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OZET

Sepsis, cerrahi hastalari ve travma kurbanlarinda karsilasilan énemli
bir saglik sorunu olarak karsimiza gikmaktadir. Sepsisle iligkili ensefalopati
mortalite ve morbiditeyi artiran ciddi bir komplikasyondur. Sepsis ve sepsisle
iligkili ensefalopatinin temel patofizyolojisini anlamamizda farkli hayvan
modellerinden elde edilen sonuglar yardimci olmaktadir. Bu hayvan
modellerinden elde edilen sonuglarin klinige uyarlanmasi ise her zaman
mumkuin olamamaktadir. Mevcut ¢alismada sigan sepsis modelinin (caecum
ligasyon ve perforasyonu); (1) kan basinci, kalp hizi, rektal isi1 degerleri, (2)
norolojik refleksler ve beyin elektriksel aktivitesi, (3) hematolojik ve kan
kaltura verileri ve (4) bromodeoksiuridin immunohistokimyasal yontemiyle
beyin subventrikliler zonunda ndérogenez, Uzerine olan etkileri arastirildi.
Ortalama arteriyel basingtaki anlamli azalma ve kalp hizindaki anlamli artis,
stabil olmayan vicut 1sis1, pozitif kan kultlr sonuglari, trombositopeni ve kan
laktat seviyelerindeki anlamli yukselme kullanilan modelin insanlarda gorulen
sepsis ile 6nemli benzerlikler tagidigini gdstermistir. insanlarda gorilen
sepsisle uyumlu olarak caecum ligasyon ve perforasyonu uygulanan
siganlarin bir bélimunde norolojik reflekslerde bozulma, elektrokortikografik
kayitlarda, median ve spektral ug¢ frekanslarinda azalma ve delta
aktivitesinde anlaml artma, somatosensoriyel potansiyelde anlamli uzama
saptanmigtir. Calismanin bir diger sonucu olarak caecum ligasyon ve
perforasyonu uygulanan sicanlarda subventrikiiler zonda bromodeoksiuridin
ile pozitif olarak isaretlenen ¢ogalmakta olan hiicre sayisinin anlamli oranda
artmis oldugu saptanmistir. Bu sonuglar birlikte degerlendirildiginde, caecum
ligasyon ve perforasyon modelinin sepsis ve sepsisle iligkili ensefalopati igin
onemli bir kdpru gorevi gorebilecegini ve siganlarda caecum ligasyon ve
perforasyonu ile olugturulan sepsisin, beyinde olusan olasi yikici etkiyi
dengelemek Uzere ndronal rejenerasyonu uyarabilecegini dusundirmektedir.

Anahtar kelimeler: Sepsis, sepsisle iliskili ensefalopati, nérogenez,

subventrikller zon, caecum ligasyon ve perforasyonu



SUMMARY

Neurogenesis in Adult Rat Brain: An Experimental Animal Model of

Sepsis

Sepsis is one of the most significant challenges in surgical patients
and trauma victims. Sepsis associated encephalopathy is a severe
complication of sepsis associated with increased morbidity and mortality. Our
understanding of the basic biology of sepsis and sepsis associated
encephalopathy has been guided by observations made using various animal
models. However, outcome predicted by animal studies are not always
representative of actual outcome in the clinic. We, therefore, have (1)
monitored blood pressure, heart rate and rectal temperature, (2) examined
the neurological reflexes and recorded brain electrical activity, (3) performed
hematology tests and blood cultures, (4) investigated the neurogenesis at the
subventricular zone with bromodeoksiuridine immunohistochemistry in cecal
ligation and perforation model of sepsis to reveal possible relation with
neurogenesis. Significant decrease in mean arterial pressure, increased
heart rate and unstable body temperature together with positive blood culture
results, thrombocytopenia and increased blood lactate levels provided strong
support for the possible similarities to the human sepsis. Consistent with the
human sepsis, deteriorated neurological reflexes, decreased median and
spectral edge frequencies together with significantly increased delta activity
in  electrocorticographic  recordings and elongated latencies in
somatosensorial potentials were observed in some but not in all rats cecal
ligated and perforated. Significantly higher number of bromodeoksiuridine
positive proliferating cells in subventricular zone were also observed. These
results collectively advocate that cecal ligation and perforation model may
provide an important preclinical bridge for sepsis and sepsis associated
encephalopaty and sepsis induced by cecal ligation and perforation in rats

induces region spesific increases in neuronal regeneration in a possible



attempt to compansate for the devastating effect of sepsis and sepsis
associated encephalopathy onto the brain.

Key words: Sepsis, sepsis associated encephalopathy, neurogenesis,

subventricular zone, cecal ligation and perforation.






GiRiS

Sepsis

Sepsis, yillar boyunca tip dinyasinin tedavisi gli¢ ve mortalitesi
yiksek sorunlarinin baginda yer almistir. Ozellikle son yillarda kaydedilen
bilimsel ve teknolojik gelismelere, sepsis patofizyolojisinin daha da iyi
anlasiimis olmasina, tani ve tedavideki olumlu gelismelere ve organ destek
sistemlerinde yasanan ilerlemeye ragmen, yogun bakim Unitelerindeki
hastalarda onde gelen mortalite nedeni olmaya devam etmektedir. Tiptaki
tani ve tedavide yasanan gelismeler ve yasam kosullarinin iyilesmesine bagl
olarak yagsam suresinin uzamasi, immunsupresif ajanlarin daha yaygin
kullanimi, farkh nedenlerle kateter kullanimi ve diger invaziv yontemlerin
kullanimindaki artig gibi nedenlerle, ginumuzde de sepsis ve septik sok
sikhikla gorulmekte ve yogun bakim uUnitelerindeki en sik 6lim nedeni olmayi
surdirmektedir. Sepsis ve septik soka bagli mortalite oranlarinin %30-60
arasinda degisebildigi bildiriimektedir (1).

Grekge’'de pislenmek anlamina gelen sepsis ve septik sok
konusundaki terminolojiye aciklik getiriimesi amaciyla “Amerikan Go6gus
Hekimleri Koleji” (American College of Chest Physicians) ve “Yogun Bakim
Derneg@i” (Society for Critical Care Medicine) 1992 yilinda yapilan uzlagi
konferansi ile yeni tanimlamalar ve siniflandirmalar getirmislerdir (2). Kabul
edilen terminolojiye gore tanimlamalar Tablo-1’de gosteriimektedir (2).
Avrupa Yogun Bakim Dernegi (European Society of Intensive Care
Medicine), Yogun Bakim Derneginin (Society of Critical Care Medicine) ve
Amerikan Go6gus Cerrahisi Dernegi (American Thoracic Surgery)’nin
sponsorlugunda 2001 yilinda dizenlenen Uluslararasi Sepsis Tanimlamalari
Konferansinda (International Sepsis Definitions Conference) 1992 yilindaki
uzlasi konferansindan gikan sepsis tanimlamalari yeniden gézden gegirilerek
guncellenmis ve sepsis evrelerinin belirlenmesinde PIRO

(predisposition=yatkinlik, infection=sepsise neden oldugu bilinen bir



enfeksiyon, response=sistemik inflamatuvar yanit, organ failure= organ

yetmezligi)

sisteminin kullanilmasi

onerilmistir. Bugunku haliyle PIRO

sisteminin sepsis evrelerinin belirlenmesinde yetersiz kaldigi ve gelistiriimesi

gerekliligi de tartisma konusudur (3).

Tablo-1: Sepsis tanimlamalari.

Enfeksiyon

Mikroorganizmalarin konakgi dokularinda bulunmasina bagli
olarak gelisen inflamatuvar yanittir.

Bakteriyemi

Canli bakterinin kanda bulunmasi durumudur.

Sistemik inflamatuvar
Yanit Sendromu

(SIRS= Systemic
Inflammatory
Response Syndrome)

Enfeksiydz veya enfeksiydz olmayan (pankreatit, yanik, ¢oklu
travma gibi) nedenlere bagh olarak asagidaki bulgulardan en az
ikisinin bulundugu klinik tablodur.

Hipertermi >38 C° veya hipotermi <36 C°
Kalp hizi > 90 atim/dk
Solunum hizi > 20 ss/dk veya
PaCO, < 32 mmHg
Beyaz kure sayisi > 12.000/mm? veya
< 4000/mm? ya da
geng hicre orani > %10

Enfeksiydz bir olaya bagl olarak gelisen SIRS tablosudur.

Sepsis Enfeksiyon etkeninin kan kiltirt ile kanitlanmis olmasi gerekir.
Sepsisle birlikte; asagidakilerden birisinin bulunmasidir.
e Organ disfonksiyonu
e Perflizyon bozuklugu (hipoperflizyon) ve buna bagli
. . olarak gelisebilecek laktik asidoz, oliglri veya akut
Agir sepsis mental degisiklikler
e Hipotansiyon (sistolik kan basincinin 90 mmHg'nin
altinda olmasi veya daha 6nceki dizeyin 40 mmHg
altina dismesi)
Sepsis bulgulari bulunan ve yeterli sivi tedavisine ragmen
. perflizyon bozuklugunun devam etmesi ve hipotansiyonun
Septik sok

surmesi ile ortaya ¢ikan tablodur.

Yanitsiz septik sok

Sivi tedavisine ve vazopressor ajanlara cevap vermeyen, bir
saatten daha uzun suren septik soktur.

Multipl Organ
Disfonksiyon
Sendromu (MODS)

Sepsis ve SIRS sonucu iki veya daha fazla organ ya da organ
sisteminin ilerleyici fizyolojik bozuklugudur..




Sepsis Epidemiyolojisi

1- Sepsis insidansr. Sepsis ve septik sok insidansini saptamak
oldukga zor olmakla beraber yapilan pek ¢ok calisma sepsisin gorulme
sikliginin tim dldnya genelinde gittikge arttigini gostermektedir (4-6). Cesitli
toplumlar arasinda 6nemli farkliliklar gostermekle beraber, sepsisin toplumda
gorulme sikhdinin 0.5/1000 ile 3/1000 arasinda degistigi (7-9) hastaneye
yatan hastalarda ise bu oranin 0.95/100 ile 3.3/100 arasinda oldugu
bildirilmigtir (7, 10-14). Amerikan toplumunda yapilan bir ¢calisma, agir sepsis
goOrilen hasta sayisinin yilik %1,5 arttigint ve bu artisin ndfus artis
oranindan fazla oldugunu gostermektedir (10). Ulkemizde 1990’I yillarda
yapilan bir calismada hastanede yatan hastarda sepsis insidansi 0.42/100
olarak bulunmustur (15). Yogun bakim Unitelerine yatirilan hastalarin ise
%14-37’sinde sepsis, %10-27’sinde agir sepsis saptanmaktadir (9, 10-12).
Agir sepsisli vakalarin yaklagik yarisinin yogun bakim unitelerinde tedavi
edilmek zorunda kaldigi, yogun bakim Unitelerinde yatis surelerinin en az 2-3
hafta oldugu géze alindiginda, sepsisin énemli bir toplum saghdi sorunu
olmanin yaninda dikkate deger bir ekonomik boyutu bulundugu da
vurgulanmaktadir (10, 16).

2- Mortalite oranlari. Sepsis, ciddi sepsis ve septik sok yogun
bakim Unitelerinde énemli bir mortalite ve morbidite nedenidir. Ginumuzde
sepsisle ilgili mortalite oranlari, yodun bakim Unitelerindeki teknik donanim ile
antimikrobik ve destek tedavilerdeki gelismelere ragmen artmakta ve sepsis
koroner digi yogun bakim dnitelerinde en basta gelen o6lum nedeni
sayllmaktadir. Sepsisin erken déneminde tani konulmasi, uygun antibiyotik
ve destek tedavisinin baglanmasi mortalite oranlarini 6nemli derecede
etkilemektedir. Mortalite oranlarinin sepsiste %16, ciddi sepsiste %20, septik
sokta %50’nin Uzerinde oldugu bildirilmigtir (7, 10).

3- Predispozan faktérler. Herhangi bir malignite nedeniyle
kemoterapi uygulanan, organ transplantasyonuna bagli immunsupresif tedavi
alan hastalar, AIDS gibi bagisiklik sistemi baskilanmis kisiler ile prematire
bebekler, yaslilar, genetik yatkinhdi olanlar ve kronik bobrek yetmezligi,

diabetes mellitus, kronik obstruktif akciger hastaligi gibi kronik hastalig



bulunan kisiler, yogun bakim Unitesinde yatan hastalar ve invaziv girigsim
uygulanan hastalar (i.v. kateter, yara drenaji gibi) sepsis gelisimi agisindan
blyUk risk tagimaktadirlar (17-19).

Sepsis Etyolojisi

Yukarida aciklandigi Uzere septik tablo, mikrobiyolojik yonden bilgi
vermeden hastalarin klinik durumunu yansitan bir tablodur. Nitekim sepsis
tablosu, bakteriler, virisler, mantar ve parazitler gibi enfeksiydz nedenlerden
kaynaklanabilece@i gibi pankreatit veya agir travma gibi enfeksiyon digi
nedenlere bagh olarak da gelisebilmektedir. Sepsise neden olan
mikroorganizmalarin sikhgdi sepsisin hastane veya hastane disinda gelismis
olmasina bagli olarak degismektedir (20). 1950’li yillarda S. aureus ve S.
pyogenes basta olmak Gzere 6n planda gram-pozitif bakteriler sepsiste en sik
saptanan etkenleri olustururken, 1960, 70 ve 80'li vyillarda bu
mikroorganizmalar Uzerine etkili pek ¢ok antibiyotigin kullanima girmesiyle
gram-pozitif bakteri sikhgi azalmaya ve gram-negatif bakteriler gittikge artan
oranlarda sepsis etkeni olarak izole edilmeye baslanmistir (7, 21). 1990’h
yillarda ise 3. kusak sefalosporinler ve kinolonlar gibi gram-negatif
mikroorganizmalara etkili gugli antibiyotiklerin kullaniimaya baslanmasi,
intravaskuler kateter uygulamalarinin artmasi, kalp kapakg¢igi ve eklem
protez kullaniminin artmasi gibi nedenlerle gram-pozitif mikroorganizmalarin
olusturdugu sepsis sikliginin tekrar arttigi bildirilmektedir (13, 22). Benzer
nedenlerle son yillarda basta candida turleri olmak Uzere mantarlara bagli
sepsis insidansinin da arttigi dusunulmektedir (23-25). Sepsise neden olan
etken enfeksiyonun nereden edinildigine gore de degisiklikler gosterir.
Toplumdan edinilmis sepsiste siklikla rastlanan etkenler streptekoklar, S.
aureus ve E. coli iken, hastanelerden edinilmis sepsiste karsilasilan etkenler
siklikla Peudomonas, Proteus ve Klebsiella tirleri ile E. coli, S. aureus ve
enterekoklardir. Hastanede sepsis gelisen hastalarin %20’sinde birden fazla
mikroorganizma izole edilebilmektedir. Sepsise neden olan gram pozitif ve

gram negatif mikroorganizmalar Tablo-2’de verilmistir.



Tablo-2: Sepsise neden olan mikroorganizmalar (26).

Metisiline duyarh S. aureus %14-24
Metisiline direngli S. aureus %5-11
Gram (+) 9%30-50 | Dider stafilokok turleri %1-3
mikroorganizmalar Streptococcus pneumoniae %9-12
Diger streptokok tirleri %6-11
Enterokok turleri %3-12
Anareoblar %1-2
Diger gram-pozitif bakteriler %1-5
Escherichia coli %9-27
Pseudomonas aeruginosa %8-15
Gram () Klebsiella pneumoniae %2-7
mikroorganizmalar | ¢433 Diger enterobakter tirleri %6-16
Haemophilus influenzae %2-10
Anaeroblar %3-7
Diger gram-negatif bakteriler %3-12
Mantarlar %3-6

Polimikrobiyal %13

Sepsis Patofizyolojisi

Sepsiste ortaya cikan klinik bulgularin siklikla mikroorganizmalarin
konak biyolojik sistemini aktive ettigi bilinen hucresel yapi ve toksinlerine
badli olarak gelistigi dustunulmektedir (Sekil-1). Gram negatif bakterilerin
hicre duvarinda bulunan lipopolisakkarit yapidaki endotoksin, gram pozitif
hicre duvarinda yer alan teikoik asit/peptidoglikan kompleksi, mantarlardaki
zymosan benzeri yapilar organizmada degigsik biyolojik sistemleri aktive
ederek bagisiklik sisteminin verdigi inflamatuvar yanita neden olmaktadir
(26). Mikroorganizmalardan salinan membran komponentleri monosit
yuzeyinde yer alan CD14 reseptorlerine baglanir. Sinyal daha sonra, yakin

zamanda tanimlanmig olan, Toll-like reseptorleri araciliiyla hicreye iletilir ve



Tumor nekrozis faktér a (TNFa) ve Interlokin-1 (IL-1) gibi sitokinlerin
hidcreden salinimina neden olur (27). Bu sitokinler, trombosit aktivasyon
faktor konsantrasyonunun yikselmesine (PAF), nitrik oksit sentaz
aktivitesinde artisa, dokulara notrofil infiltrasyonunun ve nétrofil aktivitesinin
uyarilmasina yol acarak direkt doku hasari olusturabildikleri gibi endotelial
hiicreler lzerine de etkileri bulunmaktadir (28, 29). inflamatuvar sitokinlerin
etkisine de bagli olarak, koagulasyonun ekstrensek yolunun ilk agsamasini
olusturan doku faktéri endotelial hicre ve monosit ylzeyinde eksprese
olmaya baslar. Doku faktori endotelial pro-inflamatuvar 6zelligi de olan
trombin Uretimine bu da damar igi pihti olusumuna neden olur. Sepsis
surecinde, IL-1 ve TNFa, ayrica gugli bir fibrinoliz inhibitérd olan,
plazminojen aktivatdér inhibitér 1 olusumunu artirarak fibrinolizisin
bozulmasina da neden olmaktadir. Bu iki farkli yolak damar igi pihti olusumu

ve mikrovaskuler koagulopatiye yol agar.

GRAM POZITiF GRAM NEGATIF
BAKTERI DUVARI BAKTF.RI DUVARI

PAF
Lokotrienler %I;ﬁtt
An;momk asit
Hasan
CD-14
Toll like reseptoru

APC Plazkr:‘i,ril:.jen
aktivitor
Doku faktoru inhibitdr 1

Endotel hucreleri

Mikrovaskdiler
koagtilopati

Sekil-1: Sepsiste organ yetmezligi ve Olume yol acgan inflamasyon ve
koagulasyon kaskadinda meydana gelen degisiklikler (26). APC, Aktif protein
C; PAF, Platelet (trombosit) aktive edici faktor; TNFa, Tumor nekrozis faktor
a; IL-1, interldkin-1.



Yukarda tanimlanan nedenlerle sepsiste inflamasyon ve
koagulasyonda meydana gelen kisir dongu kimi zaman 6lumle sonuglanan
¢coklu organ yetmezligine neden olabilmektedir.

