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OZET

SISTEMIK INFLAMASYONUN SICAN HIPOKAMPUSUNDE MEYDANA
GETIRDIiGi DEGiSIKLIKLERIN MOLEKULER DUZEYDE iNCELENMESI

Yildiray KAYA
Duizce Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dali
Yiksek Lisans Tezi
Danigsman: Yrd. Dog. Dr. Giilgiin CAKMAK
Eylul 2016, 119 sayfa

Inflamasyon, bagisiklik sisteminin gesitli i¢ ve dis uyaranlara kars1 gdsterdigi, yasamin
devamu igin gerekli, iltihabi bir reaksiyondur. Eger uyaran organizmada inflamasyonu
tetiklerken belli bir esik degeri asarsa, sistemik inflamasyon ortaya ¢ikar. Sistemik
inflamasyonun seyri sirasinda merkezi sinir sistemi tarafindan kontrol edildigi bilinen
bircok norobiyolojik olay gelismektedir. Simdiye kadar kanser ve obezite gibi bazi
hastaliklarla iligkisi ortaya konmus olan inflamasyon, son yillarda Alzheimer ve
Parkinson gibi ndrodejeneratif hastaliklarla da iliskilendirilmektedir. Inflamasyonun
noral dejenerasyon ve kognitif islev kaybiyla olan iliskisi ile ilgili veriler her gegen giin
artmakla birlikte bunun ne gibi molekiiler degisimlerden kaynaklandigi tam olarak
bilinmemektedir. Bu ¢alismada amacimiz, siganlarda sistemik inflamasyonun, beynin
norodejeneratif hastaliklarla iliskisi agik¢a ortaya konmus bir bolgesi olan
hipokampusteki etkilerini molekiiler diizeyde ortaya ¢ikarmaktir. Bu amag
dogrultusunda, Wistar albino sicanlarda, gram negatif bakteri duvarinin bir komponenti
olan lipopolisakkarit (LPS) enjeksiyonu ile sistemik inflamasyon olusturulmus ve bu
sicanlardan c¢ikarilan beyinlerin hipokampiis bolgeleri Fourier Doniisiim KizilGtesi
(FTIR) spektroskopisi teknigiyle incelenmistir. Sonuglar, sistemik inflamasyonun
hipokampusteki lipitlerin, proteinlerin ve niikleik asitlerin miktarin1 anlamli derecede

artirdigin1 ve bu molekiillerin yapisinda ve konformasyonunda onemli degisiklikler



meydana getirdigini gostermistir. Makromolekiillerin  birbirlerine gore oranlari
incelendiginde, doymamis/doymus lipit ve karbonil ester/lipit oranlarinda artig
gozlenmistir; bu artiglar lipit peroksidasyonunun varligini géstermektedir. Lipit/protein
oraninda gozlenen azalma protein miktarinda daha dramatik bir artis oldugunu, niikleik
asit/protein oraninda gozlenen azalma ise translasyon hizindaki artis1 gostermektedir.
Ayrica, LPS uygulamasindan sonra sistemdeki lipitlerin zincir uzunlugunda bir arts,
membran dizeninde bir azalma ve membran dinamiginde bir artis tespit edilmistir.
Dahasi, sistemik inflamasyon, dénme (turn) miktarinda azalma ve tesadufi kivrilma
miktarinda artis1 indiikleyerek proteinlerin ikincil yapisinda onemli degisikliklere sebep
olmustur. Ilaveten, spektral degisimler temel alinarak gerceklestirilen hiyerarsik
kiimeleme analizi ile kontrol grubu ve LPS uygulanmis grup basarili bir sekilde
ayrilmistir. Bu bulgular, sistemik inflamasyonun hipokampis dokusunda 6nemli
yapisal, konformasyonel ve fonksiyonel degisikliklere sebep oldugunu ortaya

cikarmustir.

Anahtar Sozcukler: Beyin, Fourier dontisim kizil 6tesi (FTIR) spektroskopisi,
Hipokampus, Lipopolisakkarit (LPS), Sistemik inflamasyon



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF THE CHANGES OF SYSTEMIC INFLAMMATION
ON RAT BRAIN HIPPOCAMPUS AT MOLECULAR LEVEL

Yildiray KAYA
Duzce University
Graduate School of Natural and Applied Sciences, Department of Biology
Master of Science Thesis
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Gulgiin CAKMAK
September 2016, 119 pages

Inflammation, which is necessary for the continuation of life, is the inflammatory
reaction by which the immune system manifests to various endo and exo stimuli. If the
stimulus exceeds a certain threshold while it is triggering inflammation, systemic
inflammation occurs in the organism. It is known that as the systemic inflammation
develops, many neurobiological phenomena controlled by the central nervous system
take place. Until now, it has been well documented the relationship between
inflammation and some diseases such as cancer and obesity. In recent years,
inflammation has been related to neurodegenerative diseases, such as Alzheimer’s and
Parkinson’s disease. Although the data regarding the relationship between the
inflammation and neuronal and cognitive function loss are increasing, the molecular
changes causing this relation are not known exactly. The aim of the study is to reveal
the effects of systemic inflammation on the hippocampus, which is well known
neurodegenerative diseases-related region of the brain, at molecular level. For this
purpose, systemic inflammation was induced by the injection of lipopolysaccharide
(LPS), a component of the outer cell wall of gram-negative bacteria, in Wistar albino
rats and the hippocampus regions of the brains of these rats were analyzed by FTIR

spectroscopy technique. The results showed that systemic inflammation increased the



amounts of lipids, proteins and nucleic acids significantly and caused important changes
in the structure and conformation of these molecules in hippocampus. When the
changes in macromolecular ratios were examined, an increase in the
unsaturated/saturated lipid ratio and carbonyl ester/lipid ratio were observed indicating
lipid peroxidation presence. A decrease observed in the lipid/protein ratio showed a
more dramatic increase in the amount of protein, a decrease observed in the nucleic
acid/protein ratio showed an increase in translation rate. Moreover, an increase in the
lipid chain lenght, a decrease in membrane order and an increase in membrane
dynamics were detected after LPS administration. Furthermore, systemic inflammation
altered the secondary structure of proteins by inducing a decrease in turn and an
increase in random coil structures. In addition, the control and LPS-treated groups were
successfully differentiated by hierarchical cluster analysis which was performed based
on the spectral variations. The results revealed that systemic inflammation caused

significant structural, conformational and functional changes in the hippocampus.

Keywords: Brain, Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy, Hippocampus,
Lipopolysaccharide (LPS), Systemic inflammation



EXTENDED ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF THE CHANGES OF SYSTEMIC INFLAMMATION
ON RAT BRAIN HIPPOCAMPUS AT MOLECULAR LEVEL

Yildiray KAYA
Duzce University
Graduate School of Natural and Applied Sciences, Department of Biology
Master of Science Thesis
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Gulgiin CAKMAK
September 2016, 119 pages

1. INTRODUCTION:

The relationship between the immune system and the central nervous system is in the
most recent studies among the topics in neuroscience. Basically, inflammation, which is
necessary for the continuation of life, is the inflammatory reaction by which the immune
system manifests to various endo and exo stimuli. The purpose of this response is to
prevent the harmful effects of the stimulation on the organism. If the stimulus exceeds a
certain threshold while it is triggering inflammation, systemic inflammation occurs in
the organism. It is known that as the systemic inflammation develops, many
neurobiological phenomena controlled by the central nervous system take place. Fever,
tendency to sleep, anorexia and the activation of hypothalamo-pituitary-adrenal axis are
some of them. In recent years, inflammation has been related to neurodegenerative and
neuropsychiatric diseases, such as Alzheimer’s and Parkinson’s disease. Although the
data regarding the relationship between the inflammation and neuronal and/or cognitive
function loss are increasing, the molecular changes causing this relation are not known
exactly. For this reason, in this study, we aimed to investigate the effects of systemic
inflammation induced by lipopolysaccharide (LPS), on the hippocampus, which is well

known neurodegenerative diseases related region of the brain, at molecular level.



It has been known that inflammation causes lipid peroxidation and important changes
on the lipid order of the cell membrane but there are no studies showing these effects in
the literature. In addition, it has not been investigated that inflammation causes what
kind of changes in the secondary structure of protein in brain tissue. It has been known
that neurodegenerative diseases are closely related with the changes in protein
secondary structure but the relation between inflammation and protein secondary

structure is not clear.
2. MATERIALS AND METHODS:

8-12 weeks old male Wistar albino rats ranging from 220—280 g body weight were
used. The animals were divided into two groups, including 7 rats each, as control and
LPS administered group. The abdominal temperature was recorded by radiotelemetry.
At least one week before the day of the experiment, a temperature transmitter, the
output signal of which is frequency modulated by its own temperature, was implanted
into the peritoneal cavity of each rat under aseptic conditions and general anesthesia
(Ketamine, 80 mg/kg, IP + Xylazine, 10 mg/kg, IP). The detected signals were fed into
a personal computer through an interface. 7 days later, the animals without any
abnormalities weighed and the animals have normal body weight has been accepted as
healthy and suitable for the experiment. The operated rats, individually housed in a
Macrolon cage, were placed on radio-signal receivers through which data signals were
sent to a data matrix that was controlled and operated by computer software. The
experiment began after the animals adapted to the environment and their body

temperature stabilized.

Control Group: Saline, 5 ml/kg, was injected to the rats intraperitoneally. 1 hour after
the injection (temporal period corresponding to the entrance of hypothermia), the
animals were decapitated, their hippocampus of brains were removed and kept at -80 °C
until use.

LPS Group: LPS (E. coli 0O111:B4, 250 pg/kg) was injected to the rats
intraperitoneally. After the injection, when the body temperature of the animals showed
a decrease of 0.5°C, which corresponded to the preamble of hypothermia, the animals
were decapitated and all the procedures apllied to the control group were repeated for
the LPS group.



The brain samples were dried in a dry lyofreeze dryer for 24 hours to remove water. The
samples then were ground in an agate mortar containing liquid nitrogen to obtain brain
powder. The brain powder was mixed with potassium bromide (at the ratio of 1/100)
which was dried in the incubator for 24 hours to remove water. The mixture then was
subjected to a pressure of 100 kg/cm? in an evacuated die to obtain a KBr pellet for
FTIR studies. The spectra of brain samples were recorded in the 4000-450 cm™ region

at room temperature. 100 scans were taken for each interferogram at 4 cm™ resolution.

The Mann—Whitney-U test was performed to test the significance of the differences
between the control and LPS-treated samples.

3. RESULTS AND DISCUSSIONS:

Dramatic increases were observed in the area values of the amide A and amide B, which
contain strong absorptions from N-H stretching modes of proteins, in the LPS-treated
group. In addition, significant increases in the area values of the amide I, amide 11l and
CHj3 symmetric stretching bands, which are also arising from proteins, were observed in
the LPS-treated tissue. The increase observed in the area of olefinic=CH band shows
that the amount of unsaturated lipids increased in the LPS treated group. The areas of
the CHj; antisymmetric, CH, antisymmetric and symmetric stretching, CH, bending and
CO-0O-C antisymmetric stretching bands, which are mainly due to saturated lipids, also
increased in the LPS treated group. These results suggest that LPS injection caused an
increase in the amount of the proteins, saturated and unsaturated lipids in the LPS
treated group. The amount of nucleic acids were also increased as revealed by the
increase in the areas of PO, antisymmetric, C-N*-C stretching and Z-form DNA bands,

which are due to nucleic acid in the tissue.

The decrease observed in the lipid to protein ratio shows that there is an alteration in the
lipid and protein metabolism in LPS treated group and could be attributed to a lower
lipid content or higher protein content. The increase observed in the olefinic=CH/lipid
ratio suggests a lipid peroxidation since this increase could be attributed to the double
bonds in the lipid peroxidation end products. The increase in the CH,/CHjs ratio shows
an increase in the chain length of the lipids and the increase in the carbonyl/lipid shows
an increase in the carbonyl level of the system. A decrease in the nucleic acid/protein

ratio may be due to a change in the nucleus/cytoplasm ratio, an increase in the cell



division rate or a decrease in the DNA condensation. The increase in the amide I/amide
Il ratio and the shifting in the wavenumber and the decrease in the bandwidth of the
amide | band revealed that the protein composition, structure and conformation were

altered by LPS injection.

The analysis of the secondary structure of the proteins revealed that turns structure
decreased and random coil structure increased significantly in the LPS-treated group.
The increase in the random coil structure shows that LPS injection caused protein
denaturation in the system. A significant change in the position of the CH,
antisymmetric band to higher frequencies for LPS group indicates an increment in
gauche conformers in acyl chains e.g. lipid disordering. An increase in the bandwidth of
this band was observed in LPS group indicating an increase in membrane dynamics and
hence fluidity. In addition, the shifts in the carbonyl ester stretching band to higher
wavenumbers and PO’ antisymmetric band to lower wavenumbers confirm the

alterations in the lipid composition and packing in rat hippocampus.
4. CONCLUSION AND OUTLOOK:

According to the results of our study, LPS application increased the amounts of lipids,
proteins and nucleic acids significantly and caused important changes in the structure
and conformation of these molecules. When the changes in macromolecular ratios were
examined, an increase in the unsaturated/saturated lipid ratio and carbonyl ester/lipid
ratio were observed, indicating lipid peroxidation presence. These changes were
accompanied by a decrease in the lipid/protein ratio and nucleic acid/protein ratio and
an increase in the CH,/CHg ratio. In addition, a decrease in membrane order and an
increase in membrane dynamics were detected. Furthermore, systemic inflammation
induced a decrease in turn and an increase in random coil structures of proteins. These
results revealed that LPS-induced systemic inflammation caused significant changes in
the content, structure and functions of lipid, protein and nucleic acids in the rat

hippocampus.

Since the hippocampus section of brain is clearly associated with a large number of
neurodegenerative diseases, our study guides many future researches into a better
understanding of etiopathogenesis of neurodegenerative diseases. In the light of the

results of our study new investigations on causes and treatment of neurodegenerative



diseases such as Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease and Multiple Sclerosis will be
conducted. By adding a neurodegenerative disease model that incoherent with the
changes observed in our study, national as well as international new researches on

diagnosis and treatment of neurodegenerative diseases could be developed.



1. GIRiS

1.1. INFLAMASYON

Bir¢cok fizyolojik ve patolojik olayin temelini olusturan inflamasyon bagisiklik
sisteminin ¢esitli mikrobik ajanlar veya toksinlere karsi gostermis oldugu iltihabi bir
reaksiyondur (Majno 1975; Collins 1998; Terzioglu 2004). inflamasyon organizmanin
i¢ ve dis uyaranlara karsi baslattigi yasamin devami igin gerekli olan bir yanittir. Bu
yanitin biyolojik amaci, uyaranin neden oldugu hiicresel yaralanmayi tamir etmek,
hiicre ve yabanci cisim atiklarini temizlemek, bakteri ve/veya uyarani siirlandirarak
organizma lizerine olan zararli etkileri engellemektir (Majno 1975; Weissman 1992;

Collins 1998).

Organizmada uyaranlarin tetiklemesi sonucu aktive olan inflamasyon, ¢ok iyi sekilde
kontrol edilen bir dizi reaksiyona neden olur. Bu yolla uyaranin hasara ugrattigi1 dokuda
lokal olarak tamir olayini baslatir. Meydana gelen lokal inflamasyon sonucunda ya tam
rezollisyon ile etkenin meydana getirdigi hadise dokuda hicbir hasar birakmadan
temizlenebilir ya wuyaran smirlandirilarak iyilesme gerceklesir ya da sistemik

inflamatuvar yanit gelisebilir (Weissman 1992; Collins 1998).

Inflamasyonun vaskiiler ve hiicresel yanitlari, plazma hiicrelerinden olusan ve
inflamatuvar bir uyaranla meydana gelen kimyasal faktorlerle ortaya ¢ikmaktadir. Bu
gibi kimyasal aracilar bir arada veya sirayla etki ederek inflamatuvar yanitin olusmasin
tetiklerler (Aghabeigi 1992; Cevikbas 1995; Mullington ve dig. 2001). inflamasyon ve
tamir, viicudun i¢i¢e ge¢mis savunma mekanizmalaridir. Viicut inflamatuvar etkeni yok
etmeye, ortamdan uzaklastirmaya, inflamasyonu siirlandirarak hasar géren dokuyu
tamir etmeye ¢aligmaktadir. Yara iyilesmesinde gorevli olan hiicrelerin zamana bagiml
ortaya ¢ikislart Sekil 1.1.’te gosterilmektedir (Mullington ve dig. 2001). Inflamatuvar
yanit inflamasyonun bir komplikasyonu olarak organ fonksiyonlarinda bozulma veya

yetmezlige, hatta ani 6liime sebep verebilir.
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Sekil 1.1. Yara iyilesmesinde gorevli hiicrelerin zamana bagli ortaya ¢ikislar1 (Kuralay

ve Cavdar 2006).

Inflamasyon patolojisi vaskiiler ve hiicresel olaylar olmak iizere iki ana olay1 igerir (Sies

1993; Sessle 2001).

A.Vaskduler Olaylar: Vaskiiler akim ve permeabilite ile ilgili iki ¢arpici degisiklik s6z

konusudur.

1. Vaskiiler akim ve damar capindaki degisiklikler: Arteriollerin birkag¢ saniyelik

kisa siireli vazodilatasyonu olusur ve erken donemde 1s1 ve kizarikligin artisina

neden olur.

2. Vaskuler permeabilite artisi: Vazodilatasyon ve artmis kan akimi intravaskiiler

hidrostatik basinci, bu da kapillerden siv1 filtrasyonunu artirir.

B. Hicresel Olaylar: Lokositlerin en garpici fonksiyonu incinme yerine gogleridir.

Lokosit olaylar sirastyla: a) Marjinasyon ve yuvarlanma, b) Adezyon, c¢) Emigrasyon, d)

Fagositoz ve intravaskiiler yikim, e) Lokosit iriinlerinin ekstraseliiler salinimudir.

Inflamasyon siirecindeki 16kosit olaylar1 Sekil 1.2.’te gosterilmektedir.

11



Lékosit

‘ Adezyon
Emigrasyon

Endotel {} )v
2 8]
o B
0"

Endotel hiicre yiizeyindeki

L
e
kemotaktik ajanlar : i

Dokudaki diger
kemotaktik ajanlar

Sekil 1.2. Inflamasyon siirecindeki 16kosit olaylar1 (Kuralay ve Cavdar 2006).

1.1.1. Inflamasyonun Kimyasal Aracilan

Inflamasyon sirasinda birgok aract molekil agiga ¢ikmaktadir. Bunlar plazmada ya da
hiicre icinde bulunurlar. Plazma kokenli olanlarin 6ncii hiicreleri aktive edilecekleri
zamani bekleyen {iriinlerden olusur (kompleman, kontakt aktivasyon ve pihtilasma
sistemi). Hicrede bulunanlar ise ya hicre igi graniillerde depolanir (histamin, serotonin,
lizozomal enzimler) ya da yeni sentez edilirler (prostaglandinler, l6kotrienler, PAF,
sitokinler, nitrik oksit). Araci molekiillerin salgilanmalar1 i¢in uyariya ihtiya¢ vardir.
Aracilarin major hiicresel kaynagi; trombositler, nétrofiller, monosit, makrofaj, mast
hiicreleri ve mezankimal hiicrelerden (endotel, diiz kas, fibroblast ve epitel) saglanir ve
birgogu biyolojik aktivitelerini gostermede hedef hiicrelerdeki 6zel reseptorleri
kullanirlar (Collins 1988). Bazilar1 ise lizozomal proteaz gibi kendileri dogrudan
enzimatik aktiviteye sahiptir. Bir kimyasal araci digerlerini hedef hiicreler yolu ile
salgilattirabilir. Aract molekiillerin bazilarinin etkileri inflamasyonu siddetlendirirken
bazilar1 buna kars1 zit etki olusturabilir. Bir veya birden ¢ok hiicreyi etkileyebildikleri

gibi farkl hiicrelerde farkl farkli etkiler de gosterebilirler. Genelde yasam stireleri ¢ok
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kisadir. Organizmada ya ¢abuk yikilirlar (6rn. arasidonik asit metabolitleri), ya enzimler
ile inaktive edilirler (6rn. Kininaz bradikinini aktive eder) veya inhibe edilirler (6rn.
kompleman inhibitorleri). Kisaca bu sistemin diizenini ve dengesini kontrol eden bagka
bir sistem vardir. Bu aracilarin ¢ogunun potansiyel zararli etkilerinin olduguda
bilinmektedir (Majno 1975; Pinckard 1994; Beutler 1995; Kunkel 1995; Margdius
1995; Morgan 1995; Dinarello 1996; Cirino 1997; Collins 1998).

