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OZET

Sepsis artan morbitide ve mortalitesi nedeni ile dikkat ¢eken bir hastaliktir.
Melatonin ise pineal bezden salgilanan bir hormon olup, immun islevler tizerine etki
ettigine dair bilgiler bulunmaktadir. Bu calisma ile pinealektomi (PLT) yapilan
siganlarda sepsise karst olusan cevabin degisip de§ismediginin arastirilmasi

amaglanmistir.

Bu amag¢ dogrultusunda toplam 54 sicandan SHAM, PLT-CLP ve SHAM
PLT-CLP olmak {izere ii¢ farkli grup olusturulmustur. PLT-CLP grubuna hem
pinealektomi operasyonu (PLT) yapilmis hem de ¢ekumun delinmesi ile (CLP)
sepsis modeli olusturulmustur. Her gruptan 0. saat ile sepsis sonrasi 12. ve 24.
saatlerde rastgele 6 sican segilerek kan TNF-a, IL-10, IL-6 ve IL-1B diizeyleri
Olciilmiis ve ayni parametrelerin karaciger ve bobrek gen ekspresyonlari diizeyleri

belirlenmistir.

PLT-CLP grubunda 0. saat degerleri ile kiyaslandiginda, 12. saate TNF-a, 12.
ve 24. saatlerde IL-1p ve IL-6 seviyelerinde anlamli artiglar, 24. saat IL-10
diizeyinde ise azalma belirlenmistir (p<0.01). SHAM PLT-CLP grubunda ise TNF-a
degerlerinde 24. saatte, IL-1f diizeyinde 12. ve 24. saatlerde anlamli artislar
kaydedilmistir (p<0.05). Karaciger TNF-a gen ekspresyonu degerleri sadece PLT-
CLP grubunda, IL-10 degerleri ise SHAM PLT-CLP grubunda degisiklik

gostermistir.

Sonu¢ olarak pinealektomi operasyonunun sepsis tablosunun daha erken
ortaya ¢ikmasina yol agabilecegi ve bu durumun azalan melatonin seviyeleri ile
iliskili olabilecegi kanaatine varilmis olup, ozellikle sepsis gelisme ihtimali olan
hastalarm bulunduklar1 ortamin 151k yogunlugu ve 1s18a maruz kaldiklar: siirelerin

gdzden gegirilmesi ve bu konuda daha dikkatli olunmasi gerektigi 6nerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Melatonin, sepsis, sitokinler, CLP.



ABSTRACT

The investigation of liver and kidney TNF-a, IL-6, IL-10 ve IL-1f 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-a, IL-1f, IL-6 and
IL-10 levels were measured at Oth, 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-a at 12" hours,
IL-1p and IL-6 at 12" and 24" hours, but decreasing in IL-10 levels at 24™ in PLT-
CLP group (p<0.01). However, the increasing TNF-a levels at 24™ hours and IL-1p
levels at 12™ and 24™ hours were obtained in SHAM PLT-CLP group (p<0.05). The
significant changes of liver TNF-a 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.

Key words: Melatonin, sepsis, cytokine, CLP.
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1. GIRIS VE AMAC

Melatonin, epifiz bezi olarak da adlandirilan pineal bezden salgilanan (N-acetyl-
S5-methoxytryptamine) bir hormon olup aydinlik ve karanlik dongiisiinii ve
sirkadiyen ritmi ayarlayan onemli molekiillerden bir tanesi olarak kabul edilir.
Melatonin bir¢ok fizyolojik ritim ve ndroendokrin siiregler i¢in arabirim olarak gorev
yapmasinin yanisira yag ve kas hiicrelerinden glukoz alimi1 ve bu hiicrelerden leptin

salgilanmasi lizerine de etki gosterir (Ferreia ve ark., 2012).

Yogun bakim f{initelerinde yatan hastalarda sirkadiyen ritmin bozuldugu ve
melatonin salgisinin azaldigi bildirilmektedir  (Mundigler ve ark., 2002). Bu
hastalarin ayn1 zamanda sepsise kars1 duyarliligmin diger insanlara gore daha yiiksek
oldugu bilinmektedir (Angus DC ve ark., 2001). Duyarhlik artismin bir nedeninin
melatonin yoksunluguna bagli gelistigi iddia edilse de mekanizmay1 ortaya koyacak
arastrmalar yetersizdir. Bu nedenle melatonin yoksunlugu durumlarinda sepsis
gelisiminin incelenmesi ve ilgili bazi sitokinlerin diizeylerindeki degisimlerin

arastirilmasi onem arz etmektedir.

Melatoninin etkilerini arastirmak i¢in en ¢ok bagvurulan yontemlerden bir tanesi
melatonin yoksunlugu olusturmaktir. Sicanlarda melatonin yoksunlugu olusturmak
icin deneysel olarak uygulanmakta olan iki farkli yontem bulunmaktadir. Bunlar;
stirekli 1518a maruziyet veya pineal bezin ¢ikarimas: (pinealektomi, PLT)
operasyonudur. Her iki yontem de pineal bezin melatonin salgisint yok etme
ozelligine sahip olmanin yani sira fizyolojik ve hemodinamik parametrelerde benzer

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

Sepsis, enfeksiyona karst verilen sistematik inflamatuvar yanit olarak
tanimlanmaktadir. Sepsis yiiksek mortalite, morbidite ve tedavi maliyetleri ile ciddi
bir saglik sorunudur (Olguner ve ark., 2013). Ozellikle yogun bakim iinitelerinde son
yillarda sepsise bagl ¢liimler dikkat ¢ekici boyutlardadir. Bu nedenle sepsis tedavisi
veya sepsise karsi organizmanin savunma giiciinii arttirict yontemlerin gelistirilmesi
ve sepsisten korunma ve tedavi agisindan yeni yaklasimlarm ortaya konulmasi
gerekmektedir. Bu amagla deney hayvanlari iizerinde bircok arastirma

yirttiilmektedir.



Deney hayvanlarinda sepsis modeli olarak en fazla kullanilan yontemlerden bir
tanesi ise ¢ekal baglama ve delme (CLP) yontemidir. Bu yontem ile bagirsakta
yasayan bakterilerin karm bosluguna bulastirilmast ve olusan enfeksiyona karsi
viicudun verdigi yangisel yanitlarin belirlenmesi hedeflenmektedir (Dejager ve ark.,
2011). Bu islem sonrasi olusan sitokin yanit iizerine bir cok farkli parametrenin etkisi
arastirilarak sepsisin iyilestirilmesi veya daha az patolojik sonuclarla atlatilmasi
yoniinde oldukga fazla sayida arastirma yapilmistir (Li ve ark., 2014; Wu ve ark.,

2015).

Sepsiste Tiimor nekroz faktor-alfa (TNF-a), proinflomatuvar sitokin olarak
bilinmekte ve diger sitokinler olan Interlokin-1 (IL-1), IL-6, IL17A ve IL-8 ile
birlikte salinmaktadir (Hack ve ark., 1997). inflamasyon uyarisi ayni zamanda
antiinflamatuvar sitokin olan IL-10 gibi sitokinlerin de salinmasina yol agmaktadir
(Poll ve ark., 1997). Karaciger ve bobrek hem bu sitokinlerin salgilandigi hem de
sepsisten etkilenen baslica iki organ olarak karsimiza c¢ikmaktadir (Wei ve ark.,
2013). Bu nedenle ¢alismada karaciger ve bobrek dokusu oOrneklerinde sitokin

ekspresyonlari ile bu sitokinlerin kan seviyelerinin belirlenmesi amaglanmistir.

Bu aragtirma ile PLT yapilan ve CLP modeli ile sepsis olusturulan sicanlarda
karaciger ve bobrek sitokin yanitinda herhangi bir degisiklik olup olmadiginin
arastirilmast hedeflenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda; pinealektomi sonrasi karaciger
ve bobrek TNF-a, IL-10, IL-6 ve IL-1B gen ekspresyonlar1 diizeyleri ile kan

seviyeleri belirlenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Pineal Bez ve Melatonin
2.1.1. Pineal Bez

Pineal kelimesi Latince’ de ¢am kozalagi anlamina gelen ‘pinea’ kelimesinden
tiremistir. Hint felsefesinde, diger iki goze gore daha gercek¢i ve derinlemesine
gorebilen bir liglincii goz olarak kabul edilirken, Fransiz filozof Rene Descartes ise
pineal bezi ‘ruhun sandalyesi’ olarak tanimlamistir. Pineal bez, dis ¢evrenin aydinlik
karanlik olmasina gdre organizmanin basta endokrin sistem olmak tizere bir¢cok farkli
organ ve dokunun iglevlerini diizenler. Pineal bezin suprakiyazmik niikleus (SCN) ile
birlikte fizyolojik islevlerin dis ortam ile es zamanl bir sekilde yapilmasimi saglayan

biyolojik saat oldugu ileri siiriilmektedir (Cam ve Erdogan 2003; Ozsahin 2006 ).

Pineal = bez insan viicudundaki en kiiclik endokrin bezdir ve 120/150 mg
agirhigindadir. Agirligi ve boyutlarinda puberteye kadar artis puberta sonrasi ise
azalig goriilmektedir (Cam ve Erdogan 2003; Ozsahin 2006; Kirim ve ark., 2006).

Pineal bez 6nemli 6l¢iide damarlagsma gostermekte olup, kan akimi bakimindan

4 ml/dk/g’ lik degerle oldukca yiiksek bir kanlanma oranina sahiptir (Atas 1998).
Bezin parankimi pinealositler ve glia hiicrelerinden olusur. Noroepitelyal
hiicreler olan pinealositler, hafif bazofilik sitoplazmali hiicreler olup belirsiz
niikleuslar igeren cekirdekleri biiyiik, diizensiz veya birka¢ lobludur (Brzezinski

1997; Ozsahin 2006 ).
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Sekil 1. Melatonin dongiisii (Zhigiang ve ark., 2016).

2.1.2. Melatonin

Melatonin 1958 yilinda dermatolog Aaron Lerner tarafindan, sigir pineal bezi
ekstrelerinde bulunan bir amfibik cilt agic1 faktor olarak tanimlanmistir (Zawilska ve
ark., 2009). Daha sonra melatoninin bitkiler, protozoonlar, omurgasizlar, mantarlar,
bakteriler ve insanlar olmak {izere hemen hemen tiim omurgalilarda bulundugu

anlasilmistir (Harderland ve ark., 2003).

Melatonin uyku ve sirkadiyen ritim diizenlenmesi i¢in gerekli olan, epifiz bezi
tarafindan salgilanan bir hormondur. Bir giinliik ritim ile salgilanir; salgilanmasi
karanligin baslangici ile baslar, kisa bir siire sonra artar ve gece yarist (02:00 ve
04:00) en yiiksek diizeye ulasir. Gecenin ikinci yarisinda ise yavas yavas seviyesi

azalir (Brzezinski 1997).

Melatoninin ayni zamanda, lenfositler, mast hiicreleri, hava yolu epitel hiicreleri,
beyin, retina, gastrointestinal sistem ve ilireme sistemi gibi bircok dokuda da
sentezlendigi tespit edilmistir (Acuna-Castroviejo ve ark., 2014). Diger taraftan deri
hiicrelerinin de melatonin iirettigi ve melatonin reseptorlerinin deride eksprese

oldugu bilinmektedir (Carpentieri ve ark., 2012; Acuna-Castroviejo ve ark., 2014).



2.1.3. Melatonin Sentezi

Pineal bezin islevi lizerine baglica kisitlayict etki yapan faktor, isiktir. Isigin
baska 6nemli gorevi ise pineal bez ritminin merkezi sinir sistemi araciligiyla ¢evreye
uyumunu saglamaktir. Pineal beze ¢evreden gelen sinirsel uyarilar beyin araciliiyla
ulasarak endokrin yanita doniisiir. Isik durumuna bagli olarak dis ortamdan gelen
uyarilar goziin retina katmani ile alinir, fotoreseptorlere ulasir ve buradan
hipotalamustaki suprakitazmatik c¢ekirdege iletili. Bu uyarilar daha sonra
paraventrikiiler ¢ekirdege ulasir. Uyar1 dalgalari medial 6n beyin sapinda ve retikiiler
formasyonda birleserek omuriligin lateral ¢ekirdegine gider. Bu ¢ekirdekten
sempatik sinir sisteminin pregangliyonik adrenerjik sinirleriyle alman uyarilar {ist

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

Sempatik sinir sistemi ile melatonin salgis1 arasinda iliski bulunmaktadir.
Sempatik sinir uglarindan salgilanan norepinefrin, melatonin sentezini artirirken,
propronalol ise melatonin sentezini azaltir (Ozsahin 2006). Norepinefrin bu etkisini,
pineal hiicre zarindaki B-adrenerjik reseptore baglanarak gosterir ve Adenozin Mono
Fosfat (¢cAMP) sistemini uyararak olusturur. Isigin etkisi ile pinealositlerde, triptofan
5-hidroksilaz enzimi tarafindan 5-hidroksitriptofan (SHTP)’ a hidroksillenmektedir.
Bu iirlin ise aromatik amino asit dekarboksilaz araciligi ile seratonine (5-
hidroksitriptamin, S5HT) doOniistiiriiliir. Karanlikta seratonin, seratonin N-
asetiltransferaz (NAT) ile N-asetilseratonine ve son olarak N-asetilseratonin de
hidroksiindol- O- metiltransferaz anzim tarafindan melatonine doniistiiriiliir (Macchi

ve Bruce 2004).
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Sekil 2. Melatoninin triptofandan sentez asamalar1 (Esteban ve ark., 2016).

2.1.4. Melatoninin Etki Mekanizmasi

Merkezi sinir sisteminde melatonin esas hedef organi hipotalamustur. Melatonin
verilmesi ile hipotalamusta dopamin, seratonin, norepinefrin ve gamma amino biitirik
asid (GABA) gibi transmitterler artar. Melatonin ayrica hipotalamustan néropeptitler,

hormonlar ve prostglandinlerin salgilanmasini da uyarir (Brezezinski 1997).

Melatonin diizeyinin artmas1 bir¢ok dokuda guanilat siklaz aktivitesinin

azalmasina neden olur. Bununla iligkili olarak Guanozin Mono Fosfat (cGMP)



diizeyi azalir ve cAMP diizeyi artar. Melatonin; DNA tamiri, membranlar ve diger
hiicrei¢ci komponentlerin bakimi i¢in gerekli olan guanin niikleotitlerin olusumuna
katkida bulunur (Ozsahin 2006). Melatoninin islevlerini cGMP ve prostaglandinler
araciligi ile de gergeklestirdigi soylenmektedir (Witt-Enderby ve ark., 2003).

2.1.5. Melatonin Salinim

Melatonin olustuktan sonra depolanmadan dolasima verilmektedir. Melatonin
kana hizla salinimi lipofilik 6zelligine baghdir. Lipofilik 6zelliginin ¢ok yiiksek
olmasindan dolay1 tiim biyolojik doku ve sivilara dagilir. Plazmada yaklasik % 70’1

albumine bagh olarak tasmir (Arendt 2005).

Melatonin kanda geri doniisiimlii olarak albumin ve alfa asit glikoproteine
baglanarak hedef dokuya taginmaktadir. Hayvanlarda N-Asetil Transferaz (NAT)
enziminin aktivitesi dolayisiyla melatonin kan diizeyinin karanlik fotoperiyotta pik
yaptig1 gozlemlenmistir. Melatonin salgilanmasi karanlik ile baslar, aydinlik ile sona
erer. Salgilanmasi genellikle 21:00-22:00 saatleri arasinda baglar, maksimum
konsantrasyonu 02:00-04:00 arasinda goézlenir ve 07:00-09:00 arasinda giderek
azalir. Insanda 1000-2500 liiks’ liik 151k melatonin salgilanmasinda azalmaya yol

acar (Taskiran 2011).

Pineal bez tarafindan tretilen melatonin, c¢esitli sivi ve dokulara hiicresel
diizeyde ulasir ve sirkiile olur. Yiiksek diizeyde lipolifik hormon olan melatonin,
pineal bezde depolanmadigi i¢in plazma seviye profili pineal bezin aktivitesini

yansitir (Arendt 2005).

Melatoninin  kandaki konsantrasyonu insanlarda yasa baghh olarak da
degismektedir. U¢ aydan daha kiiciik bebeklerde ¢ok az diizeyde bulunur. En yiiksek
seviyelerine 1-3 yas arasinda ulasir. Bu esnada geceleri melatoninin serumda 325
pg/ml (1400 pmol/l) gibi yliksek degerlere ulastigi belirlenmistir. Cinsel olgunlagma
stirecinde giderek azalan plazma melatonin diizeyi, 500 pmol/I’nin altina diistiiglinde,
gonadotropin salgilatici hormon (GnRH) salgilanmasi artar ve puberte baslar.
Yetigkin genclerdeki degeri 40-260 pmol/l degerleri arasinda degismektedir
(Ozsahin 2006).



Melatoninin pineal bez disinda néroendokrin sistemin bir pargasi olarak kabul
edilen APUD (Amin habercisi alim ve dekarboksilasyon) hiicrelerinde de dnemli
miktarda bulundugu belirlenmistir. Gastrointestinal kanalda bulunan enterokromafin
(EC) hiicrelerinin viicutta melatoninin iireten diger hiicreler oldugu bilinmektedir

(Macchi ve Bruce, 2004).