Sepsisin Organlar Uzerine Etkileri

Sepsisli vakalarda ates, takipne, tasikardi gibi sistemik inflamasyon
bulgularinin yaninda klinik tablonun ilerlemesiyle beraber kardiyovaskuler,
renal, respiratuvar, metabolik ve hematolojik islev bozukluklari olusmakta,
etkilenen organ sayisina bagl olarak mortalite orani yikselmekte ve mortalite
orani, U¢ veya daha fazla organ tutulumu durumunda %80’in Uzerine
cikmaktadir (18). Septik soklu hastalarin %30-80’inde solunum yetmezligi
ortaya ciktigi bildirilmistir (30). Sepsiste akciger tutulumu, direkt akciger
hasari veya akut respiratuvar distres sendromu (ARDS) seklinde ortaya
cikabilir. Klinik olarak artan solunum destegine ragmen hipokseminin
dizelmemesi, ARDS’nin gelistigini gostermektedir. Pulmoner hipertansiyon,
ekstravaskuler sivi ¢ikisi artisi, kompliyans azalmasi, ARDS’de go6zlenen
olaylar olup ileri dénem respiratuvar kas yorgunlugunun da duruma
eklenmesi hastaligin seyrini agirlastirmaktadir. Enfeksiyona bagli immin
komplekslerin  bdbreklerde  birikimi, sepsis tedavisinde kullanilan
antibiyotiklerin nefrotoksik etkileri nedeniyle sepsise bagl renal tubuler
perfuzyon bozuklugu ve oliglrik bobrek yetmezligi ortaya c¢ikabilmektedir
(31). Sepsiste karaciger yetmezligi kolestazis ile ortaya cikabilir ve
inflamatuvar mediyatorlerin neden oldugu safra kanalikullerinin islev
bozuklugu sonucu hafif hiperbiliribinemi ve transaminazlarda hafif yukselme
gorulir. Aminotransferaz ve alkalen fosfataz artisi ile beraber serum
aminoasit duzeylerindeki azalma veya azalmis hepatik aminoasit klirensi
yetmezligin ilerledigine isaret etmektedir (18). Sepsisli hastalarda endojen
katekolaminlerin insilin salinimini inhibe etmesi ve glukoneogenezin artmasi
nedeniyle diabet olmaksizin kan glukoz duzeyinin kontrolinde yetersizlik ve
bu duruma bagl olarak da sepsisli hastada hiperglisemi veya hipoglisemi
gOrulebilir (18). Sepsiste salinan pek c¢ok mediyatdérin kalp Uzerinde
disfonksiyona yol agtigi gosterilmistir. TNFo, trombosit aktive edici faktor
(PAF) ve nitrik oksit (NO) bunlardan en o6nemlileridir. TNFa miyokardi



deprese etmekte iken PAF kalp Uzerinde negatif inotropik etki gostermekte
ve kan basincinda dususe yol agmaktadir (32-37).

Sepsisle iliskili Ensefalopati

Sepsisle iligkili ensefalopati (SIE), ensefalopatiyi aciklayacak
hipotansiyon, hipoksi, karaciger veya bobrek fonksiyon bozuklugu gibi
herhangi bir klinik durum ya da beyin ve zarlarindan kaynaklanan bir
enfeksiyon (menenijit, makroskobik serebrit, beyin absesi gibi) durumu
olmamasina ragmen sepsiste ortaya ¢ikan ve sistemik yanitin neden oldugu
disunilen yaygin beyin disfonksiyonudur (35-37). SIE yodun bakim
unitelerinde en sik gorulen ensefalopati tipidir ve sepsisli hastalarda %8-%70
arasinda degisen oranlarda gorilebildigi bildirilmektedir (38). SIE’nin eslik
ettigi sepsis hastalarinda mortalite oranlarinin belirgin artis gosterdigi
bilinmektedir. Yapilan bir ¢galismada mortalite oraninin ensefalopati gelisen
hastalarda, mental durumu saglam hastalara gore 1,9 kat daha yuksek
oldugu 6ne surulmasttr (37).

Sepsiste ortaya cikan bu ensefalopatide hastalarda konflizyondan
komaya kadar degisebilen gesitli klinik bulgular gozlenebilmektedir. Hafif
derecede ensefalopatisi olan hastalarda konflzyon geligsimi, uygunsuz
davraniglar sergileme, yazi yazma yeteneginde kayip, dikkatsizlik gibi
bulgular gérullirken, ileri asamalarda hastalarda delirium, ajitasyon, biling
durumunda kotulesme, koma geligsebilmektedir. Bobrek ve karaciger
yetmezligine bagll ensefalopati durumunda gorulebilen asteriksis, tremor,
multifokal myoklonus gibi bulgulara SIE’'de oldukga nadir rastlanmaktadir
(39). Bu hastalarda en sik gorulen motor sistem bulgusu paratonik rijiditedir
(10). Periferik sinir tutulumu genelde polinéropati seklinde olup ekstremite
hareketlerinde zayiflama ve derin tendon reflekslerinde kayip ile kendini belli
eder (40) ve gorulme sikligi yaklasik olarak %70’tir (41). Kranial sinir
tutulumu periferik sinir tutulumuna gore daha az gorulur. Hemiparezi gibi
lateralizasyon bulgularinin SIE’li hastalarda oldukga nadir gériilmesinden
dolayi, lateralizasyon bulgularini gosteren hastalarda &ncelikle diger
patolojiler disiintlmelidir. SIE’li bazi hastalarda c¢ekilen MR gériintiilerinde

degisik derecelerde vazojenik 6demin bulundugu bildirilmistir (20). SIE’li



hastalarin yapilan BOS analizleri genellikle normal olup, bazi ¢alismalarda
aromatik aminoasit oraninin arttigi, dalli-zincirli aminoasitlerin ise azaldigi
gOsterilmistir (42, 43).

SIE tanisinda kullanilan oldukga duyarli bir ydntem de
elektroensefalografidir (EEG). EEG dalgalari frekansina gore 4 dalga tipine
ayrilmaktadir. Alfa dalgalar; 8-13 Hz frekansinda normal bir EEG’nin en
karakteristik ritmik dalgalaridir. Beta dalgalari; 13 HZ'in Ustlinde frekansi olan
ve alfa dalgalarina gére daha kuguk dalga boylu dalgalardir. Saglkh, uyanik
bir yetiskinde normal zemin ritmini olustururlar. Teta dalgalari 4-7 Hz, delta
dalgalari ise 4 Hz ve bunun altinda frekansi olan dalgalardir. Teta ve delta
dalgalari ¢ocukluk caginda ve saglikli yetigkinin uyku trasesinde normal
olarak saptanabilir. Uyanik bir yetiskinde ¢ogunlukla patolojiye isaret ederler.
Ensefalopati ve ensefalitte EEG'de normal zemin aktivitesi yaygin yavas
dalga (teta, delta dalgalar) aktivitesine donusur. EEG degisiklikleri ile
mortalite oranlari arasinda bir korelasyon bulundugu bildirilmigtir. Mortalite
oranlari teta dalgasinda orta derecede yavaslama olanlarda %19, diffiz delta
dalgasi olanlarda %36, trifazik dalga eslik ettiginde %50, supresyon paterni
varliginda %65 olarak tespit edilmistir (44).

SIE’de en sik rastlanan patolojik degisiklik beynin cesitli bélgelerinde
iskemik lezyonlarin gorulmesidir. Septik soka bagli 6len hasta beyinlerinde
multifokal I16koensefalopatik lezyonlarin bulundugu bildirilmistir (45). Sepsiste
gorulen patolojik degisiklikleri incelemeye yonelik olarak, gesitli modeller
Uzerinde yapilan g¢alismalar da bulunmaktadir. Domuzlarda fekal peritonit
olusturularak vyapilan bir calismada perimikrovaskuler 6dem, noronal
hasarlanma ve astrosit ayakgiklarinda kayip oldugu gosterilmigtir (46).
Siganlarda yapilan bir ¢alismada ise frontal korteks ve hippocampus CAl
bolgesinde perimikrovaskiler 6dem gelistigi gosterilmistir (47-49). Ozellikle
erigkin donemde hippocampus’un gyrus dentatus’u norogenez agisindan
onemli bir merkez durumunda olup bu nedenle hippocampus’u ilgilendiren
patolojilerde etkilenmesi muhtemel gériilmektedir. Oncii hiicreler dogrudan
etkilenebileceqi gibi perimikrovaskiler ~ 6dem gibi mikrogevre

degisikliklerinden de dolayli olarak etkilenebilirler. Canli bakteri verilerek



olusturulan bir sepsis modelinde noronal hasarlanmaya ek olarak degisik
derecelerde perimikrovaskiler o6dem gelistigi gosterilmigtir. Endotoksin
verilerek olusturulan sepsis modellerinde hemorajik intraserebral lezyonlar
gOsterilmistir (50)

Sepsisle ligkili Ensefalopati’nin  Patofizyolojisi:  SIE’nin
patofizyolojisine yonelik bilgiler sinirli ve tartismahdir. Pek c¢ok arastirici
tarafindan SIiE’'nin  multifaktéryel bir slrece bagh olarak gelistigi
dusundlmektedir (35, 50-53)

a- Artmis sitokin seviyeleri

Sepsisli hastalarda ve hayvan modellerinde kandaki TNFa, IL-1,
interferon y (IFN y) gibi sitokin seviyeleri artmakta ve bozulmus kan beyin
bariyeri (KBB) araciligiyla veya KBB’nin olmadigi sirkumventrikiler organlar
gibi alanlardan parankim icine sizarak beyinde birikme egilimi
gOstermektedir. Beyinde artmis seviyelere ulasan sitokinler mikroglial
hicrelerde aktivasyona neden olarak bu htcrelerden NO gibi inflamatuvar
mediatoérler ve TNFa, IL-1 gibi pro-inflamatuvar sitokinlerin salinimini
artirmakta, beyin sitokin seviyesini yukselmektedir (35, 50). TNFa’nin, beyin
dokusunda triptofandan ensefalopatik tablonun ortaya ¢ikisina katkisi oldugu
dusundlen, norotoksik etkili kinolik asitin prekirsoru olan kinurinin olusumunu
artirdi§i disunutlmektedir (56). IFN y’nin astrositlerdeki indiklenebilir nitrik
oksit sentazi (INOS) aktive ederek beyindeki NO seviyelerini artirdigi, NO
olusumu sirasinda yan urln olarak olusan superoksit anyonunun beyinde
oksidatif stresi artirdigi ve bu durumun da ensefalopatinin gelisiminde etkisi
oldugu dusunulmektedir (51-53). IFN y ve lipopolisakkaritin (LPS) glial
hacrelere birlikte verilmesinin enerji iretim mekanizmalarinin bozulmasina ve
ATP Uretiminin normale goére ¢ok azaldigini gdsteren c¢alismalar, IFN y’nin
ndronlarda oksijen ve glukoz yetmezligine sebebiyet veren mekanizmalari da
tetikleyerek ensefalopatik tablonun olusumuna katkisi  bulundugunu
dusundurmektedir (54, 55).

b- Kan beyin bariyerinin hasarlanmasi

Kan Beyin Bariyeri (KBB), suda ¢b6zunen maddelerin ve ayrica

mikroorganizmalarin santral sinir sistemine (SSS) gegisinin kontrolinu
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saglayan, beynin ekstraselliler ortamini dizenleyen, 6zellesmis serebral
kapiller hiucrelerin de igcinde yer aldigi bir sistemdir. Beyin kapiller endotel
hicreleri, aralarinda siki badglantilar (tight junction) bulundurmalari,
fenestrasyon icermemeleri ve basal membranlarin astroglial ayaksi ¢ikintilar
tarafindan desteklenmis olmalari ile diger organlarin endotel hicrelerinden
ayrilirlar (56-58). Kemirgen sepsis modellerinde, KBB disfonksiyonunun
beynin  toksinlere  maruziyetinin  artmasi ve inflamatuvar hicre
infiltrasyonundaki artis nedeniyle ortaya c¢iktigi goésterilmistir. (59). KBB
hasarlanmasinda siki baglantilarin yapilarinin bozulmasi ve pineositoz
artisinin sonucu endotel hicreleri, perisitler ve astrositler arasinda normalde
varolan etkilesimin bozulabildigi disinilmektedir. Ayrica LPS’e bagh olarak
ortaya c¢ikan noéroinflamasyonun da KBB’den sitokinlerin  gegisini
kolaylastirdigi bildirilmigtir (60-62). TNFa, IL-IB ve anjiopoietin-2 gibi sitokin
ve vazoregulasyon molekullerinin artisinin, perivaskuler makrofajlarin sayi
ve c¢ogalma kabiliyetinde artisa, monositlerin endotele yapismasina ve
endotel hicrelerinin hasarina neden oldugu duisitnitlmektedir (63). KBB’nin
hasarlanmasinin perimikrovaskuler 6demle sonuglandidi bilinmektedir (63).
Perimikrovaskuler édemin endotelyal hucre siki baglantilarindaki morfolojik
yapinin bozulmasina bagl olabilecegini bildiren c¢alismalar oldugu gibi
beyinde intrinsik olarak uretilebilen ve sepsiste kandan beyin parankimine
gecisi artan Onemli anahtar bir inflamatuvar mediator olan TNFa’'nin,
aquaporin 4 (AQP4) kontrolinu etkileyerek ve bu sekilde beyin su transportu
degisikliklerine neden olarak perivaskiler 6deme sebebiyet verdigini one
suren galismalar da bulunmaktadir (64).

c- Aminoasit diizey degisiklikleri

SIE’de KBB'nin bozulmasina bagl olarak intravaskdler sivinin beyin
dokusuna gegisinin artmasina eslik edecek sekilde aromatik aminoasitler,
dalli zincirli aminoasitler gibi bir takim substratlarin da beyin parankimine
gecerek burada biriktigi dusunulmektedir (44, 46, 48, 65). Sepsisli hastalarda
aromatik aminoasit seviyelerinin kanda daha yuksek olmasi nedeniyle
beyindeki konsantrasyonlarinin da dalli-zincirli aminoasitlere gore daha

yuksek oldugu bildirilmektedir. Aminoasit duzey ve oranlarinda gorulen bu
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degisikliklerden dolayi dopamin, noradrenalin, serotonin gibi
norotransmitterlerin beyin konsantrasyonlarinin azaldigu,
ndrotransmitterlerdeki bu degisiklige bagh olarak da ensefalopatik tablonun
derinlestigi distinulmektedir ( 66).

d- Glutamat toksisitesi

Sepsis’de beyin glutamat konsantrasyonlarinin bes kat arttigi ve
artis gosteren glutamatin N-metil-D-aspartik asid (NMDA) reseptorlerine
baglanarak néronlar lzerinde toksik etki olusturdugu bildirilmistir (20). NMDA
reseptor antagonisti verilen sigcanlarda LPS’in neden oldugu ndéronal
hasarlanmanin azaldigini gosteren ¢alismalar bu gorisu desteklemektedir
(20, 35). Glutamat normalde astrositler tarafindan sodyum-bagimli bir
transport mekanizmasi ile ortamdan uzaklastiriimakta iken, LPS ve IFNy
verilen sicanlarda astrosit tarafindan gercgeklestirilen glutamat geri aliminin
azaldigr ve beyin parankiminde artan glutamatin néronal hasarlanmaya
neden olarak ensefalopatiye katki sagladigi gosterilmistir (20).

e- Oksidatif streste artma ve antioksidanlarin azalmasi

Peroksinitritter hdcre membranindaki lipitleri, hlcresel proteinleri,
DNA'yi oksitleyebilmekte ve bdylece hlcrede toksik etki gostermektedir (68).
Sepsisli hastalarda beyinde artmigs NO seviyelerine bagli olarak NO’den
peroksinitrit olusumunun arttiyi ve artan peroksinitritin beyin dokusunda
oksidatif streste artisa neden oldugu duisinuUlmektedir (69). C vitamini, E
vitamini ve selenyum gibi endojen antioksidanlarin ise oksitleyici ajanlari
inhibe ettigi bilinmektedir (20). Askorbik asitin (C vitamini) beyin
parankiminde hucresel metabolizma sonucu olusan superoksit radikallerini
indirgedigi ve beyin askorbik asit konsantrasyonlarinin periferik kan
konsantrasyonlarindan etkilendigi duistunulmektedir. Sepsisli hastalarda kan
ve beyindeki C vitamini seviyelerinin dusuk konsantrasyonda oldugu
saptanmig, bu durumun askorbik asitin beyin parankiminde artmis olan
superoksit radikalleriyle savasini olumsuz etkiledigi ve ensefalopati

gelisimine katki sagladigi 6ne surtlmastur (70, 71).
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f- NO6ron ve glia hiicrelerindeki artmis apoptoz

Sharshar ve ark. (2004) sepsis nedeniyle Olen hastalarin
beyinlerinde yaptiklari ¢alismalarda beynin c¢esitli bdlgelerinde ve otonom
cekirdeklerde apoptotik hicre oliminin arttigini  gdstermislerdir (72).
Ceacum ligasyon ve perforasyon (CLP) modeliyle deneysel sepsis
olusturulan siganlarda, serebellum purkinje hucrelerinde, hippocampus’un
CA1 bolgesindeki néronlarda, koroid pleksus hulcrelerinde apoptozun artmig
oldugu gosterilmistir (73). LPS verilerek olusturulan endotoksemi sonrasinda
beynin farkli alanlarinda (hippocampus, ortabeyin, cerebellum) apoptoza
neden olan bax gen ekspresyonunun artigi, anti-apoptotik bcl-2 gen
ekspresyonunun azaldigi, zamana bagli olarak iINOS immunoreaktivitesinin
giderek arttigi ve iNOS inhibitorleri verilerek bu slrecin tersine gevrilebildigi
gOsterilmistir (50). Endotoksemiye bagl olarak ortaya c¢ikan iNOS artisi
sonrasinda NO yapiminda artis olmakta ve bu artis neticesinde
mitokondriden sitokrom-c salinimi meydana gelmekte, sitokrom-c’ninde
kaspaz 9 aktivasyonuna yol agarak apoptotik hicre 6liumunu gergeklestirdigi
bildiriimektedir (16). Gerek insanlarda gerekse cgesitli hayvan sepsis
modellerinde beynin degisik bolumlerinde apoptotik hiicre dlumunun arttigini
gbsteren bu galismalar apoptozun SIE patogenezinde &énemli roli
olabilecegini dusundurmektedir.

g- _lyatrojenik nedenler

Sepsisli hastalarin  buylk bir kismi yogun bakim Unitelerinde
yatmakta, genellikle solunum destegi saglanmasi amaciyla mekanik
ventilasyona ihtiyag duymakta ve bu nedenle sedatize edilmektedir.
Sedasyon amaciyla kullanilan ilaglarin metabolizmasi, sepsisli hastalarda
LPS’nin yapmis oldugu sitokrom p450 enzim sistemi inhibisyonu ve sepsise
bagli organ vyetmezlikleri nedeniyle atilimin azalmasindan dolayi
yavaslamaktadir. Kandaki seviyeleri yukselen bu sedatize edici ilaglarin beyin
konsantrasyonlarinin artarak sepsisle iligkili ensefalopatinin patofizyolojisine
katki sagladigi 6ne surtlmuastir (74). Sepsisli hastalara uygulanan yuksek
konsantrasyondaki intraven6z (i.v.) antibiyotik tedavileri sonucu bu ilaglarin

da beyindeki konsantrasyonlarinin yukseldigi, konvulzif ve non-konvulzif
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nobetlere yol actigi dusundlmektedir (75). Ayrica septik sok tedavisine
yonelik yuksek miktarlardaki sivi tedavilerinin, elektrolit dengesizligine neden
olarak ensefalopati durumunu agirlastirabildigi ifade edilmektedir (20, 75).
Ozet olarak bugiin icin SIE’nin patofizyolojisi tam olarak anlasiimis
degildir ve aciklamaya yonelik galismalar devam etmektedir. GUnimuze
kadar ortaya konan galismalar SIE'nin tek bir mekanizmaya bagli olmayip

multifaktoryel oldugu yontunde énemli deliller ortaya koymaktadir.