Inflamatuvar doku yamti olusturulmasinda aracilik eden kimyasal aracilardan, ilk
kesfedilen histamin olmakla birlikte, sayilar1 giderek artmaktadir. Aracilar, hasarl
dokudan, hiicrelerden veya plazmadan koken alan gesitli kimyasal maddelerdir (Kuralay

ve Cavdar 2006). Cizelge 1.1.’te baslica kimyasal aracilar1 gorebiliriz.

Cizelge 1.1. Spesifik kimyasal aracilarinsiniflandirilmasi.

Kimyasal Aracilar

1. Vazoaktif Aminler: Histamin, serotonin

2. Plazma Proteazlar:
a) Kininler: Bradikinini, kallikrein
b) Kompleman sistemi: C3a, C5a, C5b-9

c) Koagtlasyon-fibrinolitik sistem: Fibrinopeptidler ve fibrin yikim tiriinleri

3. Arasidonik Asit Metabolitleri:

a) Siklooksigenaz yolu (prostaglandinler, tromboksanlar, endoperoksitler)
b) Lipoksigenaz yolu [l6kotrienler, hidroperoksieikozatetraenoik asit (HPETE),
hidroksieikozatetraenoik asit (HETE)]

4. Lokosit Urtinleri: Lizozomal proteazlar, serbest oksijen radikalleri

5. Trombosit Aktive Eden Faktor (TAF)

6. Sitokinler

7. Buyume Faktorleri

8. Diger Aracilar
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1.Vazoaktif Aminler: Histamin ve serotonin akut inflamasyonun en basinda artmis

permeabiliteden sorumlu aracilardir (Bienvenu 1995).

a. Histamin: Histamin i¢in en zengin kaynak, kan damarlarina bitisik olan konnektif
dokudaki mast hiicreleridir. Ayrica kan bazofilleri ve trombositlerde saklanirlar.
Mast hiicrelerinden histamin salinimi, mast hiicre degranilasyonuna yol acan
cesitli fiziksel uyarilari (travma ve soguk/sicak vb.) tetikler.

b. Serotonin: Trombositlerde ve mast hicrelerinde graniillerde saklanirlar.
Trombositlerden serotonin ¢ikisini takiben, kollagenle temas veya antijen antikor
kompleksleri ile temastan sonra uyarilir. IgE aracili reaksiyonlarda mast
hlcrelerinden kaynaklanan trombosit aktive eden faktdr (TAF), trombositlerden

histamin ve serotonin salinimina ve trombosit agregasyonuna neden olur.

2.Plazma Proteazlari: inflamatuvar yanitta plazmadan kaynaklanan araci cesitleridir

(Bienvenu 1995).

a. Kininler: Sistemde vazoaktif olan ve erken vaskiler permeabilite artisindan
sorumlu olan bradikinindir.

b. Kompleman Sistem: Hem imminite de hem inflamasyonda rol oynarlar. C3
aktivasyonu diger kompleman birimleriyle etkilesimde oldugu icin en kritik
olaydir.

c. Koagulasyon-Fibrinolitik Sistem: Fibrinopeptidler ve fibrin yikim Grlnleri

vaskdler permeabilitede artisa neden olurlar.

3.Arasidonik Asit (AA) Metabolitleri: inflamatuvar stimulus veya C5a gibi aracilarla
fosfolipaz aktivasyonuyla membran fosfolipidlerinden a¢iga ¢ikan ¢oklu doymamis yag
asitleridir. Yirmi karbonlu yag asitlerinin membran fosfolipitlerinden mekanik,
kimyasal ve fizik uyaranlar1 ve diger aracilarin etkisi ile olusan hiicresel fosfolipazlar
sayesinde a¢iga cikarlar. Aragidonik asit metabolitleri iki major enzim aracilifi ile
sentezlenirler. Siklooksijenaz yolu ile prostasiklin (PGI,), tromboksan A2 (TxA,),
PGE,, PGD;, PGF; meydana gelir. Bunlar inflamasyonda agr1 ve ates gelisiminde de rol
oynarlar. Lipooksijenaz yolu ile 16kotaksinler (16kotrienler) olusur ve inflamasyonda
onemli gorevleri Ustlenirler. Lipoksinler bu ailenin en yeni tyesidir. Proinflamatuvar ve

antiinflamatuvar etkileri vardir.
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4.L6kosit Urinleri: Lizozomal proteazlar ve serbest oksijen radikalleridir. Notrofil ve
makrofajlar kemotaksi, immunkompleksler veya fagositoz ile aktive edildiklerinde
lizozomal enzimleri ve serbest oksijen radikalleri salarak inflamatuvar yanita eslik

ederler.

5.Trombosit Aktive Eden Faktor (TAF): Trombositlerin toplanmasina ve igeriklerinin
salinmasina sebep olan antijenle uyarilmis nétrofil, bazofil, monosit ve ¢esitli endotel

hlcrelerinden agiga ¢ikan aracilardir.

6.Sitokinler: CD4+ T lenfosit ve aktive makrofajlar gibi bir¢ok hiicre tipinden olusan
aracilardir. T hicrelerinden salinan sitokinler ve hucresel orjinleri Sekil 1.3.°te
gosterilmektedir (Park ve Barbul 2004).

/

U Aktivasyon ﬂ
Hiicresel immiinite Hiicresel immiinite B
makrofajlar lenfositler

Sekil 1.3. T hucrelerden sekrete edilen sitokinler ve hucresel orjinleri (Ty0, immatir
CD4+ T hucreler; IFN, interferon; IL, interlokin; TNF, timdr nekroz faktor; GM-CSF,

graniilosit makrofaj koloni uyarici faktor) (Kuralay ve Cavdar 2006).
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Sitokin salinimi, bakteriyel Grdnler, immin kompleksler, toksinler, fiziksel incinmeler
ve cesitli inflamatuvar olaylarla uyarilabilir. Sitokinler polipeptid yapida olup
inflamasyonda en 6nemlileri interlokinler (IL) ve tumor nekroz faktor-alfadir (TNF-a).
Ozellikle 1L-1 ve TNF-o bircok ortak biyolojik ozellikleri paylasir. Her ikisi de aktif
makrofajlar, lenfosit ve diger hiicre tipleri tarafindan olusturulur ve proinflamatuvar

sitokinler olarak adlandirilirlar (Kuralay ve Cavdar 2006).

Sitokinler, kendilerinin hicbir intrinsik ve enzimatik aktivitesi olmadigi halde
inflamasyon sirasinda uyarana karsi (bakteri, yabanci cisim vs.) baglatilmis immiin
cevabin bir parcast olarak gorev alirlar. Bu sekilde hedef hiicrelerdeki spesifik
reseptorlere baglanir ve hiicre davramisini degistirirler. Kok htcrelerinde, 6zellikle
lenfosit, makrofaj, endotel, epitel ve bag dokusu hiicrelerinde sentezlenir ve
salgilanirlar. Otokrin, parakrin, endokrin etkileri olabilir. Uyaran ne olursa olsun
(infeksiyoz/infeksiy6z olmayan) organizmadaki tiim sitokin ag1 harekete gecer. Sadece
birinin aktivasyonu hepsini tetikler ve asir1 diizeylerde salgilanir. Boylelikle
proinflamatuvar sitokinler (TNF, IL-1, IL-12, IFN-a, IL-6 vb.), bunlarla zit etkileri olan
antiinflamatuvar sitokinler (IL-10) ve c¢ozinlr haldeki proinflamatuvar sitokin
inhibitorler (¢coziiniir haldeki TNF reseptoriine karsi, IL-1 tip 2 reseptoriine karsi ve IL-
Ira) salinir (Schlag ve Redc 1996; Paterson ve Webster 2000). Bu proinflamatuvar ve
antiinflamatuvar sitokinler arasindaki denge ne tarafa dogru degisirse inflamasyonun
gidisi de o yonde olur. Sitokinler inflamasyondaki en énemli etkilerini endotel, 16kosit,
fibroblast ve akut faz reaktanlar1 iizerine gosterirler. Endotel aktivasyonu ve endotelyal
adezyon molekdllerinin sentezini artirmalarinin yaninda, bir¢ok kimyasal aracilarin,
bliylime faktorlerinin, aragidonik asit metabolitlerin ve nitrik oksitin salimini arttirirlar.
TNF aynmi zamanda notrofillerin etkilerini artirir ve proteolitik enzim desarji ile hiicre

hasarina neden olabilir.

7.Buylme Faktorleri: Aktive olmus makrofajlardan salinir ve etkilerini hiicre
membranindaki reseptorlere baglanarak gosterirler. Aktif makrofaj, hicre hacmi
velizozomal enzim dizeyi artmis oldugundan daha fazla fagosite edebilme yetenegine
sahiptir ve kronik inflamasyonun karakteristigi olan fibrozisi olusturan gesitli biyolojik
aktif Urtinleri salgilar. Bunlar lizozomal proteazlar ve plazminojen aktivatori gibi

proinflamatuvar enzimler, koaglilasyon ve kompleman sistemi fragmanlari, reaktif
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oksijen metabolitleri, AA metabolitleri, TAF ve IL-1 ve TNF gibi sitokinlere ilaveten

cesitli hiicre tiplerinin proliferasyonunu etkileyen biiyiime faktorleridir (Park ve Barbul

2004).
8.Diger Aracilar:

a. Nitrik Oksit (NO): Arjinin aminoasidinin guanido grubunda yer alan nitrojen
atomu ile molekiiler oksijenin reaksiyona girmesi sonucu olusan kisa omiirlii bir
serbest radikaldir. NO olusumunu katalize eden enzim ise nitrik oksit sentaz (NOS)
olarak bilinmektedir. Bu enzimin endotel hiicrelerinde e-NOS, ndronlarda cNOS
ve indiklenebilir form olarak iNOS olmak Uzere, Ug¢ tip izoformu bulunmaktadir
(Rizk ve dig. 2004). NO’in mast hiicreleri tizerine etkisi Sekil 1.4.’te, immin ve
inflamatuvar hiicrelerde NO sentezi ve reaksiyonlar1 ise Sekil 1.5.°te
gosterilmektedir (Coleman 2002). Nitrik oksidin mast hiicre aktivasyonunu inhibe
edici fonksiyonu yaninda siiperoksit radikali ile reaksiyona girerek reaktif radikal
tirlerinin olusmasi ve doku hasarina yol ag¢tig1 gosterilmistir (Kuralay ve Cavdar
2006). NO, sistemik inflamatuvar yanitin olusmasinda da rol oynayan serbest
radikallerle birleserek reaktif nitrojen tiirevlerini meydana getirir. Bunlarin
ekstraseliiler olarak az miktarlarda salinimi kemotaksis, sitokin ve endotel 16kosit
adezyon molekiillerinin ekspresyonuna neden olur. Asir1 salinimi ise viicut i¢in
zararhidir. Endotel hiicre hasar1 ve vaskiiler permeabilite artisi, antiproteazlarin
inaktivasyonu sonucu hiicrelerin yaralanmasi gibi olumsuzluklara neden olur

(Ward ve dig. 1998).
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Sekil 1.4. Mast hiicre kaynakli vaskiiler inflamatuvar olaylar (Kuralay ve Cavdar 2006).
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Sekil 1.5. Immiin ve inflamatuvar hiicrelerde nitrik oksit sentezi ve reaksiyonlar

(Kuralay ve Cavdar 2006).
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b. P Maddesi: Bu noropeptit sinifi aracilar, baslica primer periferik afferent
sinirlerin terminal uglarinda bulunur ve agn iletiminde primer olarak goérevli
kimyasal aracilardan biridir.

c. Hem Oksijenaz 1 (HO-1): Yikim yolunda da etkin mikrozomal bir enzimdir. Bu
yolda Uretilen karbon monoksitin (CO) hiz kisitlayici enzimidir. NO {iretimi gibi
CO f{retimi de guanilat siklaz tarafindan diizenlenir. Sinyal iletim yollarinin
dizenlenmesinde HO-1 aktivitesi veya aktivitesi sonucu ortaya g¢ikmigs CO
miktarlart bu proteinin antiinflamatuvar, antioksidan ve antiapoptotik etkilerine
aracilik etmektedir (Zhuang ve dig. 2005). Ayrica 6dem, l6kosit adezyonu ve
diger inflamatuvar sitokinlerin iiretimini inhibe edici etkileri vardir (Alcaraz ve

dig. 2003).

Koruyucu bir yanit olan inflamasyonun temel amaci, organizmay1 hlcre incinmesinin
neden ve sonuglar1 olan nekrotik hiicre ve dokulardan temizlemektir. inflamasyonda

salinan kimyasal aracilarin hiicreler lizerine etkileri kompleks ve degiskendir.
1.1.2. Sistemik inflamasyon

Bagisiklik sistemi inflamasyonun olusumunda ve devaminda hem dogal hem de
kazanilmis bagisiklik sisteminin tiim bilesenlerini kullanir. Etkili bir inflamatuvar yanit
gliclii bir bagisiklik sistem varhiginda gerceklesir (Terzioglu 2004). Eger uyaran
organizmada inflamasyonu tetiklerken belli bir esik degeri asar ise o zaman sistemik
inflamasyon bulgular1 ortaya ¢ikar. Sistemik inflamasyon kandan beyne gecen hastalik
sinyalleri ile iliskilidir ve beyinle iligkili olan perivaskiiler makrofajlar ve mikroglialar
araciligiyla gelisir (Amor ve dig. 2013). Makrofajlar monositlerden tiirer, monositler
kemik iliginde biiylir ve daha sonra kan dolasimina girerler. Dolasimdaki monositler
inflamasyonun kimyasal aracilara yanit verirler. Bu aracilar tarafindan aktive
edildiklerinde monositler endotelin i¢inden geger ve bu gegisten sonra artik kendilerine
makrofaj denir. Merkezi sinir sisteminde bulunan makrofajlara ise mikroglialar
denilmektedir. Bu perivaskiiler elemanlarin aktivasyonu sonucunda sistemik
inflamasyon gerceklesir. Sekil 1.6.ta sistemik inflamasyonun meydana gelmesi igin

gerekli olan perivaskiiler bag dokusu elemanlar1 gosterilmektedir.
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Sekil 1.6. Inflamasyonun meydana gelmesi igin gerekli olan perivaskiiler bag doku

elemanlar (Collins 1988; Referanstan degistirilerek alinmustir.).

Son zamanlara kadar merkezi sinir sistemi ile periferik bagisiklik sisteminin birbirinden
neredeyse tamamen bagimsiz isledigi dislinilmekteydi. Fakat son donemdeki
arastirmalar, disiiniilenin aksine periferik bagisiklik sistemindeki bazi olaylarin
ozellikle sistemik inflamasyonun merkezi sinir sistemindeki surecleri 6nemli olglide
etkileyebilecegine dair veriler saglamaya baslamistir (McAllister ve van de Water
2009). Merkezi sinir sisteminde bulunan mikroglialar, astrosit ve oligodendrositler
ndronlar i¢in sadece destek ve nutriyonel fonksiyonlar: listlenmez, ayn1 zamanda, zaman
zaman merkezi sinir sistemini patojenlerden korumak uzere inflamatuvar proseslere
katkida bulunurlar. Merkezi sinir sisteminde meydana gelen herhangi bir inflamatuvar
yanit neticesinde mikroglia hiicreleri aktive olurlar. Mikroglialar aktive olduktan sonra
sitokin, kemokin, nitrik oksit ve reaktif oksijen tiirleri gibi arac1 molekiileri salgilarlar.
Noronlarin mikroglia hiicrelerini kontrol ettigi ve inflamatuvar cevap olmadigi
durumlarda bunlar1 sessiz pozisyonda tuttugu bilinmektedir. Herhangi bir inflamatuvar
cevap neticesinde, mikroglia aktivasyonu gergeklestirilerek dogal ve bagisiklik sistem
aktive edilir (Amor ve dig. 2013). Proinflamatuvar sitokinlerin reseptorlerinin en yiksek

oldugu beyin bolgeleri hipotalamus, hipokampis ve korteksdir.
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1.1.3. Sistemik Inflamasyonun Nérodejeneratif Hastaliklarla iliskisi

Sistemik inflamasyonun seyri sirasinda merkezi sinir sistemi tarafindan kontrol edildigi
bilinen bircok ndrobiyolojik olay gelismektedir. Hipertermi, hipotermi, uykuya
yatkinlik, anoreksi ve hipotalamo-hipofizer-adrenal korteksin aktivasyonu bunlar
arasinda sayilabilir. Bu degisiklikler temelde adaptif nitelikte olup inflamasyona yol
acan uyarana karsi (6rnegin; enfeksiy0z mikroorganizmalar gibi) optimal bir savunma
yapmaya yoneliktir (Kumar ve dig. 2003; Majno ve Joris 2004). Ancak, bu siirecte
olusan bazi degisiklikler maladaptif karakterde olabilir ve bunlar ndronal hasara neden
olabilirler. Bagisiklik sisteminin disregiilasyonunun bir¢cok norolojik ve psikiyatrik
hastalikla baglantis1 olduguna dair veriler giin gectikce artmaktadir (McAllister ve
Patterson 2012). Ayrica noral inflamasyonun Alzheimer, Multiple skleroz ve Parkinson
hastaliklarindaki rolii de giderek netlesmektedir (Block ve Hong 2005; Lucin ve Wyss-
Coray 2009).

Sistemik infeksiyonun veya organizmayi sistemik inflamatuvar cevaba iten herhangi
zorlayict bir durumun, kronik ndrodejeneratif hastaliklarin olusumuna ve/veya
gelisimine katki sagladigi tahmin edilmektedir (Perry 2004). Alzheimer, Parkinson veya
Prion hastaliklar1 gibi kronik norodejeneratif hastaliklarda, hastaligin patolojisi direkt
olarak inflamatuvar cevapla iligkilidir ve beyindeki makrofaj populasyonunun
aktivasyonu ile karakterizedir (Town ve dig. 2005; Bellucci ve dig. 2011; Maetzler ve
dig. 2011; Mosley ve dig. 2012). Norodejeneratif hayvan modellerinin, sistemik
inflamasyonu takiben abartili derecede merkezi dogal bagisiklik cevabi verdigine iligskin
kanitlar her gecen giin artmaktadir (Gabbita ve dig. 2012; Marchese ve dig. 2014).
Nitekim Alzheimer hastaligiyla ilgili yapilan klinik ¢aligmalar, sistemik inflamasyona
cevap olarak kognitif islevlerde azalma ve abartili hastalik davranisi ile ilgili veriler
sunmaktadir (Holmes ve Butchart 2011). Bu iletisimin daha iyi anlasiimasi Alzheimer
hastaliginin olusumuna ve gelisimine neden oldugunu bildigimiz risk faktorlerini daha
iyi aciklamamizi saglayabilir ve sistemik dogal bagisiklik sisteminin manipiilasyonunu
alternatif bir tedavi yontemi olarak sunabilir. Alzheimer hastaliginin, beyinde anormal
amiloid beta (AB) protein plaklarinin ve tau proteininden olusan noérolif yumaklarinin
birikimi sonucunda meydana geldigi bilinmektedir. Nitekim Alzheimer hastaligiyla
ilgili yapilan klinik c¢aligmalarda inflamasyonun hastaliga 6nemli diizeyde katkida

bulundugu saptanmistir (Holmes ve Butchart 2011). Ornegin, Alzheimer hastaliginin
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sistemik inflamasyonun olusumu sirasinda meydana gelen aracilardan biri olan nitrik
oksit sentezi ile iligkili oldugu bulunmustur. Nitrik oksit sentez ekspresyonuna,
miiteakip nitrik oksit {iretiminin ve ortaya ¢ikan {iriiniin AB’yi nasil degistirdigi heniiz
bilinmemekle birlikte Alzheimer patolojisine katkida bulundugunu ve hastaligin
ilerlemesine neden olabilecegi saptanmistir (Kummer ve dig. 2011).Ayrica, son
caligmalar kronik noroinflamasyonun, Parkinson hastaliginin patofizyolojisi ile
baglantili oldugunu goéstermektedir (Bartels ve dig. 2007; Collins ve dig. 2012).
Parkinson hastalig1 viicut hareketini dizenleyen nigrostriatal dopaminerjik (DA) yolun
ilerleyici dejenerasyonu ile karakterizedir (Olanowand 1999). Beynin alt kisimlarindaki
gri cevher cekirdeklerinin bozukluguna bagl bir sinir sistemi hastaligidir (Jellinger
2001). Aym sekilde kronik sistemik inflamasyonun neden oldugu hastaliklardan biri
olan Multiple skleroz (MS), genellikle geng erigskinlerde gozlenir. Hastaligin %10’ luk
belirtileri ortaya ¢iktiginda hafifleme gosterse de semptomlar daha da kotiilesir.
Multiple skleroz ile iliskili norodejenerasyonlar, merkezi sinir sisteminin beyaz beyin
dokusunda lezyonlar seklinde ortaya gikar. Ozellikle otoimmiin tepki olduguna inanilan
Multiple sklerozda miyelin tabakasi zarar gormistiir (Schonrock ve dig. 1998; Hill ve
dig. 2004; Rose ve dig. 2004).