Melatonin ayrica retina, solunum yollari, karaciger, bobrek, adrenal bezler,
timus, troid, plasenta ve endometriumda, mast hiicrelerinde ve dogal oldiiriicti ile
eozinofilik 16kositlerde de belirlenmistir. Ancak pineal bezden kana salman
melatonin diger kaynaklardan 20 ile 1000 kat arasinda daha fazla oldugu
belirlenmistir (Ozsahin 2006).

2.1.6. Melatonin Reseptorleri

Melatoninin MT1 ve MT2 olmak iizere iki grup reseptdrii tanimlanmustir. ilk
tanimlanan reseptdr MT1 olup yiiksek afiniteli, guanozin trifosfat baglanma
proteinleri ailesindendir. MT1 melatonin reseptorlerinin aktivasyonu hedef
hiicrelerde adenilat siklaz aktivitesinin azalmasina neden olur. Bu reseptdr retina

islevine, sirkadyen ritme ve iireme islevine katilmaktadir (Ozsahin 2006).

MT1 reseptorlerinin MT1-a (hipofizer pars tiiberalistakiler iireme ile ilgili,
suprakiazmatik niikleustakiler sirkadyen etki ile ilgili) ve MT1-b (retina ve beyinde)
olmak iizere iki farkli tipi bulunmaktadir (Tagkiran 2011).

MT?2 ise diisiik afiniteli bir reseptdr olup, fosfoinositol hidrolizi ile etki gosterir

(Cam ve Erdogan 2003; Ozsahin 2006).

MT1 ve MT2 reseptorleri, hiicredeki etkinligini G proteini araciligi ile
gerceklestirir. MT1 reseptorleri baslica hipotalamusun suprakiyazmik ¢ekirdeginde
tespit edilirken, MT2 reseptdrleri retina, hipokampus ve diger beyin bdlgelerinde
belirlenmistir (Reppert ve ark., 1996; Cetin 2005). Melatonin reseptorleri ayrica
mide-bagirsak kanali, gonadlar, bobrek ve kan damarlarinda da bulunur. Siganlarda
melatonin reseptorlerine T ve B lenfositlerde rastlanirken (Pozo ve ark., 1997), insan

T lenfositlerinde de melatonin reseptorlerinin varligi bildirilmistir (Carrilo ve ark.,



2004). immun fonksiyonun giiclenmesinde MT2 reseptdriiniin énemli rol oynadigi

bildirilmektedir (Drazen ve ark., 2001).

2.1.7. Melatoninin Yikim
Dolasimdaki melatoninin % 90’mdan fazlasi karaciger tarafindan metabolize

edilir. Ayrica bobrekler tarfindan da metabolize olur.

Melatonin once hidroksile edilir, siilfat ve az diizeyde de glukuronit konjugatlar
gibi idrarla atilir. idrarla atilan diizeyi yaklasik % 1 oranindadir (Bruno ve ark.,

2005).

Melatoninin baglica metaboliti 6-hidroksimelatonin siilfat (6-HMS) olup
dolasimdaki melatoninin yarilanma siiresi 20-60 dakika araliginda degismektedir

(Cam ve Erdogan 2003).

2.1.8. Melatoninin Fizyolojik Etkileri

Melatonin fotoperiyod ile ilgili bilgiyi viicudun fizyolojisine aktararak sirkadyen
ritmin ve organizmanin fonksiyonlarmm diizenlenmesinde rol oynar. Insanda pek
cok biyokimyasal, fizyolojik ve davranigsal degiskenlerde oldugu gibi plazmadaki
melatonin diizeyleri de 24 saatlik periyod i¢inde diizenli inis ¢ikislar gdsterir. Bu
sirkadyen ritim hipotalamusda SCN’deki merkezi dnder odak tarafindan kontrol
edilir ve ritmin baglica ayarlayicis1 dis ortamdaki aydinlik/karanlik siklusudur. Gece
15182 maruz kalindiginda pineal fonksiyonlar akut olarak baskilanir (Liebmann ve

ark., 1997).

Melatonin canli viicudunda birgok fizyolojik etkiye sahiptir. Bu etkiler arasinda
kan basincin diizenleyici etkileri (Simko 2012; Kawashima ve ark., 1987), endokrin
ritmin diizenlenmesi, antigonadal aktivite, serbest oksijen radikallerinden korunma,
degisik immun fonksiyonlarmin noéroendokrin diizenlenmesi (Erlich ve Apuzzo,
1985) ve kardiyovaskiiler etkiler gibi bir ¢ok etkisi sayilabilir (Veneroso ve ark.,
2009; Tengattini ve ark., 2008).



2.1.9. Melatonin ve Immiin Sistem

Immiin yanit, MHC-I molekiilleri ile T hiicrelerinin aktive edildigi, 6zellikle de
hiicre i¢i patojenlere karsi baslatilan hiicresel immiin yanit ile MHC-II’ler tarafindan
Th2 hiicrelerine antijenlerin sunulmasi ve B lenfositlerinin aktive olarak antikor
iiretmesi ile etkinlik gosteren humoral immiin yanit olarak ikiye ayrilmaktadir (Diker

1998).

Melatoninin immiin sistem hiicrelerini melatonin reseptorleri araciligi ile
etkiledigi diisiinlilmektedir. Lokositler ve lenfositler iizerinde saptanan melatonin
reseptorleri bunun kanit1 olarak gosterilmektedir. Lenfositler {izerindeki melatonin
reseptorleri cogunlukla CD4", CD8" T lenfositleri ile B hiicrelerinde bulunmustur.
Ayrica yapilan ¢aligmalarda melatoninin bu reseptdrler araciligi ile stimiile olmus

lenfositlerin proliferatif yanitin1 modiile ettigi ortaya konulmustur (Maestroni, 2001).

Melatonin periferal kandaki mononiikleer hiicrelerde IFNy (interferon gamma),
IL-2, IL-6, IL-1 ve IL-12 {iretimini sitlimiile etmektedir (Garcia- Maurino ve ark.,

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

Mukozal immiinitede etkinlik gosteren IgA ile melatonin iliskisinin incelendigi
bir c¢aligmada ise idrarda melatonin artis1 ile tiikriikte IgA artis1 arasinda
korelasyonun oldugu saptanmistir (Park ve Tokura, 1999). Mukozal immiin yanit
icin 6zellikle 6nemli olan IgA seviyesindeki bu artis enfeksiyona bagli hastaliklardan

korunmada dnemli bir veridir.

Farelere melatonin uygulamasi sonrasi dogal katil hiicreler (NK, Natural Killer)
ve monosit sayilarinda artis bildirilmistir (Currier ve ark., 2000). Melatoninin immun
sistem lizerindeki bir diger onemli etkisi ise antikora bagl hiicresel sitotoksisiteyi

arttrmasidir (Vermuelen ve ark., 1993).

Melatonin, viral enfeksiyonlarda olusan yiiksek oksidatif stres ve inflamatuar
hasarlar i¢in potansiyel tedavi edicidir. Viral enfeksiyonlar sonucu olusan serbest
radikaller ve tiirevleri, OH (hidroksil) ve ONOO (peroksinitril) hiicrenin esansiyel
yapilarma (lipit, protein ve DNA) hasar verir. Hiicredeki serbest radikallerin etkileri

antioksidanlar tarafindan ortadan kaldirilabilir. Viral enfeksiyonlara kars1 melatonin
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koruyucu etkisinin mekanizmasi serbest radikal siipiiriicii olmasi, antioksidan enzim
indiikleyici etkisi, immiin sistem fonksiyonlarindaki pozitif diizenleyici olmasi,
inflamasyonu inhibe edici rolii ve programlanmis hiicre Olimii islevlerindeki

regiilator fonksiyonlari ile agiklanabilir (Giimiisova ve Memis, 2014).

2.2. Sepsis

Sepsis ve sepsise bagli ¢coklu organ yetmezligi saglik sistemi i¢in ¢ok biiyiik bir
yiik olusturmaktadir ve bilim adamlar1 i¢in 6nemli bir sorundur. Kapsamli temel
arastirma ve klinik ¢alismalara ragmen, sepsisin patofizyolojisi hala tam olarak

aydinlhiga kavusturulamamistir (Chaudhry ve ark., 2013).

Ciddi sepsis ve septik sok, her yil diinyanin dort bir yaninda milyonlarca hastay1
etkilemekte ve Onemli bir mortalite orani ile seyretmektedir (Dellinger ve ark.,
2013). Sepsisin hetarojen ve dinamik bir bozukluk oldugu ve hangi inflamatuar
agdaki dengesizlikten kaynaklandig1 gittikce daha da netlesmektedir (Rittirsch ve
ark., 2008).

Sepsis, hasteneye yatirilan hastalarda goriilen en sik 6liim nedenleri arasinda yer
almaktadir. Sepsisten Olen hastalarin sayisi, miyokard enfarktiisii ile Olenlerin

sayisina yakinlik gostermektedir (Angus ve ark., 2001).

Sepsis, tiim viicut ya da sistemik inflamatuar yanit sendromu (SIRS) olarak
ortaya  ¢ikmakta, bilinen veya siliphelenilen enfeksiyonun  varhiginda
gerceklesmektedir. Bunu diisiik kan basincina bagh agr organ disfonksiyonu takip
etmektedir. Azalmis idrar tretimi ve biling bulanikligina bagl laktik asidoz
nedeniyle bir veya birden fazla organa yetersiz kan akimi olusmaktadir. Siddetli
sepsis, sepsis ile birlikte, organ yetmezligi de dahil olmak iizere hipotansiyon (SKB
<90 mmHg ya da baslangica gore <40 mmHg azalma), hipoksemi, oligiiri, metabolik
asidoz, trombesitopeni ve abtundasyon olarak tanimlanmaktadir (Studnek ve ark.,

2012).

Sepsis, ayrica soka ve ¢oklu organ disfonksiyonu sendromuna da neden olabilir.
Septik sok tanisi konulmasi i¢in hastanin en az iki SIRS kriterine sahip olmas1 goz

oniinde bulundurulur. Septik sokta; tasipne, beyaz kan hiicre sayis1 anomalisi, yliksek
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kalp hizi, ates ya da hipotermi de dahil olmak {izere bir ¢ok patolojik bulgu ortaya
cikar, hasta yeterli stvi almasma ragmen hipotansif kalir. Septik sok ve ¢oklu organ

yetmezligi sepsisli hastalarda en sik 6liim nedenidir (Hanisch ve ark., 2011).

Diinya ¢apinda yillik mortalite oranlarinda sepsis, akciger ve gogiis kanserinden
daha biiyiik bir paya sahiptir. Ayrica sepsis goriilme sikhigi  giin gegtikge
artmaktadir (Becker ve ark., 2010). ABD’de her yil yaklasik 750 000 sepsis vakasi
ortaya ¢ikmaktadir (Chaudhry ve ark., 2013). Biitliin bunlara ragmen giiniimiizde
sepsis i¢in etkili bir tedavi yontemi tam olarak ortaya konulamamistir (Becker ve

ark., 2010).

Sepsisin konak bagisiklik sistemi, viriis ve ya enfekte bakteri arasindaki
karmasik etkilesimlerin sonucu gelistigi belirtilmektedir. Sepsiste siiperantijenlerin
varligi, fagositoz ve antibiyotik direnci gibi faktorlerin bulunmasi sepsisin daha da
ilerlemesine yol agar (Russell, 2006). Bu tiir enfeksiyonlar siklikla sitokin artigini
tetikler ve sepsis hastalarinda tespit edilir. Sitokin aragtirmalarinin sepsis tedavisi ve

onlenmesinde biiyiik yararlar1 olacagi ongoriilmektedir (Chaudhry ve ark., 2013).

Gegtigimiz on y1l i¢inde, sepsis gizli halk saghg: felaketi olarak kabul edilmistir
(Angus ve ark., 2010).

2.2.1. Deneysel Sepsis Modelleri

2.2.1.1. Cekum Baglama ve Delme Modeli [Cecal Ligation and Puncture (CLP)]
Yontemin esast anestezi uygulanan siganlarda barsak gecisini engellemeden

¢ekumun standart bir iplikle baglanmasi ve daha sonra baglanan bdlgenin dlgtileri

belirli bir enjektdr ignesi ile bir veya iki kez delinmesi esasma dayanir. Islem

tamamlandiktan sonra batin kapatilip cilt altina hayvanin agirhigma gore serum

fizyolojik wverilir. Bu yontem, sicanlarin yani swra fare ve koyunlarda da

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

CLP ile olusturulan sepsis modeli, uygulamasi kolay ve ucuzdur, kullanilan
diger modellerden farkli olarak ¢ok c¢esitli mikroorganizmalari tarafindan olusturulan
bir septik sok tablosu goriilir. En 6nemli avantajlarindan bir tanesi ise klinikte

goriilen sepsis tablosuna benzer bir model olmasidir (iskit 2005).
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CLP girisimsel bir model olup olduk¢a yagin olarak kullanilmakta ve
polimikrobiyal bir peritonit tablosuna bagli sepsise yol agmaktadir. Modelde ¢cekuma
hem ligasyon hem de perforasyon yapilmaktadwr. CLP tipik klinik sepsis ile
karsilastirildiginda, benzer patofizyolojik ilerleme ve artan sitokin diizeyleri ile
karekterize oldugu goriilmektedir. Bu ozellikleri ile CLP yontemi deneysel sepsis

modelleri i¢in altin standart olarak kabul edilir (Dejager ve ark., 2011).

CLP modelinde enfeksiyon, karin bosluguna delinmis ¢ekumdan gelen enteral
icerikte bulunan mikroorganizmalar tarafindan gerceklestirilir. Bu nedenle, delik ile
indiiklenen c¢apraz c¢ekum drenaj tutarliligt modelin saglikli sekilde ortaya
cikmasinda Onemlidir. Cekum delinmesi isleminde boyutlar1 sabit enjektor
ignelerinin ortaya konulmasi ve modelin bu sekilde standardize edilmesi modeli

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

2.2.1.2. Lipopolisakkarid Verilerek Olusturulan Septik Sok Modelleri

Lipopolisakkarid (LPS), saflastirilmis glikolipid yapida olup LPS uygulamas:
septik sok modellerinde olduk¢a sik kullanilan bir yontemdir. LPS ¢ogunlukla toz
halinde temin edilir. LPS; Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa gibi bir ¢cok gram negatif bakteriden elde
edilir. Deneysel septik sok modellerinde ise E.coli’den elde edilen LPS modeli daha
cok kullanilmaktadir (iskit 2005).

LPS enjeksiyonu ile indiiklenen endotoksemi modelinde uygulanan gram negatif
bakteri endotoksinleri, sistemik enflamasyon sirasinda Dissemine intravaskiiler
koagiilasyon (DIC) incelemek icin yaygin olarak kullanilmaktadir (Berthelsen ve
ark., 2011).

LPS planlanan deneysel ¢alisma protokollerine gore, toz halinde bulunan LPS
suda ¢ozlinerek deney hayvanlarina intraperitonel ya da intravendz tek doz halinde
ya da inflizyon olarak uygulanir. Yapilan ¢aligmalar incelendiginde 1mg/kg ile 80-
100 mg/kg araliginda biiyiik bir doz araliginda uygulandig: goriilmektedir (Iskit ve
ark., 1999; Baykal ve ark., 2000).
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2.2.1.3. Damar veya Periton i¢ine Canh Bakteri Uygulanmasi

Deney hayvanlarinda sepsis modeli olusturmak icin damari¢i E.coli verilen
caligmalar da bulunmaktadir. Bakteriler tek doz veya inflizyon seklinde verilebilir.
Bu yontemde ayn1 zamanda intra peritonel canli bakteri uygulanmasi da yapilmakta
olup siganlarda 24 saat icerisinde % 100 6liim tablosu ortaya ¢ikmaktadir. Fakat bu
yontemin uygulanmasi sirasinda arastirmacilarin  kontaminasyon riski de

bulunmaktadir (Kohn ve Kung 1995).

Benzer sekilde Edremitlioglu ve ark. (2005) si¢anlara intraperitonel yolla E.coli
enjeksiyonu yapmiglar ve hiperbarik oksijen tedavisinin bobrekler iizerine olan

etkilerini incelemislerdir.

2.2.2. Sepsis ve Karaciger

Sepsiste ortaya cikan klinik bulgular sepsise neden olan mikroorganizmanin
toksin ve hiicre duvari gibi komponentlerine bagisiklik sisteminin verdigi inflamatuar

yanita bagli olarak olusmaktadir.

Etken gram negatif bakteri oldugunda, hiicre duvari komponentlerinden bir
tanesi olan LPS endotoksine karsi inflamatuar yanit1 uyaran molekiil olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Endotoksin molekiilii hiicre membraninda kaldigi siirece
biyolojik olarak inaktiftir, ancak hizli hiicre boliinmesi ve hiicre yikimi sirasinda

salwverilir (Ortatath ve ark., 1999).