Deneysel Sepsis Modelleri

Yogun bakim unitelerindeki hasta cesitliligi ve genis caph klinik
calismalarin maliyetinin ylksek olmasi gibi olumsuz faktérler nedeniyle,
sepsiste hayvan calismalari, sepsise iligkin karanlikta kalmis konularin
aydinlatilabilmesi  ve  sepsis  tedavisinde  kullanilabilecek  yeni
immunomodulator ajanlarin denenmesi agisindan gunumuzde hala degerini
korumaktadir. BUyuk memeli hayvanlar genelde invaziv monitorizasyon
gerektiren fizyolojik calismalar igin kullaniimaktadir. Ozellikle domuzlar, organ
sistemlerinin insana benzerligi dolayisiyla oldukca sik kullanilan buyik deney
hayvanlari olarak gbze carpmaktadir (75). Vaskiler gegirgenlik
calismalarinda, akciger damarlarinin gegirgenlik ozellikleri dolayisiyla
koyunlar, sitokin c¢alismalarinda ise immdunolojik yapilarinin insana
benzemesi nedeniyle primatlar tercih edilen hayvan tarleridir (76). Sepsis
modelleri  olusturulurken kuguk memeli deney hayvanlarinin tercih
edilmesinin en 6nemli faydalari; géreceli ucuz olmalarinin yanisira insana
olan genetik benzerliklerdir. Bu hayvanlarin deney slresince yasamda
kalmalarinin saglanmasi ise asiimasi gereken 6énemli bir nokta olarak
goriilmektedir (84). Ideal bir septik hayvan modelinin basit, deneylerin
kolaylikla tekrar edilmesine olanak taniyan ve dozal/isleme bagimh yanit
olusturan, vyeterli klinik bulgularn sergileyen ve yeterli sitokin yaniti ile
bakteriyolojik bulgulari ortaya c¢ikarabilen bir model olmasi gerekmektedir.
Ayrica, sepsis tablosunun lokal baglayip dereceli olarak yayilan bir geligim

izlemesi arzu edilmektedir. Bilimsel agidan anestezi kullanilimayan sartlar
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altinda ilerleyen bir deney sureci tercih edilse de bu etik olarak kabul edilir
degildir (84). Tum bu gerekgelerle mevcut tez ¢alismasinda Wistar Albino
tard sicanlar kullaniimistir.

Cesitli  bilimsel c¢alismalarda kullanilan sepsis modelleri; (1)
endotoksin ve endotoksikoz modelleri, (2) bakteri infizyon modelleri, (3)
peritonit modelleri olmak Uzere U¢ ana baslik olarak kargimiza ¢ikmaktadir
(78).

1. Endotoksin ve Endotoksikoz Modeli

Endotoksin, gram negatif bakteri duvarinda bulunan fosfolipit,
polisakkarit ve proteinden olusan, isiya direncgli yuksek molekdl agirhkli
kompleks bir maddedir. Endotoksin igerisindeki LPS bileseni endotoksikoz
olusturmakta kullanilan, dayanikli yapisi ile liyofilize halde depolanabilen ve
gerektiginde bolus ya da surekli inflizyon seklinde uygulanabilen ve tim bu
Ozellikleriyle sepsis c¢alismalarinda siklikla tercih edilen bir molekaldur (78).
LPS’nin intraperitoneal (i.p.) veya i.v. olarak deney hayvanlarina verilmesi
sepsis benzeri bir tablonun olusumuna yol agmaktadir (85). Bu nedenle LPS,
gram negatif sepsis olusturulmasinda, endojen sitokinlerin ve tamamlayici
proteinlerin saliniminin deneysel olarak uyarilmasinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ancak, endotoksin cevabi turler arasinda buyuk farkhliklar
gOstermekte, ayni tur icinde yas, cinsiyet, Ostrojen duzeyi, kilo, diyet gibi
faktorlerden de etkilenebilmektedir. insan, tavsan, koyun ve domuzlar LPS’ye
karsi olduk¢a duyarli iken deney hayvani olarak kullanilan si¢anlar ve
babunlar gibi bazi turlerin ise LPS’nin etkilerine kargi goreceli olarak direngli
oldugu bilinmektedir (80). Bu nedenle deney hayvanlarinda, dézellikle sigan
gibi direngli kemirgenlerde LPS ile birlikte dlduricu organizmalarin ya da D-
galaktozamin, kursun asetat, berilyum fosfat ve karbontetraklorid gibi LPS’ye
karsi duyarhihdin arttinimasini saglayan molekuillerin LPS uygulanimi ile
kombine edildigi yontemler gelistirilmistir (80).

Deneysel olarak olusturulan endotoksemi ile klinik sepsis arasinda
onemli farklarin bulundugu gdsterilmistir (82, 83). Sepsisli hastalarda
hiperdinamik ve hipodinamik faz olmak Uzere iki ayri hemodinamik evre

gOzlenmektedir. Sepsisin  erken donemlerinde hiperdinamik  fazin
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gelismesiyle sistemik vaskuler direngte dusus ve kardiyak atim hacminde
artig, sepsisin ilerleyen donemlerinde ise hipodinamik fazin gelismesiyle
birlikte kardiyak atim hacminde azalis gorulmektedir (84). Endotoksinin bolus
ve tek doz enjeksiyonu sonrasinda bircok hayvan tlrinde direkt olarak
hipodinamik faz gelismekte ve inflamatuvar sitokinlerin kan seviyelerinde hizli
fakat gegici bir yukselis gozlenmektedir (85). Sepsisli hastalarda ise
inflamatuvar sitokinlerdeki artisin daha gec¢ ve godreceli bir ylkselis ile
meydana geldigi ve kandaki seviyelerinin uzun bir sire yuksek kaldigi
bildirilmektedir (78). Intravendz dlsik doz endotoksin infuzyonu ise
baslangicta kardiyak debide artisa neden olmaktadir. Bu modelde dugsuk doz
ve uzun sureli endotoksinin i.v. yol kullanilarak uygulanmasi subklinik
koagulopatiye ve ge¢ donemde coklu organ yetmezligi bulgularina sebep
olabilmektedir (86).

LPS, vucuttaki etkilerini hicre membraninda yer alan TLR-4
Uzerinden goOstermekte (87) ve inflzyonu sonrasinda kandaki pro-
inflamatuvar sitokin seviyelerinde artis meydana gelmektedir (88). LPS
inflzyonu yapilan hayvanlarda, TNFa antikorlarin veriimesiyle TNFa’nin
blokaji saglandigi ve bu sayede bu hayvanlarin yagsama surelerinde belirgin
bir artis gozlendigi bildiriimigtir (89, 90). Sepsisli hastalarda yapilan
calismalarda ise TNFa blokajinin yasam suresi Uzerine belirgin bir etkisinin
bulunmadigi gosterilmistir (91). TNFa ve IL-1 seviyelerinin sepsisli hastalarda
endotoksikoz olusturulan hayvanlar kadar yuksek seviyelere c¢ikmamasi
nedeniyle pro-inflamatuvar sitokinlerin azaltilmasina yodnelik tedavi
yontemlerinin basarili sonuglar vermedigi disunulmektedir (78).

GUnUimulzde, endotoksemi modeli g¢alismalarinin blylk bir kismi
yuksek miktarlardaki LPS’nin tek doz seklinde i.p. veya i.v. veriimesiyle
gerceklestiriimektedir. Yuksek miktarlardaki LPS’nin tek doz seklinde bolus
olarak verilmesi yontemin kullaniminin kolayligi sebebiyle arastirmacilar
tarafindan siklikla tercih ediliyor olsa da, LPS modelinin bu sekilde
uygulanmasinin  sepsisli hastalardaki hemodinamik degigiklikleri ve
dolasimda saptanan sitokin seviyelerini tam olarak yansitmadigi

gorulmektedir. LPS modelinde kullanilan sepsis tedavi yontemlerinin sepsisli
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hastalarda etkisinin olmadigi, tersine mortalite oranlarini artirdigini gosteren
calismalar bu yontemin klinige uyarlanmasinda dikkate deger dezavantajlari

bulundurdugunu distndirmektedir (90, 91).
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2. Bakteriyel infiizyon Modelleri

Sepsiste, pozitif kan kuoltird saptanmasi hastaligin siddeti ile
orantihdir. Bu oran sepsiste %17, ciddi sepsiste % 25 ve septik sokta %69
olarak bildiriimis ve bakteriyeminin varhgi ile sepsisin sonucu arasinda bir
baglanti olabilecegi 6ne surulmustar (84). Bu nedenle deneysel sepsis
modeli olarak, laboratuvar sartlarinda elde edilmis bir bakteriye ait sugsun LPS
yerine direkt olarak deney hayvanlarina verilmesi de kullanilan yontemler
arasinda yer almaktadir (84). Bu ydontemde bakteri izolatlari, damar igine
veya periton igine enjekte edilerek sepsis olusturulmaktadir (84). En ¢ok
tercih edilen bakteri E. coli olmakla beraber gram negatif olarak
pseudomonas turlerinin, gram pozitif bakteri olarak S. aureus’un (babun,
domuz, kopek) ve B grubu streptekok (fare ve domuz) tirlerinin de
kullanildigi gesitli calismalar bulunmaktadir (84). Ayrica maya formlarindan
C. albicans da siganlarda bu amagla tercih edilebilmektedir (82, 84). izotonik
sivi ile sulandirlan saf bakterinin i.p. uygulamanin da etkili olabilmesi i¢in gok
yuksek miktarlarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle bakteriler, i.p. olarak
verilirken tek baslarina uygulanabilecegi gibi “yardimci” adi verilen
maddelerle (steril feges, baryum sulfat, hemoglobin, fibrin, agar, musin)
karistirllarak da verilebilmektedir (84,86). Bakterilerin i.v. uygulanmasinin
ardindan vlcutta meydana getirdigi patofizyolojik degisiklikler daha o6nce
yapilmis olan birgok hayvan calismasiyla ortaya konmaya c¢alisiimistir (92-
94). Bakteriyel inflizyon modelinde, kullanilan bakterilerin miktari ve inflzyon
suresi calismalar arasinda farklihk gostermektedir. Kiaguk memeli
hayvanlarda E. coli’'nin i.v. olarak duguk dozlarda verilmesi, saatler igerisinde
minimal duzeyde fizyolojik degisikliklere yol agmakta iken daha ylksek
dozlarda verilmesi siklikla kardiyak outputta erken doénemde artis, geg
donemde ise azaligs olmak Uzere bifazik degisikliklere yol acmaktadir (95).
Buyuk memeli hayvanlarda ise (domuz ve babun gibi) bakterilerin genellikle
yuksek dozlarda kullanildigi ve bu durumun eger sivi replasmani
uygulanmiyor ise siklikla hayvanlarin 6limu ile sonuglandidi ve bu sebeple
sepsis modelinden ¢ok intoksikasyon modeline benzedigi diustnulmektedir

(92). Domuzlarda i.v. olarak gram pozitif veya gram negatif bakteriler
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verilerek olusturulan sepsis modelinde, farkli bakteri turlerinin meydana
getirdigi etkilerin degisiklikler gosterdigi saptanmistir (96). Bu c¢alismada
gram pozitif bir bakteri olan S. aureus’un i.v. uygulanmasi sonrasinda
hayvanlarda minimal dizeyde kardiyopulmoner degisiklikler ortaya ¢ikmakta
iken gram negatif bakteriler arasinda yer alan E. coli ve P. aeruginosa’nin
verilmesi ise sok tablosu ve akut respiratuar yetmezlik ile sonuglanmaktadir.
Bakteriyel inflzyon modelindeki mortalite oranlari, verilen bakteri miktarina
gore degisiklik gostermekte ve bu 6zelligi nedeniyle periton igine direkt olarak
fekal igerigin uygulanmasi yontemine kiyasla daha kontrollt bir sepsis modeli
oldugu da ileri stralmektedir (97).

Bakteriyel inflzyon modelleri, ¢alisma pratigi acisindan CLP ve
colon ascendens’e stent vyerlestiriimesi (CASP=colon ascendens stent
peritonitis) gibi invaziv cerrahi yontemlere gore kullanim kolayligi saglamasi
ve mortalite oranlarinin manipulasyonuna olanak saglamasi nedeniyle
arastirmacilar tarafindan tercih edilmekle beraber bu ydntem kullanilarak
olusturulan sepsis modelinde, uygulanan canli bakterilerin vicutta kolonize
olamamasi ihtimali veya yuksek miktarlarda verilmesi durumunda ise sepsis
modelinden c¢ok bir intoksikasyon modeli olarak degerlendirilebilmesi
nedeniyle yontemin klinige uyarlanmasinda kisitlamalar bulunmaktadir.
Ayrica sepsisli bir hastada enfeksiyon odagindan aralikh olarak degisik
miktarlarda bakterinin kan akimina karistigi dusunuldiginde, bu modelin
klinik sepsisi tam olarak yansitmadigi da dusunulebilir (84).

3. Peritonit Modelleri

Konak savunma sistemlerinin ve hastalik kaynaginin kontrolinun iyi
saglanmasi durumunda, peritonun bakteri ile kargilagsmasi hastaliga neden
olmayabilir. Mikrobiyal bulasma eger periton ve genel konak savunma
sistemlerinin bas edebilecegi dizeyden daha fazla ise ilk asamada sistemik
bir yanit olustuktan sonra sepsis ve septik sok gelisebildigi bildiriimektedir
(17). Antibiyotik tedavisi, i.p. ylkama ve kaynak kontroli saglanmasi
durumunda ise hastaligin kontroll ve iyilesmesi mimkunduir. Bakteriyel kultar
peritonit modelleri ve hayvanlarin kendi fekal iceriklerinin kullanilarak

olusturulan havuzlanmis fekal inokulum modellerinin yani sira endojen
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floranin gastro-intestinal sistemden cerrahi olarak serbest birakilarak bir
enfeksiyon odagl olusturuimasi temeline dayanan deneysel sepsis
calismalari da sik¢a kullanilan diger yaklasimlar olarak goriilmektedir. izole
devaskularize bagirsak segmenti, CLP yoéntemi ve CASP bu amagla
kullanilan yéntemlerdir (98). izole devaskilarize ince bagirsak segmenti
modeli, bagirsak duvar butinligu bozulmadan bir iskemik ince bagirsak
segmenti olusturulmasi ve bu devaskularize bagirsak segmentinin karin
icerisinde nekrozunu takiben peritonit gelismesine dayanir (98). CASP modeli
ise colon ascendens’e degisik caplarda stent yerlestiriimesi ile olusturulan ve
daha c¢ok farelerde tercih edilen bir peritonit-sepsis modelidir (98).
Yerlestirilen stent capi ile mortalite arasinda siki baglanti bulunmaktadir.
Yontem uygulandiktan sonraki 18-48 saat icinde kullanilan stent ¢api 14 G
ise mortalite %100, cap 18 G ise %68, 22 G ise %39 olarak bildirilmigtir (96).
Bu yontemde stent kalis slUresi de mortalite oranlarini etkileyebilmekte, stent
3 saat birakildiginda mortalite gortilmemekte, 9 saat kaldiginda ise mortalite
%100 olmaktadir (81). CLP modeli, insanlardaki rlptlre apandisiti veya
perfore divertikiliti taklit eden bir yontem olmasi nedeniyle sepsisle iliskili
calismalarda oldukga sik kullanilan bir model olarak gbze c¢arpmaktadir.
Baslangigta sicanlar Uzerinde gelistiriimis bir yontem olsa da diger tirlerde
de (fare, koyun ve domuz gibi) basari ile uygulanabilmektedir (97, 98). CLP
modelinde orta hattan yapilan 2 cm’lik bir insizyon ile caecum ortaya
¢ikariimakta, valva ileocaecalis distalinden caecum baglanmakta ve yine bir
igneyle (18, 20 ve 22 gauge) caecum’da iki delik olusturularak fekal igerigin
periton igine gegmesi saglanmaktadir (81). Kullanilan igne kalinhgi ve
caecum’un baglanma yuzdesi mortalite oranlarini etkilemekte ayrica yasa
badli da degisik yanitlar ortaya ¢ikabilmektedir (78). Bu modelde mortalitenin
geng farelerde %20, olgun farelerde %70, yasli farelerde ise %75 oldugu ve
geng farelerin antibiyotik tedavisine daha iyi yanit verdigi bildiriimigtir (80, 99).
CLP modelindeki sitokin seviyeleri sepsisli hastalardakine benzer bir seyir
gOstermektedir (99). Ayrica sepsiste gorllen erken hiperdinamik ve geg¢
hipodinamik fazin ikisi de bu yontemde izlenebilmektedir (100). CLP
modelinin, bu 6zellikleri nedeniyle insanlarda gelisen sepsis tablosunu iyi bir
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sekilde taklit edebildigi dusunulmekte, diger invaziv olmayan yontemlerden
daha agresif ve daha uzun sureli bir ydntem olmasina ragmen, tercih edilen
girisim olma 06zelligini korumakta ve CLP modeli, sepsis arastirmalari igin
“altin standart” ydéntem olarak kabul edilmektedir (80, 97). ileriye yonelik
yapilmasi planlanan sepsis ¢alismalarinda insanlardaki septik tabloyu daha
iyi taklit ettigi dugunulen diger sepsis modellerinin (CLP ve CASP gibi)
kullaniimasi, sepsisli hastalara yonelik tedavi yontemlerinin gelistiriimesinde
ve insanlardaki sepsis patofizyolojisinin aciklanmasinda daha gecerli bilgiler
saglayabilecektir. Bu gerekgelerle mevcut tez ¢calismasinda deneysel sepsis

modeli olarak CLP tercih edilmigtir.

Erigkin NOorogenez

Erigkin norogenez; fetal ve erken postnatal gelisim sona erdikten
sonraki ddonemde yeni noronlarin olusmasi ve mevcut sinir aglarina entegre
olma surecidir. Erigkin  memeli beyninde ndérogenezin (yeni ndron
olusumunun) pek c¢ok bilimsel ¢alisma ile yadsinamaz bigimde gdsteriimesi
ile, sinir sisteminin tim yasam boyunca yapisal olarak duragan oldugu ve
yeni néron olusumunun mumkun olmadigr yonundeki yerlesik kani degismis,
Ozellikle son on yilda sinir bilimlerinde en heyecan verici ve hizla gelisen
arastirma alanlarindan biri haline gelmistir. Cogu memeli tirinde, eriskin
ndrogenez iki temel beyin bolgesinde meydana gelir: hippocampus’un gyrus
dentatus’'u (GD) ve subventrikiler zon (SVZ) (Sekil-2). Bununla birlikte,
primatlarda prefrontal, inferior temporal, posterior parietal neokorteks
boliumlerinde (102, 103), siganlarda anterior neokortekste yeni noron

olusumunun gercgeklestigini gdsteren ¢alismalar da bulunmaktadir (104).
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Sekil-2: insanda hippocampus’un gyrus dentatus’u ve ventriculus lateralis
bolimleri (102).