1.2. HIPOKAMPUS

Filogenetik olarak beynin en eski bolimlerinden biri olan hipokampus frontal kesitlerde
C harfi seklinde gorilir (Barr ve Klernam 1988; Songur ve dig. 2001) (Sekil 1.7.). Dis
yuzunin goérunimi  kogboynuzuna benzedigi igin Onceleri Ammon’un boynuzu
anlamma gelen Cornu ammonis adi ile anilan bu olusuma, sonra denizatina

benzerliginden dolay1 hipokampiis (hippos=at, kampos=deniz) ad1 verilmistir.
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Sekil 1.7. A) Hipokampiisiin denizati ile benzerligi B) Ammon: Kogbasli Misir ilah1
(Koc Okudur 2013).

Hipokampus bir gri cevher tabakasi olup, Sekil 1.8.’te goriildiigli gibi lateral ventrikiiliin
alt boynuz tabani1 boyunca uzanir. Yaklasik 5-8 cm uzunlugunda, ventrikiile bakan yiizii

konveks, hemisferin alt kismina bakan yiizii ise konkavdir (Songur ve dig. 2001).

Hipokampiis

Sekil 1.8. Hipokampiisiin konumu ve sekli (Koc Okudur 2013).

Hipokampus; prefrontal korteks, septumamigdala, hipotalamusun paraventrikiler
cekirdegi, gyrus cinguli gibi yapilarla birlikte limbik halkay1 olusturur. Limbik sistem
icgudi ve emosyonel reaksiyonlardan beynin diger kisimlarina oranla daha fazla
sorumludur (Sekil 1.9.).
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Thalamus

Hypothalamus

Sekil 1.9. Limbik sistem (Boeree 2009).

Histolojik olarak hipokampiis ii¢ boliime ayrilmaktadir ve bu {i¢ boliimiin tamamina
hipokampal formasyon adi verilmektedir. Ilk boliim cornu ammonis esas hipokampiis
(hippocampus proper) diger boliimler ise dentat girus ve subikulumdur. Hipokampal

formasyon hafizadan ve 6grenmeden sorumludur.

AL A v S

Sekil 1.10. Hipokampusun bolimleri (Boeree 2009).
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1.2.1. Hipokampusin Fonksiyonlari

Hipokampusin karmasik yapisi ve beyinde bulunan birgok bolge ile yakin iliski i¢inde
olmas1 hipokampiis fonksiyonunun tanimini zorlastirmaktadir (Kandel 1979; Cooper
1981; Nolte 1988; Songur 2001; Turkoglu 2005). Goérme, isitme, koku, dokunma, i¢
organ duyular1 gibi her tiirlii duyusal uyari, kiiclik bir alan dahi olsa, hipokampiisii
aktive eder. Hipokampds ise hypothalamus, ventral thalamus ve limbik sistemin diger
bolgelerine sinyaller gonderir. Bdylece hipokampiis, hareketlerin davranig bigimine
donismesinden once, limbik sistemi etkileyerek davranislarin sekillenmesine neden olur
(Brodal 1981). Bundan dolayr hipokampiisiin, gelen duyusal sinyalleri igerisinden
geciren ek bir kanal rolii oynadigi diistintlebilir (Guyton ve Hall 1996). Yeni bilgilerin
depolanma kapasitesi olarak bilinen kisa siireli hafizanin, hipokampiis ile yakindan
ilgisi bulunmaktadir (Green 1960; Songur ve dig. 2003). Bu nedenle verbal veya
sembolik uzun siireli anilarin kalici olabilmesi i¢in sag ve sol hipokampiise gereksinim
vardir (Brodal 1981; Carpenter ve Sutin 1983; Guyton ve Hall 1996; Songur 2001).
Gorsel hafiza ile ilgili fonksiyonlarda sag, sozel hafiza ile ilgili fonksiyonlarda sol
hipokampiis bolgesi daha fazla aktivite gostermektedir (Taner 1999; Kandel ve dig.
2000).

Gunumizde hipokampiisiin norodejeneratif hastaliklarla yakindan iliskili oldugu
bilinmektedir (Songur ve dig. 2001). Ornegin, Alzheimer hastalarmin hipokampiisiinde
hiicre sayisinda bir azalma oldugu tespit edilmistir (Selkoe 1993). Sag hipokampiiste
meydana gelen bir lezyonun gorsel hafizada, sol hipokampiiste meydana gelen bir

lezyonun sozel hafizada kayip meydana getirdigi rapor edilmistir (Kandel ve dig. 2000).

Insanda néronlari biiyiik gogunlugu prenatal yasamda ikinci trimesterin sonunda olusur.
Noronal migrasyon gebeligin ilk haftalarinda baslar ve dogum sirasinda biiyiik ol¢lide
tamamlanir. Insan beyninin gelisimi dogum 6ncesi dénem ile ilk alt1 yas dolayinda
oldukga hizlidir. ilerleyen yaslarda sinaps sayisinda azalma gozlenir. Ancak &nceki
bilgilerin tersine giiniimiizde néronlarin kendini yenileme veya onarma yetenegi ile yeni
noronlarin olugmasi olarak tanimlanabilecek ndrogenezin eriskin donemde de devam
ettigi bilinmektedir. Norogenezle iliskili en Onemli beyin bolgesi hipokampustir
(Bakirc1 2009; Koc Okudur 2013).
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Hipokampiisiin fonksiyonlarinda néroplastisite ¢ok onemlidir. Merkezi sinir sistemi
gerek i¢c cevreden gerekse dis cevreden gelen uyaranlara yanit verme ve uyum
saglayabilme yetenegine sahiptir. NOroplastisite, i¢ ve dis uyaranlara bagl olarak
ndronlarin ve olusturduklar: sinapslarin yapisal 6zellikleri ve islevlerindeki degisiklikler
olarak tanimlanabilir. Noroplastisite ile gerceklesen degisikliklere 6rnek olarak;
dendritlerde dallanmanin azalmasi veya artmasi, dendritlerde kirilma, dendrit boylarinda
uzama, yeni sinaps olusumu veya mevcut sinapslarin ortadan kalkmasi, sinapslarin
etkinliginin degismesi, norogenez, norotrofik faktorlerin etkinliginde degismeler
sayilabilir (Warner-Schmedt ve Duman 2006). Hipokampusiin limbik sistemin amigdala
basta olmak tizere duygudurum diizenlenmesinde rol oynayan diger bolgeleri ile siki bir
iletisim halinde olmas1 da noroplastisite yoniinden ¢ok dnemlidir (Warner-Schmedt ve

Duman 2006).

1.3. LIPOPOLISAKKARIT

Lipopolisakkarit (LPS), Gram (-) bakterilerin hiicre duvarmin yapisinda bulunan bir
endotoksindir. Vaskiiler sistemde artan LPS miktari, sitokinlerin salinmasinda ve
sistemik inflamatuvar cevabin olusmasinda anahtar role sahiptir (Beutler 2002; Ozdemir
2014). LPS uygulamasi, sistemik inflamasyonu tetiklemekte ve dolasima yeterince LPS
gectiginde, immiin sistemin hiicrelerini aktive ederek proinflamatuvar ve
antiinflamatuvar = sitokinlerin salinmasma neden olmaktadir. Inflamatuvar yanit,
proinflamatuvar sitokinlerin salinmasi ile tetiklenmektedir. Proinflamatuvar sitokinlerin
asir1 liretimi, hayati1 tehdit eden semptomlarin goriilmesine neden olmaktadir (Damas ve
dig. 1997; Haupt ve dig. 1999). Gectigimiz yillarda yapilan calismalarda, LPS
uygulamas1 ile aktive edilen periferik inflamatuvar cevabin aktivasyonunun

hipokampiise bagli hafizay1 bozabilecegi gosterilmistir (Thomson ve Sutherland 2005).

LPS disinda lipoteikoik asit (LTA), peptidoglikan ve mannan gibi Gram-pozitif
bakterilerin ve funguslarin hiicre duvari bilesenleri de immiin yanit1 giiglii bir sekilde
uyarmakta ve enfeksiyona yanit olarak proinflamatuvar sitokinlerin olugumunu

tetiklemektedir (Ulevitch ve Tobias 1995).

LPS, birbirlerine kovalent olarak baglanmis, molekiile polar ve amfipatik 6zelliklerini

kazandiran {i¢ degisik bolgeden olusmaktadir (Sekil 1.11a.) (Temiz 2014).
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1) Endotoksin olarak da bilinen lipit A
2) Cekirdek oligosakkarit

3) Tekrarlayan oligosakkarit zincirlerinden olusan O antijeni.
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Sekil 1.11. Lipopolisakkarit ve lipit A’nin yapisinin sematik gosterimi A) LPS ve B)
Lipit A (Temiz 2014).

LPS’nin toksisitesi ile immiinolojik etkisinden sorumlu olan ve yapinin en i¢ tabakasini
olusturan immiinoreaktif, biyoaktif lipit A bileseni, gram-negatif bakterilerde gozlenen
toksik etkilerin birgogundan sorumlu olan ve “endotoksin” olarak da bilinen yapidir.
Sekil 1.11b.’te goriildiigii tizere 6 adet agil grubu ile 2 adet glukozamin molekulune
baghdir (Kitchens ve dig. 1998) ve konak hucredeki toll-benzeri reseptér (TLR) 4 ve
myeloid differentiation (MD) 2 reseptorleri tarafindan taninarak giiglii bir immiin yanit

olusturmaktadir (Kawai ve Akira 2010).
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Lipit A'min baslica etkisi, makrofajlar1 etkinlestirmesi ve inflamasyona neden olan
olaylan tetiklemesidir (Sari ve dig. 2014). Gram-negatif bakterilere veya LPS gibi
bakteriyel iiriinlere yanit olarak baslayan inflamatuvar siire¢lerde rol alan baslica
reseptor TLR4 olmasina karsin, 3 farkli ekstraseliiler aksesuar proteinde gorev
almaktadir (Sekil 1.12) (Gangloff ve Gay 2004).

0 antijeni LPS
Cekirdek TLR4-MD-2
oligosakkarit
LBP
Lipit A .
Dis membran
Peptidoglikan
Ig membran
Gram negatif bakteri TR
domain
I

Sekil 1.12. LPS sinyal iletiminde gorevli olan aksesuar proteinler (CD, farklilasma
kiimesi; LPS, lipopolisakkarit; LBP, LPS-baglayic: protein; MD, myeloit farklilasma;
TIR, toll/IL-1-reseptér homolog boélgesi; TLR, toll-benzeri reseptdr) (Temiz 2014).
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LPS ve gram-negatif bakterilere verilen hizli inflamatuvar yanitin indiiksiyonunda (Jack
ve dig. 1997) rol alan aksesuar proteinlerden biri olan lipopolisakkarit baglayici protein
(LPS baglayic: protein; LBP), hepatositler tarafindan sentezlenip dolagima verilen
LPS’nin lipit A kismina baglanan (Tobias ve dig. 1995) ve lipit transferaz etkinligine
sahip bir serum glikoproteinidir. Lipit transferaz etkinligi ile bakteri hiicre duvarinda
bulunan LPS’nin farklilasma kiimesi (CD) 14 reseptorlerlerine transferine aracilik
etmektedir (Schumann ve dig. 1990). CD14 reseptori miyelomonosit, makrofaj ve
polimorfontkleer l6kositlerde eksprese edilen LPS sinyal iletiminde rol alan aksesuar
proteinlerden bir digeridir (Wright ve dig. 1990). TLR4, LPS ile baslayan sinyal ileti
olaylarinda yer alan, TLR ailesinin bir Gyesi olan tip | transmembran proteinidir (Kang
ve Lee 2011). TLR4’ten farkli olarak CDI14’lin hiicre i¢i olaylar1 baglatabilen

sitoplazmik bileseni yoktur.

Sekil 1.13’te LPS’nin sinyal iletisini gostermektedir. LPS, bakteri hiicre duvarlarindan
LBP tarafindan ekstrakte edilip serumda LBP tarafindan tasinmaktadir. LBP, LPS’yi
dolasimda ¢ozlinmiis bir protein halinde bulunan veya makrofaj hiicreleri gibi immiin
sistem hiicrelerinin membranlarinda glikozil-fosfotidilinozitol ile bagli halde bulunan
CD14 reseptorlerine transfer etmektedir. CD14 reseptorleri hucre igi sitoplazmik
bolgesinin olmamasi nedeniyle sinyal iletimini baglatamamaktadir. CD14, TLR4-MD-2
reseptor kompleksine LPS sunmakta ve bu reseptdr kompleksinin dimerize forma
dontiserek etkinlesmesine aracilik etmektedir. LPS’nin baglanmasinin ardindan TLR4-
MD-2 kompleksi ikinci bir TLR4-MD-2 reseptor kompleksi ile dimerize olarak hicre
ici TIR bolgesi araciligiyla adaptor proteinlerini etkinlestirmektedirler (Lu ve dig.
2008). TLR4 reseptorleri myeloid farklilagma faktor 88 (MyD88)'e bagimli ve toll-
interlokin 1 reseptor alami iceren adaptor protein- indUkleyici interferon-g (TRIF)-
bagimli olmak tizere 2 farkli yol ile sinyal iletimini baslatmaktadir. MyD88'e bagiml
yolda TLR4-MD-2 reseptoér kompleksinin dimerizasyonu ile etkinlesen toll-interlokin 1
reseptOr alan iceren adaptor protein (TIRAP) ve MyD88 gibi adaptdr proteinler (Kagan
ve Medzhitov 2006), 6zgiil tirozin kinazlar ile serin/treonin kinazlarin etkinlesmesine
aracilik ederek birbirlerini izleyen bir dizi olaylar tetiklemektedir. Bu sinyal ileti yolu,
diger transkripsiyonel etkinlestiriciler ile birlikte inhibitér kB (inhibitéri xB; IkB )’nin
fosforilasyonu, ubikuitinasyonu ve degradasyonuna yol agcarak NF-xB’nin serbest hale
gelmesine, niikleer membran baglayic1 bolgeleri ile niikleer membrana baglanarak

niikleusa translokasyonuna aracilik etmektedir. Inflamasyona aracilik eden pihtilasma
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faktorleri, sitokinler, kemokinler, nitrik oksit sentaz (NOS), kompleman sistemi ve diger
akut faz proteinlerinin genleri, promotor bolgelerinde NF-xB baglayan alanlara sahiptir
(Reitsma ve dig. 2003; Cristofaro ve Opal 2006). TLR4 reseptorlerinin etkinlesmesi ile
baslayan bu sinyal ileti yolu, bir transkripsiyon faktorii olan NF-«kB’in etkinliginin
artmasi, TNF-a ile IL-6 gibi proinflamatuvar sitokinlerin ve inflamasyonda rol oynayan
enzimlerin olusumunda ve/veya etkinliginde artma ile son bulmaktadir (Takeuchi ve
Akira 2010). TLR4’iin endozomal internalizasyonu bir diger transkripsiyon faktorii olan
IRF3’lin etkinligini artiran TRAM ve TRIF gibi farkli adaptoér proteinlerin
etkinlesmesine aracilik etmektedir. Bu yol ile tip I interferon iiretimini artirarak da NF-

kB’in ge¢ donem etkinlesmesine yol agmaktadir (Sekil 1.13.) (Kawai ve Akira 2011).
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Sekil 1.13. LPS sinyal iletisi (CD, farklilasma kiimesi; LPS, lipopolisakkarit; LBP,
lipopolisakkarit baglayici protein; MD, myeloid farkiilasma; MyD, myeloid farklilasma
faktor; TLR, toll-benzeri reseptor; TIRAP, toll-interlokin 1 reseptdr alant iceren
adaptor protein; TRIF, toll-interlokin 1 reseptor alan iceren adaptor protein-inddkleyici
interferon-g; TRAM, TRIF-ilgili adaptor molekul) (Temiz 2014).

1.4. HIPOTERMIi

Insan ve hayvanlarda, 1s1 regiilasyonu hayatin devam ettirilmesi icin énemlidir. Normal
viicut sicakligi, genellikle 36-37 °C arasinda kabul edilmekte ve viicut sicakliginin 35
°C’in altina diismesi hipotermi olarak tanimlanmaktadir (Witte ve Sessler 2002).

Hipoterminin hafif, orta ve agir olmak iizere ii¢ farkli formu vardir (Oziigelik 2002).



Hafif Hipotermi; viicut 1sis1 34-35 °C arasindadir. Ozellikle ellerde ve ayaklarda
baslayan iisiime hafif koordinasyon bozuklugu ve giiclii titremeler meydana gelir.
Hipotermi derinlestikge hafiza kaybi, konusma bozuklugu, yilirimede zorlanma ve biling

degisiklikleri olur.

Orta Derece Hipotermi; viicut 1sis1 30-33 °C arasindadir. Tim viicut enerji
metabolizmasi ve fonksiyonlarinda yavaglama olur. Tiim dokularda O, tiketimi ve CO;

Uretimi azalmistir. Titremeler kaybolmustur.

Agir Hipotermi; viicut 1s1s1 30 °C’nin altindadir. Titreme yoktur ancak bu dénemde
hayat1 tehdit eden ciddi sorunlar ortaya ¢ikar (Weinber 1993; Klainer ve Mongillo
1996).

Genel olarak 1s1 yapimu ve 1s1 kayb1 arasindaki dengenin bozulmasindan kaynaklanan
hipotermi cilt hastaliklari, ila¢ yan etkileri, metabolik durumlar, nérolojik hastaliklar
veya néromuskuler yetersizlik kaynakli ortaya ¢ikmaktadir. Bazen ise cerrahi midahale
sirasinda ameliyathane sartlarma ve kullanilan malzemelere bagli olarak spontan ya da
cesitli uyaranlara bagl olarak da olusabilmektedir (Yilmaz 1997). Ornegin; LPS
enjeksiyonu, deney hayvanlarinda immiinolojik, endokrin, metabolik ve noérodavranigsal
bir dizi biyolojik belirtilerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Patojen istilasina karsi
organizmanin olusturdugu bu stratejiler akut-faz tepkimeleri olarak ifade edilir (Hart
1988; Kushner ve Rzewnicki 1997). Ates ve/veya hipotermi akut faz tepkimelerinin bir
sonucu olarak ortaya ¢ikar (Kluger 1991; Rothwell 1997; Dogan ve dig. 2002). Yapilan
calismalar gosteriyor ki periferal timor nekrozis faktorii (TNF)-a salinimi LPS uyariml

hipoterminin baglamasini tetiklemektedir (Waage 1987).

1.5. SPEKTROSKOPININ TEMELLERI

Spektroskopinin arastirma konusu elektromanyetik 1s1ma ile madde arasindaki
etkilesimdir. Spektroskopi, bir maddedeki atom, molekiil veya iyonlarin, bir enerji
diizeyinden digerine ge¢isleri sirasinda sogurulan, sacilan veya yayilan elektromanyetik
isimanin ~ Olgiilmesi  ve yorumlanmasi olarak tanimlanabilir  (Pekin  2013).
Elektromanyetik 1s1ma, uzayda ¢ok biiylik hizla hareket eden bir enerji tiirtidiir.
Elektromanyetik 1s1manin en ¢ok karsilasilan tiirleri, gézle algiladigimiz goriiniir 151k ve

1s1  seklinde algiladigimiz  kiziltesi 1sinlaridir.  Elektromanyetik 1s1ma, dalga
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frekanslarina gore yedi grupta simiflandirilir; radyo dalgalari, mikrodalgalar, kizilotesi,

goriiniir 151k, ultraviyole, X 151nlar1 ve gama 1silar1 (Geng Inan 2014) (Sekil 1.14.).
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Sekil 1.14. Elektromanyetik spektrum (Geng Inan 2014).
Isinimin birden ¢ok temel 6zelliginden (dalga boyu, periyodu, frekansi, hizi, dalga
sayis1 gibi) s0z edilebilir:

Dalga boyu (L); bir 1sinin dalga hareketinin ard arda gelen iki tepe noktasi arasindaki

uzakligidir.
Frekans (v); birim zamandaki titresim say1sidir.