LPS lipopolisakkarit baglayan protein (LBP) ile birlestikten sonra monosit ve
makrofajlara CD14 reseptorii araciligr ile baglanir. Bu baglanma sonucunda
sitoplazmik sinyal sistemi islemeye baslar ve dakikalar i¢inde TNF-a, IL-1, IL-2, IL-
6, IL-8, platelet aktive edici faktér (PAF) ve IFN-y gibi sitokinlerin transkripsiyonu
gergeklesir. Bu sitokinler ve nitrik oksit, intraselliiler adezyon molekiilleri,
prostaglandinler ve lokotrienler septik sok patogenezinin ortaya ¢ikmasmi saglayan

molekiiller olarak dikkat ¢cekmektedir (Nayely ve ark., 2016).

Sepsise neden olan gram pozitif bakteriler ise farkli bir yoldan inflamatuar siireci
uyarirlar. Bu bakterilerin peptidoglikan ve teikoik asit gibi hiicre yapilar1 kompleman

zincirini alternatif yoldan aktive etmektedirler. Kompleman zinciri aktive oldugunda
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lenfosit proliferasyonu ve aktivasyonuyla birlikte makrofaj aktivasyonu ve sitokin
salinimi gergeklesmektedir. Ayni1 zamanda peptidoglikan ve lipoteikoik asit,
dogrudan monosit ve makrofajlardan IL-1 salinimina neden olurlar. Lipoteikoik asit
ek olarak TNF-a ve IL-6 salimimini tetikler. Gram-pozitif bakterilerin ekzo ve
enterotoksinleri IL-1, IL-6 ve TNF-a salinimmi arttirir. Stafilokoklarm salgiladigi
toksik sok sendromu toksini-1 (TSST-), IL-1 salinimin1 LPS’den ¢ok daha giiclii bir
sekilde uyardigi bilinmektedir (Badley ve Steckelberg, 2001).

@ PMNL . %p <= Gram-negatif

l l bakteri Karaciger

Bakterisidal

Permabilite-artiran LBP
Protein(BPP) \

LPS/BPP

Lipopolisakkarit (LPS
ipopolisakkarit (LPS) LPS baglayan protein

. LPS/LBP
komplek
T kompleksi
/ \ CD 14
) nukleus
LPS ortadan ol

kaldinilir
Kinaz aktivasyonu

TNF, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, PAF, IFN <

Sekil 3. Sepsis ve karaciger iliskisi (Badley ve Steckelberg, 2001).

2.2.3. Sepsis ve Bobrek

Akut bobrek hasari (AKI) ¢oklu ve cesitli hastalik durumlarinin baglaminda
ortaya ¢ikan klinik sendromdur. AKI tanisi bobrek hasari olmasinin yani sira,
bobregin fonksiyonel bozuklugu ve serum kreatinin ve idrar ¢ikist gibi fonksiyonel

parametrelerinin bozukluguna dayanmaktadir. Sepsis kaynakli AKI patofizyolojisi,
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bobrek parankiminde siddetli inflamasyon, intraglameriiler tromboz ve tiibiiler hasar

ile karakterizedir (Stasi ve ark., 2016).

Yogun bakim {initelerinde sepsis ve septik sok AKI’nin en 6nemli nedenlerinden

bir tanesidir. Sepsis iligkili AKI, klinik tablo da kotiiye gidisin biyolojik gdstergesi

gibidir. AKI c¢esitli immiin ve metabolik yolaklar1 etkilemekte, inflamatuar denge

bozulmasi sonucunda diger organlarin islev bozukluklarma yol agarak morbiditeyi ve

mortaliteyi arttirmaktadir (Bilgili ve ark., 2014).

(4] ﬁ @
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| APOPTOZIS NEKROZIS OTORAJ! INTRENSEK HOCRE DEPRESYONU ]
I-"----'----- ) ----H
| ERDOTEL DESFONESIYONL | - i | TUBLLER EMTEL DEYONKS YOS |
A
AKI |
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Sekil 4. Sepsis ve sepsis iligkili akut bobrek hasar1 patofizyolojisinde anahtar

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

Sitokinler immiin ve inflamatuar olaylara katilan, immun hiicreler arasinda
iletisimi diizenleyen, parakrin ve otokrin fonksiyonlar1 olan 20-30 kDa agirliginda bir

grup peptid veya glikoproteinlerdir (Kiligturgay, 2000).

Farkli hiicre c¢esitleri tarafindan salgilanan ve {iretilen sitokinler, inflamasyon,
hiicre biiylimesi, hiicre iyilesmesi ve hasarlara karsi sistemik yaniti da kapsayan
immiin ve inflamatuar olaylar1 diizenlemektedir. Sitokinler hormona benzemekte

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

Sistemik inflamatuar cevabin baslamasinda ve devam etmesinde en énemli rolii
sitokinler tistlenir. Sitokinler hem proinflamatuar hem de antiinflamatuar 6zellikleri

olan peptitlerdir.

Inflamatuar siire¢ dnce makrofajlar tarafindan TNF-a salmmasiyla baglar. TNF-
a salmimini baglatan faktdr Gram negatif bakterilerin dig membranlarindan ayrilan
lipopolisakkaritlerdir. Daha sonra diger proinflamatuar ajanlardan IL-1, IL-6 ve IL-8

diizeyleri yiikselir (Anderson ve ark., 1997).

TNF-a, IL-1, IL-6 ve IL-8 sistemik inflamatuar cevabi baslatan proinflamatuar
sitokin ailesindendir. Daha sonra ortaya c¢ikan IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 ise
antiinflamatuar sitokinler olup sistemik inflamatuar cevabin devam etmesinden
sorumludurlar. Immiin sistem, proinflamauar ve antiinflamatuar kuvvetleri
dengelemek icin sitokinlere karsi endojen antogonistler de tretir (Jafari ve ark.,

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

Sitokinler doku hasarmin gii¢lii uyaricilar1 olup sepsisin erken fazinda gii¢lii bir
sitokin {iretimi gozlenir (Aikawa N 1996). Proinflamatuar sitokinlerin endotel
hiicreler tizerinde etkileri vardir. Nitekim TNF-a veya IL-1 endotel hiicreleri luminal
yiizeyini etkileyerek, yaygin damar i¢i pihtilasma baslatilmasint ve mikrovaskiiler
trombiis olusumunu desteklemektedir (Fourier, 2012). Sitokinler tarafindan endotel
hiicrelerinin dilizeninin bozulmas1 hiicre gecirgenligindeki artisa, daha sonraki

makromolekiiler ekstravazasyon ve 6deme neden olur (Rivers ve ark., 2001).
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Endotelial hiicreleri tarafindan salgilanan nitrik oksit sistemik damar direncinin

diismesinden sorumlu ana vazoaktif mediator olup septik sokta ortaya c¢ikan

hipotansiyonun nedeni olarak bilinir.

Bu tabloya mitokondriyal etkinlik, doku

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

TNF-a ve IL-6 yiiksek konsantrasyonlar1 organ yetmezligi ve artmis mortalite

oranini yiikseltir (Samson ve ark., 1997; Petilla ve ark., 2002), ancak hastanin klinik

tablosunun kotii olmasi antiinflamatuar sitokin olan IL-10’un yiiksek kan seviyeleri

ile iligkilidir (Monneret ve ark., 2004).

Tablo 1. Bazi sitokinler, kokenleri ve islevleri (Aytekin ve Solakoglu 2006).

Kokenleri Bazi islevleri
IL-1 Makrofajlar, keratinositler. ~ Yangi dncesi endojen pirojen
IL-2 T lenfositler T, B ve dogal oldiiriicii lenfositlerin
cogalmasi
IL-3 T lenfositler Erken hematopoietik hiicrelerin
cogalmasi
IL-4 T lenfositler, mast hiicreleri B lenfositlere 1gG1 ve IgE izotiplerini
sentezlemeleri emri verir
IL-5 T lenfositler, mast hiicreleri, Eozonofil c¢ogalmasi ve farklilagsmasi,
olasilikla B lenfositler IgA tiretimi
IL-6 Makrofajlar, T lenfositler, Yangi oOncesi sitokin, B lenfosit
fibroblastlar farklilagmasi, timosit bliylimesi
IL-7 Kemik iligi stromast B lenfosit farklilagmasi1 ve biiyiimesi
IL-8 Keratinositler, fibroblastlar, No6trofil kemotaksisi ve aktivasyonu
monositler
IL-9 T lenfositler T lenfositler, timositler, mast
hiicrelerinin ¢ogalmasi
IL-10 T lenfositler, mast hiicreleri, Degisik hiicrelerde sitokin sentezinin
olasikla B lenfositler baskilanmasi, mast hiicresi ¢ogalmasi
TNF-a T lenfositler, makrofajlar, Tiimdr hiicrelerinin yok edilmesi

mast hiicreleri

18



2.3.1. Tiimor Nekroz Faktor-a

TNF ilk 6nce LPS ile tedavisi yapilan hayvanlarin serumunda bir tiimor nekroz
mediatorii olarak tanimlanmistir. Tiimor inhibisyonu olusturan ve endotoksinlerin
uygulanmasmin ardindan nekroza yol agan etkilerini agiklamak i¢in bu isim
verilmistir. TNF ailesinin TNF-o ve TNF-3 olmak iizere iki alt grubu bulunmaktadir
(Graves ve Cochran., 2003). TNF’nin yap1 olarak birbirine benzeyen iki tane hiicre
yiizey reseptorii bulunmakta olup bunlar; TNF reseptor-1 (TNFR1) ve TNF reseptor-
2 (TNFR2)’dir (Pfizenmaier ve ark., 1996).

Timor nekroz faktor alfa, Timor nekroz faktor beta (TNF-B) ile uyarilmis
makrofajlar tarafinda sentezlenen 157 amino asitli 17 kD agirliginda bir polipeptittir
(Money ve ark., 1990). Cok sayida inflamatuar ve otoimmiin hastaligin
patogeneziyle iliskisi oldugu varsayilan bagisiklik diizenleyici yanitlar1 da igeren bir

cok biyolojik islevi etkileyen pleitropik bir sitokindir (Erdem ve ark., 2003).

TNF hepatositlerde serum protein sentezinde artisa neden olmaktadir.
Enflamatuar olaylarda IL-1 ve IL-6 ile birlikte karacigerden akut faz proteinlerinin
sentezini uyarmaktadir. Damar endotelinde koagiilasyon faktorlerini etkileyerek
koagiilasyon bozukluklarina sebep olarak tromboz olusumuna yol agar (Boloman ve

ark., 1993; Giilmezoglu ve Ergiiven, 1994).

IL-1B ve TNF-a inflamatuar yanitta rol oynayan iki ana sitokindir. Bu sitokinler,
endotel dokuya bagli molekiillerin salinimimni uyarwr, IL-6 ve kemokinler (IL-8 ve
monosit kemogekici protein-1 (MCP-1)), bliylime faktorleri, eikosanoidler ve Nitrik
oksit (NO) gibi diger molekiillerin sentezine katilir (Nayely ve ark., 2016).

Kronik enflamasyonun sonucu olarak sitokinler gibi, bazi inflamatuar
mediatdrlerin asir1 tiretimi pek ¢ok kronik hastaligin ortaya ¢cikmasina neden olabilir.
Deneysel arastirmalarda, kronik inflamasyon ile iliskili hastaliklarda IL-1B, TNF-a
ve IL-6 gibi sitokinlerle bag kurulmustur (Nayely ve ark., 2016).
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Sekil 5. Tiimor nekroz faktorleri (Aytekin ve Solakoglu, 2006).
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2.3.2. Interlokin-6
IL-6, molekiil agirligr 28 kD olan bir peptit olup 212 amino asitten meydana
gelir ve insanda 7. Kromozom 7p21 (95-97) {izerinde bulunur (Keller ve ark., 1996).

Insan IL-6 reseptorii (IL-6R) ilk defa insan dogal oldiiriicii hiicrelerinden
klonlanmistir. IL-6R, 80 kD agirliginda, 467 amino asitten olusan bir proteindir.

Birinci kromozomun g21 bdlgesinde bulunur (Keller ve ark., 1996).

IL-6 farkli sinyallere bagli olarak, lenfoid olan ya da olmayan hiicrelerden
dretilir. T hiicreleri, B hiicreleri, monositler, fibroblastlar, keratinositler, endotel
hiicreler, mezansimal ve farkli tiimor hiicreleri IL-6 lireten baslica yapilar olarak

bilinmektedir (Keller ve ark., 1996).

IL-6 inflamatur ve immiin yanitta akut donem reaksiyonunda Onemli bir
mediatdrdiir. Fibrinojen, a-1 kimotripsin, hemopeksin, a-2 makroglobulin gibi akut
faz yanita katki saglayan pek cok plazma proteininin hepatositler tarafindan

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

IL-6’nin, T hiicrelerinin ¢ogalma ve farklilasmasi, sitotoksik T lenfositlerin
farklilasmas1 ve NK hiicre faaliyetlerinin arttirilmasi gibi bir ¢ok biyolojik etkisi
vardir. IL-6, makrofaj farklilasmasmnm uyarilmasinda gorev alir ve viicut 1sisinin
yiikselmesini saglar. Diger taraftan karaciger hiicrelerinde akut faz cevabin
olusmasina ve hematopoeze katkida bulunur (Galley 1996; Giiner ve ark., 1997,

Kiligturgay 2000).

Ostrojen ve androjenler IL-6 y1 inhibe eder. Bu nedenle menopozal donemde
IL-6 diizeyi artis gosterir (Keller ve ark., 1996). IL-6’nin hepatosit biiyiimesi tizerine
etkisi otokrin mekanizma ile olabilecegi ileri siirlilmekte olup karacigeri toksik
hasardan korumada da 6nemli bir rolii oldugu belirlenmistir (Debonera ve ark.,

2001).
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2.3.3. interlokin 1-p

IL-1 timosit cevabi arttiran ve poliklonal aktivator olarak aktive mononiikleer
fagositlerden salman bir polipeptiddir. Cok az miktarda yapisal olarak bulunur ve
cogunlukla bir uyarici etken sonucu salgilanir. TNF-o, mikroorganizmalar ve
lipopolisakkaritler gibi pek ¢ok uyart IL-1 olusumunu arttirmaktadir. IL-1’in
salinimma kortikosteroidler ve TGF-B (Transforming growth factor- beta) engel

olurken, l6kotrienler ise salinimini arttirmaktadir (Giiner ve ark., 1997; Kilicturgay

2000).

IL-1 genelde hiicreler iizerinde uyarict etki saglamaktadir. Ayni genler
tarafindan kodlanan IL-la ve IL-1B olmak iizere iki ayri1 ¢esidi bulunur. Bu iki
cesidin biyolojik aktiviteleri ve reseptor afiniteleri esit degerdedir. Hiicrede beraber
salgilansalar da hiicreler arasi salgilanma oranlar1 farklidir (Giiner ve ark., 1997,

Kiligturgay 2000).

IL-1 tek basma da doku hasar1 olusturur fakat LPS uygulamasi sonrasi
salgilandiginda, TNF-a ile olusan doku hasarmi c¢ogaltmaktadir. IL-1’in
immiinoglobulin iiretimi, karaciger hiicrelerinde akut faz yaniti, fagosit aktivasyonu,
inflamasyon, viicut 1s1s1 ve hemotopoez iizerine ciddi etkileri vardir (Rutanen 1993;

Galley ve ark., 1996).

IL-1B, aym1 zamanda TNF-a, IL-6 gibi diger enflamatuar sitokinlerin

ekspresyonunu indiikleyen ¢ok 6nemli bir sitokindir (Kudo ve ark., 2002).

IL-1p diger inflamatuar mediatorlerle birlikte, mikroglial hiicreleri indiikleyerek,
ndronal 6liime ve dolayistyla Alzheimer hastaliginin ilerlemesine yol agar (Lee ve
ark., 2010). Buna ek olarak abdominal obezite ve periodontit hastalarinda serum IL-

1B seviyeleri yliksek saptanmistir (Satpathy ve ark., 2015).

IL-1B ve TNF-a, aktive makrofajlar, mast hiicreleri gibi, endotelyal hiicreler ve
baska tip hiicreler tarafindan iiretilir. Bu sitokinlerin baglica rolii inflamasyonda
endotel aktivasyonudur. IL-1p ve TNF-a, endotel hiicrelerdeki adezyon molekiiliiniin

ekspresyonunu uyarir (Nayely ve ark., 2016).
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2.3.4. interlokin 10

IL-10, 18 kDa agirrhiginda immiin yanitta etkili ¢ok onemli 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 iiyesidir (Giiner ve ark., 1997; Commins

ve ark., 2008).

IL-10 geni insanlarda 1q21-32. kromozomda bulunur. Siganlarda IL-10 geni,
kromozom 1E4 kapsayan 5.1 kb olan benzer bir sekilde organize edilmistir. IL-10’un
dort biiyilkk T hiicre kaynagi sunlardir, yardimc1 T tip 2 hiicreler, T hiicrelerinin
diizenleyici alt gruplar; Trl, Thl ve Thl7 hiicreleridir. CD8+ T hiicreler I1L-10
yapiminda gorevlidir. Bagka 6nemli IL-10 yapiminda gorevli hiicreler, monositler ve
dendirit hiicreler gibi bazi makrofajlardir. insan B hiicreleri, eozinofiller ve bazi mast
hiicreleri IL-10 i¢in 6nemli diger kaynaklardir. IL-10’un immiin olmayan kaynaklari,

keratinositler, epitel ve tiimor hiicreleridir (Gliner ve ark., 1997: Mosser ve ark.,

2008).