Norogenez birbirinden bagimsiz iki farkli suregten olusur. Birinci
sure¢ hucre cogalmasini kapsarken ikinci sure¢ ise noéronal 6Ozelliklerin
kazanilmasini saglayan farkllasma asamasi ile genc¢c ndronlarin bir
bolimunin elimine oldugu, digerlerinin ise olgunlagsmasini tamamlayarak
islevsel hale geldigi asamalari igerir. Biribirini takip eden bu sureglerin
baslatiimasi ve dizenlenmesini saglayan mekanizmalar henuz tam olarak
acikliga kavusmamistir. Erigskin SSS’de yeni olusan néronlar, glial hicre
populasyonu igcindeki “kék hlcre” ve “progenitor hicre” olarak isimlendirilen
iki tip hicreden meydana gelirler. Kok hucreler farklilasmamis, ¢ogalabilen,
kendi kendini yenileme yeteneg@ine sahip, ¢ok sayida degisik hucre tipine
farklilagma 6zelligi olan hicrelerdir ve bu hicreler SSS’de iki bolge haricinde
sessiz, sakin bir durumda bulunurlar. SVZ ve hippocampus’un GD’de ise ¢ok
yavas olarak birka¢ haftada bir bolundrler. Progenitor hlcreler ise ¢ogalma
yetenedine sahip, mitotik hucrelerdir ve hizli bdluntrler ancak kendi
kendilerini yenileme &zellikleri yoktur. Sinir sisteminin G¢ ana hicre tipine
(néronlar, astrositler ~ ve  oligodendrositler)  farklilanabildiklerinden
multipotansiyel olarak siniflandiriimiglardir. Her iki hicre tipi de, (kdk hucreler
ve progenitor hicreler) néronal prekursor hucreler olarak kabul edilirler (105,
106). Noronal prekursor hucrelerinden yeni noéron olusumu fizyolojik
norogenezin gerceklestigi SVZ ve GD ile sinirh olmadigi, 06zellikle

hasarlanma ve beyin fonksiyon bozukluklari gibi durumlarda daha belirgin
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olmak Uzere pek ¢ok farkli sinir sistemi bolgesinde de ¢ogabildigi ve néronal
aga katilarak beynin hafiza ve 0Ogrenme gibi fonksiyonlarina katki
saglayabildigi de gosterilmistir (107-109). SSS’ne yonelik algilamamizda
koklu degisimlere neden olmus, ¢esitli SSS hastaliklari ve hasarlanmalarinda
yeni tedavi yaklasimlarinin da oOnunu agmis, heyecan verici bilimsel
calismalar gercgeklestiriimeye basglanmistir. Norogenez galismalari hentiz ¢ok
yeni olmasina ragmen, 6grenme ve hafiza, epilepsi, depresyon ve sinir
sisteminin diger pek ¢ok rahatsizligini daha iyi kavramamizi saglamis, beyin
ve omurilik yaralanmalari ve hastaliklarinin tedavisinde yeni stratejilerin
geligtiriimesi umudunu vyaratmistir. Son on yilda yasanan tim hizl
gelismelere ragmen pek c¢ok sorunun henlz yanitlanmamis olmasi,
norogenez calismalarinin yakin gelecekte de heyecan verici ve yogun ilgi
gOren bir arastirma alani olacagini dusundurmektedir. Bu temel gerekgelerle
mevcut ¢alismada sepsis ve sepsisle iligkili ensefalopatide nérogenezin nasil
etkilendiginin arastiriimasi hedeflenmistir.

Subventrikiiler Zon ve Norogenez

Subventrikiler zon (SVZ), ventriculus lateralis’in dig duvari boyunca
uzanan ve yetigkin memeli Dbeyinlerinde yeni néron Uretiminin
gerceklestirildigi germinal bir merkez olarak kabul edilmektedir (110).
ventriculus lateralis’in septuma bakan i¢ duvarinda ve corpus callosum’a
komsu olan tavan kisminda SVZ'nin yer almadi§i gérilmektedir (111, 112)
(Sekil-3).

Tum vyetigkin memelilerde SVZ'de uretilen yeni noéronlar rostral
yonde bulbus olfactorius’a dogru go¢ etmekte ve bulbus olfactorius’taki
internéronlarin olusumuna katkida bulunmaktadir (113-115). Lois ve Alvarez-
Buylla; (113) fare beyinlerinde yaptiklar calismalarda SVZ’'de bilateral olarak
hergin 30.000 yeni hucrenin Uretildigini bildirmistir. SVZ’de hicre ¢ogalmasi
en fazla ventriculus lateralis’in rostralinde yer alan dorsolateral kosede
gerceklesmekte, dis duvarda kaudale dogru inildiginde gorece olarak
cogalma azalmaktadir (113). Ozetle, SVZ yetiskin beyninde progenitér
hicreler agisindan énemli bir depo goérevi gormekte, SVZ'den izole edilen

kok hucrelerin, epidermal growth factor (EGF) veya fibroblast growth factor
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(FGF) eklenen kultir ortamlarinda g¢ogalabildigini gosteren c¢alismalar, bu
hacrelerin  gesitli  SSS  hastaliklarinin  tedavisinde yeni  acilimlar

saglayabilecegini disundirmektedir (118-120).

Ventriculus quartus

Ventriculus |
tertius

Subventrikiler zon

Sekil-3: Ventriculus lateralis’in subventrikiler zonu (SVZ): Ventriculus
lateralis’e vyerlestiriimis siyah noktalarin sayisi ventriculus lateralis’in o
bolimunin nérogeneze katkisini, kirmizi gizgiler ventriculus lateralis’in dis
duvarinda nérogenezin gerceklestigi bélimleri gostermektedir (111).

GUnumuzde SVZ-bulbus olfactorius sistemi noéronal kok hacre,
nérogenezis, geng nodronlarin gogu ve farkllagmasi gibi konularin
aydinlatilabilmesi agisindan yogun olarak c¢aligilan deneysel bir model haline
gelmektedir. Subventrikiler zonda molekuler, morfolojik ve ince yapisal
Ozellikleri ile farkhliklar gosteren dort hicre tipi bulundugu gdsterilmigtir (112,
119). SVZ boyunca go¢ edebilen ve zincirler olusturan néroblastlar (tip A
hicreleri), noéroblastlarin olusturdugu zinciri digtan adeta kilif gibi saran
astrositler (tip B hucreleri), noéroblastlarin  olusturdugu zincirin  hemen
bitisiginde yer alan ve ylksek derecede ¢ogalabilme 06zelligi gdsteren
preklrsor hucreler (tip C hlcreleri) ve maturasyonunu tamamlayan néronlar

onde gelen hucre tipleri arasinda yer almaktadir (Sekil-4). Bunlara ek olarak
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SVZ'nin ventrikiler bogluktan ayrilmasini saglayan ependimal hicre (tip E
hdcresi) tabakasi da bulunmaktadir (Sekil-4).

TipB (1,2) TipC TipA Matdir hiicre
Astrosit Prekirsor hiicre Migratuvar néroblast N&ron
— -
GFAP pozitif N(?Stir_‘l pOZi.tif PSA-NCAM pozitif Néroflament pozitif
Vimentin pozitif Mitotik aktivite  Tip Il B-Tubulin MAP2 pozitif
Nestin pozitif RMS baslangi¢ HSA pozitif  Tirozin hidroksilaz pozitif
Mitotik aktivite (B2) GABA pozitif

Erigkin subventrikiler zon ) .
: Ependimal hucreler

J(Tip E)

(== (—=3=— )= (== (=)

Sekil-4: Subventrikiler zonda preklrsor hicrelerin yerlesimi. GFAP, glial
foriler asidik protein; HSA, 1sI stabil antijen; GABA, y-aminobutirik asit; RMS,
rostral goé¢ akimi; PSA, polisialik asit; MAP-2, mikrotubdl baglantili protein;
NCAM1, néronal hiicre adezyon molekuli (111).

[®H]-timidin injeksiyonu ile hiicrelerin isaretlenmesi sonrasinda hizli
¢ogalma gosteren tip C hucrelerinin yaninda tip B ve tip A hdcrelerinin de
bollinebildigi gosterilmistir (120). Tip E hucrelerinin de in vivo olarak
bollnebildigi ve dolayisiyla SVZ'de kdk hlicreler olarak gorev alabilecegi ileri
surilmis olsa da bu gorus elektron mikroskobik calismalar ile
desteklenememigstir (124, 126). Bolinebilme 6zelligine sahip tip B ve tip C
hdcrelerinin yeni noéronlarin yani tip A hucrelerinin olusumuna katkida
bulunabilecekleri (113, 127, 128), tip A hucrelerinin kendileri de bolunebilme
Ozelligine sahip oldugundan yeni tip A hucreleri olusturabildikleri ve bu
cogalma sureci ile SVZ'de olugan ve bulbus olfactorius’a dogru go¢ eden
hdcrelerin yerine yenilerinin konulabildigi one suralmustuar (124). Fakat tip A
hicrelerinden olugan kulturlerin kendilerini yenileyemedikleri yalnizca tip B

velveya tip C hucreleri ile zenginlestirildiklerinde ¢ogalabildikleri gdsterilmistir
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(124). Daha onceki galigmalarda SVZ'deki astrositlerin (tip B hucrelerinin)
bolunebildigi fakat bu hucrelerin basitge gogalarak daha fazla sayida glia
hidcresinin olugsmasini sagladigi dusunulmekte iken daha yakin zamanda
yapilan calismalar tip B hicrelerinin SVZ’de Uretilen yeni néronlarin primer
prekursorlu olabilecegine de isaret etmektedir (119, 120). Nitekim tip A ve tip
C hucrelerinin antimitotik ilaglarla devre disi birakildigi ¢alismalarda, SVZ
astrositlerinin (tip B hlcreleri) bdélinerek yeni tip C hicreleri olusturabildigi ve
sonrasinda ise tip C hucrelerinden tip A hlcrelerine dénisim gerceklestigi
bildirilmistir. Rous sarkoma virisu (avian retroviris) ile isaretlenen
astrositlerin (tip B hdcrelerinin), bu viris ile igaretli yeni no6ronlara
donustiguni ve bu ndéronlarin da bulbus olfactorius’a dogru goé¢ ederek
buraya entegre olduklarini ileri stren galismalar da bulunmaktadir (124, 125).
Tam bunlar g6z 6ndnde bulunduruldugunda tip B hucrelerinin yeni olusacak
ndronlar i¢in primer prekirsér gorevi gordigu, in vitro olarak néronal kok
hicrelere benzer sekilde c¢ogalip buyudugu ve yeni hucreler meydana
getirebildigi dusuntlmektedir (119, 120). Astrositik 6zellikler tasiyan tip B
hdcrelerinin nérojenik bir potansiyel tagsimasi daha dnce yaygin olarak kabul
edilen ndroglial hicrelerin néronlardan farkli bir soydan gelistigi distncesiyle
celismektedir. Astrositlerin  embriyonel gelisim sirasinda radial glia
hicrelerinden kdken aldigi bilinmektedir (120). Bazi hayvan tlrlerinde
(kanarya gibi) radial glia hicrelerinin yetiskin dénemde de varligini korudugu
ve yeni noronlar igin primer prekursor gorevini Ustlendigi gosterilmistir (125).
Yakin doénemde vyapilan calismalar memelilerdeki neokorteks gelisimi
esnasinda radial glia hicrelerinin ndéronal kok hucre olarak gorev yaptigina
isaret etmektedir (120). Tim bu bulgular géz 6ninde bulunduruldugunda
SVZ'de yer alan ndronal kok hucrelerinin muhtemelen noéroepitelyal-radial
glial-astrosit seklinde gelisim gosteren tip B hucrelerine karsilik geldigi ve
SVZ'deki tip B hucreleri tarafindan baslatilan gogalma aktivitesinin tip B — tip
C — tip A seklinde bir sureg izlemesi kuvvetle muhtemeldir (126-128).
SVZ'de olusan yeni hucreler hedef alanlari olan bulbus olfactorius’a
dogru uzun bir mesafe kaydedecek sekilde gé¢ ederler. SVZ'de gerceklesen

norogenez sonrasi U¢ temel asama gerceklesir.
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1. Go6¢ (2-6 gun): Yeni olugsan A hucreleri; 6zellesmis astrositler
tarafindan olusturulan bir yapi olan rostral go¢ akimi (RMS) boyunca bulbus
olfactorius’a dogru go¢ eder ve bulbus olfactorius’un ortalarina ulastiklarinda
olusturduklari zincirden ayrilarak, goglerini radial duzlemde sonlandirirlar. Bu
gogun gergeklesmesinde bulbus olfactorius’un glomeruler tabakasindan
kaynaklanan ekstrasellller bir matriks glukoproteini olan Tenascin R gibi
molekullerin roll oldugu disutnulmektedir (129).

2. Noronal farkllasma (15-30 gun): Bulbus olfactorius’a ulasan
lokal noroblastlar intrabulbar internéronlarin iki tipine farkhlanirlar. %75-99°'u
GABA aktivitesine sahip periglomeruler hiicrelere, %1-25'i ise GABA ve/veya
tirozin hidroksilaz aktivitesine sahip granuler hiicrelere dénustrler (129).

3. Lokal sinir agina katilim (15-30 gin): Yeni olusan granl
hicreleri ve periglomeruler noronlar bulbus olfactorius’un lokal sinir agina
katilir ve koku uyaranina cevap vermeye basglarlar (129-132).

Hippocampus ve Norogenez

Hippocampus (cornu ammonis), serebral hemisferlerin medial
bélimunde ventriculus lateralis’in cornu inferior’'unun tabani boyunca uzanan
5-8 cm uzunlugunda limbik sisteme ait bir olusumdur. Hippocampus, Grekge
“‘denizati” (hippos=at, kampos =deniz canavari) anlamina gelmektedir.
Hippocampus koronal kesitlerde birbiri igerisine giren iki “C” harfi seklinde
bilaminer yapi gosterir., Ammon boynuzu (cornu ammonis) ve gyrus
dentatus’'un birlikte olusturdugu goérinim, at bald (Hippocampus spp.)
turind animsatmaktadir (133-135). Hippocampus; formatio hippocampi adi
verilen anatomik yapilar toplulugu icinde yer almaktadir. Formatio
hippocampi terimi hicre yapisi 6zellikleri agisindan birbirinden farklihklar
gOsteren, birbirinden farkl anatomik bolgeleri kapsamaktadir. Bu bdlgeler;
gyrus dentatus, cornu ammonis 1, 2, 3 ve 4. alanlarindan (CA1, CA2 ,CA3 ve
CA4) olusan “asil hippocampus” (hippocampus proper), subiculum,
(presubiculum, subiculum proper, parasubiculum) ve entorhinal kortekstir.
Bu gruplamanin asil gerekgesi, adi gegen bolumlerin bluyuk oranda tek yonli
projeksiyonlarla birbirlerine baglandiklari sinaptik agdir. Bu sinaptik agin

baglangici 6zellikle assosiasyon alanlari basta olmak Uzere cortex cerebri’
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nin genis bir bolumanden, thalamus ve amygdala gibi subkortikal bolgeden
kaynaklanan uyarilarin sonlandidi entorhinal korteksdir. Entorhinal korteks
ndronlari subiculum’u perfore ederek yollarina devam ettiklerinden “Delici
Yol” adi verilen aksonlari, gyrus dentatus’un graniler néronlarinda sinaps
yaparlar. Gyrus dentatus’un granuler noéron uzantilarinin olusturdugu
“Yosunsu Lifler” ise CA4 ve 6zellikle de CA3 bolgesine projekte olurlar. CA3
ve CA4 bdlgesinin noéronlarina ait aksonlar alveus ve fimbria’'ya dogru
ilerlemeden 6nce verdikleri “Schaffer” kollateralleri ile CA1 noronlariyla
baglanti kurarlar. CA1 ndronlarina ait aksonlar da tipki CA3 bolgesi noronlari
gibi alveus ve fimbria’ya dogru ilerlemeden 6nce subiculum’da sonlanan
kollateral uzantilar verirler. Son olarak subiculum’dan baslayan glutaminerjik
lifler de 6nce alveus ve sonra da fimbria’nin blyuk bélimuni olustururlar. Bu
trisinaptik yap! igerisindeki temel yolaklari olusturan entorhinal korteks, GD,
CA ve subiculum bu nedenle tek bir Unite gibi degerlendirilir ve formatio

hippocampi olarak adlandirilirlar (Sekil-5).

Entorhinal
cortex

CA1 Sulcus rhinalis

Sekil-5: Hippocampus’un baglantilari 1- Entorhinal cortex’i gyrus dentatus’a
baglayan delici yollar. 2- Gyrus dentatus’un grantler hicrelerini CA3 bdlgesi
uzerindeki piramidal ndéronlara baglayan yosunsu lifler. 3- CA3 bolgesindeki
ndéronlardan baglayan ve CA1 bdlgesindeki piramidal néronlarla sinaps yapan
Schaffer kollateralleri (136).

Yapilan pek ¢ok calismaya ragmen hippocampus ve formatio
hippocampi’nin temel fonksiyonlari halen tartigmalidir. Papez’in 1937 yilina

uzanan c¢aligmalari sonrasinda hippocampus’'un ana fonksiyonunun
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duygulanimin dizenlenmesi oldugu (137, 138) ancak, daha sonraki yillarda
yapilan c¢alismalar hippocampus’un, duygulanimdan daha ¢ok hafiza ile
yakin iliskide oldugu dusuniimektedir (139). Fonksiyonel goérintileme
yontemlerindeki gelismeler ve davranis modellerini temel alan ¢alismalardaki
artigla birlikte, hippocampus’un hafiza olusumu ve 6grenme Uzerindeki rolleri
hendz anlagiimaya baglanmigtir (140).

Hippocampus’a ait bolgeler arasinda yer alan gyrus dentatus’un Ug¢
tabakadan meydana geldigi gosterilmistir (Sekil-6). Hippocampal fissura
yakin ve goreceli olarak hucreden fakir olan kisim molekuler tabaka olarak
tanimlanirken, molekuler tabakanin altinda granul hicrelerinin sik yerlegimli
kolumnar paketlerini iceren asil hicre tabakasi ya da granul hicre tabakasi

“en “,on

bulunmaktadir. Granll hicre ve molekller tabakalar, “v’ ya da “u” seklini
alarak polimorfik hicre tabakasini (polimorfik tabaka, gyrus dentatus’un
uclncu tabakasi) sarmaktadirlar. Granuler hicre tabakasi ile polimorfik hiicre
tabakasi arasinda subgranuler tabaka (SGL) olarak adlandirilan; kemirgen,
maymun ve insanlarda c¢ogalabilme 6zelligi tasiyan hucrelerin bulundugu
tabaka yer almaktadir (141-144). Bu bdlgede yer alan kdk-benzeri hiucrelerin
Glial Fibriler Asidik Protein (GFAP) pozitif hticre populasyonundan geldigi ve
SVZ’de tanimlanan tip B hicrelerinin esdederi oldugu disunulmektedir (145).
SVZ'deki bu hucreler D hucreleri olarak da isimlendirilirler. Antimitotik
sitarabine (Ara-C) maruz birakildiklarinda, hizli bélinme yetenegine sahip D
hdcrelerinin ortamdan elimine oldugu, tedavinin kesilmesinden sonra bazi B
hdcrelerinin bdélinmeye basladigi ve takip eden birkag gun sonra ise D
hdcrelerinin olusmaya basladigi gosterilmis, B hucrelerinin kdk hicre ve D
hdcrelerinin ise progenitor hucre 6zelliginde oldugu 6ne surulmustur (146). B
hdcrelerinin avian retrovirus ile isaretlendigi diger bir g¢alismada, bu
hicrelerden graniler hicrelerin olustugu ve bu yeni olusan graniler
hicrelerden kdken alan yosunsu liflerinin  CA3 bdlgesine uzandigi

gOsterilmigtir (147).
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Sekil-6: Gyrus dentatus ve bolumleri (148).