Periyot (P); birbirini izleyen iki dalga tepesinin belli bir noktadan gegmesi icin gerekli

stredir. Birimi saniyedir.

Hiz (¢); 1s1n1n birim zamanda aldigi yoldur. Her gesit 1sinin vakumdaki hizi aynidir (¢ =

3.10" cm/sn).
Dalga sayis1 (V); birim uzakliktaki (6rnegin 1 cm’teki) dalga sayisidir.

Sekil 1.15.’te dalga boyu ve frekans iliskisi gosterilmistir (Pekin 2013).
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Sekil 1.15. Dalga boyu ve frekans iligkisi (Pekin 2013).

Bir 1s1n1in dalga 6zelliginin yaninda, pargacik 6zelligi de vardir ve bu pargaciklarin her
birine, foton denir. Is1gin siddeti, 151k demeti igindeki foton sayisi ile ilgilidir ve enerji
birimleriyle Slgiiliir. Isik enerjisinin absorbsiyonunda, molekiil kuantlanmis (degisken)
miktarda enerji alip verecegine gore, belli diizeydeki bir 1ginim1 absorblar. Bu bilesigin
batiin molekdlleri icin gecerlidir ve bdylece spektrumda absorpsiyon cizgileri goralur.
Fakat belli bir elektronik seviyede olan her molekiil ayn1 zamanda degisik titresim ve
donme seviyelerinde oldugundan bunlar spektruma absorpsiyon bantlari ve spektrum
pikleri seklinde yansir. Fotonlar belli bir enerjiye sahiptirler ve bu 1sinimin frekansini
belirler. Isinimin sahip oldugu enerji yukarida verilmis olan temel ozellikleri dikkate
alinarak bulunur. Buna gore bir molekiiliin 1smimi1 absorblamasi durumunda enerji
degisimi asagidaki denklem ile bulunur (planck sabiti: h = 6.6x10™ joule, ¢ =3,0 x 10®

ms™).

E=hv=hc/A
(1.1)

Bu hesaplamalardan; hem dalga sayist hemde frekansin direkt enerjiyle ilgili oldugu

sonucuna varilabilir (Pekin 2013).
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Elektromanyetik 1s1ma madde ile etkilesime gegtiginde, frekans degisiklikleriyle birlikte
niteliksel olarak davranislart da degisir. Elektromanyetik 1s1ma ve madde arasindaki
etkilesim; elektronlar veya atomlarin enerji diizeyleri arasinda gegise neden olabilir.
Elektronlar, bir enerji diizeyinden diger bir enerji diizeyine gegisleri sirasinda enerjiye
ihtiya¢ duyar. Ilk uyarilmis durum ile temel durum arasinda, olasi elektron gegisleri
meydana gelebilir (Freifelder 1982). Sekil 1.16.’ta tipik bir enerji diizey diyagrami

gosterilmistir.

\ Ik Uyarilmis Durum

‘@

Titresim Seviyeleri

[ = Temel Durum
v

—7
/

: /

NS

N/

Bir molekiildeki elektronlar ve ¢ekirdek ya da atomlar arasindaki mesafe

1T |

—

.
L

Sekil 1.16. Enerji diizey diyagrami (Freifelder 1982).

Her bir spektroskopik yontemin uygulanist sirasinda, fotonlarin sahip olduklari ve
yukarida sozii edilen enerjiler, molekiiller tarafindan farkli amaclarla absorblanirlar.
Absorblanan 1sinlarin spektrofotometre tarafindan saptanip, degerlendirilmesiyle elde
edilen veriler  (spektrum) absorbsiyonu yapan maddeye iliskin  analizi

sonuclandirmamiza yardimer olur.
1.5.1. Kazilotesi Spektroskopisi

Infrared (IR) spektroskopisi, kizil 6tesi 1sinlar ile analizlenen molekiil arasindaki

etkilesimi esas alarak gelistirilmis spektroskopik yontemlerden birisidir. Bir
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molekiildeki elektron veya atomlarin temel durumu ile ilk uyarilmis durumu arasindaki
gecis kizilotesi bolgesindeki 1sinlarin  sogurulmasi olur. Kizil 6&tesi spektrumu,
molekiildeki 6zel fonksiyonel gruplarin kimyasal baglarindaki karakteristik titresimler
tarafindan iretilir. Bir bilesigin titresim spektrumu o bilesige Ozgiidiir ve optik
izomerler diginda higbir bilesigin titresim spektrumu bir baskasi ile ayni degildir. Her
bir fonksiyon grubunun teshisi o grup i¢in belirgin olan titresim dalga sayisi ile saglanir.
Degisik fonksiyonel gruplara ait titresim dalga sayilar1, daha once literaturde yer verilen

bilgilerden veya atlaslardan faydalanilarak tanimlanmaya calisilir (Stuart 1997).

Elektromanyetik spektrumlarin kizilotesi kismi yakin, orta ve uzak kiziltesi olmak

tizere 3’e ayrilir (Smith 1999) (Cizelge 1.2.).

Cizelge 1.2. Kizil6tesi spektral bolgeleri (Smith 1999).

Bolge Dalga sayis1 Araligi Dalgaboyu (um)
(cm™)
Yakin-IR 14000-4000 0.8-2.5
Orta-IR 4000-400 2.5-25
Uzak-IR 400-4 25-1000

IR spektroskopisi molekiildeki ¢esitli baglarin titresim frekanslarini olger ve
molekiildeki fonksiyonel gruplar hakkinda bilgi verir. IR spektrumlarindaki absorpsiyon
bantlarimi tanmimak igin, gesitli titresim sekillerine verilen isimleri bilmek gerekir. IR
alanda gonderilen 1sinlarin absorblanmasina temel olusturan ve enerji gereksinimini
yaratan hareketler bu titresim hareketleridir. Bunlar gerilme titresimleri ve egilme
titresimleri olarak iki grupta toplamirlar (Geng inan 2014). Gerilme titresimleri; iKi
atomun ortak eksenleri boyunca birbirine yaklasma ve uzaklagma hareketlerinden
kaynaklanir. Antisimetrik ve simetrik gerilme olmak iizere iki ¢esidi vardir. Egilme
titresimleri; atomlar arasindaki bag acilarindaki degismelerinden kaynaklanir. Sallanma,
salinma, bukilme ve makaslama gibi cesitleri vardir. Bir kompleks molekilindeki

atomlar Sekil 1.17.te goriildiigii gibi 6 degisik yolla titresebilir (Geng Inan 2014).
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Sekil 1.17. IR emilim spektrumunda titresim hareketleri (Marcelli 2012).

1.5.2. Fourier Doniisiim Kizilotesi (FTIR) Spektroskopisi

Fourier doniisiim kizilotesi (FTIR) spektroskopisi, matematiksel bir metod olan bir
Fourier transformasyonu uygulayarak veriyi zaman alanindan frekans alanina aktaran
ozel bir kizilotesi spektroskopisi teknigidir. Bir FTIR spektrometre, interferogrami
toplar ve dijital hale getirir, Fourier Donilisiim uygular ve bilgisayar monitoriinde
spektrum olarak gosterir. FTIR spektrometresi, ilk olarak bir Michelson interferometresi
kullanarak o6rnekten gelen sinyallerin bir interferogramini toplar. Daha sonra bu
interferograma Fourier Doniisiimii uygulayarak bir spektrum elde eder. Interferometre,
gelen kizil otesi 1sinlart bir 1g1n ayirict kullanarak iki optik 1gina ayirir. Bir 1s1n sabit
alandaki diiz bir aynaya gider. Diger 151n, 151n ayiricidan ayrilip ¢ok kisa bir mesafeye
hareket eden diiz bir aynaya gider. Iki 151 kendi aynalarindan geri gelirler ve 1sin
ayiricisinda tekrar karsilastiklarinda birlesirler. Interferometredeki sinyal, birbirileriyle
birlesen bu iki 11nin sonucudur. Elde edilen bu sinyal interferogram olarak adlandirilir

(Gerwert 2010).
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Bir interferogramda, kaynaktan gelen sinyaller her kizil otesi frekans hakkinda bilgi
verir. Boylelikle, ayn1 zamanda biitiin frekanslarda 6l¢iilmiis olur. Spektrum veri analizi
icin frekanslar kullanilir. Fourier Doniisiimii, interferogrami absorbans-frekans
spektrumuna  doniistiirir. Bu  doniisim  spektrometre  bilgisayart tarafindan
gerceklestirilir ve dalgaboyuna kars1 absorbans grafigi olarak gosterilir ya da genellikle
daha ileri analizler icin frekans (cm™) olarak sunulur. Sekil 1.18.te FTIR

spektroskopisinin ¢alisma prensibi verilmistir.

Yogunluk

Yogunluk
A interferogram A
y  Spektrum
S fV‘/\\
| \
—’ ~
_'v
Detektdre GelenIsik AX

‘:’ Ornek

Hareketli Ayna

Istk Kaynagindan Gelen | q—gl >

Agikiik Isin Ayirici
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Sekil 1.18. Fourier doniisiim kizilotesi (FTIR) spektrometresi (Gerwert 2010).
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1.5.3. FTIR Spektroskopisinin Avantajlari ve Biyolojik Uygulamalari

FTIR  spektroskopisi, incelenmek istenen Ornegin fonksiyonel gruplarinin
titresimlerinden kaynaklanan yapisal ve fonksiyonel bilgilerin elde edilmesini saglayan
hassas bir tekniktir. Elde edilen parmak izi 6zelligi tasiyan bilgiler, molekiillerin
fonksiyonel gruplarinin tespit edilmesine ve dolayisiyla farkli yapilarinin ayirt
edilmesine olanak saglar. Bu bilgiler, 6ncelikle dogru bant tanimlamalarinin yapilmasi,
sonrasinda ise ilgilenilen bantlarin konumu, bant siddetleri ya da bantlarin altinda kalan
alan ve bant genisligi degerlerinin hesaplanmasi ile elde edilebilir. Bant siddeti ve alani
maddenin konsantrasyonu hakkinda bilgi verirken, bant konumu diizen/diizensizlik
hakkinda, bant genisligi ise dinamik hakkinda bilgi verir (Cameron ve Charette 1981;
Casal ve Mantsch 1984; Cakmak ve dig. 2003; Toyran ve Severcan 2003). Dolayisiyla,
FTIR spektrumlarindan bir bilesigin yapisindaki bag tiirleri, fonksiyonel gruplar ve
dolayist ile sistemde mevcut molekiillerin belirlenmesi, bunlarin konsantrasyonu gibi

pek cok bilgi elde etmek mimkundr.

FTIR spektroskopisi ile kullanilan 6rnege zarar vermeden biyolojik sistemler hakkinda
degerli bilgiler elde edilebilir (Rigas ve dig. 1990; Andrus ve Sitrickland 1998; Boyar
ve dig. 2003; Severcan ve dig. 2005; Toyran ve dig. 2006; Dogan ve dig. 2007; Walsh
ve dig. 2007; Garip ve dig. 2009; Severcan ve dig. 2012). Bu teknik kullanilarak ¢ok
diisiik konsantrasyondaki 6rnekler hem in vivo, hem in vitro kosullarda incelenebilir.
Protein, lipit, DNA, RNA, karbohidrat gibi molekdllerin fonksiyonel gruplarindaki
degisimler ve dolayist ile bu molekiillerdeki degisimler hassas bir gsekilde
belirlenebilmektedir (Stuart 1997; Severcan ve Haris 2012). FTIR spektroskopisi
sagladigr yliksek sinyal-giiriiltii oranm1 ile diisiik absorbansa sahip sulu protein
cozeltilerinin de incelenebilmesine olanak saglamaktadir (Pelton ve Mclean 2000).
Ozellikle proteinlerin ikincil yapi ve miktarlart hakkinda onemli bilgiler elde
edilebilmektedir (Haris ve Severcan 1999; Nilsson 2004; Severcan ve dig. 2004). FTIR
spektroskopisi ayrica biyolojik c¢alismalar agisindan lipitlerin diger biyomolekiillerle
etkilesimleri, kanser, diyabet, norodejenerasyon gibi patolojik durumlarin tani ve teshisi
gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir (Boyar ve dig. 2003; Severcan ve dig. 2005; Toyran
ve dig. 2006; Bozkurt ve dig. 2007; Toyran ve dig. 2007; Bozkurt ve dig. 2010;
Severcan ve dig. 2010; Ozek ve dig. 2010; Turker ve dig. 2011; Bozkurt ve dig. 2012;

Severcan ve Haris 2012). Bu nedenlerle, ¢alismamizda hipokampisiin incelenmesinde
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ve dokularda meydana gelen degisimlerin tespitinde bu teknik kullanilmustir.

Kizilstesi spektroskopisinin yaygin bir sekilde kullanilmasinin altinda yatan nedenler

cesitlidir:
- 0rnek hazirlama islemlerinin daha kolay olmas;
- orneklerin gaz, sivi ve kat1 hallerinde incelenebiliyor olmast;
- nitel yorumlarin yapilabiliyor olmas1 ve
- verilerin hizli bir sekilde elde edilebilmesi.

FTIR spektroskopisi, biyolojik ¢aligsmalar agisindan lipitlerin diger biyomolekiillerle
etkilesimleri, proteinlerin ikincil yapilarinin belirlenmesi, kanser, diyabet gibi patolojik
durumlarin, Alzheimer, Parkinson gibi norodejeneratif hastaliklarin doku ve membran
diizeyinde tanim ve teshisi gibi bir¢cok alanda kullanilmaktadir (Mantsch 1984; Liu ve
dig. 1996; Boyar ve Severcan 1997; Fukuyama ve dig. 1999; Severcan ve dig. 2000;
Ramesh ve dig. 2002; Toyran ve dig. 2006; Dogan ve dig. 2007; Leskovjan ve dig.
2010; Ozek ve dig. 2010; Severcan ve dig. 2010; Cakmak ve dig. 2011; Cakmak ve dig.
2012, Severcan ve Haris 2012).

1.6. CALISMANIN AMACI

Bagisiklik sistemi ile merkezi sinir sistemi arasindaki iliski norobilimdeki en yeni
calisma konular1 arasindadir. Organizma, immunolojik veya infeksiydz bir tehdit
algiladiginda, sistemik inflamatuvar yanitt olusturur. Bu siire¢ uygun bir sekilde
sonlandirilmazsa maladaptif bir karakter kazanir ve bircok klinik patolojinin
olusumundan sorumlu hale gelebilir. Sistemik inflamasyonun seyri sirasinda merkezi
sinir sistemi tarafindan kontrol edildigi bilinen bir¢cok ndrobiyolojik olay gelismektedir.
Ates, uykuya yatkinlik, anoreksi ve hipotalamo-hipofizer-adrenal korteksin aktivasyonu
bunlar arasinda sayilabilir. Simdiye kadar obezite, kanser gibi hastaliklarla iliskisi
ortaya konmus olan inflamasyon, son yillarda Alzheimer, Parkinson gibi norodejeneratif

ve noropsikiyatrik hastaliklarla da iliskilendirilmektedir.
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Diinya saglik orgiitii 2040 yil1 itibari ile nérodejeneratif hastaliklarin, su anda diinyada
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en sik ikinci 6liim nedeni olan kanserin Oniine
gececegini Ongdrmektedir. Ulkemiz, artan niifus ve yas ortalamasi goz Oniine
alindiginda bundan yogun sekilde etkilenecektir. Bu hastaliklarin altinda yatan temel
molekiiler mekanizmalar net degildir. Bu nedenle iilkemizde ve diinyada nérodejeneratif
hastaliklarin tanisi ve tedavisi ile ilgili caligmalar oldukca yogunlagsmistir. Ancak su ana
kadar kullanilan yoOntemlerin hemen hemen hepsi teshis yoOntemleridir ve bu

hastaliklarin etiyolojisi ya da patolojisi ile ilgili ¢ok az fikir vermektedir.

Literatiirdeki  caligmalar  nérodejeneratif  hastaliklar1  sistemik  inflamasyonla
iliskilendirmekte fakat sistemik inflamasyonun merkezi sinir sisteminde ne tip
molekiiler kompozisyonel degisimlere yol a¢mis olabileceginden net olarak
bahsetmemektedir. Sistemik inflamasyonun merkezi sinir sistemindeki etkisiyle ilgili
calismalar yeterli degildir; var olanlar da elektrofizyolojik ve geleneksel biyokimyasal
tekniklerle gergeklestirilmis olup sinirli derecede bilgi sunmakta, dokuda patolojiye yol
acmis olabilecek molekiiler, yapisal ve kompozisyonel degisimlere deginmemekte,

bununla ilgili yeterli bilgi vermemektedir.

Sistemik inflamasyonun modellenmesi i¢in siklikla, gram negatif bakteri duvarinin bir
komponenti olan lipopolisakkarit (LPS) kullanilir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda,
rodentlerde LPS uygulamasindan sonra beyin eksitabilitesinin zaman bagimli olarak
degistigi ve nobetlere karsi yatkinligin arttigi gézlenmistir (Akarsu ve dig. 2006).
Ayrica, bu degisikligin LPS tarafindan indiiklenen termoregiilatuvar yanitlarla iliskili
oldugu gozlenmis ve hipoterminin baglangic doneminde epileptik ndbet egiliminin
arttig1 (Akarsu ve dig. 2012) gosterilmistir. Bu nedenle, ¢alismamizda, siganlarda LPS
enjeksiyonuyla olusturulan sistemik inflamasyonun merkezi sinir sistemindeki etkilerini
ortaya ¢ikarmak i¢in hipotermik yanit sirasinda noronal eksitabiliteyi kontrol eden
Oonemli noroanatomik alanlardan biri olan hipokampiiste meydana getirdigi molekiiler

degisikliklerin incelenmesi amaglanmustir.
FTIR spektroskopisi teknigi kullanarak gergeklestirdigimiz bu ¢aligsmada;

» sistemik inflamasyonun beynin hipokampiis dokusundaki doymus ve doymamis
lipitler, proteinler ve niikleik asitlerin miktarlari, yapilar1 ve fonksiyonlar1 iizerinde

meydana getirdigi etkilerin molekiiler diizeyde ortaya ¢ikarilmasi,
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» hipokampiis dokusunu olusturan hiicrelerin membran akigkanligi ve diizenindeki

degisimlerin incelenmesi,
» noronal hasara yol agtig1 bilinen lipit peroksidasyon diizeyinin ortaya ¢ikarilmasi,

» sistemik inflamasyonun noronlardaki lipit ve protein gibi makromolekiillerin
dagilimlar1 {izerine etkisinin, degisik makromolekiillerin birbirlerine gore
konsantrasyon oranlar1 (lipit/protein, doymamis/doymus lipit orani gibi) ile bu

parametrelerde meydana gelen degisimlerin gdsterilmesi,

» protein ikincil yapisindaki degisimlerin incelenmesi amaglanmustir.
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2.MATERYAL VE YONTEM

2.1. SARF MALZEMELER

Potasyum Bromiur (KBr) Merck firmasindan, Ksilen, Ketamin ve LPS Sigma

firmasindan temin edilmistir.

2.2. HAYVAN DENEYLERI

Calisma kapsamindaki hayvan deneyleri Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Farmakoloji Anabilim Dali’nda gerceklestirildi. Calismada kullanilan, Wistar albino (8-
12 haftalik) erkek siganlar 2 gruba ayrildi. Kontrol grubu ve LPS uygulanan grup olmak

tizere 7’ser denek igeren iki grup olusturuldu.

