark.,(2012) yoğun bakım ünitelerinde yatan septik hastalarda TNF-α ve IL-6 

seviyeleri ile melatonin salgılanma ritmi arasında bir ilişki belirlemişlerdir.  (Li ve 

ark., 2013)  

Farelerde yapılan bir çalışmada ise CLP işleminden sonra melatonin verilen 

grupta TNF-α seviyesinin anlamlı bir şekilde azaldığı belirlenmiştir (Volt ve ark., 

2016).  Yine, An ve ark. (2016) sıçanlar üzerinde yaptıkları bir çalışmada CLP 

sonrası serum TNF-α düzeylerinde ortaya çıkan anlamlı artışların CLP sonrası 

melatonin verilen grupta azalma gösterdiğini belirlenmiştir (An ve ark., 2016).  

 Melatonin antiinflamatuar bir molekül olarak bilinir. Bu etkisini oksidatif doku 

hasarını azaltmanın yanında seçici olarak kronik yangıyı azaltıcı etkileri ile de 

gerçekleştirdiği belirtilmektedir (Carrillo-Vico ve ark., 2005; Shang ve ark., 2009).  

Bu çalışmada melatonin ilavesinden ziyade melatonin yoksunluğu oluşturmak 

amacı ile pinealektomi yapılan sıçanlar kullanılmıştır. Kan TNF alfa düzeylerine 

bakıldığında en yüksek artışın PLT grubunda CLP sonrası 12. saatte ortaya çıktığı 

görülmüştür. Bu sonuç melatonin yoksunluğunun TNF alfa seviyelerinde anlamlı bir 

artışa yol açtığını göstermekte ve literatür bilgileri ile örtüşmektedir. Ancak 24. 

saatte TNF alfa seviyeleri kontrol grubundaki değerlerine yaklaşmıştır. Oysa aynı 

saatte PLT yapılmayan CLP grubunda TNF alfa seviyeleri daha da artış göstermiştir. 
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Bu farklılığın nedeni tam olarak anlaşılamamıştır. Ancak tüm veriler birlikte 

değerlendirildiğinde PLT-CLP grubunda yangısel süreçlerin PLT yapılmayan CLP 

grubuna göre daha önce ortaya çıktığını düşündürmektedir.   

Melatonin ve immun sistem ilişkisinin iki yönlü olduğu konusunda bildirimler 

bulunmaktadır (Carrillo-Vico ve ark. 2013). Bu iki yönlü etkiye göre melatonin 

sitokin düzeylerini etkilerken sitokinler de melatonin düzeylerini etkilemektedirler. 

Sitokinlerin melatonin düzeyleri üzerine olan etkisi; sitokinler, prostaglandinler ve 

histamin gibi yangısel mediatörlerin kan beyin bariyeri dışında olduğu için pineal 

beze kolayca ulaşmaları sonucunda ortaya çıkmaktadır (Achumnarnkul ve ark., 1990; 

Voisin ve ark., 1993; Fabris, 1994; Mucha ve ark., 1994; Zawilska ve ark., 1997; 

Markowska ve ark., 2000). Bu sitokinler içerisinde IL-1 betanın pineal bezde 

arilalkilamin N asetil tarnsferaz ekspresyonunu azaltarak melatonin salınımını ve 

etkilerini sınırlandırabildiği ortaya konulmuştur (Herman ve ark., 2015).  

Bu çalışmada gerek kontrol grubunda ve gerekse SHAM PLT grubunda pineal 

bez çıkarılmadan sepsis modeli gerçekleştirilmiştir. PLT grubunda ise pineal bez 

çıkarılmıştır. Dolayısı ile belirlenen sitokinler veya CLP sonrası ortaya çıkan ancak 

bu çalışmada düzeyleri belirlenmeyen tüm diğer sitokinler ile melatonin sekresyonu 

açısından gruplar arasında bir farklılık ortaya çıkmış olabilir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

- Karaciğer ve böbrek örneği almak üzere karın bölgesi açılan tüm CLP yapılan 

hayvanlarda çekum ve peritonun enfekte olduğu, nekroze odaklar bulunduğu, 

bakteriyemiye bağlı olduğu düşünülen kötü bir koku yayıldığı gözlemlenmiş 

olup uygulanan CLP yönteminin sepsise oluşturmak için yeterli olduğu 

anlaşılmıştır, 

- Pinealektomi yapılan gruplarda sepsis belirteci olarak kanda belirlenen 

parametrelerin PLT yapılmayan gruba göre genel olarak 12. saatte artış 

gösterdiği anlaşılmıştır. PLT yapılmayan gruplarda ise bu parametrelerin daha 

çok 24. saatlerde yükseldiği gözlemlenmiştir. Bu durum melatonin 

yoksunluğunda sepsise daha erken girilebileceğini düşündürmektedir, 

- Karaciğer TNF-α ve IL-6 gen ekspresyonu düzeylerinde PLT grubunda 12. 

saatte ortaya çıkan azalma 24. saatlerde yükselmeye başlamış olmasına rağmen 

SHAM PLT-CLP grubunda hala düşmeye devam etmektedir. Bu sonuçlar da 

karaciğerin PLT grubunda 12. saat öncesinde daha fazla etkilendiğini 

düşündürmektedir, 

- Böbreklerin ise sitokin üretimi açısından ilk 24 saatlerde sepsisten çok 

etkilenmediğine dair bulgulara ulaşılmıştır, 

- Bu sonuçlara göre herhangi bir şekilde melatonin yoksunluğu oluşan insanlarda 

sepsise yaklaşım ve tedavi yöntemleri uygulanırken 

 

a) sepsisin daha hızlı gelişebileceği, 

b) karaciğerin sepsise diğer insanlara göre ilk 12. saat içerisinde daha hızlı 

yanıt verebileceği, 

c) karaciğer sepsis yanıtında melatonin yoksunluğu kadar sepsisin de etkili 

olduğu, 

d) böbreklerin ilk 24 saat içerisinde karaciğere göre daha az etkilenebileceği 

gibi bulguların da dikkate alınmasın da fayda olacağı düşünülmektedir. 
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