Subgranuler hicre tabakasinda olusan ve grantler hicre tabakasina
sinirh bir goge ugradigi gosterilen progenitdr hicrelerin yaklasik iki ay suren
bir sure¢ igerisinde noronal farklilasmaya ugradigi ve olgunlasarak lokal
sinaptik aga katildig1 disunilmektedir (149). Gyrus dentatus’da olusan yeni

ndronlarin matlrasyon sureci asagidaki gibidir.

e 1 hafta: immatir néronlar cogu kez molekiiler tabakaya dogru
polarize olmayan uzantilar olusturmaya baslarlar. Cok az sayida ama
eksitator ozellikteki lokal GABA’ya duyarli sinapslar olusur.

e 1-2 hafta: Dendritler molekller tabakaya dogru, aksonlar ise
polimorfik tabakaya dogru uzanmaya baslarlar. Eksitator sinaptik GABA
uyarilar alinmaya baslar, inhibitor uyarilar henuz olugsmamistir. Hucre direkt
uyarildiginda immatur aksiyon potansiyellerinin olustugu goérulebilir.

e 2-3 hafta: Molekller tabakaya uzanan dendritlerde spine
(dikensi c¢ikint) olusumu baslar. Glutaminerjik inhibitdr uyarilar alinmaya
baslar. CA3 bolgesindeki piramidal hicreler ile fonksiyonel baglantilar kuran

aksonlarin (yosunsu lifler) olustugu goéruldr.
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e 3 hafta-2 ay: Olusan néronlar dendritik dallanmalarini, spine
olusumunu ve sinaptik baglantilarini artirirlar. Yosunsu lifler matirasyona
devam eder.

e 2 ay sonrasl: Diger néronlardan fizyolojik olarak ayrimi mamkin
olmayan néronlar haline gelirler (150).

Yapilan guncel calismalarda; matirasyon surecinde,
zenginlestirilmis c¢evre ortaminin (151-153) gyrus dentatus’da nodrogenez
surecini hizlandirdigi, olusan hucrelerin iskemi gibi durumlarda (154) CA
bdlgesine go¢ ederek CA bdlgesi néronlarina farkhlasabildigi bildiriimektedir.

Norogenezin Kontrolu

Literatirde néronal prekursor hlcrelerin ¢ogalmasina,
farkhlasmasina ve goclne etki eden cesitli faktorler bildirilmis olmakla birlikte,
erigkin sinir sisteminde norogenezi kontrol eden mekanizmalar kesin olarak
aydinlatilabilmis degildir. Norogenezin kontrolinde rol oynadigi dusunulen
faktorler genellikle iki temel baslik altinda toplanmaktadir. (i) intrinsik

(selltler) faktorler, (ii) ekstrinsik (ekstrasellller, ¢cevresel) faktorler

i. intrinsik faktorler

Norogenezde meydana gelen hucre c¢ogalmasinin kontrolunde
retinoblastoma proteini (Rb) ve onunla ilintili proteinler (p107 ve p130),
nektin, E,F protein ailesinin anahtar rol oynayan molekiller oldugu
dusundlmektedir (155). Defosforile halde iken EF ile baglanarak
transkripsiyonu baskilayan ve hucrenin G1 fazindan S fazina gegisini
engelleyen Rb’nin cyclin bagimh kinazlarin (CDK) aktivasyonu ile fosforile
oldugunda G1 fazinin ge¢ dénemlerinde E,F'nin serbest birakilimasina ve
hicrenin S fazina girerek hicre siklusunun baglamasina sebep oldugu
bildiriimektedir (156). Rb proteinin defosforilasyonu ve bdylece hicre
cogalmasinin baskilanmasi ise CDK inhibitorlerinin iki Gyesi tarafindan
gerceklestirilir: (1) P15 p1e"™4a p1g"™ic p19""™4%yi jcinde barindiran
CDK, inhibitdr ailesi, (2) p21 "aePl n27KPl gibi kinaz inhibitdr protein

ailesidir (157). Sonug olarak Rb proteininin seviyesindeki artisin noéronal

31



progenitdr hicrelerin mitoza girigi igin dnemli bir adim oldugu ve gogalma
uzerine etkisini  E,F proteinlerini serbestleyerek hicre siklusunun G;
fazindan S fazina girmesini saglayarak gosterdigi sdylenebilir (158, 159).

ii. Ekstrinsik faktorler

1. Hormonlar ve Norosteroidler

Adrenal Kortikosteroidler: Erigkin ndrogeneze etkisi bilimsel olarak ilk

calisilan faktorlerden biri  kortikosteroidlerdir. Bilateral adrenalektomi
uygulanarak kortikosteron salinimi baskilanan sigcanlarda GD’da glial ve
ndronal hiucrelerde gogalma saptanirken, SVZ’de mitotik aktivitede herhangi
bir degisiklik gorulmemesi bu hormonun bdlgeye spesifik inhibitor etkisi
olabilecegini dusundirmustir (160). Kortikosteronun noérogenez Uzerine
inhibitor etkisi; (i) akut ve kronik Kkortikosteron uygulanan, (i) stres
olusturulan, (iii) hipothalamo-hipofizer adrenal eksen aktivitesinde farkliliklar
olusturulan diger modeller Uzerinde yapilan ¢alismalar ile de gosterilmigstir
(160). Kortikosteronun hiicre ¢gogalmasi tzerine olan baskilayici etkisini nasil
goOsterdigi tam olarak aydinlatilamamigsa da yapilan in vitro galismalarda
hicre siklusunun G1 fazini bloke ettigi, bu etkiyi de CDK'’y1 aktive ederek
Rb’nin  fosforile olmasini saglayan mediatorleri (cyclinD;, cyclinDo,
CDK4/CDKg) baskilayarak ve kinaz inhibitdrlerini ( p21 “a/erl  po7kiel)
uyararak gerceklestirdigi 6ne surtlmastir (160).

Gonadal Hormonlar: GD’un graniler hlcre tabakasinda hicre

cogalmasinin disi sicanlarda erkeklere kiyasla daha yuksek, cogalma
aktivitesinin menstruel siklusta 6strojenin yuksek oldugu dénemlerde daha
fazla oldugunun ve ovariektomi sonrasi azalan hicre g¢ogalmasinin 1783
estradiol verilerek duzeltilebildiginin gosterilmesi, disi gonadal hormonlarinin
hicre ¢ogalmasina uyarici etkisi oldugunu dustndirmektedir. Ancak yuksek
estradiol seviyelerine ragmen, granuler hicre tabakasinda estradiolin
cogalmasina etki etmedigini ya da azaldigini 6ne suren aksi yonde
calismalar da bulunmaktadir (160).

Norosteroidler: Norosteroidler periferik  kaynaklardan bagimsiz

olarak beynin pek cok bolgesinde de sentez edilen steroid alt grubu

maddelerdir (36). Baslica formatio hippocampi’de glial hicreler tarafindan
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sentez edilen bu steroidler hippocampus ile iligkili fonksiyonlara etki ederler
(349). Farmakolojik ozelliklerine gore iki temel gruba ayrilirlar; (i) GABAa
reseptor antagonisti dihidroepiandroesteron (DHEA) ve pregnanolon stilfat
(Preg-S) ile (ii) bu reseptérde agonist etki olusturan allopregnanolon (AlloP)
(333). Geng erigskin sicanlara on iki gun sureyle uygulanan DHEA'nin
hippocampus’ta hicre gogalmasini stimule ettigi kortikosteronun nérogenezi
baskilayici etkilerini ortadan kaldirdigi yonunde calismalar bulunmaktadir
(160). Bu etkinin tersine AlloP uygulanan erigskin sicanlarda ise hicre
cogalmasinin azaldi§i gosterilmistir (160). Sonug olarak, en azindan in vitro
ortamda GABAa reseptor aktivasyonunun hucre c¢ogalmasini azalttigi,
GABA, reseptor antagonistlerinin  ise hucre ¢ogalmasini  uyardigi
dusunulmektedir.

2. Norotransmitter ve Noromodulatorler

Glutamat: Yapilan c¢esitli ¢alismalardan elde edilen sonuglar,
glutamatin hippocampus’ta hicre ¢ogalmasina etkisinin kompleks bir olay
oldugunu ve glutamatin NMDA reseptorleri Uzerinden hucre c¢ogalmasini
baskilarken a-amino-3-hydroxyl-5-methyl-4-isoxazole-propionate (AMPA)
reseptorlerini etkileyerek gogalma aktivitesini artirabildigini dusundirmektedir
(160).

Serotonin: Serotonin GD’da ve SVZ’de hucre ¢ogalmasini artirdig,
serotonin sentezinin inhibisyonu veya beyinde nucleus raphe gibi
serotoninerjik ndéronlarin hasarlanmasi sonrasinda hem GD’da hem de
SVZ'de BrdU igaretli hicre sayilarinin azaldid bildirilmistir (160).

Nitrik oksit: Nitrik oksit (NO) L-argininden NO sentaz tarafindan
sentez edilen ve beyinde norotransmitter olarak gorev yapan serbest radikal
molekulidur. Geng erigkin siganlarda nitrik oksit SVZ ve GD’un her ikisinde
hem hicre ¢ogalmasini hem de hicre goég¢unu anlamh derecede artirdigi
gOsterilmigtir (160).

3. Trofik Faktorler
Erigkin beyninde mitojenik aktivasyon gdsterebilen pek c¢ok trofik

faktor tanimlanmistir. Nérogenezin kontroliinde etkisi en fazla galisilan trofik
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faktorler ile bu faktorlerin etkilerini gosterdikleri nérogenez bolgesi etki sekli
ve etkiledigi sure¢ Tablo-3'de 6zetlenmistir.
4. Norogenezin Dizenlenmesinde Etkisi Oldugu Dislinilen
Diger Faktorler

a-_Morfojenler: Santral sinir sisteminin gelisiminde énemli etkileri

oldugu bilinen Sonic hedgehog (shh) ve kemik morfojenik proteinleri
(BMP=Bone morphogenic protein) erigkin nérogenezin kontrolinde roll
oldugu dastnulen diger faktérlerdendir (170). Shh’nin kiltir ortaminda eriskin
sican hippocampus’unda progenitor hucrelerin ¢ogalmasini doza bagimh
olarak artirabildigi (170), in vivo olarak ise ekzojen shh kullaniminin hiicre
c¢ogalmasini artirdigi bildirilmistir (170). BMP’nin ise erigkin SVZ'unda
norogenezi inhibe ettigi BMP antagonisti Noggin verildiginde ndrogenezin
uyarildigi gosterilmistir (171).

b- Astrositler: Ekstraselliler mikroortamin homeostazinda onemli

roli oldugu bilinen astrositlerin de norosteroidler, sitokinler, buyume
faktorleri, glutamat metabolitleri ve/veya cesitli iyonlarin lokal salinimi ile

ndrogenezi duzenledigi ileri sUrtlmektedir (160).
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Tablo-3: Norogenez surecine etki gosteren trofik faktorler ve etkileri.

Trofik Faktor Etki Gosterdigi Etki Sekli Etkiledigi Siire¢ | Kaynak
Bolge
FGF-2 SVZ Artma Cogalma/ 161
(Fibroblast Gog/
Growth Farklilagsma
Factor-2) GD Etkisiz Etkisi yok 162
EGF sSvVvZ Artma Cogalma 163
(Epidermal
Growth GD Etkisiz Etkisiz 164
Factor)
HB-EGF SvZz Artma Cogalma 165
(Heparin
Binding <
Growth GD Artma Cogalma 164
Factor)
TGF-a sSvVZ Artma/Azalma Cogalma 166
(Transforming
Growth GD Bilinmiyor Bilinmiyor
Factor- a)
IGF-1 SVvZ Bilinmiyor Bilinmiyor
(Insulin
Growth GD Artma Cogalma/ 167
Factor) Farklilasma
BDNF SvZz Artma Cogalma/
(Brain Derived Farkhlagsma/ 168
Growth Sagkalim
Factor) GD Bilinmiyor Bilinmiyor
VEGF SVZ Artma Cogalma
(Vascular 169
Eg?gm]m GD Artma Cogalma
Factor)

(SVZ, subventrikiiler zon; GD, gyrus dentatus)

C- Hicre 06limd: Norolojik yapilarin boyutlarinin  degismemesi

g6zlemine dayanarak, nérogenez ile hicre 6limu arasindaki homeostatik bir
dengenin nérogenezi regule eden bir faktor oldugu da 6ne surilmustar (160).

Sonug¢ olarak; eriskin memeli beyninde goérilen noérogenezin
kontrolinun; yapilan ¢alismalarla sayilari her gegen gun artan ekstrinsik
faktorin bir denge igerisinde kontroli altinda olan, c¢esitli patolojik
sureclerden farkli yonde etkilenen ve hucre igerisinde molekuler dizeyde

kontrol edilen bir stre¢ dahilinde gergeklestigini dusunmek mumkundur.
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Norogenez Saptanmasinda Kullanilan Yontemler

Norogenezin saptanmasinda kullanilan yontemler; (i) yeni ndronlarin
koken aldigi cogalmakta olan hicrelerin gosteriimesi ve (i) c¢ogalan
hicrelerin fenotipinin belirlenmesine yoénelik yontemler olarak iki bélime
ayrilir.

(i) Cogalmakta Olan Hucrelerin Gosterilmesi

Eriskin memeli beyninde ndrogenezin ilk in vivo kanitlari ventriculus
lateralis’in SVZ'u ve GD’'un SGZ’da DNA sentezi sirasinda (hlcre siklusunun
sentez fazinda) hucreye katilan kullanimina dayanmaktadir. Bu yontemde
mitotik aktivasyon gdsteren hiicreler [*H] thymidine kullanimini takiben
otoradyografi ile gosterilebilmektedir (172, 173). Son yillarda ise [*H]
thymidine yerine thymidine’in halojenize edilmesi ile elde edilen modifiye bir
pyrimidine anologu olan Bromodeoksiuridin (BrdU), cogalmakta olan hucre
DNA'sinin isaretlenmesinde tercih edilir hale gelmistir. Beyinde stereolojik
calismalarin yurutulebilmesine olanak tanimasi, kesit iglem siresinin daha
kisa olmasi ve ¢alismalarin daha hizli yapilabilmesi, duguk maliyeti ve daha
az radyasyonla isaretlenmis materyal ile temas gerektirmesi [°H] thymidine
yerine BrdU’'nun tercih edilmesinin temel nedenleridir. Bunun disinda BrdU,
diger hucre isaretleyicileri ile birlikte kolaylikla kullanilabilmekte bu da yeni
olusan hucrelerin ¢ift veya Gc¢li immunohistokimya yoéntemleri ile
fenotiplenebilmesine olanak tanimaktadir. Bu nedenle mevcut calismada,
¢ogalan hucrelerin isaretlenmesinde yaygin olarak kullanilan ve nérogenez
calismalarinda altin standart olarak degerlendirilen BrdU
immunohistokimyasi ile norogenezin saptanmasi tercih edilmigtir (172).
Asagida norogenezin saptanmasinda kullanilan yontemler 6zetlenmektedir.

1- BrdU isaretleme

BrdU isaretleme yodntemi, hdcre siklusunun sentez fazi sirasinda
bolinmekte olan hucre gekirdegine giren BrdU'nun canli memelilere gesitli
yollarla disaridan verilmesi ve elde edilen dokularda bir anti-BrdU antikoru
kullanilarak immunohistokimyasal olarak gdsterilmesi prensibine dayanan bir
yontemdir. BrdU isaretleme ydntemi ilk defa c¢odalmakta olan timorleri

goOstermek igin 1989 yilinda kullaniimis ve takip eden yillarda sinir sisteminin
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gelisiminde hucre ¢cogalmasini inceleyen calismalarda yaygin olarak tercih
edilmistir (174). Insan da dahil olmak (izere eriskin memeli beyninde
norogenezin varliginin gosterilmesi ile BrdU isaretlemesinin kullanildigi
erigskin norogenezi inceleyen c¢alismalar hizla artmistir. NoOrogenez
calismalarinda, BrdU intracerebroventricular (i.c.v.) (175), i.p. (176), i.v. (177)
enjeksiyon seklinde veya oral olarak uygulanmis (178) olsa da primat ve
kemirgenlerde gerceklestirilen eriskin nérogenez c¢alismalarinda i.p. ve i.v.
enjeksiyonlar siklikla tercih edilmektedir (177, 178). BrdU uygulamasi,
hayvanlarda agr1 ve stresi azaltma amaciyla gesitli deney bigimlerinde icme
suyuna katilarak (1-1,5 mg/ml-2 hafta) kullaniimis olsa da bu uygulamada
gunluk alim dozunun belirlenmesi mimkuin degildir.

BrdU boélinmekte olan hicrelerin yalnizca sentez (S) fazinda olan
cekirdeklerini isaretler. Bir hiucre siklusu yaklasik 10-12 saat kadar oldugu ve
bu surenin Ugte biri S fazina ait oldugu dusunulduginde tum gogalmakta olan
hicre populasyonunun tamamina yakinini gosterebilmek amaciyla degisik
doz ve uygulama sekilleri denenmistir (179-182). Gage ve arkadaslari (183)
tarafindan kullanilan ilk BrdU isaretleme protokolinde gunluk 50mg/kg
BrdU’'nun i.p. olarak ve 10-12 gun sure ile kullanimi tercih edilmis olsa da
yillar igerisinde yapilan farkh calismalar ile alternatif dozlarin kullanimi (tek
yuksek doz 200-600 mg/kg gibi) o6nerilmistir. BrdU enjeksiyon dozu ve
uygulama sayisinin ilgilenilen alana (SVZ icin GD’ye oranla daha az sayida
enjeksiyonun yeterli olmasi gibi), deneylerin yurataldigd memeli tard ve
yasina (domuz, sigan, ya da gen¢ ve yasl hayvanlar gibi) ve incelenecek
fenomene gore (nérogenezi azaltan ya da artiran klinik tablolar gibi) degisiklik
gOsterebilecegi bildirilmigtir (181, 184). BrdU’nun deneklerin
dekapitasyonundan iki saat dnce 200 mg/kg i.p. tek doz verilmesinin yeterli
beyin konsantrasyonuna ulasmayi ve ndronal isaretlemeyi sagladigi ve
kemirgenlerde 300mg/kg’in Uzerindeki tek dozlarin bir avantaji olmadigi
bildirilmistir (184). Bu nedenle mevcut c¢alismada; siganlar dekapite
edilmeden iki saat énce 200 mg/kg BrdU’nun i.p. olarak uygulanmasi tercih

edilmistir.
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BrdU isaretleme yontemi S fazindaki gogalmakta olan hucrelerin
belirlenmesinde etkin bir yontem olsa da bazi dezavantajlarininda oldugu
unutulmamalidir. Bunlardan baslicalari; BrdU’nun

a- Canl hayvanlara enjeksiyonu dolayisi ile ek invaziv surecleri
gerektirmesi

b- Hiucre DNA’sina DNA tamiri sirasinda da katilabilmesi ve
dolayisi ile mitoz diginda DNA onarimi gergeklesen hucreleri de
isaretleyebilmesi

c- Bir mutajen olmasi nedeniyle genetik toksikoloji gibi
calismalarda kullaniminin uygun olmamasidir.

2- Tritiated [*H] Thymidine

[*H] thymidine hippocampus’ta, bulbus olfactorius’ta ve cortex

cerebri'de erigkin noérogenezin gosteriimesini hedefleyen erken doénem
calismalarda kullanilmistir (160, 161). [°H] thymidine dogal thymidine yerine
DNA’nin yapisina stabil olarak katihr ve hicresel seviyeleri emulsiyon
otoradyografisi kullanilarak tespit edilir. [°H] thymidine otoradyografisi
oldukga guvenilir ve yuksek duyarlilik oranina sahip olsa da emulsiyon
otoradyografisinin 3-4 haftalik bir inkibasyon gerektirmesinin getirdigi zaman
kaybi, emdulsiyon ve radyoaktif maddelerin temini ve eliminasyonun
olusturdugu yuksek maliyet, ¢coklu isaretleme ve stereolojik yontemler igin
uygun olmamasi gibi nedenlerle gunumuzde nadir tercih edilir bir yontem
haline gelmisgtir.