Calismada kullanilan sicanlar, 7 giin siireyle ayn1 ortamda ve fiziksel kosullarda (20 = 1
°C ortam sicakligl ve 12 saat karanlik/aydinlik dongiisiinde), ayn1 diyetle beslendi. Bu
siirenin sonunda siganlarin periton bosluguna cerrahi olarak steril kosullarda ve genel
anestezi altinda telemetrik implantlar yerlestirildi. Bu sekilde sicanlarin viicut
sicakliklart biyotelemetrik yontemle herhangi bir hareket kisitlamasi olmaksizin takip
edilebildi (Akarsu ve Mamuk 2007). Sistemik inflamasyonun olusturulmasi igin

uygulanan iglemler sirastyla asagida verilmistir;

1. Basamak: Biotelemetrik implantasyon Cerrahisi: Cerrahi islem yapilacak olan ve

agirliklar1 220-280 g arasinda degisen eriskin erkek Wistar Albino sicanlara aseptik
kosullarda genel anestezi uygulandi (Ketamin, 80 mg/kg, ip ve Ksilasin 10 mg/kg, ip).
Kalibrasyonlar1 yapilip kaplanmig olan telemetrik implantlar si¢anlarin peritonal
bosluguna yerlestirildi. Bu sekilde siganlarin viicut sicakliginin herhangi bir hareket
kisitlamas1 olmaksizin takip edilmesi amaglandi. Operasyondan sonra hayvanlar
kafeslerine alindi ve kafesler sinyal alicinmn iizerine konumlandirildi. Implantlarm
calisip ¢alismadigint kontrol etmek i¢in verilerin implanttan sinyal alici araciligiyla
bilgisayara aktarilip aktarilmadigina bakildi. Uyanan hayvanlar deney hayvani

barinagina gotiiriilerek en az 7 giin dinlendirildi.
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2. Basamak: Hayvan Deneylerinin Yapilmasi: 7 gun sonra herhangi bir anormallik

goriinmeyen hayvanlarin agirlik 6lgiimleri yapilarak deneylere hazir olup olmadiklarina
karar verildi. Agirliklar1 operasyon oncesi diizeye ulasan hayvanlarin saglikli ve deneye
uygun oldugu kabul edildi. Bu hayvanlar deney hayvani barmmagindan alinip
noropsikofarmakoloji laboratuvarina getirildi ve yaklasik 2-3 saat boyunca ortama
adapte olmalar1 beklendi. Bu sirada kafesler sinyal alicilarin iizerine konularak veri
toplanacak bilgisayara gerekli konfigurasyonlar girildi. Yaklasik 3 saat sonra hayvanlar

ortama adapte ve viicut sicakliklari stabilize olduktan sonra deneye baslandi.

1.Deney Grubu (Kontrol): Salin_Deneyleri: Salin 5 ml/kg hacminde, ip. olarak

enjekte edildi. Enjeksiyonlar yapildiktan 1 saat sonra (hipoterminin giris kismina
zamansal olarak tekabul eden sire) hayvanlar dekapite edildi. Beyin, soguk zemin
lizerinde kafatasindan izole edildi. Cikarilan beyinler buz kalip iizerinde -80 °C’deki
sogutucuya gotiiriilerek yaklasik 2-3 dakika bekletildi. Daha onceden +4 °C’deki
sogutucuda bekletilen sagittal kesim matriksinde beynin orta hattinin 2’ser mm. sag ve
sol tarafindan sagittal kesitler alindi. Kesitler aliiminyum folyoya ezilmeden sarild1 ve
asansorlil portatif sivi azot tanklari igine konuldu. Alinan kesitler, FTIR spektroskopisi
calismalarinda kullanilmak iizere azot tanki igerisinde Diizce Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi’ne getirildi ve buradaki -80 °C’deki dondurucuda kullanilacagi zamana kadar
saklandi. Ornek tasmmasi sirasinda ve deneylerden once orneklerin tekrar tekrar

dondurulup ¢oziinmesinden kaginildi.

2.Deney Grubu: Lipopolisakkarit Deneyleri: E. coli O111:B4 serotipi LPS 250

Hg/kg, ip. olmak iizere enjekte edildi. Enjeksiyonlar yapildiktan sonra hayvanlarin viicut
sicaklig1 hipoterminin giris kismina tekabiil eden 0,5 °C‘lik bir diisiis gosterdiginde
hayvan dekapite edildi. (Periton i¢i LPS uygulamasindan yaklagik 40-60 dakika sonra
vlcut sicaklig1 diismeye baslamakta ve bu akut sistemik inflamasyonun bir gostergesi
olarak kabul edilmektedir.) Sicanin beyni yukarida tarif edildigi gibi ¢ikarildiktan sonra
kontrol grubundaki hayvanlarin beyinlerine uygulanan islemlerin aynilar1 bunlara da

uygulandi.
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2.3. FTIR SPEKTROSKOPISI CALISMALARI

2.3.1. Spektral Verilerin Toplanmasi
FTIR caligsmalarinda kullanilmak iizere sican hipokampiis ornekleri asagida verilen
prosediir takip edilerek hazirlandi:

- -80°C’deki sogutucudan ¢ikartilan hipokampiis dokularina, icerigindeki suyu
uzaklastirmak i¢in 24 saat boyunca Freeze-Drier cihazinda dondurarak kurutma
islemi uygulandi.

- Pelet hazirlamak i¢in kullanilacak olan KBr 100 mg halinde tartildi ve mevcut su
buharini uzaklastirmak i¢in etiiv de 24 saat boyunca bekletildi.

- Sican hipokampiis dokular1 s1vi azot yardimiyla agat havanda toz haline getirildi.

- Toz haline getirilen hipokampiis 6rneginden 1 mg tartilarak 100 mg KBr ile agat
havanda homojen hale gelinceye kadar karistirildi. 1/100 agirlik oraninda karigim
hazirland1.

- Karigim paslanmaz gelikten 6zel bir cihaz iginde, hidrolik preste 100 kg/cm?’lik
bir basing altinda 5 dakika bekletildi.

- Uygulanan basing sayesinde kat1 bir KBr diski (yaklasik 13 mm ¢apinda ve 0,3

mm kalinliginda) elde edildi.

Hazirlanan KBr diskleri 6rnek tutucusunun icinde FTIR spektroskopisine yerlestirildi.
Infrared spektrumlari, 4000-450 cm™araliginda, 4 cm™ ¢éziinirlikte ve 100 cekim
sayis1 kullanilarak Perkin EImer Spectrum Two FTIR spektrometresi ile gergeklestirildi.
Sonuglarin giivenirligini artirmak ic¢in her hipokampiisten 3 pelet hazirland1 yani her
ornekten 3 kez ¢ekim yapildi ve bu 3 ¢ekimden elde edilen spektrumlarin ortalamalar

alinarak detayli analizler ve istatistiksel testler bu spektrumlar tizerinde gergeklestirildi.

Atmosferdeki CO, ve H,O’tan kaynaklanan sogurma bantlari, incelenen doku 6rneginin
sogurma bantlarii1 kamufle edebilir. Dolayisiyla, bu atmosferik su buharinin etkisini
azaltmak amaciyla FTIR spektrometresinden siirekli kuru hava gecirilmektedir. Buna ek
olarak, ornek cekimi Oncesinde havanin ¢ekimi yapilmakta ve elde edilen spektrum
bilgisayar programi araciligiyla o6rnek spektrumundan matematiksel olarak

¢ikarilmaktadir. S6zii edilen hava spektrumu Sekil 2.1.°te gosterilmistir.
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SOGURMA (A.U)
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DALGASAYISI (cm™)

Sekil 2.1. Atmosferik havanin 4000-450 cm’™ bolgesindeki FTIR spektrumu (Y
eksenindeki “A.U” arbitrary unit’in (goreceli birim) kisaltilmigidir.).

2.3.2. FTIR Spektroskopisi Analiz Yontemleri

FTIR spektroskopisinde Orneklere ait spektrumlardaki bantlarin siddeti veya bantin
altinda kalan alan, genislikleri ve konumlarindaki kayma gibi parametrelerdeki
degisimlerin analiz edilmesine olanak saglamaktadir. Bu nedenle g¢alisilan gruplarda,
hipokampiis dokusundan elde edilen, normalize edilmemis ham ortalama
spektrumlardan bant dalga sayisi, bant genisligi ve bant alan analizleri yapildi.
Hipokampiiste LPS uygulamasina bagli molekiiler konsantrasyonlarda meydana gelen
degisimleri saptamak amaciyla her bir molekiilii karakterize eden spektral bantlarin bant
alanlar1 hesaplandi. Ciinkii spektral banta ait sinyal siddeti ve/veya alan degerinin
artmasi, adi gecen grubun konsantrasyonunun artmasi; sinyal siddeti ve/veya alan
degerinin azalmasi da o grubun konsantrasyonunun azalmasi anlamia gelmektedir
(Freifelder 1982; Alo ve dig. 1998). Calisilan tiim Orneklerde membran lipitlerinin
akigkanliginda meydana gelen degisimleri belirlemek amaciyla lipit kaynakli CH;
antisimetrik ve simetrik bantlarinin genislikleri hesaplandi. Ayrica, yapisal parametreler
olan lipit acil zincir esnekligi hakkinda bilgi veren lipit diizeni (order) ve diizensizligi

(disorder) hakkinda bilgi edinmek i¢in ayn1 bantlarin dalga sayisi degerleri analiz edildi
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(Cameron ve Charette 1981; Casal ve Mantsch 1984). Molekillerin
konsantrasyonlarindaki birbirlerine gore olan degisimlerini tespit etmek icin spektral
bant alan oranlar1 da hesaplandi. Gruplar arasindaki spektral degisimleri gorsel olarak
gostermek amaciyla, her gruba ait 6rneklerin ortalamasi alinarak, baseline diizeltmesi
yapilip normalize edildi. S6z konusu spektral analizler Perkin Elmer Spektrum Two

analiz programi ile yapildu.
2.3.3. Hiyerarsik Kiimeleme Analizi (HCA)

Bu calismada hiyerarsik kiimeleme metodu orneklerin ayrimi i¢in uygulanmustir.
Hiyerarsik kiumeleme analizi icin OPUS 5.5 (OPUS, Bruker Optics, Ettlingen,
Germany) programi kullanildi. Kiimeleme analizi i¢in spektrumlarin ikincil tlirevi alind1

ve analiz 3100-450 cm™ spektral bolgesinde gergeklestirildi.

Kimeleme analizi bir tiir ¢cok degiskenli teknikler grubu olup, temel amaci nesneleri
(birimleri) sahip olduklar1 karakteristik 6zellikleri baz alarak gruplamaktir. Kiimeleme
teknigi Ornekler ya da degiskenler arasindaki benzerliklerin gosterilmesi ve
yorumlanmasina yonelik sikca kullanilan kemometrik yoOntemlerden birisidir.
Kimeleme analizi, nesneleri kiime igerisinde ¢ok benzer bigimde, kiimeler arasinda
farkli olacak bicimde kiimeler. Kiimeler arasindaki farklilik heterojenite degerine gore

belirlenir. Kiimeleme analizi ile benzer 6rnekler ayni grup altinda toplanabilmektedir.

2.3.4. FTIR Spektrumlarindan Protein ikincil Yap1 Tahmini

FTIR spektrumlarmin 1700-1600 cm™ dalga sayisi arahginda yer alan amid I banti
ayrismamis bantlar icermektedir ve bu nedenle genis bir banttir. Bu banta ikincil tiirev-
vektor normalizasyon metodu uygulanarak hipokampis dokusundaki, protein ikincil
yap1 degisimleri belirlendi. Sekil 2.2.’te bir hipokampiis doku 6rneginde amid | protein
bant1 ve ikincil tiirev spektrumu gériilmektedir. ikincil tiirevde bantlarm tepe konumu
minimum olarak yer almaktadir. Bant tanimlari sekil {izerinde gosterilmistir. Ikincil
tirev spektrumu {izerinden okunan bantlarin sinyal siddetleri degerleri, protein ikincil

yap1 degisimleri hakkinda goreceli bilgi vermektedir.
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Sekil 2.2. Hipokampiis dokusunun 1700-1600 cm™ arasi 6rnek sogurma ve ikincil tiirev

spektrumlari.

2.4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Kontrol ve LPS gruplar1 arasindaki degisimler ve bu degisimlerin istatistiksel
anlamhiliginin  hesaplanmasi icin Mann Whitney-U testi kullanildi. Istatistiksel
anlamlilik p<0,05*, p<0,01**, p<0,001*** seklinde belirlenmistir.

48



3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. ARASTIRMA BULGULARI

Molekiillerin degisik dalga boylarindaki titresim gruplarin1  goriintiileyerek bu
molekiillerin yapisal, fonksiyonel ve dinamik 06zelliklerinin karakterize edilmesini
saglayan bir teknik olan FTIR spektroskopisi, ¢alismamizda kontrol ve LPS uygulanmis
sigan beyin hipokampustndeki makromolekdllerin rolatif miktarlarinin ve dinamiginin

tespiti ve yapisal ozelliklerinin arastirilmas1 amaciyla kullanilmistir.

Bir molekiildeki herhangi bir bag veya bag grubu FTIR spektrumlarinda karakteristik
sogurma bantlar1 olusturur. Dolayisiyla, her bir bant belirli bir bag ya da bag grubuna
atfedilebilir (Severcan ve Haris 2012). Sekil 3.1.”de bir kontrol spektrumunun 4000-900
cm™? dalga sayisi araligindaki sogurma bantlari numaralandirilarak gdsterilmistir.

Bantlarin literatiire gore tanimlar1 Cizelge 3.1.’de belirtilmistir.
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Sekil 3.1. Kontrol sigan hipokampiisiiniin 4000-900 cm™ bolgesindeki spektrumu (Y eksenindeki “A.U” arbitrary unit’in (goreceli birim)

kisaltilmigtir.).
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Cizelge 3.1. Sigan hipokampiistiniin IR spektrumundaki baslica sogurmalari(Mantsch
1984; Watts ve De Pont 1986; Takahashi ve dig. 1991; Kneipp ve dig. 2000; Dogan ve
dig. 2007; Bozkurt ve dig. 2010; Leskovjan ve dig. 2010; Elibol ve dig. 2011; Cakmak

ve dig. 2012).

DALGA
BANT
SAYISI ACIKLAMASI
NO 1
cm
1 3370 | Amid A: N-H gerilme, Cogunlukla proteinler
2 3069 | Amid B: N-H gerilme, Proteinler
3 3014 [ Olefinik HC=CH titresim gerilme: Doymamus lipitler
4 2958 | CHzantisimetrik gerilme: Cogunlukla lipitler
5 2923 | CHyantisimetrik gerilme: Cogunlukla lipitler
6 2871 | CHszsimetrik gerilme: Cogunlukla proteinler
7 2851 | CH; simetrik gerilme: Cogunlukla lipitler
o 1738 Karbonil (C=0) gerilme: Lipit (Cogunlukla kolesterol ester ve
trigliseritler), fosfolipitler
9 1653 Amid I: Protein (%80 C=0 gerilme, %10 N-H bukilme, %10
C-N gerilme)
10 1545 [ Amid Il: Protein (%60 N-H bukilme, %40 C-N gerilme)
11 1461 | CHzbukilme: Cogunlukla lipitler
COO" simetrik gerilme: Yag asitleri ve aminoasitlerin yan
12 1395
gruplari
Amid I11: Protein (%40 C-N gerilme, %30 N-H bukilme, %20
13 1306 _
C-C gerilme)
PO, antisimetrik gerilme: Cogunlukla niikleik asitler, az bir
14 1236 o
kismu fosfolipitler
15 1169 | CO-O-C antisimetrik gerilme: Lipitler, niikleik asitler
16 1074 | PO";simetrik gerilme: Nukleik asitler ve fosfolipitler
17 973 C-N*-C gerilme: Niikleik asitler, RNA riboz-fosfat ana zincir
titresimleri
18 927 z-form DNA
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Spektrumlarda goriilen bantlarin dalga sayisi1 degeri, bant alanlari, bant alan oranlar1 ve
bant genisligi hesaplanarak detayli spektrum analizleri yapilmistir. Infrared bantlarinin
sinyal siddetleri ve bu bantlarin altinda kalan alanlar, ait oldugu fonksiyonel grubun
konsantrasyonu hakkinda bilgi vermektedir (Freifelder 1982; Takahashi ve dig. 1991,
Liu ve dig. 2002; Severcan ve dig. 2005; Cakmak ve dig. 2006; Bozkurt ve dig. 2010;
Ozek ve dig. 2010). Yapilan analizler sonucu elde edilen baslica fonksiyonel gruplarin

bant alan degerlerindeki degisimler Cizelge 3.2.’te gosterilmistir.
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Cizelge 3.2. Kontrol ve LPS gruplarinin baslica fonksiyonel gruplarinin alan degerleri

(Degerler, ortalama + standart sapma olarak verildi. Istatistiksel olarak anlamlilik

derecesi p<0,05*seklinde gosterildi.)

DALGA
SANT 1 savisi KONTROL LPS

NO -

1 3370  |91,854 +8,23 109,734 + 12,46*
2 3069 9,314+ 0,42 10,961 + 1,27*
3 3014  |0,044 +0,007 0,057 +0,01*
4 2958  |2,05+ 0,20 2,431 + 0,33*
5 2923  |5,874+0,55 7,032 + 1,00%
6 2871 0,612+ 0,05 0,72 +0,08*

7 2851 1,694+ 0,15 2,008 + 0,23*
8 1738 [1,734+0,11 2,012 +0,19%

9 1653 | 26,068 +2,43 31,471 + 4,27*
10 1545 |16,122+1,44 19,287 + 2,13*
11 1461 4,925 0,38 5,761+ 0,70*
12 1395  |6,161+ 0,47 7,222 +0,95*
13 1306  |2,964 0,25 3,437 +0,34*
14 1236 |8,082+ 0,68 9,385 + 1,36*
15 1169  |2,702+0,21 3,082 £ 0,26*
16 1074 [11,322+0,91 12,95 + 1,50*
17 973 0,835 0,05 0,94 + 0,09*
18 927 0,097 0,013 0,117 £0,01*

Her gruptaki bireylerden elde edilen spektrumlarin ortalamalari alinmis ve analizlere
bunlar Gzerinden devam edildi. Degisimleri gorsel olarak daha agik bir sekilde
g6stermek icin Uc spektral bolge (3800-3025 cm™, 3025-2800 cm™ ve 1800-900 cm™)
secildi.
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Sekil 3.2., kontrol ve LPS grubundaki sigan hipokampiis dokularmin 3800-3025 cm™
bolgesindeki ortalama FTIR spektrumlarini gostermektedir. Bu bolgedeki bantlar N-H
gerilme titresimlerinden kaynaklanan amid A (1 no’lu bant) ve N-H gerilme ve C-H
gerilme titresimlerinden kaynaklanan amid B (2 no’lu bant) bantlaridir ve agirlikli
olarak sistemdeki proteinler hakkinda bilgi vermektedir (Elibol ve dig. 2011; Aksoy ve
dig. 2012). Sekil 3.3.'te, belirtilen bantlarin alan degerlerindeki degisimler bar
diyagrami olarak gosterilmistir. Sekil 3.2. ve 3.3.’ten goriildiigii gibi amid A ve amid B
bantlarinin altinda kalan alan LPS uygulanmis grupta istatistiksel olarak anlamli 6lgiide
artmistir  (p<0.05). Bu bulgu, LPS uygulanmis sican hipokampiisiinde protein
miktarinda artis oldugu anlamina gelmektedir (Cakmak ve dig. 2006).

Amid A

___Kontrol
LPS

SOGURMA (A.U)

3800 3600 3400 3200 3025

DALGASAYISI (cm-)

Sekil 3.2. Kontrol ve LPS grubundaki sican hipokampiis dokularina ait 3800-3025 cm™
dalga sayis1 araligindaki spektrumlari (Y eksenindeki “A.U” arbitrary unit’in (goreceli

birim) kisaltilmisidir.).
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A Amid A Alan B Amid B Alan
114 - * 12 - .
108 A
102 4 10
9 |
90 |
84 8 1
78 |
72 | 6
W Kontrol W LPS M Kontrol MELPS

Sekil 3.3. Kontrol ve LPS gruplarinin A) Amid A B) Amid B bantlarinin alan degerleri
(p<0,05%*).

Sekil 3.4., kontrol ve LPS uygulanmis sigan hipokampiis dokularmm 3025-2800 cm™
dalga sayis1 araligindaki spektrumlarini gostermektedir. C-H gerilme bolgesi olarak
adlandirilan bu bolgedeki bantlar, olefinik HC=CH gruplarindaki C-H gerilmelerinin
titresimlerinden (3 no’lu bant), CHg antisimetrik gerilme titresimlerinden (4 no’lu bant),
CH, antisimetrik gerilme titresimlerinden (5 no’lu bant), CHs; simetrik gerilme
titresimlerinden (6 no’lu bant) ve CH, simetrik gerilme (7 no’lu bant) titresimlerinden
kaynaklanmaktadir (Watts ve De Pont 1986; Severcan ve dig. 2000; Severcan ve dig.
2005; Cakmak ve dig. 2006; Bozkurt ve dig. 2010; Ozek ve dig. 2010). Bu bdlgede
bulunan CH, antisimetrik, CH, simetrik ve CHj antisimetrik gerilme titresimlerinin
bant siddetleri veya bant alanlar1 sistemdeki lipit miktar1 ve CHs simetrik gerilme
titresimlerinin bant siddeti ve alani ise sistemdeki protein miktar1 hakkinda bilgi

vermektedir (Mantsch 1984; Severcan ve dig. 2000; Cakmak ve dig. 2011).
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CH; Antisim. Ger.