IL-10" un iki 6nemli etkisi vardir. Bunlardan bir tanesi makrofajlar tarafindan
sitokinlerin (6rn: TNF-a, IL-1, IL-12, kemokin) {iretimini engellemek, digeri ise
makrofajlarmm T hiicresi aktivasyonundaki etkilerini yok etmektir. Bu etkiler
sayesinde T hiicresi yardimiyla gelisen bagisikligi inhibe eder (Gtiner ve ark., 1997:
Mosser ve ark., 2008).

IL-10 sinyallerini reseptorleri araciligr ile iletir ve IL-10 R1 ve IL-10 R2 olmak
tizere iki adet reseptorii bulunmaktadir (Donnelly ve ark., 1999). IL-10 reseptor
kompleksine JAK-JANUS STAT yolu ile baglanir (Mosser ve ark., 2008).

IL-10 islevlerini temel olarak dendiritik hiicrelerde ve makrofajlar iizerinde
gostermektedir. IL-10 antijen prezentasyonu igin giiglii bir inhibitdr olup, monosit
prekiirsorlerinden dendiritik hiicrelerin farklilagsmasini 6nler ve ayni zamanda
dendiritik hiicrelerin olgunlagsmasini inhibe eder. IL-10" un diger énemli etkisi ise,
makrofajlar ve dendiritik hiicrelerden proinflamatuvar sitokinler ve mediyatorlerin
tiretimini inhibe etmektir. Major inflamatuar sitokinlerden olan IL-1, IL-6, IL-12 ve
TNF-a salinimini baskilar. IL-10 ayrica makrofajlar ile IL-1 reseptor antagonistinin

salimimini arttirrr, inflamasyonu inhibe eder (Mosser ve ark., 2008).
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2.3.5. Melatonin ve Sitokinler

Melatoninin c¢esitli bagisiklik diizenleyici mekanizmalar1 tespit edilmistir. Thl
ve Th2 hiicreleri membran1 ve melatonin niikleer reseptorleri yoluyla, melatonin
lenfositik ve monositik hiicre hatlar1 tarafindan IFN-y, IL-2, IL-6 ve IL-12 sentezini
indiikler ve melatonin reseptorlerini giiglendirir (Garcia-Maurino ve ark., 1997,

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

Melatonin, NK hiicreleri, T ve B lenfositleri, graniilositler, monositler ve mast
hiicrelerinin aktivitelerini etkileyebilir (Moore ve Siopes, 2002; Marseglia ve ark.,

2014).

Bazi ¢alismalar melatoninin bir immiinostimiilator islevi oldugu belirtilmisken,
bazi ¢aligmalarda ise antiinflamatuar etkileri oldugu bildirilmektedir. Bu nedenle,
melatonin immiin tampon islevi goren bir molekiil oldugu ileri siiriilmiistiir, bazal
veya immunsupresif kosullar altinda bir uyarici olarak gorev yapar ancak akut
enflamasyon durumlarinda ise bir antiinflamatuar ajan gibi davranir (Carrillo-Vico

ve ark., 2013).

Melatonin, antioksidan enzimleri arttirmasi yoluyla etkili bir sekilde bir¢ok
serbest radikalleri etkisiz hale getirir ve hiicre membranlarm stabilize eder (Garcia
ve ark., 2014). Diger taraftan melatoninin DNA onarmmi da dahil olmak iizere
ultraviyole radyasyon ile indiiklenmis deri hasarma karsi koruyucu oldugu

gosterilmistir (Slominski ve ark., 2014).

Melatonin gastrodzofageal reflii hastaligt ve peptik {ilser hastaligi olan
hastalarda iilser iyilesmesine yardimci oldugu rapor edilmistir (Brzozowska ve ark.,

2014).

Uyku ve sirkadiyen ritim ile bagisiklik fonksiyonu ve sitokin iiretimi arasinda
karmagik iligkileri vardir. Bu sistemler muhtemelen gecgici olarak cevresel
degisikliklere yanit ve adaptasyonu optimize etmek i¢in entegre edilmistir (Lange ve

ark., 2010).
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Total 16kosit sayilari, bellek T hiicre sayist ve naif T hiicre sayist ve proliferatif
fonksiyon gece en yiiksek seviyededir, NK hiicre sayis1 ve aktivitesi ise giindiiz en
yiiksek diizeyde seyretmektedir (Born ve ark., 1997; Geiger ve ark., 2015). T

hiicreleri geceleri 02:00° da en iist seviyede bulunur ve 07:00° da neredeyse hig

aktivitesi yoktur (Bollinger ve ark., 2009).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Deney Hayvanlari ve Deney Ortami

Bu calisma Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu
onay1 (05.11.2014 toplanti tarihli ve 2014-11-15 sayili karari) ile yiiriitiilmiis olup
arastrmanin  hayvan deneyleri boliimii Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Deneysel Arastirmalar Uygulama ve Arastrma Merkezi (COMUDAM)
Laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

Arastirmada COMUDAM?’ den temin edilen 4-5 aylik, 200-300 gram agirligida
Wistar Albino 1rki toplam 54 adet erkek eriskin sican kullanildi. Deneysel siirec
boyunca tiim sicanlar 12 saat karanlik 12 saat aydinlik ve ortam sicakligr 22 °C
olacak sekilde ayarlanan ortamlarda barindirildi. Sigcanlarin beslenmesinde standart
ticari pellet yemi ve sehir igme suyu kullanildi. Yem ve su ad libitum olarak verildi.
3.2. Deney Gruplarin Olusturulmasi

Gruplar olusturulmadan 6nce tiim siganlar tartildi. Gruplar agirliklar1 dikkate
almarak her grupta 18 si¢an olacak sekilde olusturuldu. Tiim gruplarda deneysel
stire¢ 31 giin olarak belirlendi. Gruplar asagidaki sekilde olusturuldu.

1. GRUP (SHAM; n=18): Bu gruba calismanm 1. giinii pinealektomi (PLT)
islemi yapilmis olan gruplardaki tiim cerrahi islemler uygulandi ancak sadece pineal
bez ¢ikarilmadi. Bu si¢anlar 30 giin boyunca yukarida bahsedilen ortamda kafeslerde
beslendi. Calismanm 30. giiniine gelindiginde gruptan 0., 12. ve 24. saatlerde her
seferinde rastgele 6 sigcan secilerek asagidaki islemler uygulandi.

0. saat: Bu amagcla rastgele secilen 6 sicandan sabah saat 08:00-10:00 saatleri
arasinda kan Ornekleri alindi, hayvanlarin 6lmesi saglanarak karaciger ve bobrekten
doku 6rnekleri de alind1.

Geriye kalan 12 sicana SHAM CLP islemi uyguland1.

12. saat: SHAM CLP uygulamasindan 12 saat sonra (ayni giin aksam 20:00-
22:00 saatleri arasinda) sicanlardan yine rastgele 6 hayvan segilerek 0. saatte yapilan
islemler tekrarlandu.

24, saat: Geriye kalan 6 sigana SHAM CLP uygulamasindan 24 saat sonra
(ertesi gilin sabah 08:00-10:00 saatleri arasinda) 0. saatte yapilan islemler tekrarlandi.
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2. GRUP (PLT-CLP; n=18): Bu gruptaki sicanlara ¢alismanin 1. Gilinii PLT
operasyonu yapildi.

0. saat: PLT operasyonundan 30 giin sonra bu gruptan rastgele se¢ilen 6
sigandan sabah saat 08:00-10:00 saatleri arasinda kan ornekleri alind1 hayvanlarin
Olmesi saglanarak karaciger ve bobrek dokusu 6rnekleri de alind.

Geriye kalan 12 sigana CLP islemi uygulandu.

12. saat: CLP isleminden 12 saat sonra (ayn1 giin 20:00-22:00 saatleri arasinda)
siganlardan yine rastgele 6 hayvan secilerek 0. saatte yapilan islemler tekrarlandi.

24. saat: Geriye kalan 6 sicana ise CLP isleminden 24 saat sonra (ertesi giin

sabah 08:00-10:00 saatleri arasinda) 0. saatte yapilan islemler aynen uygulandi.

3. GRUP (SHAM PLT-CLP; n=18): Bu gruba PLT islemi yapilmis olan
gruplardaki tiim cerrahi islemler uygulandi1 ancak sadece pineal bez ¢ikarilmadi. CLP
operasyonu yapilarak sepsis modeli olusturuldu.

0. Saat: Bu amagla calismanin 30. giiniinde rastgele segilen 6 sigandan sabah
saat 08:00-10:00 saatleri arasinda kan drnekleri alind1 hayvanlarin 6lmesi saglanarak
karaciger ve bobrek dokusu 6rnekleri de alind1.

Geriye kalan 12 sigana CLP islemi uygulandi;

12.saat: CLP isleminden 12 saat sonra (ayn1 giin 20:00-22:00 saatleri arasinda)
sicanlardan yine rastgele 6 hayvan segilerek 0. saatte yapilan iglemler tekrarlandi.

24. saat: Geriye kalan 6 sicana ise CLP isleminden 24 saat sonra (ertesi giin

sabah 08:00-10:00 saatleri arasinda) 0. saatte yapilan islemler aynen uygulandi.

Gruplarda uygulanan iglemlerin ayrintilar1 asagida belirtilmistir.

3.3. Anestezi Yapilmasi

Pinealektomi operasyonu ve ¢ekal baglama ve delme operasyonu, genel anestezi
altinda gergeklestirildi. Bu amagcla ksilazin (5 mg/kg; rompun) ve ketamin (60
mg/kg; ketalar) intramiiskiiler olarak uyguland1 ve sicanlar genel anesteziye alindi
(Aydin ve ark., 2008). Sicanlarin anesteziye girisi refleks kontrolii yapilarak
anlasildi.
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3.4. Pinealektomi Operasyonunun Yapilmasi

Pinealektomi operasyonu PLT grubuna yapildi. Anestezi sonrasinda ilk olarak
ratlarin kafa derisi traslandi. Daha sonra, kafatasinin iist kismindan 3cm’lik bir deri
insizyonuyla cilt acildi. Sonrasinda sicanin kafatasindaki lambda-bragma bolgeleri
goriiniir hale getirildi. Kafatasinda dis¢i turu yardimiyla lambda bdlgesinden 3-5 mm
capinda agilan daireden kafatasi kemigi bir forseple tutularak kaldirildi ve yaklasik
60° lik bir agidan ince ucglu bir forseple pineal bezin bulundugu bolgeye girilerek
pineal bez sap kismindan tutularak alindi (Canpolat ve ark., 2001). Muhtemel
kanamalara karsi soguk suya daldirilmis kiiciik ebattaki pamuklarla tampon
uygulamasi yapildi ve olusabilecek olan kanamalar engellendikten sonra deri
dikilerek kapatildi. SHAM PLT gruplarina ise pinealektomi operasyonu forseple
pineal bezin alinmasina kadar ayni1 protokolde ve ayni hassasiyette yapildi fakat bu
kisimda forseple pineal bezin sap kismindan tutularak alinmasi islemi yapilmadi. Her
operasyondan sonra deri insizyonu dikilerek kapatildi ve pinealektomi operasyonu
yapilarak pineal bezleri alinan ratlarm 30 giin siireyle iyilesmeleri beklendikten sonra

deneysel asamaya gegildi.
3.5. Cekal Baglama ve Delme Operasyonunun Yapilmasi

Sicanlar operasyondan O6nce 12 saat ac¢ birakildi. Anestezi islemi sonrasi ilk
olarak karm bolgesi tiras edildi ve twras sonrast % 10’luk povidiniodine ile karin
duvar1 bakteriyel kontaminasyon olmamas: i¢in dezenfekte edildi. Daha sonra karin
orta hatta 2 cm kesi yapildi, ¢ekum izole edildi, ileogekal valfin hemen distalinde
cekum 3-0 ipek iplik ile baglandi. Cekum, 18 gauge igne ile 2 farkli yerden delindi,
delindikten sonra digk1 disar1 ¢ikana kadar hafif¢e sikildi (Resim 1). Daha sonra karin
duvar1 dikildi, siganlar postoperatif bireysel kafeslere alindi. Anesteziden ¢iktigi
belirlenen sicanlar normal kafeslerine alindi (Olguner ve ark., 2013; Xu ve ark.,

2013).
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Resim 1. Cekal baglama ve delme operasyonunun yapilmasi.

3.6. Kan Orneklerinin Alinmasi
Kan 6rnekleri, 21 G Scc’lik enjektor ile sol ventrikiilden 0., 12. ve 24. saatlerde

alindi.

Resim 2. Kalpten kan alma iglemi.
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3.7. Doku Orneklerinin Alinmasi

Anestezi altinda kalpten kan alinarak hayvanlarin 6lmeleri saglandi. Karaciger
ve sag bobrekten doku 6rnekleri hizli bir sekilde alindi ve izotonik sodyum kloriir ile
yikandiktan sonra RNAaz-free tiiplere koyuldu. Bu tiipler tiim si¢anlardan doku
Orneklerinin alimmasi isleminin bitimine kadar sivi azot tankinda bekletildi. Tim
siganlardan doku Ornegi alinmasi bittikten sonra dokular gen ekspresyonlarina
bakilana kadar -80° C’ de saklandi. Analiz kisminda goriilebilecek herhangi bir
olumsuzluga karsi1 her bir dokudan bir de yedegi alinip -80° C’ de muhafaza edildi.

3.8. Biyokimyasal Analizler

Calismada tiiplere alinan kanlar oda 1sisinda 30 dakika bekletildikten sonra 4000
rpm’ de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi kan orneklerinden plazma
ayrilarak calisma giinline kadar -80 °C’ de saklandi. Tekrar dondurma ¢6zme

yapilmadi.

Sonuglar ELX 808 IU model ELISA okuyucusunda okunarak hesaplandi. IL-6,
TNF-alfa, IL-1p ve IL-10 ELISA kitleri i¢in giin i¢i ve glinler aras1 % CV (varyasyon
katsayis1) degerleri < %10 ile < 12 olarak belirlendi.

3.8.1. Plazma TNF-a Diizeylerinin Belirlenmesi

Calismada KRC3011 kod numaral Invitrogen (Ca, USA) ELISA kiti kullanildi,

asagidaki basamaklar uygulanarak plazma TNF-a diizeyleri belirlendi.

1. Calismadan Once tiim kit reaktifleri, mikroplaka ve 6rnekler oda 1sisma (18 —

25 °C) getirilinceye kadar bekletildi,

2. Ornekler yiiklenmeden 6nce mikroplaka kuyucuklar 2 kez her kuyucuk igin
400 pL yikama tamponu (50 mL, 20X yikama soliisyonu 950 mL distile su
ile sulandirildi) olacak sekilde yikands,

3. Standartlar, 6rnekler ve blank konulacak kuyucuklarm yerleri mikroplaka
tizerinde belirlendi ve caligma tablosu iizerine eslestirilerek, eslestirilmis
kuyucuklara gore yiiklendsi,

4. Assay buffer ile seri yikama yapilarak yedi farkl standart hazirlandi,

5. Standartlar i¢in belirlenen kuyucuklara her bir standarttan 100 pL eklendi,
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10.
11.
12.
13.
14.

15.

16.

17.

Herbir 6rnek kuyucuguna 50 pl, blank olarak belirlenen kuyucuga ise 100 pl
assay buffer eklendi,

Belirlenmis 6rnek kuyucuklarma 50 pl 6rnek eklendi,

Her bir kuyucuga 50 ul Biotin-Conjugate soliisyonu eklendi,

Mikroplaka film ile kapland1 ve oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi,
Inkiibasyon sonras1 kuyucuklar yikama soliisyonu kullanilarak 4 kez yikand,
Her bir kuyucuga 100 ul Streptavidin-HRP soliisyonu eklendi,

Mikroplaka film ile kaplandi ve oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi,
Inkiibasyon sonras1 kuyucuklar yikama soliisyonu kullanilarak 4 kez yikands,
Her bir kuyucuga 100 ul TMB Substrate Solution eklenerek 30 dakika oda
sicakliginda 1giktan korunarak inkiibe edildsi,

Inkiibasyon sonras1 her bir kuyucuga 100 ul Stop Soliisyon eklenerek enzim
aktivitesi durduruldu,

Mikroplaka okuyucuda 450 nm’ de okutuldu. Ornekteki TNF-a
konsantrasyonunun tespiti i¢in, hazirlanmis “kalibrasyon egrisi” kullanildi.
Sonuglar mililitrede pikogram (pg/mL) olarak ifade edildi.

TNF-a i¢in intra-assay ve inter-assay % CV degerleri sirasiyla % 5 ile % 10

olarak belirlendi.