3- Endojen Hiicre Béliinme Belirtecleri

Proliferatif Hicre Nukleer Antijeni (PCNA) ve Ki67 gibi endojen

proteinlerin ekspresyonu hicre c¢ogalmasinin gosteriimesinde kullanilan

alternatif yontemlerdir. BrdU ve [*H] thymidine mitozun yalniz S—fazindaki
hicrelerde etki gosterirken PCNA ve Ki67, hlcre siklusunun Go fazi harig,
G1, S, G2 gibi tum aktif fazlari boyunca eksprese edilirler. Bu nedenle bu iki
belirte¢ ile daha fazla ¢ogalmakta olan hucrenin isaretlenmesi mumkundur.
ik kez Miyachi ve ark. (1978) tarafindan tanimlanan PCNA, DNA sentezi icin
gerekli enzimler olan DNA polimeraz & ve €’in yardimci proteinidir (186).

PCNA immunohistokimyasi gerek temel tip arastirmalarinda gerekse cerrahi
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patolojide diagnostik amacl olarak yaygin olarak kullaniimistir (187). Ancak
PCNA'nin ¢ogalmakta olan hucrelerin belirlenmesindeki degeri, tespit
edilebilen PCNA duzeylerinin;

a- Farkl hicre tipleri arasinda degiskenlik gostermesi (malign ve
normal hucreler gibi ) (187)

b- Kullanilan fiksatif ve antijen geri kazanim yontemine gore
degiskenlik gostermesi (187)

c- DNA onariminda da eksprese olmasi gibi nedenlerle tartigmali
durumdadir.

Hucre c¢ogalmasinin  belirlenmesinde  kullanilan  bir  diger
immunohistokimyasal yontem olarak kullanilan Ki67 bolinen hucrelerde
mitotik aktivitenin tGm zamanlarinda tespit edilebilen nikleer proteindir ve
DNA tamiri gerceklesen hicrelerde saptanmasi ile BrdU’ya Ustunluk sagdlar.
Ki67’nin gesitli tipteki malignitelerin belirlenmesinde, diagnostik bir arag
olarak kullanilmasinin faydali oldugunu gdsteren pek c¢ok calisma
bulunmaktadir (185). Ancak Ki67’nin hucre siklusu sirasindaki yeri ve
lokalizasyonuna, tanisal degerine, farkli hucre tiplerindeki salinma
Ozelliklerine, yarilanma omrune, fiksasyon ve boyanma Ozelliklerine yonelik
olumlu ve olumsuz yonde degisebilen farkli dustncelerin bulundugu da
belirtiimelidir (185).

4- Viral vektorler

Thyimidine  analoglari  disinda  replike  olan hicrelerin
isaretlenmesinde viral vektorler de kullanilabilmektedirler (188, 189). Bu
amagla kullanilan retrovirisler modifiye onkovirlslerdir ve herhangi bir
enfeksiyona neden olmadan hucre iginde kalabilmektedirler. Retrovirtslerin
ilgilenilen beyin bdlgelerine lokal inflUzyon ile verilebilmesi ve yalnizca
bdlinen hucreleri etkilemesi nedeniyle yuksek spesifitesi olan bir yontemdir.
Ancak bu durum invazif bir yontemi gerektirdiginden, ¢ok sayida hayvan
kullanilan deneyler i¢cin zaman kaybina, ilgilenilen beyin bolgesinde
hasarlanmaya ve lokal hicre ¢ogalma degisikliklerine neden olabilmektedir
(188, 189). Ayrica bu yontemin kantitatif analizler i¢cin uygun olmadigi, uzun

sureli sagkalim sonrasi gergeklestirilen galismalarda, isaretli hicre sayisinin
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beklenenden dusuk saptanmasina yol agtigi ve virisin kendisinden veya
belirte¢ proteinin yuksek ekspresyonundan dolay enfekte hicre 6lumune yol
actigi gibi dezavantajlari da cesitli arastiricilar tarafindan bildirilmistir (188,
189).

ii. Gogalan Hiucrelerin Fenotipinin Belirlenmesine Yonelik
Yontemler

BrdU ve yukarda oOzetlenen diger cogalma belirtecleri, meydana
gelen mitotik aktivite miktarini gdésterirler ancak bu belirteglerle isaretlenmis
hicre fenotipleri hakkinda bilgi vermezler. Hucrelerin ndérona farklilanmasi
immatir ve matur noronal belirtecler kullanilarak anlasilabilmektedir. Diger
hicre tiplerine spesifik, oligodendrosit isaretleyicisi olarak 2', 3'-cyclic
nucleotide 3'-phosphodiesterase (CNPase) ve kalsiyum baglayan protein
(5100,S100B), astrosit isaretleyicisi olarak kullanilan glial fibriler asidik
protein (GFAP) belirteclerinin eksprese edilmemesi de nérona farklilagsmanin
gOsterilmesinde alternatif yol olarak kullanilabilir.

1. Immatiir néron belirtecleri

“‘Memeli RNA baglayici proteini Hu”, postmitotik ndronlar tarafindan
asiri miktarda uretilen ve immatur néronal belirteg olarak siklikla kullanilan bir
proteindir (190). Immatiir néronlarin isaretlenmesinde kullanilan diger
belirtecler; (i) bir hicre iskelet proteini olan ve tim postmitotik néronlar
tarafindan eksprese edilen “néron spesifik sinif Ill B tubulin (TuJ1)”(190), (ii)
mikrotubul baglantili protein olan gbé¢ edebilen noéroblastlar tarafindan
eksprese edilen Doublecortine (DCX) (191), (iii) postmitotik noéronlar
tarafindan gegcici olarak ekspresse edilen TOAD 64 (turned on after division)
(192) ve (iv) bir noronal hucre adezyon kuvvet molekulu olan (PSA-
NCAM)'dir (193). Bu immatur noéron belirteglerinden bazilari gerek non-
noronal hucrelerde eksprese edilmeleri, gerekse ndrogenezden bagimsiz
olarak piriform korteks gibi cesitli beyin bolgelerinde bulunabilmeleri (TOAD
64, DCX, PSA-NCAM) bu belirteglerin kullanildigi yapilan c¢aligmalarin
dikkatli bicimde yorumlanmasini gerektirmektedir (191-193).
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2. Matiir néron belirtecleri

Matar noronlar gostermekte en sik kullanilan spesifik belirtegler
Noéron spesifik enolaz (NSE), ndéron spesifik nukleus protein (NeuN) ve
mikrotibul alakali protein (MAP-2) (194). Tipki immatidr noéronlarin
isaretlenmesinde kullanilan belirtegler gibi matir néron belirteglerinin de diger
hicre tiplerini isaretleyebildigi gosterildiginden sonuglarin yorumlanmasinda
dikkatli olunmalidir .

Patolojik Durumlar ve Norogenez

Eriskin donemde noérogenezin devam ettiginin gosterilmesi, beyni
etkileyen pek cok patolojik durumda “nérogenezin roli nedir” sorusunu
gundeme getirmis ve yeni ¢calisma alanlarinin ortaya ¢ikmasini saglamistir.
Beyni etkileyen patolojik durum ne olursa olsun norogenezin bir gekilde
etkilenmesini beklemek dogal olmakla beraber nérogenez artis ya da
azalisinin bazi durumlarda hastaligin sonucu mu yoksa hastaligin sebebi mi
oldugunun ortaya konulmasi ¢ok da kolay olmamaktadir. Beyni etkileyen

patolojik durumlar ve nérogenez iligkisi Tablo 4’te gésterilmistir.

Tablo 4: Patolojik durumlar ve nérogenezle olan iligkileri.

Norogenez artisi ile birlikte | Norogenez azalmasi ile Dbirlikte
gorulen hastaliklar goriilen hastaliklar

Temporal lob epilepsisi Unipolar major depresyon

iskemi Bipolar ruhsal bozukluk

Huntington hastaligi Travma sonrasi stres bozuklugu
Travmatik beyin hasarlanmasi llag bagimlihg: (alkol, nikotin, opioid gibi)
Beyin tUmorleri Sizofreni
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Nérogenezin islevsel Onemi

Erigkin norogenezin saptandigi pek ¢ok c¢alisma bulunmasina
ragmen erigskin noérogenezin fonksiyonel énemi, bugin i¢in ¢cok acgik olarak
ortaya konulamamigtir. SVZ'de olusan ve RMS araciliiyla bulbus
olfactorius’a go¢ eden ve granul hucrelerinin sayilarinin azalmasiyla
sonuglanan, yenidogan hucrelerin genetik ablasyonunun gergeklestirildigi
bazi ¢alismalarda koku duyusunun ayriminda ve koku badlantili hafizada
herhangi bir kaybin olmadigi gosterilmistir (195). Yine hicre adezyon
molekull eksik farelerde yapilan bir diger ¢alismada da RMS vasitasiyla
gerceklesen gog¢ olayinda defekt ortaya ¢gikmasi durumunda grandler hicre
sayllarinda belirgin bir dusis goézlendigi, fakat bu durumun koku duyusunun
algilanmasinda ve kisa sureli koku hafizasinda bir azalmaya neden olmadigi
One surulmektedir (196). Bu verilerin aksine g¢evrede yer alan koku uyaran
zenginlinin artiriimasinin bulbus olfactorius’ta yeni néron sayisini ve néronal
sagkalimi artirdigini ve koku hafizasinda belirgin bir artisa neden oldugu 6ne
suren calismalar da bulunmaktadir. Dolayisi ile SVZ'de gerceklesen eriskin
ndrogenez ile koku duyusu ve hafiza arasindaki iligki tartismalidir.

Hippocampus’un gyrus dentatus’u erigskin memelilerde ndrogenezin
devam ettigi diger bir bolgedir. Bu bolgede olusan yeni hicrelerin yaklasik g
gunde granuler hucre tabakasina ulastigi, yeni hicre aksonlarinin granuler
hicre tabakasindan CA3 bdlgesine ulasmasinin ise on gin igerisinde
gerceklestigi, 16-56. gunlerde ise dentritik dikensi g¢ikintilarin gittikge
artmasiyla maturasyonlarini tamamlayan hicrelerin hippocampus’un sinaptik
déngusune katildigr bildirilmektedir (197). Bu hucrelerin aksosomatik(197),
aksodendritik ve aksospindz sinapslar yaptigi elektron mikroskobi ile
gosterilmigtir (198). Yeni noronlarin matir néronlar gibi aksiyon potansiyel
olugturduklari, spontan postsinaptik potansiyeller olugturma yetenegine sahip
olduklari, delici yollarin uyariimasini takiben bir yanit ortaya cikardiklari da
bilinmektedir (197). Dolayisi ile hippocampus’un trisinaptik yapisina entegre
olan bu yeni noéronlarin 6grenme ve hafizada 6nemli etkilerinin oldugu,
ndrogenezin ablasyonu sonrasinda gyrus dentatus’da sinaptik plastisitede,

uzamsal hafizada ve uzamsal hafizanin uzun sireli hatirlanmasinda azalma
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meydana geldigi dusunulmektedir (199). Hippocampus’ta meydana gelen
norogenezin, ogrenme ve bellek Uzerine olan etkilerinin diginda duygu
durumun kontrolinde de o6nemli roli oldugunu dlstndiren calismalar
bulunmaktadir (200). Kronik stres durumlarinda hippocampus’ta nérogenezin
ciddi sekilde azaldigi, antidepresan tedavilerle bu azalmanin ve ruhsal durum
bozuklugunun tersine gevrildigi bildiriimektedir (201). Antidepresan tedaviler
hippocampus’taki nérogenez Uzerine etki gdsterirken subventrikiler zon’da
yer alan hucreler Uzerine etkisi bulunmamaktadir (201). Cevresel
zenginlestirme hippocampus’ta olusan yeni ndronlarin sagkalimini, istemli
egzersiz uygulamalari ise ¢ogalmayi artirmakta iken subventrikiler zon’da
ayni etkiyi géstermemektedirler (202).

Gebelikte, annelik davraniglarinin ortaya c¢ikmasinda, gebelik
sirasinda artig gosteren prolaktinin uyarmasi sonucu artan nérogenezin rolu
olabilecegi dusunulmektedir (203). Prolaktin reseptor defekti olusturulan
farelerde yapilan bir calismada, annelik davraniglarinda yetersizlik oldugu ve
vahsi tiplere gore gebelik sirasinda norogenezin belirgin olarak daha az
gerceklestigi (204), ventriculus lateralis’in igine prolaktin reseptdr blokerleri
verilen bir diger calismada ise SVZ'de progenitor hucrelerin etkilendigi ve
annelik davraniglarinin bozuldugu bildirilmistir (203). Disi fareler baskin erkek
fare feromonlarina maruz birakildiginda, SVZ'de ve hippocampus’ta
norogenez artiginin ortaya ¢iktigi ve bu nedenle nérogenez artisinin digilerin
es secimini etkiledigi de gOsterilmigtir. Bu veriler, ndrogenezin yalnizca
sagkalim igin gerekli yeni kokularin saptanmasinda ve ayriminda degil, ayni
zamanda tur spesifik davranislarin olusumunda da oldukga 6nemli oldugunu
dusundurmektedir.

Norodejeneratif hastaliklarda ve beyin yaralanma durumlarinda
ortaya ¢ikan néron kayiplarinin nérogenez ile olusan yeni néronlar tarafindan
telafi edilebilecegini dusunduren c¢alismalar bulunmaktadir. Deneysel iskemi
modellerinde, SVZ’den kdken alan progenitérlerin striatum gibi hasarlanma
bdlgelerine go¢ edebildikleri ve burada ndrona farkhlanabildikleri (205) ve
vaskuler endotelyal buyume faktorinl asiri eksprese eden farelerde serebral

tikaniklik sonrasinda, iskemi alaninda ve SVZ'de noérogenezin ¢ok fazla
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arttig1 ve buyuk bir miktarda fonksiyonel duzelme gergeklestigini 6ne siren
calismalar bu yonde onemli deliller ortaya koyan ornekler olarak verilebilir
(206).

Erigkin beyninde ndrogenezin devam ettigini gosteren calismalarin
bir diger fonksiyonel 6nemi santral sinir sisteminin hasarlanmasi durumunda
hicresel tedavi igin potansiyel firsatlarin bulundugunu ortaya koymasidir. Bu
yondeki hiicresel tedavi yaklagimlari iki sekilde planlanabilir; (i) erigkin tarevli
ndronal progenitdér ve kdk hicrelerin endojen stimulasyonu veya (ii) bu
hicrelerin otolog veya heterolog transplantasyonu. No&ronal progenitor
hicreler, hucresel tedavi igin erigskin beyninde hasarlanmamis bodlgeden
izole edilebilirler, kaltir ortaminda ¢ogaltilarak beyin fonksiyonlarinin onarimi
icin greftlenebilirler. Bu uygulamanin olasi avantajlari otolog olarak
uygulanmasi sebebiyle doku uygunluk antijenleri uyumlu bir dondre ve
siklosporin gibi immunsupresif ilaglara gereksinim duyulmamasidir. Ancak
beynin hasarlanmamis bdlgelerinden 6ncl htcrelerin temini esnasinda bu
bolgelerde ciddi hasarlanmalarin olusabilme ihtimali de gbz o©nunde
bulundurulmahdir. Gelecekte noronal progenitor ve kok hucreleri temin
etmenin diger bir yolu, bu hicrelerin postmortem dénemde alinarak bir havuz
olusturulmasi ve doku uygunlugu bulunan insanlarda kullaniimasi olabilir
(207).

Norogenezin erigkin  donemde de devam ettiginin ortaya
konmasindan buglne kadar, erigkin ndérogenezin kontrol ve fonksiyonunu
anlamaya yonelik surekli bir ilerleme kaydedilmesine ragmen, bugin 6nemli
pek cok soru cevap beklemektedir. Bugun ic¢in gerek subventrikiler zon
gerekse hippocampus’ta meydana gelen erigkin nérogenezin fonksiyonel
onemi ve gelisimsel avantajlari hala tam olarak anlagsiimis degildir. Neden
Ozellikle SVZ ve SGZ'de yer alan progenitorlerin devamli ¢ogalarak, beynin
diger bolgeleri hari¢ yalnizca bulbus olfactorius ve formatio hippocampi igin
yeni noronlar uretmekte oldugu sorusunun cevabi erigkin norogenezin

fizyolojik 6neminin aydinlatiimasinda énemli rol oynayacaktir.
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Calismanin Amaci

Pulmoner, renal, kardiyovaskuiler ve gastro-intestinal sistemlerin
etkilenmesiyle karakterize olan sepsis yogun bakim Unitelerindeki o6lim
nedenlerinin basinda gelmektedir. Sepsisin neden oldudu yaygin serebral
disfonksiyona bagli olarak bu hastalarda uzun dénemde bilissel
fonksiyonlarda zayiflama, hafiza, dikkat ve konsantrasyon degisiklikleri ile
karakterize sepsisle iligkili ensefalopati, sepsisli hastalarda mortalite ve
morbiditeyi olumsuz etkileyen bir komplikasyon olarak gorilebilmektedir.
Sepsis ve sepsisle iligkili ensefalopatinin patofizyolojisini aciklamaya yonelik
calismalarda uniform ve gegerli sepsis hayvan modellerinin olusturulmasinin
onemi cgesitli g¢alismalarda vurgulanmig, endotoksikoz ve i.v. bakteriyel
inflzyon modellerine kiyasla peritonit modelleri “altin  standart” olarak
tanimlanmistir. Domuz ve primatlarda gelistirilen peritonit modelleri
insanlarda gozlenen klinik tabloyu yansitan en iyi deney modelleri olarak
tanimlansa da, buyuk hayvanlarin deneysel ¢alismalarda kullanimina yonelik
guncel yaklasimlar ve etik kaygilar bu hayvanlarin kullanimini kisitlamis,
daha yaygin bulunan, daha az masrafli ve genetik benzerligi olan kemirgen
gibi memelilerin bu ¢alismalarda kullanimini tercih edilir hale getirmigstir (78).
CLP modeli kemirgenlerde siklikla uygulanilan ve basit, yinelenebilirligi,
insanlardaki klinik tabloyla 6zdesligi gibi nedenlerle siklikla tercih edilen bir
peritonit modelidir. Ancak, CLP modeli de dahil olmak Uzere hayvan
calismalarinda elde edilen sonuglarin, insanlarda gdzlenen sepsis ve SIE
tablosunu ne denli yansittigi tartismalidir. Bu noktadan hareketle CLP
olusturulan hayvanlarda: (1) Kan basinci, kalp hizi, rektal isi1 takipleri, (2)
Norolojik refleks degerlendirmeleri, (3) Beyin elektriksel aktivite kayitlari, (4)
Kan testleri ve kdaltlrleri uygulayarak, siganlarda CLP uygulamasinin
insanlardaki klinik sepsis ve SIE'yi ne dlgclide yansittiginin belirlenmesi
mevcut ¢calismanin ilk temel amaci olarak belirlenmistir.