__KONTROL
LPS

CH, Sim. Ger.

CH; Antisim. Ger.

CH, Sim. Ger.

SOGURMA (A.U)

Olefinik=CH

3025 3000 2950 2900 2850 2800

DALGA SAYISI (cm!)

Sekil 3.4. Kontrol ve LPS grubundaki sican hipokampiis dokularia ait 3025-2800 cm™
dalga sayis1 araligindaki spektrumlari (Y eksenindeki “A.U” arbitrary unit’in (goreceli

birim) kisaltilmisidir.).

Doymamis yag asitlerinde bulunan HC=CH gruplarinin C-H baglarindaki gerilme
titresimlerinden kaynaklanan ve 3014 cm™ civarinda gdzlenen olefinik=CH gerilme
bantinin sinyal siddeti ve altinda kalan alan hidrokarbon zincirlerinin doymuslugu
hakkinda bilgi vermektedir (Takahashi ve dig. 1991; Melin ve dig. 2000; Cakmak ve
dig. 2003; Severcan ve dig. 2005). Sekil 3.4. ve Sekil 3.5.ten de goriildigi gibi bu
bantin altinda kalan alan LPS uygulanmis gruptaanlamli derecede artmistir (p<0.05).
Alan degerindeki bu artis, LPS uygulanmis sigan beyninde doymamis yag oraninin daha
fazla oldugunu gostermektedir. Doymamis lipitlerin doymus lipitlere olan oranlari,
olefinik bant alaninin CH; antisimetrik ve simetrik gerilim bant alanlar1 toplamina
boliinmesi ile hesaplanmis ve elde edilen degerler Sekil 3.6.’ta verilmistir. Bu oran
doymamus lipit indeksi olarak kullanilabilmektedir (Gasper ve dig. 2009). Sekilden de
goriilebilecegi gibi, LPS uygulanmis doku, kontrol grubuna gore daha yiiksek

doymamuig lipit indeksine sahiptir. Olefinik bantinin altinda kalan alan ve doymamis
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yag asidi miktarinin doymus yag asidi miktarina oranlanmasi ile goriintiilenen
doymamighik indeksi dokulardaki lipit peroksidasyonu oranini tespit etmek amaciyla

kullanilabilir (Bruch ve dig. 1983; Curtis ve dig. 1984).

Olefinik=CH Ger. Alan
0,06 - *
0,05 -
0,04 -
0,03 -

0.02

W Kontrol WLPS

Sekil 3.5. Kontrol ve LPS gruplarinin olefinik=CH gerilme bantinin alan degerleri
(p<0,05%*).

Doymamis / Doymus Lipit
0,007 -

0,006 -

0.005 -

W Kontrol mLPS

Sekil 3.6. Kontrol ve LPS gruplarinin doymamis/doymus lipit alan oranlar1 (p<0,05%*).

CH; antisimetrik gerilme banti, lipitlerin agil zincirlerindeki metil gruplarindan
kaynaklidir (Takahashi ve dig. 1991). Kontrol ve LPS gruplarmin spektrumlari
karsilastirildiginda Sekil 3.4. ve Sekil 3.7.’ten de goriilebilecegi gibi CHj antisimetrik
gerilme bantinin alan degerinde bir artis anlamli tespit edilmistir (p<0,05). Bu sonug

bize LPS’nin hipokampiis membranindaki lipitlerin agil zincirlerinde bulunan metil
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gruplarinin sayisinda bir artisa sebep oldugunu gostermektedir (Takahashi ve dig.
1991).

CH; Antisim. Ger. Alan

2.6 *
2.2

1.8

1.4

mEKontrol WLPS

Sekil 3.7. Kontrol ve LPS gruplarinin CHs antisimetrik gerilme bantinin alan degerleri
(p<0,05*).

C-H titresim bolgesinde yer alan doymus lipitlere ait ana bantlarin (CH, antisimetrik ve
CH; simetrik gerilim bantlar1) alan degerleri incelendiginde Sekil 3.4. ile Sekil 3.8.’ten
de gorildigi tizere, LPS uygulanmis dokuda doymus lipitlerde kontrole gore anlamli
bir artis gozlenmistir (p<0,05). Bu artts LPS uygulanmis dokuda doymus lipit
miktarinin arttigimi  gostermektedir. Parmak izi bolgesinde yer alan, lipitlerden
kaynaklanan bir diger bant olan 1461 cm™ deki CH biikiilme bantinin alan degerindeki
degisim de lipit igerigi hakkinda bilgi vermektedir. Bu bantin alan degerleri
incelendiginde diger lipit bantlarindan elde edilen sonuclar1 destekleyici olarak LPS
uygulanmis sican hipokampiis dokusunda kontrole gére anlamli bir artis goriilmiistiir
(p<0,05) (Sekil 3.9.). Bu sonug, LPS uygulanmis dokuda kontrole gére doymus lipit
igeriginde artis oldugu sonucunu desteklemektedir (Bozkurt ve dig. 2010; Garip ve
Severcan 2010; Ozek ve dig. 2010). Ayrica Sekil 3.7.’te gosterilen CHjz antisimetrik
gerilim bantinin alan degerinin analizinden elde edilen artista bu sonucu

desteklemektedir.
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A B

CH, Antisim. Ger. Alan CH, Sim. Ger. Alan
8 1 2.2 -
%

T

6 - 1.7 -

5 i

4 7 ([1.2

HKontrol B LPS N Kontrol W LPS

Sekil 3.8. Kontrol ve LPS gruplarinin A) CH; antisimetrik gerilme bant1 B) CH;

simetrik gerilme bantinin alan degerleri (p<0,05%).

CH, Biikiilme Alan

B Kontrol WLPS

Sekil 3.9. Kontrol ve LPS gruplarinin CH; biikiilme bantinin alan degerleri (p<0,05%).

CH; antisimetrik ve simetrik bantlarinin pozisyonlari, lipit a¢il zincirlerinin esnekligi
yani lipitlerin konformasyonel diizensizlikleri hakkinda bilgi vermektedir (Umemura ve
dig. 1980; Casal ve dig. 1984, Boyar ve Severcan 1997). Sekil 3.10’tan gortldigii gibi
CH; antisimetrik bantinin dalga sayisinda yiiksek degerlere dogru bir kayma
gbzlenmistir. Bu artis, LPS’nin acil zincirlerini daha diizensiz hale getirdigi anlamina

gelmektedir.
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CH: Antisim. Dalga Sayisi
2025 -

2924 ~

2923 A

2922 ~
H Kontrol ®LPS

Sekil 3.10. Kontrol ve LPS gruplarinin CH; antisimetrik gerilim bantinin dalga sayisi
degerleri (p<0,05%).

Ayrica CHy antisimetrik gerilim bantinin bant genisliginde meydana gelen degisiklikler
sistemin dinamigiyle ilgili bilgi vermektedir (Severcan ve dig. 1995; Boyar ve Severcan
1997). Sekil 3.11.’te goriildiigii gibi, yapilan spektral analizlerin sonucunda CH;
antisimetrik bantinin genisliginin arttig1 tespit edilmistir (p<0.05). Bu artiy LPS

uygulanmis sigan hipokampusiniin membran dinamiginin arttigin1 gostermektedir.

CH, Antisim. Bant Genisligi

13 - *

12 1

11 A
W Kontrol W LPS

Sekil 3.11. Kontrol ve LPS gruplarinin CH; antisimetrik gerilim bantinin bant
genislikleri (p<0,05%*).
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Calisma kapsaminda incelenen 1800-900 cm™ bolgesinde yer alan bolge, calisilan
sisteme Ozgii fonksiyonel grup titresimleri igerdiginden parmak izi bolgesi olarak
adlandirilmaktadir ve kolesterol ester, trigliserit, protein, niikleik asit, karbonhidrat,
RNA ve DNA gibi molekullerden kaynaklanan spektral bantlar icermektedir. Sekil
3.12.’te kontrol ve LPS grubundaki sigan hipokampiis doku spektrumlarinin 1800-900

cm™ bolgesi gosterilmistir.

Amid|

____Kontrol
LPS

PO Sim. Ger.

SOGURMA (A.U)
COOr Sim. Ger.
PO Antisim. Ger.

CH- Bik.

Ester C=0 Ger.

Armid 1
CO-0-C Antisim. Ger.

C-N*-C Ger.

=tip DNA

1800 1600 1400 1200 1000 900

DALGASAYISI (cm)

Sekil 3.12. Kontrol ve LPS grubundaki sigan hipokampiis dokularina ait 1800-900 cm™
dalga sayis1 araligindaki spektrumlari (Y eksenindeki “A.U” arbitrary unit’in (goreceli

birim) kisaltilmisidir.).

1738 cm™de yer alan C=0 ester (karbonil ester) gerilme bant1 (8 no’lu bant) agirlikli
olarak trigliserit ve kolesterol esterlerinden kaynaklanmaktadir (Bozkurt ve dig. 2010;
Ozek ve dig. 2010) ve ayrica membran lipitlerinin polar ve apolar kisimlarinin

etkilestikleri bolgeler hakkinda onemli bilgiler vermektedir (Takahashi ve dig. 1991,
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Kneipp ve dig. 2000). Dolayisiyla, bu bantin sinyal siddeti ve/veya alan degerindeki bir
degisikligin lipit miktar1 ile dogru orantilidir (Takahashi ve dig. 1991; Haris ve
Chapman 1996; Haris ve Severcan 1999). Kontrol ve LPS gruplarinin spektrumlari
karsilagtirildiginda Sekil 3.12. ve Sekil 3.13.te goriilebilecegi gibi LPS uygulanmis
sigan hipokampiisiiniin karbonil ester bantinin alan degeri artmistir. Bu sonug, LPS
uygulanmis sican hipokampiislerinde trigliserit ve kolesterol miktarinda bir artis
oldugunu gostermektedir. Bu gozlem 3025-2800 cm* bolgesi sonuclarinda da gbzlenen
lipit miktariin arttig1 yorumunu desteklemektedir. Ayrica Sekil 3.14.’te goriildigi gibi
bu bantin dalga sayis1 degerinde yiiksek degerlere dogru bir kayma meydana gelmistir
(p<0.05). Bu artis, LPS uygulamasmin lipitlerin yapilarinda, ozellikle membran
lipitlerin paketlenmesinde bir farklilik olusturdugu goriisiinii kuvvetlendirmektedir
(Turker 2014).

Karbonil Ester Ger. Alan
2.2 1

1.7

1.2 4

HEontrol ELPS

Sekil 3.13. Kontrol ve LPS gruplarinin karbonil ester gerilme bantinin alan degerleri

(p<0,05%).
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Karbonil Ester Ger. Dalga

1741 - Sayisi
1740 - *
1739 -

1738 -

1737 -

m Kontrol WLPS

Sekil 3.14. Kontrol ve LPS gruplarinin karbonil ester gerilme bantinin dalga sayis1

degerleri (p<0,05*).

Parmak izi bélgesinde yer alan 1655 ve 1545 cm™ dalga sayisinda gozlemlenen amid 1
ve amid II bantlar1 protein kaynakli bantlardir (Bozkurt ve dig. 2010; Ozek ve dig.
2010). Amid I bant1 %80 oraninda C=0O gerilme, %10 oraninda C-N gerilme %10
oraninda N-H biikiilme titresimlerinden, amid II banti ise %60 oraninda N-H bikilme
ve %40 oraninda C-N gerilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir (Takahashi ve dig.
1991; Wong ve dig. 1991; Stuart 1997; Haris ve Severcan 1999; Cakmak ve dig. 2006;
Dogan ve dig. 2007; Bozkurt ve dig. 2010; Ozek ve dig. 2010). Bu bantlara ilaveten, C-
H gerilme bolgesinde, 2871 cm™ de yer alan CHs simetrik gerilme bantida sistemdeki
proteinler hakkinda bilgi vermektedir. Sekil 3.15.’te goriildiigii gibi amid 1 ve CHj
simetrik gerilme bantlarinin alan degerlerinde anlamli artiglar gézlenmistir (p<0.05). Bu
sonuglar, LPS uygulanmis dokuda protein miktarinda artis oldugu anlamina gelmektedir

ve amid A ve amid B bantlarinin analizinden elde ettigimiz sonucu desteklemektedir

(Bozkurt ve dig. 2010; Ozek ve dig. 2010).
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Amidl Alan CH; Sim. Ger. Alan
32 * 0.8 5
30 0.7 4
28 - 0.6 -
26 -
24 - 0.5 1
22 - 1 ((0.4
W Eontrol WLPS M Eontrol WLPS

Sekil 3.15. Kontrol ve LPS gruplarinin A) Amid I bantinin B) CHj simetrik gerilme
bantinin alan degerleri (p<0,05%).

Amid | ve amid Il bantlarmin bant dalga sayisi degerlerindeki kaymalar protein
yapilarinda konformasyonel degisimlerin oldugunu gdsterir. Bu parametrelere ilave
olarak amid I/amid Il orami degisimi de proteinlerde yapisal degisimlerin olduguna
isaret eder (Bozkurt ve dig. 2010; Ozek ve dig. 2010; Cakmak ve dig. 2011). Sekil
3.16.’ta goriildiigii gibi amid I bantinin dalga sayis1 yliksek degerlere dogru kaymustir.
Bu kayma proteinlerin konformasyonunda bir degisiklik oldugunu gostermektedir. Sekil
3.17.’te gorildigi gibi amid I bantinin bant genisligi LPS uygulanmis dokuda
azalmistir. Bu bulgu proteinlerin konformasyonel bir degisime ugradigi sonucunu
kuvvetlendirmektedir. Sekil 3.18.’te amid I/amid II orani verilmistir. Sekilden de
goriildigi gibi LPS uygulanmis grupta bu oran anlamhi derecede artmistir. Bu
degisiklikler LPS uygulamasinin proteinlerin yapi, kompozisyon ve konformasyonunda

bir takim degisiklikler meydana getirdigini gostermektedir.
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Amid | Dalga Sayisi
1655 -

1654 -

1653 -

1652 -

H Kontrol ®LPS

Sekil 3.16. Kontrol ve LPS gruplarinin Amid | bantinin dalga sayis1 degerileri
(p<0,05%).

Amid | Band Genisligi
3 1
34
33 1
32 1
3 1
30 A

EKontrol ELPS

Sekil 3.17. Kontrol ve LPS gruplarinin Amid | bantinin bant genislikleri (p<0,05%).
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Amidl/ AmidlIl
1.7 5

1.6

1.5 1
W Kontrol W LPS

Sekil 3.18. Kontrol ve LPS gruplarinin Amid I/Amid II alan oranlari (p<0,05%).

1395 cm™’te goriillen COO" simetrik gerilme banti ¢ogunlukla yag asitlerinden ve
aminoasitlerden kaynaklanmaktadir (Cakmak ve dig. 2006; Movasaghi ve dig. 2008).
Sekil 3.19.’ta goriildiigi gibi bu bantin alan degerinde anlamli bir artis gdzlenmistir. Bu
artis daha onceki lipit ve protein bantlarinin alan analizlerinden elde edilmis olan LPS
uygulamasinin sistemdeki lipit ve protein miktarinda artisa sebep oldugu bulgusunu

desteklemektedir.

COO Sim. Ger. Alan

W Eontrol WLPS

Sekil 3.19. Kontrol ve LPS gruplarinin COO"simetrik gerilme bantinin alan degerleri
(p<0,05%*).
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Benzer sekilde 1306 cm™’te gozlenen ve agirlikli olarak proteinlerden kaynaklanan bir
bant olan amid III bantinin alan1 Sekil 3.20.’ta goriildiigii gibi LPS uygulanmis dokuda
kontrole gore artmistir (p<0,05). Bu artiy LPS’nin hipokampiis dokusunda protein

igeriginin artisina sebep oldugu bulgusunu desteklemektedir.

Amid lll Alan

W Kontrol WLPS

Sekil 3.20. Kontrol ve LPS gruplarinin Amid Il bantinin alan degerleri (p<0,05%).

Kizilétesi spektrumunun 1300-900 cm™ dalga sayisi arahiginda gozlemlenen bantlar
daha ¢ok niikleik asit, fosfolipit ve karbonhidratlar gibi molekiillerin farkli fonksiyonel
gruplarinin ¢esitli titresimlerinden kaynaklanmaktadir (Cakmak ve dig. 2006; Bozkurt
ve dig. 2010; Ozek ve dig. 2010; Cakmak ve dig. 2011). Bu bolgede yer alan 1236 cm™
ve 1074 cm™'te yer alan PO, antisimetrik ve simetrik gerilme bantlar1 niikleik asit ve
fosfolipit gibi fosfat (PO,") gruplar igeren molekiillerin i¢indeki P=0O baginin sogurma
bantlarindan olusmaktadir (Liquier ve Taillandier 1996; Diem ve dig. 1999; Cakmak ve
dig. 2006; Bozkurt ve dig. 2010; Cakmak ve dig. 2011). Sekil 3.21.’te s6z konusu
bantlara ait alanlardaki degisimler gosterilmektedir. Sekilden goriildiigii iizere LPS
grubunda kontrol grubuna gore her iki bantin alan degerinde anlamli artiglar elde edildi
(p<0,05). Bu sonug, LPS uygulanmis sistemdeki niikleik asit ve membranlarda bulunan

fosfolipitlerin miktarlarindaki artis1 gostermektedir.
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A pO-, Antisim.Ger.Alan || B  PO-,Sim. Ger.Alan
10 - * 14 -
9 4 13 4
8 12 4
T 11 4
6 |10
B Eontrol M LPS B Eontrol W LPS

Sekil 3.21. Kontrol ve LPS gruplarinin A) PO, antisimetrik gerilme B) PO," simetrik

gerilme bantlarinin alan degerleri (p<0,05%*).

PO, antisimetrik ve simetrik gerilme bantlarinda bant dalga sayist degerindeki
kaymalar niikleik asitlerde ve fosfolipitlerde konformasyonel degisimlerin ve membran
lipitlerinin paketlenmesinde degisiklik oldugunu goéstermektedir (Banyay ve dig. 2003;
Ozek ve dig. 2010). Sekil 3.22.te PO, antisimetrik gerilme bantina ait dalga sayisi
degisimleri goriilmektedir. LPS grubunda s6z konusu bantin dalga sayist degerinde
istatistiksel olarak anlamli azalma tespit edildi, bu da hipokampiis dokusundaki nikleik

asit ve fosfolipit yapilarinda degisimlerin oldugunu ifade etmektedir.

PO, Antisim. Dalga Sayisi
1237

1236 -

1235

1234 -
W Kontrol MLPS

Sekil 3.22. Kontrol ve LPS gruplarinin PO, antisimetrik gerilme bantinin dalga sayisi
degerleri (p<0,05%*).
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1169 cm™’te gozlenen CO-O-C antisimetrik gerilme banti agirlikli olarak lipitler ve
nikleik asitlerden sinyal almaktadir. Sekil 3.23.’ten goriildiigii gibi bu bantin alan
degerinde LPS uygulamasindan sonra anlamli bir artis ortaya ¢ikmistir. Bu artis,

sistemdeki lipit miktarinin 6nemli derecede arttigir sonucunu desteklemektedir.

CO-0-C Antisim. Ger. Alan

W Kontrol  WLPS

Sekil 3.23. Kontrol ve LPS gruplarinin CO-O-C antisimetrik gerilme bantinin alan
degerleri (p<0,05%*).

972 cm™ dalga sayisinda gozlenen C-N*-C gerilme titresim banti niikleik asitlerden,
Ozellikle de RNA riboz-fosfat ana zincir titresimlerinden kaynaklanmaktadir (Chiriboga
ve dig. 2000; Banyay ve dig. 2003). Sekil 3.24.’te goriildigli tizere LPS grubuna ait
spektrumdaki 972 cm™ bantinin alan degerindekontrol grubuna gére bir artis meydana
gelmistir. Bu sonuca gore, RNA miktarmin LPS uygulanmis dokuda daha fazla oldugu
ve RNA sentezinin bu grupta daha fazla gergeklestigi yorumu yapilabilir. Bu durum,
LPS grubunda tespit edilen, kontrole gére anlamli olarak daha yiiksek olan protein

miktarin1 da agiklamaktadir.
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C-N*-C Ger. Alan

0.9 1

0.8 -+

0.7 -

EEontrol MLPS

Sekil 3.24. Kontrol ve LPS gruplarinin C-N*-C gerilme titresim bantinin alan degerleri
(p<0,05%*).