3.8.2. Plazma IL-1p Diizeylerinin Belirlenmesi

Calismada SEA563Ra kod numarali (USCN, Wuhan, China) ELISA kiti

kullanildi, asagidaki basamaklar uygulanarak plazma IL-1f diizeyleri belirlendi.

1.

Calismadan once tiim kit reaktifleri, mikroplaka ve 6rnekler oda 1sisina (18 —

25 °C) getirilinceye kadar bekletildi,

Ornekler yiiklenmeden &nce mikroplaka kuyucuklar 2 kez her kuyucuk igin
400 pL yikama tamponu (50 mL, 20X yikama soliisyonu 950 mL distile su
ile sulandirildi) olacak sekilde yikandi,

Standartlar, 6rnekler ve blank konulacak kuyucuklarin yerleri mikroplaka
tizerinde belirlendi ve caligma tablosu iizerine eslestirilerek, eslestirilmis
kuyucuklara gore yiiklendsi,

Assay buffer ile seri sulandirma yapilarak yedi farkl standart hazirlandi,

Standartlar i¢in belirlenen kuyucuklara her bir standarttan 100 pL eklendi,
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10.
11.
12.
13.
14.

15.

16.

17.

Herbir 6rnek kuyucuguna 50 pl, blank olarak belirlenen kuyucuga ise 100 pl
assay buffer eklendi,

Belirlenmis 6rnek kuyucuklarma 50 pl 6rnek eklendi,

Her bir kuyucuga 50 ul Biotin-Conjugate soliisyonu eklendi,

Mikroplaka film ile kapland1 ve oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi,
Inkiibasyon sonras1 kuyucuklar yikama soliisyonu kullanilarak 4 kez yikands,
Her bir kuyucuga 100 ul Streptavidin-HRP soliisyonu eklendi,

Mikroplaka film ile kapland1 ve oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi,
Inkiibasyon sonras1 kuyucuklar yikama soliisyonu kullanilarak 4 kez yikands,
Her bir kuyucuga 100 ul TMB Substrate Solution eklenerek 30 dakika oda
sicakliginda 1giktan korunarak inkiibe edildsi,

Inkiibasyon sonras1 her bir kuyucuga 100 ul Stop Soliisyon eklenerek enzim
aktivitesi durduruldu,

Mikroplaka okuyucuda 450 nm’ de okutuldu. Ornekteki IL1-B
konsantrasyonunun tespiti i¢in, hazirlanmis “kalibrasyon egrisi” kullanildi.
Sonuglar mililitrede pikogram (pg/mL) olarak ifade edildi.

IL1-B i¢in intra-assay ve inter-assay % CV degerleri sirasiyla % 5 ile % 10

olarak belirlendi.

3.8.3. Plazma IL-6 Diizeylerinin Belirlenmesi

Calismada SEAO079Ra kod numarali (USCN, Wuhan, China) ELISA kiti

kullanildi, asagidaki basamaklar uygulanarak plazma IL-6 diizeyleri belirlendi.

1.

Calismadan once tiim kit reaktifleri, mikroplaka ve 6rnekler oda 1sisina (18 —
25 °C) getirilinceye kadar bekletildi,

Ornekler yiiklenmeden &nce mikroplaka kuyucuklar 2 kez her kuyucuk icin
400 pL yikama tamponu (50 mL, 20X yikama soliisyonu 950 mL distile su
ile sulandirildi) olacak sekilde yikands,

Standartlar, 6rnekler ve blank konulacak kuyucuklarin yerleri mikroplaka
tizerinde belirlendi ve calisma tablosu ilizerine eslestirilerek, eslestirilmis
kuyucuklara gore yiiklendi,

Assay buffer ile seri sulandirma yapilarak yedi farkl standart hazirlandi,

Standartlar i¢in belirlenen kuyucuklara her bir standarttan 100uL eklendi.
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6. Herbir 6rnek kuyucuguna 50 pl, blank olarak belirlenen kuyucuga ise 100 pl
assay buffer eklendi,

7. Belirlenmis 6rnek kuyucuklarma 50 pl 6rnek eklendi,

8. Her bir kuyucuga 50 ul Biotin-Conjugate soliisyonu eklendsi,

9. Mikroplaka film ile kapland1 ve oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildsi,

10. Inkiibasyon sonras1 kuyucuklar yikama soliisyonu ile 6 kez yikands,

11. Her bir kuyucuga 100 pl Streptavidin-HRP soliisyonu eklendi,

12. Mikroplaka film ile kapland1 ve oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildsi,

13. Inkiibasyon sonras1 kuyucuklar yikama soliisyonu ile 6 kez yikands,

14. Her bir kuyucuga 100 ul TMB Substrate Solution eklenerek 30 dakika oda
sicakliginda 1giktan korunarak inkiibe edildi,

15. Inkiibasyon sonrasi her bir kuyucuga 100 uL Stop Soliisyon eklenerek enzim
aktivitesi durduruldu,

16. Mikroplaka okuyucuda 450 nm’ de okutuldu. Ornekteki IL-6
konsantrasyonunun tespiti i¢in, hazirlanmis “kalibrasyon egrisi” kullanildi.
Sonuglar mililitrede pikogram (pg/ml) olarak ifade edildi.

17.IL-6 icin intra-assay ve inter-assay % CV degerleri sirasiyla % 5 ile %10

olarak belirlendi.

3.8.4. Plazma IL-10 Diizeylerinin Belirlenmesi

Calismada SEAO056Ra kod numarali (USCN, Wuhan, China) ELISA kiti
kullanildi, asagidaki basamaklar uygulanarak plazma IL-10 diizeyleri belirlendi.

1. Caliysmadan Once tiim kit reaktifleri, mikroplaka ve drnekler oda 1sisma (18 —
25 °C) getirilinceye kadar bekletildi,

2. Ornekler yiiklenmeden énce mikroplaka kuyucuklar 2 kez her kuyucuk i¢in
400 pL yikama tamponu (50 mL, 20X yikama soliisyonu 950 mL distile su
ile sulandirildi) olacak sekilde yikandi,

3. Standartlar, 6rnekler ve blank konulacak kuyucuklarm yerleri mikroplaka
tizerinde belirlendi ve calisma tablosu iizerine eslestirilerek, eslestirilmis
kuyucuklara gore yiiklendsi,

4. Assay buffer ile seri sulandirma yapilarak yedi farkl standart hazirlands,

5. Standartlar i¢in belirlenen kuyucuklara her bir standarttan 100 pL eklendi,
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6. Herbir 6rnek kuyucuguna 50 pl, blank olarak belirlenen kuyucuga ise 100 pl
assay buffer eklendi,

7. Belirlenmis 6rnek kuyucuklarma 50 pl 6rnek eklendi,

8. Her bir kuyucuga 50 ul Biotin-Conjugate soliisyonu eklendsi,

9. Mikroplaka film ile kapland1 ve oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildsi,

10. Inkiibasyon sonras1 kuyucuklar yikama soliisyonu kullanilarak ile 4 kez
yikandsi,

11. Her bir kuyucuga 100 pl Streptavidin-HRP soliisyonu eklendi,

12. Mikroplaka film ile kapland1 ve oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildsi,

13. Inkiibasyon sonras1 kuyucuklar yikama soliisyonu kullanilarak 4 kez yikand,

14. Her bir kuyucuga 100 ul TMB Substrate Solution eklenerek 30 dakika oda
sicakliginda 1s1iktan korunarak inkiibe edildi,

15. Inkiibasyon sonras1 her bir kuyucuga 100 pl Stop Soliisyon eklenerek enzim
aktivitesi durduruldu,

16. Mikroplaka okuyucuda 450 nm’ de okutuldu. Ornekteki IL-10
konsantrasyonunun tespiti i¢in, hazirlanmis “kalibrasyon egrisi” kullanildi.
Sonuglar mililitrede pikogram (pg/mL) olarak ifade edildi.

17-1L-10 i¢in intra-assay ve inter-assay % CV degerleri sirasiyla % 5 ile % 10

olarak belirlendi.

3.9. Genetik Analizler
3.9.1. Total RNA Izolasyonu

Deneysel siirecin sonunda her bir gruba ait si¢anlardan alinarak -80 ° C’de
bekletilen doku orneklerinden total RNA izolasyonu yapildi. Bu amacla dokulardan
yaklagik 25 mg almarak homojenizatorde (Qiagen Tissue Lyser, Hilden Almanya),
yiiksek frekansta 10 dk homogenize edildi. Homojenize edilecek dokular 2 ml’lik
steril tiiplere alind1 ve her birine bir adet steril ¢elik bilye konulduktan sonra cihaza
yerlestirilerek dokularin homojenize edilmesi saglandi. Elde edilen homojenatlardan
RNA izolasyon kiti (Ambion Pure Link RNA MiniKit Katolog No:1218301A, Life
Technologies, ABD) kullanilarak manuel yolla total RNA izolasyonu yapildi. Total
RNA’larin kalite ve miktar tayini NanoDrop ND-1000 Spektrofotometre cihazi

kullanilarak yapildi ve sonrasinda 6rnekler -80 °C’ de saklandi.
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3.9.2. cDNA Eldesi

Izole edilen RNA’lar ¢alisma yapilincaya kadar -80 °C’ de bekletildi. Daha sonra
spektrofotometre de dlgiimii yapilan RNA’lar yogunluklarina gore steril 0,2 ml’lik
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tiiplerine konuldu. cDNA eldesi manuel olarak kit
yardimiyla yapildi (High Capacity cDNA Revere Transcription Kit, 200 reaction,
ABD).

Total RNA o6rneklerinden cDNA eldesi isleminin yapilabilmesi i¢in asagidaki
protokol uygulandi;

Tablo 2. cDNA Sentezi Protokoli

Cozelti/Numune Miktar
10 x RTbuffer 2 ul
DNTP 0.8 ul
Random Primer 2 ul
Enzim 1 ul
DH,0O 4.2 ul
RNA Ornegi 10 pl
Toplam 20 pl

Hazirlanan bu karigim PCR tiiplerine dagitildi ve asagida verilen uygun sartlar
altinda PCR cihazinda calisildi (Applied Biosystems®) orneklerden cDNA eldesi
icin PCR cihazinda asagida verilen protokol uygulandu.

Tablo 3. PCR Kosullar

Sicakhik Zaman
25°C 10 dk
37°C 120 dk
85°C 5 dk
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3.9.3. Primer Dizileri
Belirlenen genler i¢cin primer dizileri hazirlandi ve analiz edildikten sonra
calisildi. Calismada kullanilan gen bolgelerine ait primer dizileri asagidaki tabloda

verilmistir.
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3.9.4. Real Time PCR (qRT-PCR) Uygulamasi

Cogaltilan cDNA o6rnekleri quantitative real time PCR (The StepOne™ Real-
Time PCR System) c¢alismasi i¢cin kullanildi. Syber Green kullanilarak gen
ekspresyon seviyeleri analiz edildi (Power SYBR Green PCR Master Mix, 5 ml,
Applied Biosystems, Ingiltere). cDNA 6rneklerinden belirlenen genlerin ekspreyon

diizeylerini belirlemek i¢in asagida verilen protokol uygulandi;

Tablo 5. Real Time PCR Malzeme Miktarlari

Bilesenler Ornek Basina Hacim
SyberGreen Master Mix 10 pl
Forward Primer 0,5 pl
Reverse Primer 0,5 ul
RNAse Free Su 7 ul
cDNA 2 ul
Toplam 20 pl

qRT-PCR yonteminde gen ifade diizeylerine bakilan TNF-a, IL-1p, IL-6 ve IL-
10 genlerinin normalizasyonu hamarat (housekeeping gene) gen olan B-actin geni ile
yapildi. Bu ¢alismada, kismi miktarlara dayali PCR yonteminde bulunan sonuglar1
dogrulamak i¢in Real-Time PCR (qRT-PCR) yontemi kullanildi. qRT-PCR analizi
cihazi kullanilarak gergeklestirildi.

Tablo 6. qRT-PCR Sentez Basamak Ayarlar1

Basamagm Adi1  Dongii Sayisi Zaman Sicaklik (°C)
Hold 1 2 dk 50
15 sn 95
Dongii 40 2 dk 95
E 1 1 dk 60
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3.10. istatistiksel Analiz

Biyokimyasal veriler, IBM SPSS Statistics for Windows, Version 16.0
(Armonk, New York, ABD) istatistik paket programinda degerlendirilmistir.
Bulgular ortalama ve standart hata seklinde verilmistir. Iki grup karsilastirmalarmda
Mann-Whitney U testi kullamlmustir. Ikiden fazla grubun karsilastirmalarda ise
Kruskal-Wallis analizi kullanilmistir. Kruskal-Wallis analizinde fark bulunmasi
durumunda ikili karsilastirma testi olarak Mann-Whitney U testi kullanilmistir. Elde

edilen sonucglarin yorumlanmasinda p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi.

Genetik analizler i¢cin qRT- PCR yonteminde elde edilen CP (Crossing points)
degerleri diizenlendi. qRT-PCR sonuglarina istatistiksel analiz yapilirken 24¢p
formiilii kullanildi. (ACp= Hedef gen — Referans Gen; Livak ve Schmittgen, 2001).
Elde edilen sonuglarin yorumlanmasinda p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli

kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada sicanlardan SHAM, PLT-CLP ve SHAM PLT-CLP olmak tizere 3
ana grup olusturuldu. Tiim gruplar 18 adet sigandan olustu ve calismada toplam 54
adet sigan kullanildi. Her bir gruptan rastgele 6 sican secilerek 0., 12. ve 24. saatlerde
kan Ornekleri alind1 ve 6tenazi uygulanarak karaciger ve bobrek dokusu ornekleri
elde edildi. Alman kan 6rneklerinden plazma elde edilerek, TNF-a, IL-6, IL-10 ve
IL-1p diizeyleri 6lgiildii. Ayrica bobrek ve karaciger doku 6rneklerinden TNF-a, IL-
6, IL-10 ve IL-1p gen ekspresyon diizeyleri belirlendi. Calismaya alinan tiim
siganlar caligmay1 saglikli bir sekilde tamamlamis ve arastirma sonucunu etkileyecek
herhangi bir olumsuzlukla kargilagilmamastir.

Bu calismada elde edilen bulgular plazmadan 6lgiilen biyokimyasal parametreler
ile karaciger ve bobrekte belirlenen gen ekspresyon degerleri olarak iki farkli grupta
degerlendirilmistir. Biyokimyasal degerler olarak plazmada TNF-q, IL-6, IL-10 ve
IL-1B , gen ekspresyonu parametreleri olarak olarak karaciger ve bobrekte TNF-a,

IL-6, IL-10 ve IL-1p degerleri belirlenmistir.

4.1. Plazmada Belirlenen Biyokimyasal Parametrelerdeki Degisimler
Calismada elde edilen kan 6rneklerinde arastirilan TNF-a, IL-6, IL-10 ve IL-1p

degerlerindeki degisimler asagida basliklar halinde sunulmustur.

4.1.1. Kan TNF-a Diizeylerindeki Degisimler

TNF-o diizeyleri agisindan en diisiik diizey SHAM grubunun 0. saatinde 1,3
pg/ml olarak, en yiiksek deger ise 6,6 pg/ml olarak PLT-CLP grubunun 12. saatinde
tespit edilmistir.
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Tablo 7. Tim gruplarda plazma TNF-a diizeylerinde saatlere gore meydana gelen

degisikliklerin grup ic¢inde karsilastirilmas: (*: 0. saate gore p<0.05, ***: 0. saate

gore p<0.001).
Plazma TNF-a diizeyleri (pg/ml)
Gruplar Sepsis oncesi Sepsis sonrasi
(0.saat 12. saat 24. saat
SHAM 1.3+0.1 2.1+04 23+0.5
PLT-CLP 1.9+0.5 6.6 £ 0.6 *** 24+04
SHAM PLT-CLP 2.0+0.3 43+1 53+0.7*

TNF-a plazma degerleri incelendiginde; SHAM grubunda 0. saatte 1,3-2,0 pg/ml
degerleri arasinda degisen diizeylerin 12. ve 24. saatlerde yine bu diizeylere yakin
seyrettigi goriilmiistiir. PLT-CLP ve SHAM PLT-CLP gruplarinda ise 6zellikle 12.
saatlerde TNF-a diizeylerinde artiglarin oldugu ve bu artiglarm PLT-CLP grubunda
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p<0.001). Diger taraftan SHAM
PLT-CLP grubunun 24. saatinde belirlenen TNF-a diizeyinin ayni grubun 0. Saat
degerine gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu saptanmistir (Tablo
7; p<0.05).
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Sekil 6. Plazma TNF-a diizeylerinin gruplararas1 karsilagtirilmasi ve grafiksel
gosterimi (***:  SHAM grubuna gore p<0.001; *: SHAM ve PLT-CLP grubuna gore
p<0.05,).

Plazma TNF-o diizeylerinde meydana gelen degisimler gruplararasinda
karsilagtirildiginda; 0. saatte tiim gruplardaki degerlerin birbirlerine yakin seyrettigi
belirlendi. Ancak, PLT-CLP grubunun 12. saat plazma TNF-a degerinde, SHAM
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artis belirlendi. Diger taraftan SHAM PLT-
CLP grubu 24. saat TNF-a diizeyinde hem SHAM hem de PLT-CLP grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir artig goézlemlendi (Sekil 6).