Sepsiste olumsuz bir prognostik faktér olan SIE’nin patofizyolojisi
kesin olarak bilinmemektedir. Noronal apoptozun, gerek insanlarda (72)
gerekse cesitli sepsis modellerinde (73) SIE gelisiminde 6nemli rolii

oldugunu, beyinde goérulen apoptozisi engellemeye yonelik ajanlarin
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deneysel sepsis olusturulan hayvanlarin yasam surelerini uzattigini (72)
bildiren galigmalar bulunmaktadir. Santral sinir sisteminde hucre dlumune yol
agan pek ¢ok patolojinin, GD ve SVZ gibi bolgelerde erigskin nérogenezi
uyardidi bilinmektedir. Yine son dénemde inflamasyonu erigkin nérogenezin
dizenlenmesinde yeni bir aday olarak 6n plana ¢ikaran calismalar da
bulunmaktadir (208). Tum bu noktalardan hareketle, CLP olusturulan
sicanlarda erigkin norogenezin nasil etkilendiginin incelenmesi c¢alismanin

ikinci temel amacidir.
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GEREG VE YONTEM

Deney Hayvanlari

Calismada, Uludag Universitesi Deney Hayvanlari Yetistirme
Uygulama ve Arastirma Merkezi'nden temin edilen ve agirliklari 270 + 30
gram arasinda degisen 24 adet Wistar Albino turd erkek sigan kullanildi.
Deney hayvanlari Gzerinde gerceklestirilen cerrahi ve deneysel protokoller
Uludag Universitesi Hayvan Bakim ve Kullanim Komitesi - Etik Kurulu'nun
onayl! alinarak ve i.p. olarak verilen tiopental sodyum (50 mg/kg) anestezisi
altinda uygulandi. Yapilan tum invaziv islemlerde steriliteye énem verildi ve
cerrahi sonrasi yara bakimi uygulandi. Siganlar, deney protokolleri 6ncesi ve
sonrasinda her kafeste bir adet olmak lGzere 20-24 °C sicaklikta, 12 saatlik
aydinlik-karanhk dongusu ile tutuldu, besin ve suya serbest ulagimlari
saglandi.

Deney hayvanlari protokoller 6ncesinde Ug¢ ayri gruba ayrildilar.
Gruplar sirasiyla: CLP grubu, (n=8); sham kontrol grubu (n=8); non-opere
kontrol grubu (n=8) olarak belirlendi. SIE gelisiminin dogrulanmasina yonelik
olarak elektrokortikografi (ECoG) ve somatosensoriyel uyariimis potansiyel
(SUP) kayitlarinin alinabilmesi amaciyla her ¢ gruptaki deney hayvanlarina
cerrahi iglemlerden 7-10 gun once kraniyal elektrotlar yerlestirildi. Deneylerin
gerceklestirildigi gun invaziv olmayan bazal vital parametre kayitlarini, ECoG
ve SUP kayitlarini takiben, CLP grubundaki hayvanlar ilgili sepsis modelinin
cerrahi protokollu izlenerek cerrahi iglemlere tabi tutuldu. Sham grubundaki
deney hayvanlarinda, vital fonksiyonlarin ve beyin elektriksel aktivitesinin
deg@erlendiriimesi prosedurleri yani sira, CLP grubuna benzer sekilde
laporatomi uygulandi, caecum goéruldi ancak ligasyon ve perforasyon
uygulanmadi. Non-opere kontrol grubunda ise vital fonksiyonlarin ve beyin
elektriksel aktivitesinin degerlendiriimesi amaciyla yapilan, invaziv ve invaziv
olmayan girisimler disinda, dekapitasyona kadar herhangi bir cerrrahi

operasyon uygulanmadi. CLP ve sham gruplarinda uygulanan cerrahi
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girisimler sonrasinda 2, 6, 12 ve 24. saatlerde sirasiyla, (1) norolojik
muayene, (2) vital parametre monitorizasyonu, (3) ECoG kayitlari ve (4) SUP
kayit islemleri gercgeklestirildi. Cerrahi islemler sonrasi 22. saatte her (g
gruba 200mg/kg i.p. BrdU enjeksiyonu uygulandi ve 24. saat muayene ve
kayitlarini takiben anestezi verilen hayvanlar (tiopental sodyum) intrakardiyak
perfuzyon ile tespitedildi (0,2 M fosfat tampon iginde, %4 paraformaldehid, ph
7,4) ve dekapitasyon sonrasinda cikarilan beyinler bir gun sure ile ayni
fiksatif icerisinde bekletildikten sonra doku takibi islemleri gerceklestirilerek
parafine gomuldu. Deneyler sirasinda izlenen algoritma Sekil-7’de

gOsterilmisgtir.

1) Perfizyon-fiksasyon
2) Dekapitasyon
3) Beyinlerincikanimasi
- 22sa = - -
Gin Gin Giin Gian Gian
1 10 (B'FU) 11 12 13
CLP-Sham IR, g,
= _operasyonu | o b4
o 2 oy
2 v 4 4 = | £
o D S =~
T o O.sa 2sa 6.sa 12sa 24.sa 2 |BT
=) o 3
e [
] 1) Nérolojik Muayene =
A 2) Vital Parametre Takibi ”
3) ECoGKavitlan
4) SUP Kayitlan

Sekil-7: Deneysel slrecin algoritmasi.

Abdominal Cerrahi

CLP grubunda i.p. olarak tiopental sodyum (50 mg/kg, i.p.) verilen
hayvanlarin genel anesteziye girisi ve anestezi derinligi kuyruk refleksi ile
takip edildi. Genel anestezi altindaki hayvanlarda batin aseptik sartlarda
hazirlandiktan sonra, alt kadranlarin orta hattindan ve uretral orifisin 2 cm

ustiinden olacak sekilde 2 cm uzunlugunda, sagittal olarak abdominal
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insizyon yapilarak bagirsaklar gorundr hale getirildi. Abdominal insizyon
sirasinda minimal dizeyde travma olusturmaya dikkat edildi. Deri ve karin 6n
duvari forsepsle gerilerek sabitlendi. Daha sonra caecum bagirsaklarin
anatomik duzlemlerine dikkat edilerek herhangi bir ddnmeye izin veriimeden
steril cerrahi bez Uzerine alindi. Bagirsak igerigi ¢ikan kolondan caecum’a
dogru yapilan masajla itilerek caecum’un fekal icerikle dolmasi saglandi.
Gergin hale getirilen caecum, valva ileocaecalis ve ¢ikan kolon tekrar tespit
edildikten sonra valva ileocaecalis altindan ve caecum distal “4’inden, 4/0
cerrahi iplikle, fekal i¢erigin terminal ileumdan ¢ikan kolona dogru olan seyrini
engellenmeyecek bigcimde baglandi (Sekil-8A). Daha sonra bagli olan kismin
2 cm distalinde kalan caecum bolimua 22 G igne ile antimezenterik serozal
yuzden iki ayri noktadan delindi ve caecum masaji yapilarak caecum
iceriginin bagirsak lumeni disina serbestlenmesi saglandi (Sekil-8A).
Perforasyon olusturulmasi esnasinda caecum duvarindaki kilcal damarlarin
zedelenmemesine dikkat edildi ve bagirsak duvarindan kanama olup
olmadidi kontroli yapildi. Daha sonra caecum dikkatlice anatomik
pozisyonuna yerlestirildi ve batin aseptik olarak iki tabaka halinde 4/0 cerrrahi
iplikle suture edildi (Sekil-8B). Cerrahi islemleri takiben 3 ml/100g serum
fizyolojik cilt altina verilerek sivi dengesinin saglanmasi amaclandi ve yara
antiseptik solisyon (% 10 polivinilpirolidoniyot) ile temizlendi. Daha sonra her
sican kendine ait kafesine birakildi ve anesteziden cikis ve diizelme suregleri
takip edildi. Deney hayvanlarinin abdominal yara bdlgelerine 12. saatte
topikal antibiyotik (% 0,2 nitrofurazon) uygulandi. Cerrahi sonrasi, beslenme
ve su igme davraniglari yaninda fekal ¢ikislari da gdézlemlenerek kayit edildi.
Sham grubunda , CLP grubunda yapilan tum iglemler ligasyon ve
perforasyon islemleri hari¢ tutularak uygulandi. Bu grupta, abdominal
insizyonu takiben caecum disari alindiktan sonra, CLP grubunda yapilan
perforasyon oncesi ve sonrasi islemlere benzer sekilde masaj uygulandi ve
anatomik pozisyonuna yerlestirildi. Non-opere kontrol grubunda ise

abdominal cerrahi uygulanmadi ve sivi replasmani yapiimadi.
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Sekil-8: CLP operasyonu; (A) Abdominal bdlgenin aseptik olarak
hazirlanmasini takiben, caecum’un ortaya cikarilarak steril cerrahi bez
uzerine alindigi, caecum’un distal 2’'Unun baglandigi ve sonrasinda anti-
mezenterik serozal yizden 22 G’luk igne ile iki delik agildigi; (B) Caecum’un
yerine yerlestirilmesi sonrasinda abdominal insizyonun 4/0 cerrahi ipekle
suture edildigi gosterilmektedir.

Norolojik Degerlendirme

Hayvanlar kafeslerinden ayriimadan, CLP uygulamasindan 30 dk
once (0. saat) ve operasyon sonrasi 2, 6, 12 ve 24. saatlerde vital
parametrelerin monitorizasyonundan 6nce norolojik degerlendirmeler yapildi.
Pinna refleksi, korneal refleks ve kuyruk refleksi basit postural somatomotor
fonksiyonlari degerlendirmek amaciyla, dogrulma refleksi ve kagma yaniti ise
karmasik postural somatomotor fonksiyonlari degerlendirmek amaciyla
incelendi. Elde edilen ndrolojik yanitlar O ile 2 arasinda (0: yanit yok, 1: zayif
yanit, 2: gucli yanit) degerlendirilerek kaydedildi. Pinna ve kornea
reflekslerine sirasiyla meatus acusticus externus’a sivri bir cisimle, korneaya
pamukla dokunulmasi yoluyla hayvanin verdigi kafa sallama cevabi
degerlendirilerek bakildi. Kuyruk refleksi kuyrugun distal bolimunden verilen
agrih uyarana karsi olusan kuyruk ¢ekme yanitinin varhgi ile, dogrulma
refleksi ise sirt Ustu birakilan hayvanin normal pozisyona donme suresi ile

degerlendirildi. Kagma reaksiyonunun degerlendiriimesi amaci ile agril
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uyaran sonrasinda hayvanin agrili uyaran verilen yerden uzaklagsmak igin
goOsterdig kacma hareketine bakildi. Degerlendirilen bes adet refleksin her
birine ait 0 ile 2 arasindaki puanlar toplandiktan sonra en dusugu O ve en
yuksegi 10 puan olacak sekilde nérolojik degerlendirme skoru Kadoi ve ark.

tanimladigr yonteme uygun olarak hesaplandi (209).

Vital Parametrelerin Monitorizasyonu

Tdm deney gruplarindaki hayvanlarin vital parametreleri CLP
uygulamasindan 30 dk 6nce (0. saat) ve operasyon sonrasi 2, 6, 12 ve 24.
saatlerde monitorize edildi. Opere gruplarda, abdominal cerrahi islemler
oncesi 30. dk birinci zaman dilimi olarak belirlenirken, non-opere grupta O.
saat olarak alindi. Monitorizasyon igslemleri sirasinda rektal is1, kalp atim hizi,
ortalama kan basinci parametreleri takip edilerek kayit edildi. Deney
hayvanlarinin rektal 1s1 parametrelerinin élgimunde bir veri kayit sistemine
(Mp150 Data Acquisition System, Biopac Systems Inc., CA, USA) bagh bir
amplifikator Unitesi (ST100C temperature unit, Biopac Systems Inc., CA,
USA) ve uygun transduser (TSD202F, Biopac Systems Inc., CA, USA)
kullanildi. Rektal 1s1 d6lgimleri, deney hayvanlari isitici Unite igerisine
yerlestiriimeden once yapildi. Transduser igeren sivi korumali rektal prob
deney havvanlarina rektal olarak yerlestirilip 5 dakika beklenildikten sonra 2
dakikalik bir zaman dilimi boyunca dl¢uldu ve kayit edildi. Kalp hizi ve kan
basinci parametreleri monitorizasyonu i¢in ayni veri kayit sistemine bagl kan
basinci monitorizasyon sistemi (NIBP200A- 220 V /50 Hz, Biopac Systems
Inc., CA, USA) kullanildi. Orta boy kisitlayicilar (Rxrestrainer-M) igerisinde
hareketsiz hale getirilen deney hayvanlari 32°C’ye ayarl 1sitici Unite (Tail
heating unit-B, Biopac Systems Inc. CA, USA) igerisine kuyruklari
kisitlayicinin disarisinda kalacak sekilde yerlestirildi. Isitici Unite igerisinde 20
dk bekletilen hayvanlar isitici Unite disina alinarak kuyruklarina kizil étesi (IR)
algilayici (Rxtsensor-8, Biopac Systems Inc., CA, USA) ve uygun manset
(Rxtcuff-11, Biopac Systems Inc., CA, USA) yerlestirildi ve dlgimler dncesi

hareketsiz kalmalar beklendi. Ardisik 10 olgim uygun veri kayit ve analiz
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yazilimi (AcgKnowledge 3,7) araciligi ile bilgisayar Uzerinde kayit edilerek
arsivlendi. Olgiimler dncesinde Mp150 sisteminde veri drnekleme hizi 200
ornek/saniye, érnekleme suresi ise 24 saniye olarak belirlendi. Kan basinci
ortalama arteriyel basing (OAB) olarak elde edildi ve [OAB = (2 x Diastolik
basing) + Sistolik basing) / 3] formuld kullanilarak hesaplandi. Kalp atim hizi
ise dakikadaki atim hizi olarak belirlendi. Kalp atim hizi, her basing olgim
grafigindeki basing egrilerinin tepe noktalari arasindaki zaman araliklar
kullanilarak ve 10 ardigik tepe noktasinin ortalamasi alinarak hesaplandi
(Sekil-9). 0, 2, 6, 12 ve 24. saatlerde 10’ar kez tekrarlanan vital parametre
Olcimleri IBM uyumlu bir bilgisayara aktarildiktan sonra elde edilen

degerlerin ortalamalari alinarak kayit edildi.
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Sekil-9: Basing dlgum grafigi'nde kan basinci ve kalp atim hizi degerlerinin
belirlenmesi. Ustteki grafik mangon basincini géstermekte ve alt grafikteki
kalp atisinin baglangici sistolik kan basincini, yUksek tepe noktasina sahip
basing egrisi zirvesi diastolik kan basincini isaret etmektedir. Basing
egrilerinin tepe noktalari arasindaki zaman araligi ise kalp atim hizini
gOstermektedir.
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Beyin Elektriksel Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Her ¢ gruptaki hayvanlarda beyin elektriksel aktivitesinin
degerlendiriimesi amaci ile ECoG ve SUP kayitlari alindi. ECoG ve SUP
kayitlarinin alinabilmesi igin deney hayvanlarina on giin 6ncesinde elektrotlar
yerlestirildi. Elektrotlarin yerlestiriime islemi oncesi deney hayvanlar 50
mg/kg i.p. olarak verilen tiopental sodyum ile anesteziye edildi. Kafatasi derisi
antiseptik solisyon (% 10 polivinilpirolidoniyot) ile temizlendi ve uzunlugu t¢
santimetre olmak Uzere bregma’yi agiga ¢ikaracak sekilde orta hattan sagittal
olarak disseke edildi. Elektrotlarin yerlestirilecegi vidalarin takilabilmesi igin
Bregma’nin 10 mm 6n tarafinda midsagittal hattin £1 mm sagina ve soluna
iki adet, bregma’nin 2,5 mm arkasi ve midsaggittal hattin 2.5 mm arka sagina
ise bir adet olmak Uzere ylksek hizli bir matkap ve matkap ucu ile Ug¢ ayri
delik acildi. Meninkslerin zarar gormemesi icin matkap ile birlikte uygun ve
standart delici igne uzunlugu kullanildi. Meninkslerden kanamasi olan
hayvanlar deney disi birakildi. Acilan deliklere uygun vida tutucu (SD-1,
Plastics One, USA) kullanilarak vidalar (0.8x1/8 3.2mm) yerlestirildikten
sonra epidural elektrot uglari (MS333/2A, Plastics One, USA) vidalara takildi.
Elektrotlar ve vidalar kafatasina dental sement ile tespit edildi ve kafa derisi
4/0 cerrahi iplikle dikildi. Cerrahi islem sonrasi deney hayvanlari sagaltim igin
kafeslerine birakildi.

i Elektrokortikografi Kayitlarinin Alinmasi

Beyin elektriksel aktivitesi ile ilgili tum olgimler 6zel plastik ve seffaf
bir kafes (30x30x35 cm) igerisinde yapildi. Her deney hayvanindan
uyanikken CLP uygulamasindan 30 dk 6nce (0. saat) ve operasyon sonrasi
2, 6, 12 ve 24. saatlerde ECoG kayitlari alindi. ECoG kayitlari i¢in; uygun bir
kablo (335-340/3 TT3C) yardimi ile elektrotlarin veri kayit cihazina (MP150
(Biopac Systems Inc., CA, USA) baglantisi  yapildi.  Verilerin
amplifikasyonunda ise bir biyoelektrik amplifikatér modulli (EEG100C, Biopac
Systems Inc., CA, USA) kullanildi. Kayitlar, primer somatosensoriyel
kortekse yerlestirilen S1 elektrotu ve referans olarak ayni taraf frontal elektrot

kullanilarak alindi. Kargi taraf frontal elektrot topraklama olarak kullanildi.
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Biyoelektrik amplifikatér modulune gonderilen sinyal 0,5 Hz “dusuk akim” ve
130 Hz “yuksek akim?” filtreleri ile filtrelenerek gl¢ kaynagindan kaynaklanan
ve kas hareketleri nedeni ile olusan artefaktlar azaltildi. Beyin elektriksel
aktivitesi en az 120 saniye boyunca devaml olarak kaydedildi ve dijitalize
edilen analog sinyal tUm spektral aralikta ve onceden secilmis frekans
bandlar araliklarinda (alfa 8-13; beta 13-30; teta 4-8, delta 1.5-3 Hz ve
subdelta 0,5-1.5) saniyede 2500 o6rnek hizinda monitorize edildi
(AcgKnowledge 3.7). Veriler kayit esnasinda ve sonrasinda artefaktlar
acisindan tarandi. Dijital olarak kaydedilen veriler Gzerinde “hizli Fourier
transform” (Fast Fourier transform: FFT) yontemi uygulanarak toplam
elektriksel aktivite (glc¢ spektrumu) saptandi. Elde edilen spektral grafik
uzerinden medyan frekans (MF, toplam elektriksel gicin %50’sinin altinda
kalan alan) ve ortalama dalga frekansi (SEF 95: Spectral edge frequency)
hesaplanarak kayit edildi. Daha énceden belirlenmis olan frekans bandlarinin
(delta 0,5-3; teta 4-8; alfa 8-13 ve beta 13-30 Hz) her birinin gugleri
hesaplanarak, total gli¢ spektrumuna olan katkisi ylizde deger olarak ifade
edildi. Daha once yapiimis olan beyin elektriksel aktivite ¢alismalariyla
kargilastirabilmek amaciyla bu ¢alismaya ait total spektral gu¢ hesaplamalari
sirasinda delta frekans band araligi, subdelta frekansini da kapsayacak
sekilde 0,5-3 Hz olarak belirlendi ve subdelta frekansina ait degerler delta
frekansi ile birlikte hesaplandi.

ii. Somatosensoriyel Uyaniimigs Potansiyel Kayitlarinin
Alinmasi

Her deney hayvanindan uyanikken CLP uygulamasindan 30 dk énce
(0. saat) ve operasyon sonrasi 2, 6, 12 ve 24. saatlerde SUP kayitlari ¢ekildi.
Kayitlar S1 elektrotundan ve referans olarak ayni taraf frontal elektrot
kullanilarak alindi. Kargi taraf frontal elektrot topraklama olarak kullanildi.
SUP kuyruk proksimalinden ve sol taraftan epidermisin elektriksel olarak
uyarilmasi ile elde edildi. Uyari icin MP150 uyarici gikiglari kullanildi. iki adet
uyari elektrodu 2 mm aralikli olarak kuyruga tespit edildi ve 2 ms zamanh
kare dalga elektriksel uyarani verildi. Biyoelektrik amplifikatér moduline

gonderilen beyin elektriksel aktivitesi 2500 kat yukseltilerek ve 15-200 Hz
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arasinda filtrelendi ve 2,5 kHz 6rnek hizinda dijital olarak monitorize edildi.
Uyaran (2 ms, 5 mA kare dalga) ile es zamanli 256 veri noktasi igeren toplam
100 adet SUP verisinin kayit sirasindaki ortalamalar grafiksel olarak
kaydedildi. SUP analizleri, SUP dalgalarinin kayitlari sirasinda deney
hayvanlarinin vacut i1sis1 37- 37,5 C° olacak sekilde 1sitici Unite (Tail heating
unit-B, Biopac Systems Inc., CA, USA) icerisindeyken ve rektal is1 takibi
yapilarak alindi. SUP grafiklerinin analizi tUm kayitlarda gézlemlenen 2 pozitif
(P1 ve P2) ve 2 negatif (N1 ve N2) SUP dalgalari tzerinden yapildi. P1, P2,
N1 ve N2 dalgalarinin taban-tepe dalga boylarinin (uV) yani sira P1-P2, P1-
N1, N1-P2, P2-N2 ve N1-N2 tepe noktalari arasinda gegen sureler (ms) ve
pozitif dalgalarin mutlak gecikmeleri (uyaranin baslangicindan dalga tepesine

kadar olan sire) élc¢uldu ve kaydedildi .