Sekil 3.25., z-form DNA’dan kaynaklanan bir bant olan 927 cm™’te gozlenen bantin
alan degerindeki degisikligi gostermektedir. Sekilden de goriilebilecegi gibi bu bantin

alan degeri LPS uygulanmis dokuda anlamli derecede artmustir.

z-form DNA Alan
0,13
0,12
011 4
0.1 -
0,09 -
0,08 -
0,07 A

B Eontrol W LPS

Sekil 3.25. Kontrol ve LPS gruplarinin z-form DNA bantinin alan degerleri (p<0,05*).

Spektral analizlerde bant alani, dalga sayis1 ve bant genisligi analizlerinin yaninda
molekiillerin birbirlerine gore bagil degisimlerini kiyaslamak amaciyla son yillarda
spektral alan oranlarida kullanilmaktadir (Cakmak ve dig. 2012). Ornegin, CH,

antisimetrik bantinin altinda kalan alanin CHj antisimetrik bantinin alanina orani lipit
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zincir uzunlugu hakkinda bilgi edinilmek i¢in kullanilmaktadir. S6z konusu orandaki
artis zincir uzunlugundaki artisa tekabiil etmektedir (Cakmak ve dig. 2012; Severcan ve
Haris 2012). Sekil 3.26.ta s6z konusu bantlara ait alan oranindaki degisim
gosterilmektedir. Sekildende goriildiigii iizere LPS grubunda bir artis meydana

gelmistir. Bu artis, LPS grubunda lipit zincir uzunlugundaki artis1 gostermektedir.

CH, Antisim. / CH; Antisim.

2.9 1

2,8 1

B Kontrol ®LPS

Sekil 3.26. Kontrol ve LPS gruplarmin CH; antisimetrik/CHs; antisimetrik bant alan
oranlari (p<0,05%).

Sistemin karbonil (C=0) fonksiyonel gruplarinin durumu hakkinda bilgi sahibi olmak
icin karbonil ester/lipit oran1 hesaplanmistir (Cakmak ve dig. 2012). Sekil 3.27.’ten
goriildiigii gibi bu oran LPS uygulanmis grupta artmistir. Bu sonug sistemdeki karbonil

miktarinin artigint géstermektedir.
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Karbonil Ester / Lipit

*

0.24 -

0.23 1

0.22 1

0.21 1

B Kontrol BLPS

Sekil 3.27. Kontrol ve LPS gruplariin karbonil ester/lipit alan oranlar1 (p<0,05%).

Calisilan orneklerde lipit ve protein konsantrasyonlarinin birbirine gore degisimlerini
kiyaslamak amaciyla lipit ve proteinlerden kaynakli spektral bantlarin bant alan oranlari
kullanilmaktadir (Ozek ve dig. 2010; Cakmak ve dig. 2011). Bu oranlar hesaplanirken
CHjs antisimetrik, CH; antisimetrik ve CH, simetrik gerilme bantlar1 alanlarinin toplama,
amid II bantinin altinda kalan alana bolinmiistir. Sekil 3.28.°ten goriildigi gibi
lipit/protein oran1 LPS uygulanmig grupta anlamli derecede azalmistir. Su ana kadar
tartisilmis olan analiz sonuclarina gére hem protein hem de lipit miktarinda anlaml
derecede artis gozlenmisti. Bu azalis LPS uygulanmis dokuda meydana gelen protein
icerigindeki artmanin lipit igerigindeki artmadan daha fazla oldugunu gostermektedir.
Dolayisiyla sistemdeki protein miktar1 lipit miktarina gore daha fazla artmistir. Bu
sonug, sadece proteinlerden kaynaklanan bantlar olarak bilinen amid | ve amid II

bantlarindaki artis1 da desteklemektedir.
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Lipit / Protein

0,19

0,16 4
W Kontrol W LPS

Sekil 3.28. Kontrol ve LPS gruplarinin lipit/protein bant alan oranlar1 (p<0,05%).

PO, simetrik gerilim bant alaninin amid I bant alanina boliinmesi ile elde edilen niikleik
asit/protein oraninda elde edilen degisimler Sekil 3.29.’ta gosterilmistir. Sekilden de

goriilebilecegi tizere LPS uygulanmis grupta bu oran anlamli derecede azalmistir.

Niikleik Asit / Protein

0,28 -
0,27 A
0,26 -
0,25 1
0,24
0.23 1
0,22

® Kontrol MWLPS

Sekil 3.29. Kontrol ve LPS gruplarmin niikleik asit/protein bant alan oranlari (p<0,05%*).

Calismamizda ¢alisilan gruplarda LPS uygulamasinin hipokampiis dokusundaki protein
ikincil yapilarinda meydana gelen degisimleri saptamak amaciyla FTIR spektrumunda
sadece proteinlerden kaynaklanan ve 1700-1600 cm™ araliginda yer alan amid I bantina
ikincil  tirev-vektér normalizasyon metodu uygulandi. Ikincil tiirev vektor

normalizasyonu metodu ile elde edilen hipokampis dokusundaki protein ikincil
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yapilardaki degisimler Sekil 3.30.te gosterilmektedir. Ikincil tiirevde proteinlerin
ikincil yapisindan kaynaklanan turn yapilart 1684 cm™, alfa heliks 1659 cm™, random
coil 1652 cm™, beta sheet 1637 cm™’de ortaya ¢ikmaktadir. Sekildende goriildigii gibi
LPS uygulanmig si¢an hipokampiis dokusunda turn miktarinda anlamli bir azalma,

random coil miktarinda ise anlamli bir artis meydana gelmistir.

A B
Alfa Heliks Beta Tabaka
0.09 0.1 -
0.08 009 -
0,07 4
006 - 0.08 4
0.05 0.07 4
B Kontrol HLPS B Kontrol W LPS
C D .
Turn Random Coil
0.04 - 0.06 - %
0.03 - 0.06 4
0,02 4 0.04 4
0,01 4 0.03 4
m Kontrol mLPS m Kontrol mLPS

Sekil 3.30. Ikincil tiirev vektdr normalizasyonu metodu ile elde edilen kontrol ve LPS
gruplarmin dokularindaki A) Alfa Heliks B) Beta Tabaka C) Turn D) Random Coil
proteinlerin ikincil yap1 miktarindaki degisimler (p<0,05*, p<0,01*%*).

Protein ikincil yapilarindaki degisimlerle ilgili sonuglar, LPS uygulanmis dokuda
random coil miktarinda artisin oldugunu géstermistir buda LPS uygulanmis dokulardaki
proteinlerde bir miktar denatiirasyon meydana gelmis olabilecegini gdstermektedir

(Cakmak ve dig. 2011; Bozkurt ve dig. 2012).
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FTIR spektrumlarina 3100-450 cm™ spektral bolgesinde hiyerarsik kiimeleme analizi
metodu uygulandi. Sekil 3.31.’ten goriilecegi tizere LPS uygulanmis doku, kontrol
grubundan basarili bir sekilde ayrildi.

KONTROL LPS
( . @ @ © ql 9 o o |
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Sekil 3.31. Kontrol ve LPS grubundaki bireylere ait hipokampiis dokusu spektrumlarina

3100-450 cm™ bslgesinde uygulanmus hiyerarsik kiimeleme analizi.
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3.2. TARTISMA

Bircok metabolik hastaligin kaynagi hiicre diizeyindeki bazi islev bozukluklaridir
(Storlien ve dig. 1998; Rask-Madsen ve King 2007). Bu islev bozukluklari, hiicre
fonksiyonlarin1 yiiriiten hiicre zari, iyon kanallari, reseptorler gibi organel ve
molekillerin yapisal ve regiilatér bozukluklart ve birbirleri ile etkilesimlerindeki
degisimler sonucunda ortaya ¢ikmaktadir (Awayda ve dig. 2004; Wang ve Zhang 2005;
Luneva ve dig. 2007). Dolayisiyla, dokularda olusan molekiiler diizeydeki
degisikliklerin tayini, hastaliklarin molekiiler mekanizmalarimi ve ilerleyislerini
¢Oziimlemek agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Biyolojik molekiillerin fonksiyonlari
yapilarina baglidir. Giiniimiizde, molekiiler kompozisyondaki degisimlerin membranda
normal isleyis i¢in gerekli olan lipit ve protein gibi molekullerin antisimetrik dagilimini
degistirdigi, bunun da ¢esitli fonksiyon bozukluklarina neden oldugu bilinmektedir.
Ornegin doymamis/doymus lipit, lipit/protein oranlarindaki degisimin membran
kalinligin1 ve lipit diizenini diger bir deyimle membran yapisini degistirdigi ve bunun da
membran akigkanligi ile ilgili oldugu ve iyon akimlar kinetigi ve fonksiyonunu altiist
ettigi bilinmektedir (Szalontai ve dig. 2000; Awayda ve dig. 2004; Cakmak ve dig.
2011). Bu nedenle yapisal ve molekiiler iceriklerdeki degisimleri belirlemeye yonelik
calismalarin 6nemi biiyiiktiir. Bu alanda, ¢alismada kullanilan FTIR spektroskopisinin
onemli bir yeri vardir. FTIR spektroskopisi, biyolojik ¢alismalar agisindan lipitlerin
diger biyomolekiillerle etkilesimleri, proteinlerin ikincil yapilarinin belirlenmesi,
kanser, diyabet gibi patolojik durumlarin, Alzheimer, Parkinson gibi norodejeneratif
hastaliklarin doku ve membran diizeyinde tanim ve teshisi gibi bircok alanda
kullaniimaktadir (Mantsch 1984; Liu ve dig. 1996; Boyar ve Severcan 1997; Fukuyama
ve dig. 1999; Severcan ve dig. 2000; Ramesh ve dig. 2002; Toyran ve dig. 2006; Dogan
ve dig. 2007; Ozek ve dig. 2010; Leskovjan ve dig. 2010; Severcan ve dig. 2010;
Cakmak ve dig. 2011; Cakmak ve dig. 2012; Severcan ve Haris 2012).

Calisma sonuglari, LPS uygulamasinin sican hipokampiisiindeki proteinlerin, lipitlerin
ve niikleik asitlerin miktari, yapis1 ve igeriginde Onemli degisiklikler meydana

getirdigini ortaya ¢ikarmstir.
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Kontrol ve LPS uygulanmis gruplara ait hipokampls orneklerindeki biyokimyasal
bilesenlere ait degisimleri gormek amaciyla normalize edilmemis, ham ortalama FTIR
spektrumlarindan bant alani, bant genisligi ve dalga sayis1 analizleri yapildi. S6z konusu
analizler, agirlikli olarak proteinlerden kaynaklanan amid A ve amid B bantlarinin yer
aldig1 (3800-3025 cm™) bolgesi, lipitlerden kaynakli bantlarin bulundugu C-H gerilme
bélgesi (3025-2800 cm™) ve protein, lipit, karbonhidrat ve niikleik asitlerden kaynakli
bantlarin bulundugu parmak izi bolgesinde (1800-900 cm™) gergeklestirildi.

FTIR spektroskopisi ile elde edilen spektral bantlarin alan degerlerindeki degisimler,
hipokampils dokusunda sistemik inflamasyona bagl olarak meydana gelen molekdl
miktarlarindaki degisimleri saptamak i¢in kullanildi. Doymamis yag asitlerinde bulunan
HC=CH gruplarmm C-H baglarindaki gerilme titresimleri, 3014 cm™ civarinda
gozlenen bir bant olusumuna neden olur (Mendelsohn ve Mantsch 1986). Bu bantin
sinyal siddeti ve altinda kalan alan hidrokarbon zincirlerinin doymamishgi hakkinda
bilgi vermektedir (Takahashi ve dig. 1991; Melin ve dig. 2000; Cakmak ve dig. 2003;
Severcan ve dig. 2005; Bozkurt ve dig. 2010; Ozek ve dig. 2010; Cakmak ve dig. 2011).
Analiz sonuglarimiz hipokampiis dokusunda doymamis yag iceriginde kayda deger
bi¢cimde bir artis meydana geldigini gostermistir (Sekil 3.5.). Doymamis yag asitlerinin
lipit peroksidasyonuna kars1 daha hassas olduklar1 bilinmektedir. Bu nedenle, bu bantin
altinda kalan alan lipit peroksidasyonunun tayini i¢in bir index olarak kullanilabilir
(Severcan ve dig. 2005). Ayrica doymamuislik indeksi olarak bilinen, bu bantin alanin
doymus lipitlerden kaynaklanan bantlarin alanmma béliinmesiyle elde edilen
doymamis/doymus lipit oraninin da LPS uygulanmis grupta onemli miktarda arttigi
tespit edilmistir (Sekil 3.6.). Olefinik=CH bantinin alanindaki ve doymamis/doymus
lipit oranindaki artig sistemik inflamasyonun hipokampiis dokusunda doymamis yag
asidi konsantrasyonunda artis meydana getirdigini gostermektedir. Doymamis yag asidi
miktarinda gozlenen bu artisin nedeni, artan lipit peroksidasyonu sonucu dokudakigift
bag igeren lipit peroksidasyon son Urlinlerinin artisina bagli olabilir (Bruch ve dig.
1983; Curtis ve dig. 1984; Bozkurt ve dig. 2010; Severcan ve dig. 2010; Cakmak ve dig.
2011).

Lipit peroksidasyonunun c¢oklu doymamis yag asitlerinin agil zincirlerindeki ¢ift
baglarda meydana geldigi (Khouw ve dig. 1993; Zwart ve dig. 1999) ve olefinik
baglarinin kaybiyla sonuglandigi (Sills ve dig. 1994; Moore ve dig. 1995) bilinmektedir.
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Ancak deney sonuglarimiza gore olefinik gruplarinda bir azalma yerine bir artis
gbzlenmistir. Bu sonug lipit peroksidasyonu reaksiyonlar: sirasinda kaybolan doymamis
yag asidi miktarinin lipit peroksidasyon son iiriinlerinde bulunan ¢ift baglar tarafindan
kompanse edildigini gostermektedir (Liu ve dig. 2002; Severcan ve dig. 2005; Cakmak
ve dig. 2011). Yin ve dig.’nin (2011) hazirladig1 bir derlemede detayli bir sekilde
aciklandig1 gibi biyolojik doku ve membranlardaki lipitler serbest radikal kaynaklariyla
muamele edildiklerinde bir dizi oksidasyon reaksiyon zinciri meydana gelir. Coklu
doymamis yag asitleri bu oksidasyon reaksiyonlarina karsi son derece duyarhidir (Yin ve
dig. 2011). Lipit peroksidasyonu, doymamis bir lipit {initesinin molekiiler oksijenle
birlesmesiyle baslayan ve lipit peroksidasyon son drdnleri olarak bilinen lipit
hidroperoksit ve dialkilperoksit gibi bilesiklerin olusmasiyla sonlanan kompleks bir
stirectir. Eger bir lipit a¢il zinciri birden fazla ¢ift bag iceriyorsa, lipit peroksidasyonu
konjuge dienleri olusturmak i¢in bu ¢ift baglarin yeniden diizenlenmesiyle sonuglanir.
Bunu hidroperoksitlerin par¢alanmasi ve kompleks ¢ogalma reaksiyonlar: takip eder ve
sonugta ikincil lipit peroksidasyon iiriinleri olusur (Lamba ve dig. 1991; Yin ve dig.
2011). Lipitlerde meydana gelen bu dejeneratif ¢ogalma reaksiyonlarina alkenler,
malondialdehit (MDA) gibi karbonil bilesikleri, lipit aldehitleri ve alkil radikallerini
iceren cesitli son iirlinlerin olusmas1 eslik eder. Sonug¢ olarak LPS uygulanmis grubun
hipokampls dokusundaki olefinik gruplarinin miktarinda meydana gelen artis dokuda
bu lipit peroksidasyon son iiriinlerinin birikmesinden kaynaklanmis olabilir (Zwart ve
dig. 1999; Yin ve dig. 2011). Hipokampls dokusunda etanol intoksikasyonunun
etkilerini FTIR spektroskopisi ile aragtiran dnceki bir ¢alismada, bizim sonuglarimizla
uyumlu olarak lipit peroksidasyon son iirlinlerinin artigina bagli olefinik bant alan1 ve
doymamig/doymus lipit oraninda artig rapor edilmistir (Elibol ve dig. 2011). Severcan
ve dig. (2005) tarafindan gergeklestirilen bir baska FTIR c¢alismasinda diyabetin
sicanlarda lipit peroksidasyonunu artirdig1 olefinik bantindaki artis ile tespit edilmistir.
Bu c¢aligmada ayrica lipit peroksidasyonu son iriinlerinin varligi, lipit peroksidasyon
testi olarak bilinen TBARS (tiobarbiturik asit reaktif madde) testiyle dogrulanmistir
(Severcan ve dig. 2005).

Lipit peroksidasyonu ile ilgili daha énce rapor edilen sonuclarda lipit peroksidasyon son
tirtinlerinde karbonil ester gruplarinda bir artis oldugu tespit edilmistir (Lamba ve dig.
1991; Lamba ve dig. 1994; Manda ve dig. 2007). Bizim deney sonuglarimiz
incelendiginde, LPS uygulanmis grupta karbonil bantinin alanmnin (Sekil 3.13.) ve
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karbonil ester/lipit oranmin (Sekil 3.27.) arttig1 goriilmektedir. Bu sonug, Onceki
caligmalarla uyumlu olarak, LPS enjeksiyonundan sonra hipokampiis dokusunda lipit
peroksidasyon son liriinlerinin biriktigi ve bu birikim sonucunda olefinik ve karbonil
gruplarmin arttig1 sonucunu desteklemektedir. Benzer sekilde, Cakmak ve dig. (2012)
grubumuz tarafindan gergeklestirilen sican beyninde radyoprotektan bir ajan olan
amifostinin iyonize edici radyasyona kars1 koruyucu etkilerinin arastirildigi dnceki bir
baska calismada lipit peroksidasyonuna bagli olarak doymamis/doymus lipit ve karbonil
ester/lipit oranlarinda anlamli derecede artislar rapor edilmistir. Inflamatuvar cevabin
olusmasinda serbest radikaller ile reaktif oksijen molekiilleri de rol almaktadir (Goode
ve Webster 1993; Jaeschke 2011). Merkezi sinir sisteminde meydana gelen herhangi bir
inflamatuvar yanit sirasinda aktive olan mikroglialarin sitokin, kemokin, nitrik oksit ve
reaktif oksijen molekullerini salgiladiklart bilinmektedir (Noh ve dig. 2014). Serbest
radikaller, reaktif oksijen molekiilleri ve reaktif nitrojen molekulleri, normal metabolik
olaylar sirasinda mitokondriyal, endoplazmik ve niiklear elektron tagima sistemlerinde
(sitokrom P-450), peroksizomlarda, monositlerin ve notrofillerin fagositozunda devaml
olarak Uretilmektedir. Serbest radikaller hidroksil, superoksit, nitrik oksit ve lipit
peroksit radikalleri gibi degisik kimyasal yapilara sahip olmaktadir (Cochrane 1991).
Lipit peroksidasyonunun en 6nemli sebeplerinden biri olan oksidatif stres, dokuda
oksidant ve antioksidantlar arasindaki dengenin bozulmasidir. Bilindigi gibi beyin
icerdigi yliksek miktarda doymamis yag asidi igeriginden dolay1 oksidatif strese karsi
son derece duyarhidir (Skaper ve dig. 1999). Beyin fosfolipit kompozisyonundaki ve
lipit peroksidasyon seviyesindeki degisiklikler beyin yaralanmasi, hipoksiya, sizofreni
ve epilepsi modellerde daha 6nce rapor edilmistir (du Bois ve dig. 2005; Freitas ve dig.
2005; Kikuchi ve dig. 2006; Tejada ve dig. 2006; Tejada ve dig. 2007; Freitas 2009).
Beynin c¢esitli bolgelerinde sistemik inflamasyon boyunca LPS uygulamasi sonrasinda
yluksek miktarda serbest radikal iiretimi ve lipit peroksidasyon diizeyinin artisi
gbzlenmistir. Ornegin, daha dnce gerceklestirilen baz1 calismalarda oksidadif stresin bir
kaniti olarak LPS enjeksiyonundan sonra beyinde antioksidant kapasitesinde azalma
rapor edilmistir (Suliman 2004; Arsenijevic 2007; Ferger 2010). Czapski ve dig. (2004)
lipit peroksidasyonu gibi oksidatif siireglerin aktivasyonuna katilan lipooksigenazlarin

LPS enjeksiyonundan sonra gozlendigini rapor etmistir.