4.1.2. Kan IL-1p Diizeylerindeki Degisimler

Plazma IL-1B  diizeyleri agisindan gruplarin kendi igerisinde degerler
incelendiginde ve karsilastrma yapildiginda; SHAM grubu disindaki diger iki
grupta sepsis sonrast 12. ve 24. saatlerde anlamli degisiklikler oldugu
gozlemlenmistir. IL-1B plazma degerleri agisindan en yiiksek degerin PLT-CLP
grubunda 12. saatlerde ortaya ¢iktig1 géze ¢arpmaktadir. PLT-CLP ve SHAM PLT-
CLP gruplarmin, 12. ve 24. saatlerdeki IL-1p diizeyleri ayn1 gruplarin 0. saatleri ile
karsilastirildiginda aralarinda  istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu

belirlenmistir (p<0.01, p<0.001). PLT-CLP grubunda 12. saatte artig gdsteren IL-1[3
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seviyelerinin 24. saatte tekrar azalmaya basladigi, SHAM PLT-CLP grubunda ise 24.
saat IL-1 diizeylerinin halen yiiksek kaldig1 anlagilmistir (Tablo 8).

Tablo 8. Tiim gruplarda plazma IL1-B diizeylerinde saatlere gore meydana gelen
degisikliklerin grup i¢cinde karsilastirilmasi (**: 0. saate gore p< 0.01, ***: 0. saate gore

p<0.001).

Plazma IL-1p diizeyleri (pg/ml)

Gruplar Sepsis oncesi Sepsis sonrasi
0. saat 12. saat 24. saat
SHAM 72,2+ 18,6 61,6 £23 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 *¥**
IL-1p

80

B SHAM
®PLT-CLP
W SHAM PLT-CLP

pg/ml

0. saat 12. saat 24. saat
zaman

Sekil 7. Plazma IL-1B diizeylerinin gruplararasi karsilastirilmasi1 ve grafiksel

gosterimi.
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Plazma IL-1B seviyelerinin gruplar arasit karsilastirilmasi yapildiginda ise
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir. IL-1p plazma diizeyleri agisindan
tiim gruplar i¢in en belirgin artiglar 12. Saatte ortaya ¢ikmistir. Nitekim 12. saatte
SHAM grubunda 61,56 pg/ml oan IL-1p plazma diizeyi, PLT-CLP grubunda 81,20
pg/ml, SHAM PLT-CLP grubunda ise 76,64 pg/ml olarak belirlenmistir (Sekil 7).

4.1.3. Kan IL-6 Diizeylerindeki Degisimler

Plazma IL-6 diizeyleri incelendiginde; tiim gruplarda 12. saatte IL-6
diizeylerinde artiglar oldugu ve bu degerlerin 24. Saatlerde 0. saat diizeylerine
yaklastig1 belirlenmistir. Ancak SHAM ve SHAM PLT-CLP gruplarindaki
degisimlerin istatistiksel olarak anlamli diizeyde olmadigi, PLT-CLP grubunda ise
p<0.05 diizeyinde anlamli bir yiikselme oldugu ortaya ¢iktigi anlasilmistir. Tim
gruplara ait IL-6 diizeylerindeki degisimleri gosteren veriler Tablo 9’de

gOsterilmistir.

Tablo 9. Tim gruplarda plazma IL-6 diizeylerinde saatlere gore meydana gelen

degisikliklerin grup i¢inde karsilastirilmasi (*: 0. saate gore p<0.05).

Plazma IL-6 diizeyleri (pg/ml)

Gruplar Sepsis oncesi Sepsis sonrasi
0. saat 12. saat 24. saat
SHAM 44+13 7,8 +1,7 5,6 +0,8
PLT-CLP 3,8+ 0,7 86+ 1,6* 6,8 +0,9 *
SHAM PLT-CLP 6,6 £2,6 88+1,7 6,2+0,7
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Sekil 8. Plazma IL-6 diizeylerinin gruplararasi karsilastiriimas: ve grafiksel

gosterimi.

Plazma IL-6 seviyeleri agisindan 0., 12. ve 24 saatlerdeki degerlerin
karsilagtirilmas1 yapildiginda ise gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmamustir. Gruplarm ortalama degerlerinin  birbirlerine yakin oldugu

gbzlemlenmis olup tiim verilerin grafiksel gosterimi Sekil 8°de verilmistir.

4.1.4. Kan IL-10 Diizeylerindeki Degisimler

Plazma IL-10 seviyelerinde hem PLT-CLP hem de SHAM PLT-CLP
gruplarinda 12. saatte 0. saate gore artislarin oldugu ancak bu artiglarin istatistiksel
olarak anlamli olmadig1 saptanmustir. Her iki grupta 24. saat verilerinin ise hem 0.
hem de 12. saat verilerine gore istatistiksel olarak anlamnli diizeyde diisiik oldugu

belirlenmistir (Tablo10).

PLT-CLP grubunda 73.2 pg/ml olan IL-10 degerinin 12. saatte 88.4 pg/ml’ye
ulastig1 ancak 24. saatte ise 54.5 pg/ml degerine diistiigli gézlemlenmistir. Benzer
sekilde SHAM PLT-CLP grubunda da IL-10 diizeyleri sepsis sonrasi 24. saatte 56,8

pg/ml diizeyine kadar diigiis gostermistir.
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Tablo 10. Tiim gruplarda plazma IL-10 diizeylerinde saatlere gore meydana gelen
degisiklikler ve grup ici karsilagtirilmasi (*: 0. saate gore p<0.005; f: 12. Saate gore
p<0.01; y: 0. Saate gére p<0.01; o: 12. Saate gore p<0.05).

Plazma IL-10 diizeyleri (pg/ml)

Gruplar Sepsis oncesi Sepsis sonrasi
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 yd

Plazma IL-10 degerlerinin gruplar arasi karsilagtirilmasi yapildiginda ise, saatler
itibar1 ile gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamigtir. IL-10
diizeyleri tiim gruplarda birbirine ¢ok yakin degerde bulunmustur. Tiim gruplar i¢in
en yiiksek IL-10 diizeyi 12. saatte, en diisiik degerler ise 24. saatte belirlenmistir
(Sekil 9).

IL-10
120

H SHAM
®PLT-CLP
© SHAM PLT-CLP

pg/ml

0. saat 12. saat 24, saat
zaman

Sekil 9. Plazma IL-10 diizeylerinin gruplararasi karsilastirilmasi1 ve grafiksel

gosterimi.
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4.2. Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisimler

Bu ¢alismada elde edilen karaciger ve bobrek dokusu orneklerinde TNF-a, IL-

1B, IL-6 ve IL-10 gen ekspresyonu diizeylerindeki degisimler incelenmistir.

4.2.1. Karaciger Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisimler
Karaciger dokusunda TNF-a, IL-1B, IL-6 ve IL-10 i¢in belirlenen gen

ekspresyonu diizeylerindeki degisimler asagida ayr1 ayri belirtilmistir.

4.2.1.1. Karaciger TNF-a Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisimler

Karaciger TNF-a gen ekspresyon diizeyleri agisindan grup i¢i karsilagtirmalar
yapildiginda; anlamli degisimin sadece PLT-CLP grubunda 12. ve 24. saatlerde
arasinda oldugu belirlenmistir. PLT-CLP grubu sepsis sonrast 12. saat karaciger
TNF-a gen ekspresyon diizeyi 2.82 seviyesinde tiim grup ve saatler olarak en diistik
degeri gostermistir. SHAM grubunda ise degerler 7.28-8.69 araliginda, SHAM PLT-
CLP grubunda ise 5.65-4.58 araliginda degisim gostermistir (Tablo 11).

Tablo 11. Tim gruplara ait karaciger TNF-a gen ekspresyon diizeylerindeki

degisimler ve grup ici karsilastirilmasi (**: 0. saat ile karsilastirildiginda p<0.01).

TNF-a gen ekspresyon diizeyleri (ACP)

Gruplar Sepsis oncesi Sepsis sonrasi
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+],3%* 7,56+1,3%**
SHAM PLT-CLP 5,65+1,3 4,66+1,3 4,58+1,3
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Sekil 10. Karaciger TNF-a gen ekspresyon diizeylerindeki degisimlerin gruplar arasi
karsilastirilmasi ve grafiksel gosterimi (**: SHAM grubu karsilastirildiginda p<0.01, *:
SHAM grubu karsilastirddiginda p<0.05)

Karaciger TNF-o gen ekspresyon diizeylerindeki degisimlerin grafiksel
gosterimi  gruplar aras1 istatistiksel degerlendirmesi Sekil 10’da sunulmustur.
Karaciger TNF-a gen ekspresyon diizeyleri agisindan PLT-CLP grubunda belirlenen
degerlerin SHAM grubuna goére 12. saatte (p<0.01) istatistiksel olarak daha diisiik
oldugu belirlenmistir. SHAM PLT-CLP grubunda 24. saatte (p<0.05) SHAM
grubuna gore istatistiksel olarak daha diisiik oldugu belirlenmistir (Sekil 10).

4.2.1.2. Karaciger I1L-1p Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisimler

Karaciger IL-1B gen ekspresyon diizeylerindeki degisimler incelendiginde;
SHAM grubundaki degerlerin tiim saatler boyunca biribirlerine yakin seyrettigi
gbzlenmistir. Benzer sekilde PLT-CLP grubunda da degerlerin ortalama 4.02-6.42
araliginda degistigi anlagilmistir. Bu iki gruptan farkl olarak ise SHAM PLT-CLP
grubunda 0. Saatte 6.67 olan degerin 12. saatte ortalama 2.77 diizeyine kadar indigi

ve 24. saatte ise ortalama 3.94 diizeyini gosterdigi belirlenmistir. Bu sonuglar
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istatistiksel olarak anlamli olmasa da SHAM PLT-CLP grubunda sepsis sonrasi IL-

1B seviyelerinde 6nemli azalmalarin oldugunu gostermistir (Tablo 12).

Tablo 12. Tim gruplara ait karaciger IL-1 gen ekspresyon diizeylerindeki

degisimler ve grup i¢i karsilastirilmasi.

Karaciger IL-1p gen ekspresyon diizeyleri (ACP)

Gruplar Sepsis oncesi Sepsis sonrasi
0. saat 12. saat 24. saat
SHAM 6,56x1,7 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
IL-1B
8
6 .
E SHAM
-9
O 4 -
< H PLT- CLP
2 - © SHAM PLT-
CLP
0 -
0.saat 12.saat 24.saat
zaman

Sekil 11. Karaciger IL-1P gen ekspresyon diizeylerindeki degisimlerin gruplar arasi

karsilastirilmasi ve grafiksel gosterimi.

Karaciger ILI-p gen ekspresyon degerleri gruplar arasi saatlere gore
degerlendirildiginde; 0. saatte tiim gruplara ait degerlerin biribirleri ile benzerlik

gosterdigi, 12. saatte tiim gruplarda genel bir azalma ortaya ciktigi ve 24. saat
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verilerinin ise tekrar 0. saat diizeylerine yaklasmaya basladig1 belirlenmistir. IL-1f3

karaciger gen ekspresyonu degerlerindeki degisimler Sekil 10°da gdsterilmistir.

4.2.1.3. Karaciger IL-6 Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisimler

Karaciger IL-6 gen ekspresyon diizeyleri agisindan her ii¢ grup icerisinde de
istatistiksel olarak anlamli bir degisim saptanamamistir. SHAM grubunda IL-6 gen
ekspresyonu degerlerinin tiim calisma boyunca en yiiksek diizeyi gosterdigi
belirlenmistir. PLT-CLP grunuda ise 0. saatte belirlenen gen ekspresyon degeri
SHAM grubundaki degerin yaklasik % 50’si kadardwr. Bu gruptaki degerlerin
calisma boyunca SHAM grubuna gore yaklasik % 50 diizeylerinde kaldig:
anlasilmigtir. PLT-CLP grubunda tiim saatler i¢in belirlenen IL-6 gen ekspresyonu

degerleri SHAM PLT-CLP grubuna gore de diisiik seyretmistir (Tablo 13).

Tablo 13. Tiim gruplara ait karaciger IL-6 gen ekspresyon diizeylerindeki degisimler

ve grup i¢i karsilastirilmasi.

Karaciger 1L-6 gen ekspresyon diizeyleri (ACP)

Gruplar Sepsis oncesi Sepsis sonrasi
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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Sekil 12. Karaciger IL-6 gen ekspresyon diizeylerindeki degisimlerin gruplar arasi
karsilastirilmast ve grafiksel gosterimi (*:SHAM grubuna gore p<0.05, **:SHAM
grubuna gore p<0.01).

Karaciger IL-6 gen ekspresyon diizeyleri agisindan gruplar arasinda 0. ve 12.
saat degerleri acisindan da farkliliklar olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli
degisiklikler 24. saatte ortaya ¢ikmustir. Nitekim PLT-CLP grubu 24. saat IL-6 gen
ekspresyon diizeyi SHAM grubunun ayni saatteki degeri ile karsilastirildiginda
p<0.05 seviyesinde, SHAM PLT-CLP grubunun 24. saat verisi karsilastirildiginda
ise p<0.01 diizeyinde bir azalma gdstermistir (Sekil 12).
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4.2.1.4. Karaciger 1L-10 Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisimler

Karaciger IL-10 gen ekspresyon seviyesi verileri incelendiginde, en biiyiik
degisimin SHAM PLT-CLP grubunda oldugu saptanmustir. Diger gruplarda anlamli
degsiklikler gozlenmezken bu grupta 0. Saatte 6.73 olan bobrek IL-10 gen
ekspresyon diizeyi, 12. saatte 1.47 seviyesine inmis, 24. saatte ise 1.54 diizeylerinde

seyretmistir (Tablo 14).

Tablo 14. Tim gruplara ait karaciger IL-10 gen ekspresyon diizeylerindeki

degisimler ve grup i¢i karsilastirilmas1 (**: 0. saat ile karsilastirildiginda p<0.01).

Karaciger 1L-10 gen ekspresyon diizeyleri (ACP)

Gruplar Sepsis oncesi Sepsis sonrasi
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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Sekil 13. Karaciger IL-10 gen ekspresyon diizeylerindeki degisimlerin gruplar arasi
karsilagtirilmas1 ve grafiksel gosterimi (*:SHAM grubu ile karsilastirildiginda
p<0.05, **:SHAM grubu ile karsilastirildiginda p<0.01).

Gruplar arasi1 karaciger IL-10 gen ekspresyon diizeyleri karsilastirildiginda PLT-
CLP ile SHAM PLT-CLP gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
belirlenmemistir. Ancak SHAM PLT-CLP grubu SHAM grubu ile kiyaslandiginda
12. saatte p<0.05 diizeyinde, 24. saatte ise p<0.01 diizeyinde anlamli bir azalma

ortaya ciktig1 tespit edilmistir (Sekil 13).

4.2.2. Bobrek Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisimler

Elde edilen bobrek dokusu orneklerinden de karaciger dokusunda oldugu gibi
TNF-a, IL-1p, IL-6 ve IL-10 gen ekspresyonu diizeylerindeki degisimler arastirilmis
olup elde edilen veriler asagida ayr1 ayr1 belirtilmistir.

4.2.2.1. Bobrek TNF-a Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisimler

Bobrek TNF-a gen ekspresyon diizeyleri incelendiginde en biiyiik degisimin
PLT-CLP grubunda oldugu saptanmistir. Bu degisim istatistiksel olarak anlamli
olmamakla birlikte 0. saatte 3.17 diizeyinde olan degerin yaklagik 2 kati artarak 12.
saatte 6.19 seviyesine ulastigi ve 24. saatte de benzer bir seviyede kaldig:
anlasilmistrr. SHAM ve SHAM PLT-CLP gruplarinda ise anlamlhi degisikliklere

rastlanilmamistir (Tablo 15).
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Tablo 15. Tiim gruplara ait bobrek TNF-a gen ekspresyon diizeylerindeki degisimler

ve grup i¢i karsilastirilmasi.

Bobrek TNF-a gen ekspresyon diizeyleri (ACP)

Gruplar Sepsis oncesi Sepsis sonrasi
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
TNF a
12
E SHAM
-9 HPLT-CLP
Q
<
W SHAM PLT-
CLP

0.saat 12.saat 24.saat

zaman

Sekil 14. Bobrek TNF-a gen ekspresyon diizeylerindeki degisimlerin gruplar arasi

karsilastirilmasi ve grafiksel gosterimi.

Bobrek TNF-o gen ekspresyon degerleri agisindan gruplarda saatlere gore

anlamli degisikliklere rastalanilamamustir (Sekil 14).
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4.2.2.2. Bobrek IL-1p Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisimler

Bobrek IL-1B gen ekspresyon diizeylerinin grup i¢i karsilastiriimasi
yapildiginda, SHAM grubu sepsis Oncesi olan 0. saat degerine kiyasla 12. saat
ekspresyon diizeyinin anlamli olarak artmis oldugu saptanmstir (Tablo 16; p<0.05).

Tablo 16. Tiim gruplara ait bobrek IL-1p gen ekspresyon diizeylerindeki degisimler
ve grup i¢i karsilastirilmasi (*:0. Saat ile karsilastirildiginda p<0.05).

Bobrek IL-1P gen ekspresyon diizeyleri (ACP)

Gruplar Sepsis oncesi Sepsis sonrasi
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
IL-18
9 *
#
E SHAM
= EPLT- CLP
Q
<
© SHAM PLT-
CLP

0.saat 12.saat 24.saat

zaman

Sekil 15. Bobrek IL-1p gen ekspresyon diizeylerindeki degisimlerin gruplar arasi
karsilastirilmast ve grafiksel gosterimi (*:SHAM grubu ile kiyaslandiginda p<0.05,
#: PLT-CLP grubu ile SHAM PLT-CLP grubu kiyaslandiginda p<0.05).
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Bobrek IL-1B gen ekspresyon diizeylerinin gruplar arasi karsilastirmasi
yapildiginda, 0. Saatte SHAM grubu ve SHAM PLT-CLP grubu arasinda anlaml
fark saptanmistir. PLT-CLP grubu 24. saat ve SHAMPLT-CLP grubu 24. saat gen
ekspresyon verileri kiyaslandiginda PLT-CLP grubu seviyesinde istatistiksel agidan
anlamli bir fark oldugu saptanmustir (Sekil 15).

4.2.2.3. Bobrek IL-6 Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisimler
Bobrek IL-6 gen ekspresyon diizeyleri acisindan grup i¢inde istatistiksel olarak

anlamli herhangi bir degisiklige rastlanmamuistir.

Tablo 17. Tim gruplara ait bobrek IL-6 gen ekspresyon diizeylerindeki degisimler

ve grup i¢i karsilastirilmasi.

Bobrek IL-6 gen ekspresyon diizeyleri (ACP)

Gruplar Sepsis oncesi Sepsis sonrasi
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
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Sekil 16. Bobrek IL-6 gen ekspresyon diizeylerindeki degisimlerin gruplar arasi

karsilagtirilmasi ve grafiksel gosterimi.

Benzer sekilde bobrek IL-6 gen ekspresyon diizeyleri agisindan gruplar arasinda

saatlere gore de anlamli degisiklikler belirlenememistir (Sekil 16).

4.2.2.4. Bobrek IL-10 Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisimler
Bobrek IL-10 gen ekspresyon seviyeleri tliim gruplarda birbirine yakin

degerlerde saptanmistir (Tablo 18).

Tablo 18. Tiim gruplara ait bobrek IL-10 gen ekspresyon diizeylerindeki degisimler

ve grup i¢i karsilastirilmasi.

Bobrek IL-10 gen ekspresyon diizeyleri (ACP)

Gruplar Sepsis oncesi Sepsis sonrasi
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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Sekil 17. Bobrek IL-10 gen ekspresyon diizeylerindeki degisimlerin gruplar arasi

karsilastirilmasi ve grafiksel gosterimi.

Bobrek IL-10 gen ekspresyon degerleri acgisindan gruplarda ortaya cikan

degisimler istatistiksel olarak anlamli diizeyde bulunmamstir (Sekil 17).
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5.TARTISMA
Bu c¢alismada pinealektomi sonrasi CLP yapilan sicanlarda kan TNF alfa, IL1
beta, IL-6 ve IL-10 diizeyleri ile bu sitokinlerin karaciger ve bobrek dokusundaki gen

ekspresyon degerleri ilk kez belirlenmistir.

Pinealektomi operasyonu melatonin yoksunlugu olusturmak amaci ile yaygin
olarak kullanilmaktadir (Simko ve ark., 2013). Operasyon ile pineal bez ¢ikarilmakta
ve melatoninin esas salgilanma kaynagi olan bez ortadan kaldirilmaktadir.
Operasyon sicanlarin anatomik yapisi geregi oldukg¢a kolay ve hayvanda fizyolojik
islevlerini  etkileyebilecek  herhangi  bir  travmatik  etki  olusturmadan
gerceklestirilebilen  bir  islemdir. Ancak pinealektomi sonrast melatonin
yoksunlugunun tam olarak ortaya ¢ikmasi i¢in bir slire beklenmesi gerekmektedir.
Bu caligmada literatlir bilgisi dikkate alinarak pinealektomi sonrasi 30 giin

beklenerek SHAM PLT veya PLT islemleri uygulanmistir (Canpolat ve ark., 2001).

Sepsis modeli olarak ise CLP yontemi uygulanmistir. Bu yontem cekumun
oncelikle bir siitur ile baglanmasi ve daha sonra belli Ol¢iileri olan bir igne ile
delinmesi, boylelikle bagirsak florasindaki mikroorganizmalarin karin boslugu ve
peritona bulagmasinin saglanmasi esasmna dayanan bir yontemdir (Yang ve ark.,
2002). Bu islem sonrasinda hayvanlarda giiclii bir peritonit ve sepsis tablosu
sekillenmesi beklenmektedir. Bu ¢aligmada karaciger ve bobrek 6rnegi almak tizere
karmn bdlgesi agilan tiim CLP yapilan hayvanlarda ¢ekum ve peritonun enfekte
oldugu, nekroze odaklar bulundugu, bakteriyemiye bagli oldugu diisiiniilen kotii bir
koku yayildig1 gozlemlenmistir. Bu bulgularin gézlemlendigi tiim hayvanlarda sepsis

olustugu kabul edilerek doku 6rnekleri alinmistir.

Sepsis modeli olusturmak icin CLP yonteminin sec¢ilmesinin nedeni olarak bu
modelin diger modellere gore avantajlar1 olmasi ve literatiir bilgilerine gore ¢ok
tercih ediliyor olmasi dikkate alinmistir. Bu model sitokin arastirmalarinda altin
standarda sahip bir model olarak bilinmektedir (Dejager ve ark., 2011). CLP
modelinde sonuglar1 etkileyen en 6nemli faktor olarak ligasyonun derecesi, delme
yapilan ignenin buyiikligii ve delik sayisi oldugu belirtilmektedir (Otero-Anton ve
ark., 2001; Singleton ve Wischmeyer, 2003).
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Literatiir bilgisindeki bu farkliliklar dikkate alinmis ve ¢alismamizda 18 Gauge
igne ile ¢cekum iki farkli yerden delinerek ve ayrica hafif diizeyde barsak igeriginin
disar1 ¢ikmasi saglanarak deneysel CLP modeli gerceklestirilmistir. Uyguladigimiz
yontem Xu ve ark. (2013)’nin yontemine gore belirlenmistir. Genellikle 16-25 Gauge
igne kullanildig1 belirtilmesine ragmen 18 Gauge ignelerin daha fazla kullanildigi
anlasildigindan bu biiytikliikteki igneler tercih edilmistir (Wu ve ark 2008; Olguner
ve ark., 2013). CLP uygulamasinda dikkat edilecek bir diger nokta ise tiim
hayvanlarda c¢ekumlara ayni say1 ve bilyiikliikte delik agilmasi gerektigidir. Bu

nedenle iglemlerin tamami ayni kisi tarafindan gerceklestirilmistir.

Sepsis modeli olusturulan ¢alismalarda genellikle proinflamutaur ve
antiinflamatuar sitokinlerin diizeyleri arastirilmistir. Bu c¢alismada proinflamuar
stokinler olarak, TNF alfa, IL-1beta ve IL-6, antiinflamatuar sitokin olarak ise IL-10

kan diizeyleri ile karaciger ve bobrek gen ekspersyon seviyeleri arastirilmistir.

Sepsis enfeksiyona karst verilen sistemik enflamatuvar yanit olarak
tanimlanmaktadir. Mikroorganzima ve konakei ile karsilaglmasi sonrasinda dogal
bagisiklik siirecleri baslayarak mononiikleer hiicreler tarafindan proinflamatuar

sitokinlerin salgilanmas1 uyarilir. Bu amagcla IL-1, IL-6 ve TNF alfa gibi sitokinler

salgilanir (Chaudhry ve ark., 2013).

Inflamutuar siirecler ve melatonin iliskisi son yillarda arastirmacilarin dikkatini
cekmistir. Bu amagla bir ¢ok in vivo ¢aligma yapilmis olup melatoninin yeni
doganlarda septik soka kars1 faydali etkilerinin oldugu belirtilmistir (Gitto ve ark.,
2001). Melatoninin bu etkisi nedeni ile ileride insanlarda septik sokun tedavisinde

yardimci bir ajan olarak kullanilabilirliginin arastirilmasi dngoriillmiistiir.

Melatonin ve sepsis ilizerine etkileri konulu bir¢ok hayvan ¢alismasi yapilmis
olup bu caligmalarda daha ¢ok sican ve fareler kullanilmistir. Bu caligmalarda da
melatoninin  hayatta kalma oraninin artirdigi, NO {retimini azalttigi  ve
proinflamatuar/antiinflamatuar sitokin salgilanmasimni diizenleyici etki gosterdigi
belirtilmistir (Carrillo-Vico ve ark., 2005; Huang ve Li 2016). Bu calismalar genel
olarak incelendiginde melatonin ilavesinin proinflamatuar/antiinflamatuar sitokin

diizeyleri lizerine etkilerinin arastirildigi goriilmektedir. Melatonin yoksunlugu
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olusturulan ¢aligmalara rastlanilamamistir. Ancak melatonin reseptdr antagonisti
uygulanarak yapilan caligmalar bulunmaktadir. Bu c¢alismalarda sepsis modeli
olusturulmus ve MT1 ve MT2 reseptor antagonisti olarak luzindole kullanilarak
melatoninin etkileri arastirilmistir (Yu ve ark., 2000; Zhou ve ark., 2003; Fink ve
ark., 2014). Bu calismalarin ¢ikis noktasi daha ¢ok sezonal 151k diizeylerindeki
degisimlerin immun fonksiyonlar {izerine olan etkileri olmustur. Kisa ve uzun
giinlerin immun iglevleri etkiledigine dair bir ¢ok bildirim bulunmaktadir (Nelson ve
Demas 1996; Champeney ve ark., 1998). Bu arastirmada ise giin de§isimlerinin
yanisira uzun siireli melatonin salgilanmasini baskilayacak siirekli 151k vb. bir etkiye
maruz kalmanin sepsis iizerine proinflamatuar/antiinflamatuar sitokinler yoniinden

nasil bir etki olusturacaginin arastirilmasi hedeflenmistir.

Kan sitokin diizeyleri acisindan bakildiginda c¢alisma sonunda biitiin
parametreler yonii ile istatistiksel olarak anlamli degisikliklerin oldugu goze
carpmaktadir. Bu calismada proinflamatuar sitokin olarak TNF alfa, IL-1 beta ve IL-

6 diizeyleri belirlenmistir.

TNF alfa yoniinden bakildiginda sepsis oncesi (0. saat) belirlenen degerlerin 1.3-
2.0 pg/ml arasinda degistigi ancak sepsis sonras1 12. Saatte bu degerlerin 2.1-6.6
pg/ml arasinda degiskenlik gosterdigi belirlenmistir. TNF alfa degerlerinin CLP
yapilan her iki grupta da hem kontrol hem de kendi 0. Saat degerlerine gore anlamli
diizeyde arttig1 goriilmiistiir. TNF alfa diizeyleri agisindan bakildiginda 12. saatte
PLT yapilan grupta PLT yapilmayan gruba gore yaklasik % 50 daha fazla bir artis
oldugu goriilmektedir. Ancak 24. saatte bu deger kontrol grubu degerine
yaklasmigken SHAM PLT grubunda 12. saate gore daha da yiikseldigi

goriilmektedir.

IL 1 Beta seviyeleri hem PLT hem de PLT yapilmayan ancak CLP yapilan her
iki grup ac¢isindan incelendiginde CLP sonrasi degerlerde istatistiksel olarak anlamli
artiglarin oldugu anlasilmaktadir. TNF alfa diizeylerine benzer sekilde PLT-CLP
grubunda 12. saatteki artis daha yiiksek olmus ve bu deger 24. saatte kontrol
grubundaki degere yaklagmustir. IL 1 beta agisindan en yiiksek deger PLT-CLP
grubunda 12. saatte 81.2 pg/dl olarak Slglilmiistiir.
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Diger bir proinlamatuar sitokin olan IL-6 degerleri acisindan elde edilen
sonuclar TNF alfa ve IL-1 beta sonuglarina benzemekle beraber bazi farkliliklar da
ortaya ¢ikmistir. Yine IL-6 seviyelrinde de en yliksek artis 0. dakika degerine gore
iki katindan daha fazla diizeyde olacak sekilde PLT-CLP grubunda ortaya ¢ikmustir.
Ancak ayni grubun 24. saat IL-6 degeri de diger gruplara gore daha yiiksek

seyretmistir.

CLP sonras1 her iki grupta TNF alfa, IL-1 beta ve IL-6 diizeylerindeki artiglar
literatiir bilgileri ile uyumluluk gostermektedir. Proinflamatuar sitokin olan TNF alfa,
IL-1 beta ve IL-6 diizeylerinin CLP sonrasi artmasi sepsis modelinin olustugunun bir

gostergesi olarak diisiiniilebilir.

Benzer ¢alismalarda Huang ve Li (2016) CLP yaptiklar1 sicanlarda TNF alfa
diizeylerinin arttigin1 belirlemislerdir. Yine Fink ve ark., (2014) sicanlarda ve
farelerde yapmis olduklar1 c¢alismada, CLP uygulamasindan sonra TNF alfa
seviyesinin arttigmi belirlemislerdir. Huang ve Li (2016) tarafindan yine sicanlar
lizerinde yiiriitiilen bir baska calismada da benzer veriler elde edilmis olup, CLP
sonrast TNF alfa ve IL-6 diizeylerinin arttigi gosterilmistir (Huang ve Li 2016).
Sicanlar iizerinde yiiriitilen bir baska calismada ise deneysel CLP modeli
olusturulmus ve plazmada IL-1 beta diizeyleri ile karaciger ve akciger histopatolojik
olarak incelenmistir. Melatonin verilerek CLP sonrasi 3. ve 6. saatlerdeki IL-1 beta
seviyeleri incelendiginde melatoninin IL1-beta diizeylerini azalttig1 anlasilmistir.
CLP grubundan daha diisiik belirlenen IL1 beta diizeylerinin kontrol grubuna gore
ise daha yiiksek seyrettigi anlagilmistir (Wu ve ark., 2008).

Sepsiste karaciger en ¢ok etkilenen organlardan birisi olarak bilinmektedir (Beal
ve Cerra 1994). Bu nedenle deneysel sepsis calismalarinda karaciger incelenen
baslica organ olarak dikkati ¢ekmektedir. Ciinkii karaciger metabolizmasi sepsiste
degismekte, karaciger Kuppferr hiicreleri hem bakterilerin hem de bakteriyel
tiriinlerin deaktive edilmesinde dnemli rol oynamaktadir. Diger taraftan sitokinler de
hepatosit hiicrelerinin metabolik etkinliklerini degistirmektedir (Dhainaut ve ark.,

2001).
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Sepsiste karaciger hasar1 goriilme oraninin % 34.7 gibi yiiksek bir degere
ulastig1 soylenmektedir (Kobashi ve ark., 2013). Karaciger enerji metabolizmasmnin
ana diizenleyici organi olmasmin yanisira sitokin tireten 6nemli bir organ olarak ta
bilinmektedir (Cai ve ark., 2016). Karacigerden TNF alfa ve IL-6 iiretiliyor
olmasmin yanmda bu iki madde ayni zamanda karacigerde rejenerasyon da
yapmaktadir (Galun ve Axelrod 2002). Karaciger lizerine etkileri en fazla bilinen
sitokin TNF alfadir. Karaciger hasarlarinda TNF alfa ekspresyonlarinda artis oldugu,
hem akut hem de kronik karaciger hasarlarinda ise TNF alfa reseptorlerinin gen
ekspresyonlarinin da arttig1 belirtilmektedir (Wolf ve ark., 2001). Karacigerde sitokin
iiretimi barsaklardan salinan Lipopolisakkarid gibi bakteriyel endotoksinlerin portal
ven yoluyla karacigere ulasmasi ile de uyarilabilir. Bu endotoksinlerin Kupffer
hiicrelerini aktive ederek TNF alfa ve IL-6 sentezini ve salgilanmasmi uyardigi
bilinmektedir (Koo ve ark., 1999). Arastrmacilar IL-1 beta ve TNF alfa gibi
sitokinlerin mRNA ekspresyonlarindaki artist hayvan modellerinde Kupffer
hiicrelerinin aktivasyonunun bir gostergesi olarak kabul ederler (Koo ve ark., 1999;

Roland ve ark., 1994).

Karacigerin sepsisteki 6nemi ve sitokinlerle olan karsilikli etkilesimine dair
literatlir bilgileri dikkate almnarak bu calismada karaciger sitokinlerinin gen
ekspresyon diizeyleri incelenmistir. Bu sitokinler de yine litaratiir bilgileri dikkate

alinarak belirlenmistir. Bu amagla TNF alfa, IL1 beta, IL 6 ve IL 10 secilmistir.