Lipit kaynakli CH3 antisimetrik ile CH; antisimetrik ve simetrik gerilme bantlarinin yer
aldign C-H gerilme bolgesi analiz edildiginde, bu bantlarin alanlarinda kontrol
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gruplarina gore anlamli olgiide artis gozlendi (Sekil 3.7. ve 3.8.). Lipit miktarindaki
artis, lipit biyosentezindeki artisa karsilik gelmektedir. Bu sonu¢ CH,/CH3 antisimetrik
bant alan oranlarindaki artig ile desteklenmektedir. Ciinkii s6z konusu orandaki artig
lipit zincir uzunlugundaki artisa tekabiil etmektedir. C-H gerilme boélgesine ilaveten
parmak izi bolgesindeki spektral bantlarda da analiz yapilmistir. S6z konusu bdlgede
1461 cm™de yer alan CH, biikiilme bantinin alam da lipit miktar1 hakkinda bilgi
vermektedir. Bu bantta gézlenen artis (Sekil 3.9.), lipit iceriginde artig oldugu sonucunu
desteklemektedir. Ayrica yukarida belirtildigi gibi karbonil ester bantinin alaninda
karbonil ester/lipit oranindaki artista lipit igerigindeki artigt gosterir (Sekil 3.27.).
Karbonil ester bantinin dalga sayisi degerinde gozlenen kayma ise lipitlerde yapisal
olarak bir takim degisikliklerin meydana geldigini gostermektedir (Sekil 3.14.).
Lipitlerden kaynaklanan biitiin bantlarin alan degerinde tespit edilmis olan anlamli
artiglar LPS wuygulanmis sican hipokampiisiinde lipit igeriginde artis oldugunu
gostermektedir. Beyin, adipoz dokudan sonra vicutta en fazla lipit iceren dokudur ve
noronal sinyallesmedeki rollerinden dolayr beyin lipit metabolizmas1 6zel bir dneme
sahiptir. Bozulmus lipit metabolizmasi Alzheimer, Parkinson, MS, Huntington hastaligi,
ALS, sizofreni, bipolar bozukluk ve epilepsi gibi bir¢ok hastalikta rapor edilmistir
(Adibhatla ve Hatcher 2007). Ornegin, Cole-Edwards ve Bazan (2005), epileptik
ndbetlerin  sinapslarda membran lipitlerinden tiireyen yag asidi birikimine neden
oldugunu gostermistir. Ayrica epileptik ndbetlerin limbik yapilarda ve kortikal alanlarda
sadece basit noron kaybina degil, ayn1 zamanda sinaptik yapilanmanin degismesine ve

yeniden organize olmasina neden olmaktadir (Cakic1 Basak 2013).

CH; antisimetrik ve simetrik bantlarinin  dalga sayilarindaki  degisimlerin
degerlendirilmesi lipit diizen ve diizensizligi hakkinda bilgiler elde etmek i¢in kullanilir
(Rodriguea ve dig. 2009; Severcan ve Haris 2012). LPS uygulanmis hipokampiis
dokusunda CH; antisimetrik bantinin dalga sayisi degerinde anlamli 6l¢iide artig elde
edilmistir ki (Sekil 3.10.), bu da lipit diizenindeki azalmay1 gostermektedir. LPS
uygulanmis sican hipokampiisiindeki lipitlerin yapisinda goézlenen lipit diizenindeki
azalma sistemik inflamasyon tarafindan indiiklenen oksidatif stresle baglantili olabilir.
Calismamizi destekleyen diger bir ¢calismada, fosfolipitlerdeki oksidatif strese bagli lipit
diizeninin azalmasi elektron paramanyetik spektroskopisi ile de tespit edilmistir (Megli

ve Sabatini 2004).
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CH;, antisimetrik ve simetrik bantlarina ait bant genisliklerindeki degisimler ise,
membran lipitleri akiskanhiginda meydana gelen degisimleri belirlemek amaciyla
kullanilir (Severcan ve Haris 2012). CH; antisimetrik bantinin genisliginde, LPS
uygulanmis grupta kontrol grubuna gére artma meydana geldigi gozlendi (Sekil 3.11.).
Bant genisliginde azalma ve artma lipit akigkanliginda azalma ve artmayi isaret
etmektedir. Lipit akigkanliindaki s6z konusu degisim Orneklere ait lipit
kompozisyonundaki, diger bir ifade ile doymus yaglar, fosfolipitler ve kolesterol v.b.
lipit miktarlart ile bunlarin birbirlerine gore olan bagil degisimlerinden kaynaklanmis

olabilir (Inbar ve dig. 1977).

FTIR spektroskopisi biyolojik sistemlerdeki proteinlerin lipitlerle birlikte ¢alisiimasina
imkan saglayan bir tekniktir (Szalontai ve dig. 2000; Cakmak ve dig. 2011). 1653 ve
1545 cm™ de yer alan amid | ve CHj; antisimetrik bantlari proteinlerdeki yap1 ve
konsantrasyondaki degisimler hakkinda bilgiler vermektedir. S6z konusu, bantlarin bant
alaninda, LPS grubunda anlamli ol¢iide artma meydana gelmistir (Sekil 3.15.). S6z
konusu bantlarin analizinden elde edilen hipokampiis dokusundaki protein
miktarlarindaki artis, protein kaynakli CHjz simetrik bant alanindaki artisla da
desteklenmektedir. Ayrica proteinlerden gii¢lii sinyaller alan amid A, amid B (Sekil
3.3.) ve amid Il (Sekil 3.20.) bantlarinin alan degerlerinde kaydedilen anlamli artislar
da LPS wuygulanmis gruptaki proteinlerin arttigi sonucunu desteklemektedir.
Proteinlerden kaynaklanan biitiin bantlarin alan degerlerinde kaydedilen bu artis
hipokampusteki toplam protein igeriginin dolayisiyla protein sentezinin arttigini
gostermektedir. Sistemik inflamasyon sirasinda uyarana karsi baslatilan immiin cevabin
bir parcas1 olarak bir¢ok proinflamatuvar ve antiinflamatuvar sitokin (TNF-a, IL-1, IL-2
vb.) salgilanmaktadir. Biitiin bu sitokinler protein veya polipeptit yapili oldugundan
sistemdeki protein miktarinin artisinin sebebi bu tarz aract molekiillerin artisindan
kaynaklanmig olabilir. Skelly ve dig.(2013) beyinde makrofajlardan olusan
mikrogliyalarin LPS enjeksiyonuna cevap olarak niikleer faktor kappa B, TNF-a, IL-1
ve diger proinflamatuvar proteinlerin artti§int rapor etmistir. LPS’nin mikroglial
hicreleri interlokin-6, TNF-o ve insiilin benzeri biiyiime faktor 1°i salgilamak iizere
aktive ettigi bilinmektedir. Fu ve dig. (2014), LPS’nin sistemik enjeksiyonunun
hipokampls ve 06zellikle dentat girusta astrogliosise ve TNF, IL-1 ve NF-kB
proteinlerinin mRNA seviyelerinde ve protein seviyesinde artisa sebep oldugunu

gostermistir. LPS grubunda amid I bantinin dalga sayis1 degerinde ve amid | bantinin
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bant genisliginde azalma g@0zlendi (Sekil 3.16. ve 3.17.). Bu degisimler LPS
enjeksiyonuna bagli olarak protein yapilarinda ve konformasyonlarinda onemli
degisimlerin oldugunu gdstermektedir ki, bu sonu¢ amid I/amid II alan oraninda elde
edilen degisimlerle de (Sekil 3.18.) desteklenmektedir (Ozek ve dig. 2014; Severcan ve
Haris 2012). Degisik hastalik durumlarinda proteinlerin fonksiyonlarini1 anlayabilmek
icin proteinlerin yapisal degisimleri saptamak yeni tedavi yontemleri gelistirebilmek
acisindan gereklidir. Ornegin; Alzheimer hastaligmin anlagilabilmesi igin beyinde
anormal amiloid beta (AB) protein plaklarinin ve tau proteininden olusan norolif
yumaklarinin birikiminin ve tespit edilmesinin gerekli oldugu diistiniilmektedir (Holmes
ve Butchart 2011).

Yapilan protein ikincil yap1 analizi ¢alismalarinda elde edilen sonuglar hipokampus
dokusunda turn (donme) miktarinda azalma ve random coil (tesadiifi kivrilma)
miktarinda artig (Sekil 3.30.) oldugunu gostermistir ki bu da LPS uygulanmis grupta
proteinlerde denatlrasyonun oldugunu gostermektedir. Calismamizda hipokampus
dokusundaki protein ikincil yapilarinda meydana gelebilecek degisimlerin tespit
edilmesi, makromolekiiler yap1 ve fonksiyonlardaki degisimlerin belirlenmesi igin
gereklidir. Simdiye kadar metabolik rahatsizliklarla ilgili yapilan ¢alismalarda, degisik
proteinlerin miktarlar1 ve gen ekspresyonlari incelenmistir (Kim ve dig. 2004; Deangelis
ve dig. 2005; Qiu ve dig. 2005; Koza ve dig. 2006; Charbonneau ve dig. 2007; Benoit
ve dig. 2009). Protein yapilarindaki ve buna bagli olarak da fonksiyonlarindaki
degisimler, yalmizca gen ekspresyonundaki veya protein sentezindeki farklilagsmalara
bagl degildir. Proteinlerin gorevlerini tam olarak yapabilmeleri dogal hallerindeki {i¢
boyutlu yapilarina baghidir (Anfinsen 1973). Proteinlerin katlanma agsamasinda meydana
gelebilecek her tiirlii hata, proteinlerin farkli ikincil, liglinciil ya da dordiinciil yapilara
ulagmalarina, boylece ilgili proteinlerin islevlerini yitirmelerine veya farkli islevlere
sahip olmalarina neden olmaktadir (Soto 2001). Bu nedenle, ekspresyon degisikligi
olmadan, yalnizca var olan proteinlerin birincil ya da ikincil yapilarinin degismesinin de
proteinlerde fonksiyon bozulmalarina yol agabildikleri bilinmektedir. Ornegin, protein
konformasyon degisimleri nedeni ile protein fonksiyon kaybi ve cokelmesi
(agregasyonu) gozlenen Alzheimer, Parkinson, Huntington ya da prion hastaliklar1 gibi
norodejeneratif hastaliklarda ¢okelen proteinlerin ¢cogunlukla B-plakali yapisinda oldugu
birgcok ¢alisma ile gosterilmistir (Blake ve Serpell 1996; Perutz ve dig. 2002; Jaroniec

ve dig. 2004). Serbest radikal tiretimindeki artis hiicrenin redoks potansiyelini
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degistirerek, proteinler ve niikleik asitler gibi makromolekiillerin ikincil yapisini
degistirebilir (Olivares-Corichi ve dig. 2005). Fakat protein yapisindaki bu degisiklikler
sadece varolan proteinlerin yeniden dizenlenmesinden kaynaklanmayabilir. Sistemik
inflamasyon sirasinda uyarana cevap olarak meydana gelen yeni proteinlerin
sentezlenmesinin bir sonucu olarak ortaya g¢ikmisdaolabilir. Dahasi lipit igeriginde
meydana gelmis olan degisikliklerden kaynaklanan membran kalinliinda meydana
gelen degisiklikler protein konformasyonunda direkt bir etki yaratmis olabilir (Slater ve
Huang 2005).

Lipit/protein orant membran fonksiyonu ile yakindan iliskili olan lipit ve/veya protein
antisimetrisindeki degisiklikler hakkinda bilgi vermektedir (Bozkurt ve dig. 2010; Ozek
ve dig. 2010). Calisgmamizda hem lipit miktarinda hem de protein miktarinda anlaml
degisiklikler tespit edildiginden lipit/protein oraninda gozlenmis olan azalma (Sekil
3.28.) LPS uygulanmis sican hipokampiisiinde protein miktarindaki artisin lipit
miktarindaki artistan daha fazla oldugu seklinde yorumlanabilir. Ayrica bu azalma LPS
uygulanmis hipokampiis dokusunun hiicre zarlarinda lipit antisimetrisinde degisiklik
oldugunu gostermektedir. Lipit antisimetrisinde meydana gelen degisikliklerin hiicre i¢i
ve hiicreler arasi iyon konsantrasyonunda ve sonugta membran fonksiyonunda énemli

degisikliklere neden oldugu bilinmektedir (Becker ve dig. 2003).

1300-900 cm™ bélgesi karbonhidratlar ve niikleik asit ve fosfolipit gibi fosfat grubu
tagtyan makromolekiillerden kaynaklanan bantlar1 igermektedir. LPS uygulanmig grupta
nikleik asitlerin ana bantlari olarak bilinen 972 cm™ ve 927 cm™de ortaya ¢ikan
bantlarda anlamli derecede artis g0zlendi (Sekil 3.24. ve 3.25.). Bu bulgu
fosfolipitlerden ve karbonhidratlardan da sinyaller alan tamamlayict bantlar olarak
bilinen PO, antisimetrik ve simetrik (Sekil 3.21.) ve CO-O-C antisimetrik bantlarinda
(Sekil 3.23.) gozlenen paralel degisiklikler tarafindan desteklenmektedir. Niikleik asit
miktarinda g6zlenen bu artisin sebebi sistemik inflamasyon sirasinda birgok genin yeni
araci proteinler sentezlemek iizere aktive edilmis olmasi olabilir. Literatiirde TNF-a, IL-
1, IL-2, HMGBL1 vb. birgok araci protein genlerinin sistemik inflamasyona adaptasyon
slirecinde reseptorlerinin  sayisinda artma (up regiilasyonlar) ile ilgili kanitlar
bulunmaktadir. Ornegin, Czapski ve dig. (2010) LPS enjeksiyonundan 3 saat sonra
INOS, COX-2 ve TNFa igin mRNA seviyesinin arttigin1 bulmuslardir (Czapski 2010).
Niikleik asit/protein oraninda anlamli bir diisme gézlenmistir (Sekil 3.29.). Bu diisiis
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dokudaki translasyon hizinin transkripsiyon hizindan daha yiiksek oldugunu
gostermektedir (Elibol ve dig. 2015). PO,™ antisimetrik ve z-form DNA bantinin dalga
sayisi degerinde gozlenen kayma (Sekil 3.22. ve 3.25.) ise LPS grubundaki nikleik
asitlerin konformasyonunda degisiklik oldugunu goéstermektedir. Artan niikleik asit
icerigi ve niikleik asitlerde gozlenen konformasyon degisikliginin nedeni LPS
uygulanmis gruplarin hiicre ¢ekirdeklerinin morfolojisi, organizasyonu ve mimarisinde
meydana gelen degisiklikler olabilir. Ornegin LPS uygulamasindan sonra
cekirdek/sitoplazma oran1 degismis olabilir, hiicre boliinmesi hizlanmis ve DNA

kondansasyonunda azalma meydana gelmis olabilir (Chiriboga ve dig. 2000).

Calismamizda, hipokampiis dokusunun spektral verilere dayali olarak gerceklestirilen
hiyerarsik kiimeleme analizi sonucunda kontrol ve LPS uygulanmis dokular birbirinden

basaril bir sekilde ayrilmistir.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Norodejeneratif hastaliklar kazanilmig becerilerin kayb1 ve ilerleyici mental yikim ile
karakterize edilen sinir sistemi hastaliklaridir ve gelismis toplumlarda yasam siiresinin
uzamastyla goriilme sikliklar1 da artmaktadir. Sistemik inflamasyonun bu hastaliklarin
etiyolojisinde bulundugu bilinmekle birlikte merkezisinir sisteminde patolojiye yol
acmis olabilecek ne gibi molekiiler, yapisal ve komposizyonel degisimlere sebep oldugu
bilinmemektedir. Bu nedenle, bu ¢alisma, yapisal ve igeriksel biyomolekiiler degisimleri
inceleyerek merkezi sinir sistemi ile bagisiklik sistemi arasindaki iligkiyi anlamaya
katkida bulunmak amaciyla gerceklestirilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, LPS
uygulamasi ile olusturulan sistemik inflamasyonun hipokampiis dokusundaki
makromolekiillerin yap1 ve iceriginde meydana getirdigi degisiklikler molekiiler

duzeyde FTIR spektroskopisi teknigi kullanilarak incelenmistir.

FTIR spektroskopisi teknigi ile doymus ve doymamus lipit, protein, niikleik asit miktar
ve yapisindaki degisimler, doymamis/doymus yag, karbonil ester/lipit, lipit/protein,
niikleik asit/protein, amid I/II oran1 gibi molekiil miktarlar1 arasindaki oranlar, membran
akigkanlig1 ve diizenindeki degisimler, lipit zincir uzunlugundaki ve protein ikincil

yapisindaki degisimler arastirilmustir.

FTIR spektroskopisi sonuglari; LPS uygulamasinin sigan hipokampiisiindeki lipit,
protein ve niikleik asitlerin igerik, yapt ve fonksiyonlarinda 6nemli degisiklikler
meydana getirdigini ortaya ¢ikarmistir. LPS uygulamasi, hipokampus dokusundaki lipit,
protein ve niikleik asitlerin miktarlarinda 6nemli derecede artisa sebep olmustur. LPS
uygulamasindan sonra lipit/protein ve niikleik asit/protein oraninda azalma meydana
gelmigtir. Lipit/protein oraninda gozlenen azalma sistemdeki protein miktarindaki
artisin lipit miktarindaki artistan daha fazla oldugunu, niikleik asit/protein oranindaki
azalma ise dokudaki transkripsiyon hizinin translasyon hizindan daha yiiksek oldugunu
gostermektedir. LPS uygulamasi dokuda lipit peroksidasyon varligini gdsteren bir
parametre olan doymamis yag asidi miktarinda ve doymamis/doymus yag asidi oraninda
artis meydana getirmistir. Doymamis yag asidi konsantrasyonunda gdzlenen bu artisin

lipit peroksidasyonu sonucu olusan son iiriinlerin dokuda birikmesinden kaynaklandigi
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diisiiniilmektedir. Ayrica LPS uygulanmis grubun hipokampiis dokusunda goézlenen
karbonil gruplarinin ve karbonil ester/lipit oranindaki artisgta LPS uygulamasinin
sistemde lipit peroksidasyonu meydana getirdiginin bir kanitidir. Ayrica lipit zincir
uzunlugunda bir artis tespit edilmistir. LPS uygulamasimin hipokampiisteki néronlarin
membranlarinin diizenini 6nemli miktarda azalttigi ve membran dinamigini onemli
miktarda artirdigr gézlenmistir. Yapilan protein ikincil yapir analizi ¢aligmalarindan,
elde ettigimiz sonuglar, LPS uygulamasindan sonra hipokampiis dokusunda turn
miktarinda azalma ve random coil miktarinda artisin oldugunu gostermistir ki bu da
LPS uygulanmig grupta proteinlerde denatiirasyon oldugunu gostermektedir. Biitiin bu
degisikliklere protein ve niikleik asitlerde gozlenen konformasyonel degisikliklerde
eslik etmistir. Bu bulgular ayrica bize, FTIR spektroskopi teknigi kullanilarak degisik
patolojik sistemler hakkinda molekiiler diizeyde ¢ok degerli bilgiler elde edilebilecegini

acikca gostermistir.

Sonuglarimiz, sistemik inflamasyonun merkezi sinir sisteminin 6nemli bir bileseni
olarak bir¢ok norodejeneratif hastalikla iligkisi acik¢a ortaya konmus olan beynin
hipokampiis bolgesinde o©Onemli molekiiler degisiklikler meydana getirdigini
gostermistir. Bu nedenle calismamiz, norodejeneratif hastaliklarin etyopatolojisinin
daha 1yi anlasilabilmesi igin ileride gergeklestirilecek olan ¢alismalara 1s1k tutacaktir.
Sonuglarimiz sayesinde Alzheimer, Parkinson, Multiple Sklerozis gibi norodejenaratif

hastaliklarin sebepleri ve tedavisine yonelik yeni aragtirmalar gelistirilebilecektir.

Bundan sonraki siregte, c¢alismamizda gozledigimiz degisikliklerle tutarli bir
norodejeneratif hastalik modeli ekleyerek, norodejeneratif hastaliklarin tanisi ve

tedavisine yonelik, yeni calismalar gergeklestirilmesi planlanmaktadir.
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