Karaciger IL1 beta yoniinden mRNA ekspresyonlarinda azalmalar ortaya ¢ikmis
olmasina ragmen istatistiksel anlaml bir fark belirlenememistir. Hem PLT hem de
SHAM PLT gruplarinda sepsis sonrast IL1 beta ekspresyon diizeyleri 12. ve 24.

saatlerde kontrol grubuna gore diisiik seyretmistir.

TNF alfa gen ekspresyonu degerlerinde ise 12. saatte PLT-CLP, 24. saatte ise
SHAM PLT-CLP grubundaki degerlerin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde diisiik oldugu belirlenmistir. CLP yapilan her iki gruptaki degerlerin
birbirlerine yakin oldugu ve kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu

anlagilmaktadir.
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Bir diger proinflamatuar sitokin olan IL-6 karaciger gen ekspresyonu degerlerine
bakildiginda SHAM PLT grubunda 12. ve 24. saatlerde anlamli azalmalar ortaya
¢ikmustir.

Karaciger IL-10 gen ekspresyonu degerleri agisindan PLT grubundaki veriler ile
SHAM PLT grubundaki veriler benzerlik gostermistir. Her iki grupta da kontrol
grubuna gore 12. saatte anlamli azalma ortaya ¢ikmis, bu azalma 24. saatte ¢ok daha
dikkat cekici bir diizeye ulasmistir. Bu sonuglar karaciger IL-10 gen ekspresyonu

tizerine PLT operasyonundan ziyade sepsisin etkili oldugunu diisiindiirmektedir.

TNF alfa, IL1 beta, IL 6 ve IL 10 olarak tiim parametrelerin karaciger gen
ekspresyonu verileri agisindan degerlendirildiginde sepsisin daha onemli oldugu,
melatonin  yoksunlugunun bu parametreleri etkilemedigi anlasilmaktadir.
Melatoninin bu parametreler iizerine olan etkileri daha ¢ok melatonin verilerek
yapilmis ¢alismalardir. Melatoninin ilave olarak verilmesi ile yoksunlugunun
olusturulmasi arasinda immun sisteme olan etkileri yoniinden farklar bulunmaktadir.
Bu caligmada elde edilen sonuglar melatonin yoksunlugunun sepsiste karaciger TNF
alfa, IL1 beta, IL 6 ve IL 10 gen ekspresyonu diizeyleri iizerine anlaml etkiler
olusturmadigint gostermektedir. Diger taraftan Cai ve ark. (2016) siganlarda CLP
yontemi kullanarak olusturduklar1 sepsiste NO metabolizmasini etkileyen bir ajan
olarak sitrullini kullanmislardir. Sitrullin uygulanan grupta en yiiksek artislar sepsis
sonrasi 12. ve 24. saatlerde ortaya ¢ikmisken CLP grubunda en yiiksek artiglar 6.
Saatte gozlenmistir. Bizim ¢alismamizda ise 6. saat verileri alinmamistir. Dolayist ile
sepsis sonrast TNF-a, IL1-B, IL 6 ve IL 10 degisimlerinin 12. saatten dnce ortaya

¢iktig1 ve buna bagli olarak elde edilen sonuglara ulasildig: diistintilebilir.

Sepsiste etkilenen bir diger organ olan bobrekle ilgili yapilan bir ¢aligmada CLP
sonrasi tubular epitelyal nekroz ve dilatasyon, hemoraji ve intertisyel inflamasyon

belirtileri gozlenmistir (Basol ve ark., 2016).

Bobrek TNF-a, IL1-B, IL 6 ve IL 10 gen ekspresyonu degerlerinde verilerin
timii acisindan herhangi bir istatistiksel anlamli degisiklik belirlenmemistir. Bu
durum sepsisten bobreklerin sepsis sonrasi 12. ve 24. saatlerde ya hi¢ etkilenmedigini

ya da bobreklerin s6z konusu sitokinler agisindan sepsiste so6z konusu saatler
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icerisinde herhangi bir yanit olusturmadigini diisiindiirebilir. Bobrek islevlerini
ortaya koyan farkli herhangi bir parametre belirlenmediginden elde edilen sonuglarin
yukaridaki hangi hipoteze goére de§ismedigini soyleyebilmek miimkiin

gozilkmemektedir.

Gerek deneysel sepsis olusturulan ve gerekse sepsis gegiren insanlarda TNF-a
diizeylerinin artmis olmasi bu durumu degistirebilecek molekiillerin arastirilmasini
zorunlu hale getirmistir. Bu amagla etkileri arastirilan molekiillerden bir tanesi de

bagisiklik sistemini etkiledigi bilinen melatonin olmustur.

Yogun bakim iinitelerinde yatan uyanik hastalar ile sepsis nedeni ile hayati
tehlikesi olup uyutulmak zorunda olun hastalarda bozulan sirkadiyen ritmin
melatonin iizerinden sepsisi nasil etkileyebilecegi konusu bilim adamlarinin dikkatini
cekmistir (Mundigler ve ark., 2002; Bourne ve Mills 2006). Nitekim Li ve
ark.,(2012) yogun bakim iinitelerinde yatan septik hastalarda TNF-a ve IL-6
seviyeleri ile melatonin salgilanma ritmi arasinda bir iligski belirlemislerdir. (Li ve

ark., 2013)

Farelerde yapilan bir calismada ise CLP isleminden sonra melatonin verilen
grupta TNF-a seviyesinin anlamli bir sekilde azaldigi belirlenmistir (Volt ve ark.,
2016). Yine, An ve ark. (2016) sicanlar lizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada CLP
sonras1 serum TNF-o diizeylerinde ortaya c¢ikan anlamli artislarin CLP sonrasi

melatonin verilen grupta azalma gosterdigini belirlenmistir (An ve ark., 2016).

Melatonin antiinflamatuar bir molekiil olarak bilinir. Bu etkisini oksidatif doku
hasarmi azaltmanin yanmda secici olarak kronik yangiy1 azaltici etkileri ile de

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

Bu ¢aligmada melatonin ilavesinden ziyade melatonin yoksunlugu olusturmak
amaci ile pinealektomi yapilan siganlar kullanilmigtir. Kan TNF alfa diizeylerine
bakildiginda en yiiksek artisin PLT grubunda CLP sonrasi 12. saatte ortaya ¢iktigi
gorlilmiistiir. Bu sonu¢ melatonin yoksunlugunun TNF alfa seviyelerinde anlamli bir
artisa yol actigini1 gdstermekte ve literatiir bilgileri ile ortiismektedir. Ancak 24.
saatte TNF alfa seviyeleri kontrol grubundaki degerlerine yaklagmistir. Oysa ayni1
saatte PLT yapilmayan CLP grubunda TNF alfa seviyeleri daha da artis gdstermistir.
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Bu farkliligm nedeni tam olarak anlasilamamistir. Ancak tiim veriler birlikte
degerlendirildiginde PLT-CLP grubunda yangisel siireglerin PLT yapilmayan CLP

grubuna gore daha 6nce ortaya ¢iktigini diisiindiirmektedir.

Melatonin ve immun sistem iliskisinin iki yonlii oldugu konusunda bildirimler
bulunmaktadir (Carrillo-Vico ve ark. 2013). Bu iki yonlii etkiye gére melatonin
sitokin diizeylerini etkilerken sitokinler de melatonin diizeylerini etkilemektedirler.
Sitokinlerin melatonin diizeyleri {izerine olan etkisi; sitokinler, prostaglandinler ve
histamin gibi yangisel mediatorlerin kan beyin bariyeri disinda oldugu igin pineal
beze kolayca ulagsmalar1 sonucunda ortaya ¢ikmaktadir (Achumnarnkul ve ark., 1990;
Voisin ve ark., 1993; Fabris, 1994; Mucha ve ark., 1994; Zawilska ve ark., 1997,
Markowska ve ark., 2000). Bu sitokinler igerisinde IL-1 betanin pineal bezde
arilalkilamin N asetil tarnsferaz ekspresyonunu azaltarak melatonin salinimini ve

etkilerini siirlandirabildigi ortaya konulmustur (Herman ve ark., 2015).

Bu ¢alismada gerek kontrol grubunda ve gerekse SHAM PLT grubunda pineal
bez cikarilmadan sepsis modeli gerceklestirilmistir. PLT grubunda ise pineal bez
¢ikarilmustir. Dolayisi ile belirlenen sitokinler veya CLP sonrasi ortaya ¢ikan ancak
bu calismada diizeyleri belirlenmeyen tiim diger sitokinler ile melatonin sekresyonu

acisindan gruplar arasinda bir farklilik ortaya ¢ikmus olabilir.
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. SONUC VE ONERILER

Karaciger ve bobrek ornegi almak tizere karm bolgesi acilan tiim CLP yapilan
hayvanlarda ¢ekum ve peritonun enfekte oldugu, nekroze odaklar bulundugu,
bakteriyemiye bagli oldugu diisiiniilen kotii bir koku yayildigi gézlemlenmis
olup uygulanan CLP yonteminin sepsise olusturmak i¢in yeterli oldugu
anlagilmustir,

Pinealektomi yapilan gruplarda sepsis belirteci olarak kanda belirlenen
parametrelerin PLT yapilmayan gruba gore genel olarak 12. saatte artis
gosterdigi anlasilmistir. PLT yapilmayan gruplarda ise bu parametrelerin daha
cok 24. saatlerde yiikseldigi gozlemlenmistir. Bu durum melatonin
yoksunlugunda sepsise daha erken girilebilecegini diisiindiirmektedir,

Karaciger TNF-o ve IL-6 gen ekspresyonu diizeylerinde PLT grubunda 12.
saatte ortaya c¢ikan azalma 24. saatlerde yiikselmeye baslamis olmasma ragmen
SHAM PLT-CLP grubunda hala diismeye devam etmektedir. Bu sonuglar da
karacigerin PLT grubunda 12. saat Oncesinde daha fazla -etkilendigini
diistindiirmektedir,

Bobreklerin ise sitokin iiretimi agisindan ilk 24 saatlerde sepsisten ¢ok
etkilenmedigine dair bulgulara ulagilmistir,

Bu sonuglara gore herhangi bir sekilde melatonin yoksunlugu olusan insanlarda

sepsise yaklagim ve tedavi yontemleri uygulanirken

a) sepsisin daha hizli gelisebilecegi,

b) karacigerin sepsise diger insanlara gore ilk 12. saat icerisinde daha hizli
yanit verebilecegi,

c) karaciger sepsis yanitinda melatonin yoksunlugu kadar sepsisin de etkili
oldugu,

d) bobreklerin ilk 24 saat icerisinde karacigere gore daha az etkilenebilecegi

gibi bulgularin da dikkate alinmasin da fayda olacag1 diigiiniilmektedir.
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Etik Kurul Onay Formu

@

j el

CANAKKALE ONSEKIZ MART UNIVERSITESI

HAYVAN DENEYLERI ETiK KURULU

Sayi : B.30.2.CAU.0.05.06- 050.04- 448

Konu : Hayvan Deneyleri Etik Kurul Karari

HAYVAN DENEYLERI ETiK KURUL KARARI

TOPLANTI TARIHI

TOPLANTI SAYISI

DOSYA KAYIT NUMARASI
KARAR NUMARASI
YARDIMCI ARASTIRMACILAR
HAYVAN TURU VE SAYISI

:05.11.2014

:22014/11

:2014/80

:2014/11-15

:Yiik. Lis. Ogr. Aysun OZTURK
:Wistar Albino irki 78 adet erkek sigan

021112014

HADEK-2014-80 nolu ¢alisma ile ilgili olarak proje yiiriitiiciisii Prof. Dr. Metehan UZUN, tarafindan Etik
Kurulumuza sunulan “Pinealektomize Edilmis Septik Siganlarda Karaciger ve Bobrek TNF-a, IL-6, IL-10 ve IL-1p
Gen Ekspresyonu ve Plazma Diizeylerindeki Degisimlerin Arastirilmast™ baghklh proje Hayvan Deneylerine iligkin

mevzuatin emirleri dogrultusunda incelenmis, Prof. Dr.
ilgili mevzuat hikiimleri gergevesinde Hayva ¢

verilmistir.
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detechan UZUNun hazir bulundugu bu toplantida tartigihp,
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EK-2

OZGECMIS
Kisisel Bilgiler
Adi AYSUN Soyadi OzTURK
Dogum Yeri CAN Dogum Tarihi 23.07.1984
Uyrugu T.C. TC Kimlik No 13900879232
E-mail aysunozturk@comu.edu.tr |Tel 05065367674
Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Yili
Lisans C.0.M.U. SAGLIK YUKSEKOKULU- EBELIK 2006
Is Deneyimi
Gorevi Kurum Sure (Yil - Yil)
] Saghk Bakanhg Canakkale Can Yaykin|Ekim 2006-Temmuz

1. VEKILEBE

Koyl Saglik Evi 2007

Saglk Bakanligi Kocaeli Gebze Koskli| Temmuz 2007-Eylil
2. EBE

Cesme Saglik Ocagi 2008
3. EBE COMU Arastirma ve Uygulama Hast. 2008-
Yabanci Dil Siav Notu®
KPDS UDS YDS IELTS TOEFL IBT |TOEFLPBT |TOEFL CBT |FCE CAE

48,75
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Ek-3

SPiRALLI TEZ KONTROL FORMU

Evet

Hayir

1) Amblem renkli ve 2x2 cm boyutunda olmalidir.

N

2) Kapakta sadece baglik bold ve 14 punto, diger yazilar normal

renkte venl2 punto yazilmalidir.

3) Tez savunma sinavinda kabul edilmis tezler igin, tezin sirt1 tez

yazim kilavuzuna uygun olarak diizenlenmis olmalidir.

x| N

4) Kabul edilmis tez konusu ile tezin bas sayfasindaki tez konusu

ayni olmalidir.

5) Beyan eksiksiz ve imzal1 olarak Tez Yazim Kilavuzundaki gibi

konmalidir.

6) Ozet ve Summary 250’ser kelimeyi asmamalidir. (1 sayfa)

7) Anahtar kelimeler (en fazla) 5 adet olmalidur.

8) Ingilizce 6zetin basinda konu baslig yazilmalidir.

9) Metin ve kaynaklarin tiimii 1,5 aralikli olmalidir.

10) Tezde yazim karakteri olarak “Times New Roman”

kullanilmalidir.

XXX XXX

11) Web sayfa kaynaklari metin i¢inde de ge¢melidir (parantez
icinde giincelleme tarihi ile birlikte). Kaynaklar boliimiinde de
climlenin en sonunda Erisim adresi ve Erisim tarihi sirasiyla

verilmelidir.

12) Calismanin Etik Kurul onayi, varsa kurum onayi tezin en

arkasina konmalidir.

whil— i

Tarih: 03.01.2017 Tarih: 03.01.2017
Ogrenci Danismanin
Aysun OZTURK Prof. Dr. Metehan UZUN
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Ek-4

CANAKKALE ONSEKiZ MART UNIVERSITESI

SAGLIK BiLIMLERI ENSTIiTUSU SPIRALLI/CILTLI TEZ YAZIM KONTROL LIiSTESI

KONTROL BASLIGI OGRENCI DANISMAN
Tez yaziminda kullanilan yazi tipi BYGUN ¥UYGUN
Sayfa kenar bosluklari #UYGUN BEUYGUN
Kapak sayfasi diizeni dUYGUN @UYGUN
i¢ kapak sayfasi diizeni \@UYGUN wUYGUN
Onay sayfasi diizeni 'wUYGUN wUYGUN
Beyan sayfasi igerigi ve diizeni \WdUYGUN \@UYGUN
igindekiler sayfasi diizeni \AUYGUN #UYGUN
Tesekkiir sayfasi @UYGUN \FUYGUN
Tiirkge dzet \@UYGUN UYGUN
ingilizce ozet ~dUYGUN JAUYGUN
Simgeler ve kisaltmalar dizini WUYGUN WUYGUN
Sekiller dizini WUYGUN VUYGUN
Tablolar dizini UYGUN \BUYGUN
Tezin 6n sayfalarinin siralamasi WUYGUN ‘F)ZTUYGUN
On sayfalarin numaralandirilmast #UYGUN WUYGUN
Sayfalarinin numaralandirilmasi iZUYGUN WUYGUN
Basliklarinin numaralandiriimasi ~#UYGUN VAUYGUN
Sekil, resim ve tablo numaralandirmasi wvUYGUN vﬁUYGUN
Yontem ve Gereg W UYGUN \WUYGUN
Bulgular wUYGUN VWEUYGUN
Tartisma WUYGUN VAUYGUN
Sonug ve Oneriler KUYGUN VEUYGUN
Kaynaklar w#UYGUN AUYGUN
Atiflar (alint1 ve géndermeler) gIYGUN \AUYGUN
Ekler (etik kurul onayt, vs) UYGUN wUYGUN
Tez plani \UYGUN wUYGUN
Dil (anlatim, yazim —imla) wUYGUN YUYGuN
Kagit ve baski ozelligi ‘QUYGUN WUYGUN
Tezin son seklinin elektronik kopyasi mﬁYGUN \zﬁYGUN

Tarih: 03.01.2017

Ogrenci_
Aysun OZTURK
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Danigmanin
Prof. Dr. Metehan UZUN
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