Kan Ornekleri ve Kan Kiiltiirleri

Sepsis olusturulan siganlarin takibinde kullanilan parametrelerin
yirmi dorduncu saatteki kayit islemlerinin tamamlanmasindan sonra anestezi
altinda butun deney hayvanlarindan intrakardiyak olarak (fiksatif
verilmesinden hemen once) kalbin sag ventrikulline steril bir enjektor ignesi
ile girilerek yaklasik 5 ml kan 6rneg@i alindi. Kan orneklerinin 1 ml'si laktat
Olcimu icin 1 ml’si de tam kan sayimi icin ethylenediaminetetraacetic asit
iceren (EDTA) tuplere (BD Vacutainer™, VT 367836) alindi. Kalan 3 ml kan
ornegi kan Kkaltart igin aseptik sartlar altinda BD BACTEC™ PEDS
PLUS™/F kultar siselerine (Becton Dickinson Microbiology Systems, Sparks,
MD, USA) aktarildi.

Kan kaltard siseleri, BACTEC™ 9240 (Becton Dickinson
Microbiology Systems, Sparks, MD, USA) kan kultir sisteminde 7 gln
sureyle 37°C’de inkibe edildi. Aerob, anaerob ve mikro-aerofilik
organizmalar i¢in Ureme ortami saglayan sistemde, Ureme sinyali veren
ornekler cihazdan ¢ikarilarak %5’lik koyun kanli agar ve Eosin Metilen Mavisi
agar (EMM) plaklarina pasaj yapildi. 37°C’de 24 saat inklibasyon sonrasinda

ureme gorulen plaklar degerlendirmeye alinirken, Greme goérilmeyen plaklar
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24 saat daha inkibasyonda bekletildi. Ureme saptanan koloniler gram
boyamasi yapilarak; gram pozitif ya da gram negatif olma 6zelligine gore
degerlendirildi. izole edilen bakterilerin tanimlanmasi ve antibiyotik duyarlilk
testleri Phoenix™ (BDDS, Sparks, USA) otomatize sistemde calisildi.
BACTEC™ 9240 kan kultur sisteminde ureme sinyali saptanan ancak %5’lik
koyun kanli agar ve EMM agar besiyerlerinde Ureme saptanmayan ornekler;
%5’lik koyun kanli agar ve cukulatali agarda aerobik olarak; %5’lik koyun
kanl agar, EMM ve ¢ukulatali agarda anaerobik olarak yeniden inkube edildi.
Anaerobik ortamda Ureme saptanan orneklerin bakteri tanimlamasi, BBL
Crystal™ tanimlama sistemi ile uygun kit kullanilarak yapildi. BACTEC™
9240 kan kultdr sistemi tarafindan Greme saptanmayan ornekler, bir haftalik
sure sonunda negatif kiltir olarak degerlendirildi.

Tam Kan Sayimi ve Kan Laktat Degerlerinin Olgiimii

Septik tablonun ortaya konulabilmesi amaciyla alinan kan
orneklerinden eritrosit, trombosit ve total beyaz kure sayisi, nétrofil, lenfosit,
monosit hicrelerinin ytzdesi, retiktlosit, MCV, MCH, MCHC, hemoglobin ve
hematokrit degerleri Celldyn™ 3700 (Abbott Laboratories, Abbott, IL)
otomatik tam kan sayimi cihazi ile dl¢ildu. Kan laktat degerlerinin 6lgimu igin
kardiyak ponksiyonla elde edilen kan ornekleri EDTA’lI tupler iginde buz
akulerine konularak kisa bir sure iginde biyokimya arastirma laboratuvarina
nakledildi. Kan 6rnekleri dakikada 3000 devirde bes dakika santriflj edilerek
plazmalari bagka bir tibe aktarildi. Aeroset Analyser™ (Abbott Laboratories,
Abbott Park, IL) otoanalizérde laktat degerleri fotometrik olarak odlguldu ve

sonuclar mmol/L olarak ifade edildi.

Dokularin Elde Edilmesi

Her Ug¢ gruptaki deney hayvanlarina cerrahi islemin sonrasindaki 22.
saatte i.p. olarak 200mg/kg’dan BrdU verildi ve takip eden 2. saatte norolojik
muayene ve monitorizasyon iglemleri gerceklestirilerek beyin dokularinin elde
edilmesi amaci ile anestezi altina alindi (50mg/kg i.p., tiopental sodyum).

Anestezi altina girdiginden emin olunan hayvanlar intrakardiyak perfuzyon ile

56



0,2 M fosfat tampon iginde, %4 paraformaldehid (ph 7,4) verilerek tespit
edildi. Kan numunelerinin alinmasi ve perfuzyon fiksasyonu igin orificium
urethralis’in 2 cm proksimalinden karin 6n duvari oblik olarak sag arcus
costarum’a dogru insizyon ile agilarak diaphragmaya kadar ulasildi. Daha
sonra batin Ust kadranlari, diaphragma altinda diaphragmaya paralel olarak
horizontal bicimde insize edildi ve diaphragma-toraks 6n duvari birlegsimi
toraks i¢i organlari agiga c¢ilkarma amaciyla orta hattan acildi. Toraks
duvarlari forsepslerle yanlara dogru acilip sabitlenerek kalp gértldi. Kanama
olup olmadidinin kontrolinden sonra, 6nce kalbin sag ventriktline girilerek
kan numuneleri alindi ve daha sonra sol ventrikile bir perflizyon ignesi
yerlestirilerek sabitlendi ve sag atriyuma ait auricula bulunarak ince kenarh
bir makas ile kesik atildi. [Sol ventrikile verilerek perfizyonu saglanan
heparin iceren (1000 IU/litre) 100 ml serum fizyolojik solisyonunu takiben
deney hayvanlari 250-400 ml fiksatif (0.2M fosfat tampon iginde, %4
paraformaldehid, pH 7.4) ile tespitedildi.] Perflizyon islemi sirasinda organlar
renk degisiklikleri acisindan takip edildi. Perfizyon fiksasyonu iglemi
sonrasinda deney hayvanlari giyotin ile dekapite edildi ve dekapitasyonun
hemen sonrasinda frontal kemik boyunca 3 cm’lik sagittal bir insizyon
yapilarak beyin tumuayle cikartildi. Cikarilan beyinler oda isisinda olmak
Uzere perfizyonda kullanilan ayni fiksatif icerisinde yikandi ve bir gece
boyunca fiksatif icerisinde bekletildi. Fiksasyon isleminden sonra beyinlerden
SVZ ve GD’ a uyan bdélumlerinden iki ayri koronal dilim alindi. Birinci koronal
dilim bregma’nin 1 mm o6nunden, ikinci koronal dilim bregma’nin 2 mm
gerisinden arkaya dogru 2 mm kalinhdinda olacak sekilde alinarak parafin
bloklama 6ncesi iglemler icin kasetler igerisinde kodlandi. Bloklar daha sonra
artan konsantrasyonda etanol (%70, %80, %90, %96 ve %100) ile dehidrate
edilerek ksilole tabi tutuldu ve parafine gdmuldu. Her iki beyin yarim kuresini
de iceren parafin bloklardan mikrotom (American optical 820, USA)
kullanilarak 5 pm’lik seri koronal kesitler elde edildi ve lizin kapl lamlar
(Sigma-Aldrich, P0425, USA) Uzerine alinarak kodlandi.
immiinohistokimyasal olarak boyanacak alanlarin belirlenmesi amaciyla her

10 kesitten biri Nissle yontemi (% 0,1 cresyl violet) ile boyandi. Birinci parafin
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bloktan SVZ (Bregma-0.26 mm - Bregma-0.40 mm); ikinci bloktan GD
alanlarini (Bregma-3.60 mm - Bregma-3.80 mm) iceren dilimlerden altigar
adet kesit BrdU immunohistokimyasi igin ayrildi. Her bloktan birer kesit ise
BrdU immunohistokimyasal yontemine ait pozitif ve negatif kontroller igin
kullanildi.

Bromodeoksiuridin immunohistokimyasi

BrdU ile isaretlenmis hlcre c¢ekirdeklerini gdstermek amaciyla
icerisinde, (i) Denaturasyon sollUsyonu, (ii) Bloklama soltsyonu, (iii) Fare anti-
BrdU antikoru, (iv) Streptavidin-peroksidaz kompleksini igeren BrdU
immunohistokimya sistem kiti (Calbiochem HCS30, Almanya) kullanildi.
Preperatlar, 60°C de etuv icerisinde 45 dakika ylksek Isiya tabi tutulduktan
sonra ksilol ile deparafinize edildi ve azalan derisiklikte etanol serisi (%100
%90, %80, %70 ) icerisinde rehidrate edildiler. Distile su ile yikanan kesitlerin
etrafi PAP kalemi (Sigma, Z377821, USA) ile sinirlandinldi. Endojen
peroksidaz aktivitesini bloke etmek amaci ile %Z2’lik hidrojen peroksit (60ml
metanol igerisinde 4 ml %30’luk H,0O,) ile 10 dakika isleme tabi tutuldular ve
sonrasinda fosfat tampon c¢ozeltisi (PBS) ile yikandilar. Daha sonra
fiksasyondan dolayi maskelenen antijenlerin aciga cikarilmasi amaciyla
tripsin ile 10 dakika nemli ortam icerisinde ve oda sicakhdinda enzimatik
isleme tutularak distile su ile 2 dakika yikandilar. Arkasindan oda sicakliginda
100 pl denaturasyon solusyonu icinde 30 dakika bekletilip PBS ile yikandilar.
Primer antikorun ortamda bulunan kollajen ve diger konnektif doku
proteinleriyle reaksiyona girmemesi amaciyla bloklama solusyonunda 10
dakika bekletilen kesitler herhangi bir yikama gergeklestiriimeden bir gece
50-100 ul biotinlenmis fare anti-BrdU ile 4 °C enklbe edildi. Ertesi sabah
PBS ile yikanan kesitler 10 dakika sure ile 100 pl streptavidin peroksidaz
kompleksi ile muamele edildi ve sonrasinda iki kez PBS ile yikandi. Kromojen
olarak kullanilan 50-100 ul diaminobenzidin (DAB) solUsyonu ile isaretlenme
5-10 dakika boyunca takip edildi ve reaksiyon distile su ile yikanarak

durduruldu. Hematoksilen (Merck 53,0500 Harris) ile 20 saniye zit boyama
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islemi gergeklestirilen kesitler distile su ile yikandi ve artan konsantrasyonda
etanol serisinde (%95, %100) dehidratasyon islemini takiben ksilen ile

seffaflastirildiktan sonra entellan ile kapatildi.

Hucre Sayimi

Calismada vyer alan hayvanlardan elde edilen ve BrdU
immunohistokimya yontemi ile isaretlenen beyin kesitlerinde pozitif olarak
isaretlenmis olan hicreler, Scion Image 4.02 goérinti analiz programi
kullanilarak sayildi. Scion Image programiyla hicre sayiminin yapilabilmesi
icin kesitlerden elde edilmis goéruntiler MS Windows uyumlu bilgisayar,
mikroskop adaptorlu dijital fotograf makinesi (Sony, Cybershot DSC-F717) ve
trinokller mikroskop (Nikon, 4S-2 Alphaphot) kullanilarak dijital ortama
aktarildi. Calismada, BrdU pozitif hucreler boyanma &zellikleri dikkate
alinarak belirlendi ve 1 mm? alandaki tim BrdU pozitif hiicreler sayildi.
Sayim islemi her hayvan igin toplam bes kesitte tekrarlandi ve bu sayilarin

ortalamasi o hayvan i¢in BrdU pozitif hlicre sayisi olarak belirlendi.

istatistik

Kan basinci, kalp atim hizi ve rektal 1si gibi vital parametrelerin,
medyan frekans ve SEF 95 gibi ECoG parametrelerinin ve SUP dalgalarina
ait yukseklik ve uzama degerleri gibi SUP parametrelerinin istatistiksel olarak
analizi sirasinda, deney boyunca her grubun baslangi¢c degerleriyle olan
karsilastirimalarinda “Tekrarli Olgimler icin Tek Yonli Varyans Analizi®
istatistik yontemi kullanildi. Degigkenler arasinda normal dagilimin olmadigi
durumlarda ise “Tekrarli Olglimler igin Friedman Varyans Analizi” istatistik
yontemi tercih edildi. Daha sonra veriler, deney gruplar arasindaki
kargilastirmalar amaciyla, “Kruskal Wallis testi” ile degerlendirildi ve anlamli
farkliliklarin bulundugu durumlarda “Mann-Whitney U testi” yardimiyla gruplar
arasi farkin belirlenmesine yonelik c¢oklu karsilastirma yapildi. Beynin

SVZ'unda BrdU immunohistokimya ydntemiyle pozitif boyanan hucre
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cekirdek sayilari, kan laktat ve hemogram parametreleri deney gruplari
arasindaki karsilastirmalar amaciyla, “Kruskal Wallis testi” ile degderlendirildi
ve anlamli farkhliklarin bulundugu durumlarda “Mann-Whitney U testi” gruplar
arasi farkin belirlenmesine yonelik coklu karsilastirma yapildi. istatistik
testlerinin uygulanmasinda Sigma-stat 3,0 ve SPPS 16,0 programlari
kullanildi ve tum kargilastirmalarda p<0.05 anlaml bir farkhlik olarak kabul
edildi.
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BULGULAR

Mortalite Oranlari

CLP uygulanan 33 hayvandan bes tanesi anestezinin etkisi sonucu
solunum durmasina bagh olarak, alti hayvan ise CLP sonrasi ortaya ¢ikan
septik tablo sonucu kaybedildi ve deney disi tutuldu. Anestezi sonucu dlen
bes hayvan hari¢ tutuldugunda CLP yapilan hayvanlardaki mortalite orani
yaklasik %22 olarak hesaplandi. CLP yapildiktan 24 saat sonra yasamayi
basaran 22 hayvan arasindan sekiz tanesi rastgele 6rneklem ydntemi ile
secildi ve bu calismadaki CLP grubunu olusturmak lzere galismaya dahil
edildi. Sham grubunda yalnizca bir hayvan anestezi nedeniyle kaybedildi

ancak hig¢bir hayvanda sham operasyona bagl 6lime rastlanmadi.

Klinik ve Laparotomik inceleme Bulgulari

CLP grubundaki tim hayvanlarda CLP isleminden sonra
piloereksiyon, laterji, titreme, okuler ve nazal akinti gibi belirgin sepsis
bulgularn gézlendi. U¢ hayvanda bu bulgulara ek olarak ishal de eslik
etmekteydi. Sham ve kontrol grubundaki hayvanlarda ise sepsiste gézlenen
bu tur klinik bulgulara rastlanmadi.

Calismanin 24. saatinde anestezi altinda (50 mg/kg, ip, tiyopental
sodyum) vyapilan laparatomik incelemede kontrol ve sham grubundaki
hayvanlarda peritoneal boglugun temiz oldugu ve peritoneal sivinin seffaf
goruinumld oldugu gézlendi. CLP grubunda ise peritoneal sivi kot kokuluydu
ve caecum cevresinde yer yer ply olustugu goéruldid. Kontrol ve sham
grubunda caecum, ¢evre omentum ve ince bagirsak kivrimlarindan bagimsiz
bir sekilde yer almakta ve parlak-canl gorunumli olarak goézlenmekteydi.
CLP grubunda ise bagh olan caecum’un ileri derecede 6demli, iskemik ve
mat goérinuimli oldugu ve cevredeki ince bagirsak kivrimlariyla belirgin bir

bigimde yapisiklik gdsterdigi gozlendi.
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Norolojik Muayene Bulgulari

Norolojik muayene bulgulart degerlendirildiginde; anestezinin
etkisinin devam etmesinden dolayi, CLP ve sham gruplarinda ilk 2 saatteki
norolojik degerlendirme skoru 0 olarak bulundu. Bunu takip eden 2 ile 12.
saatler arasinda anestezinin etkisindeki azalmaya bagli olarak refleks
cevaplar acgisindan hem sepsis hem de sham gruplarinda kismi cevap
alinmaktaydi. 24. saatteki degerlere bakildiginda ise refleks cevaplarin sham
grubunda baslangi¢ dederleri seviyesine yukseldigi fakat CLP grubunda
baslangic degerlerinin %70’ine ulasabildigi goruldi (Sekil-10). Norolojik
degerlendirme acisindan U¢ grup arasinda 2, 6, 12 ve 24. saatlerde
istatistiksel olarak anlamli farklihk saptandi (p<0.001). Refleks cevaplara ait
toplam degerler 2, 6 ve 12. saatlerde kontrol grubu ile karsilastiriidiginda
CLP ve sham gruplarinda anlamliliydi. 24. saatteki degerlere bakildiginda ise
CLP ile sham ve CLP ile kontrol gruplari arasinda anlamh bir farklilik géze
carpmakta, sham ve kontrol gruplari arasinda ise anlamli bir farklihk
bulunmamaktaydi (Sekil-10).

12

LEal
H Sham

Kontrol

Nd&rolo]lk Dederlendirme

0sa 25a 6sa 1253 pLE~]

Sekil-10: CLP, sham ve kontrol gruplarina ait noérolojik skor degerlerinin
grafiksel gorunimu (¥, CLP ve sham gruplari baslangi¢c degerlerine gére
anlamlilik; ¥, kontrol grubuna gbére anlamlilik; #, sham grubuna gére
anlamlilik, p<0.05).
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Vital Parametre Bulgulari

Arastirmada kullanilan kontrol, sham ve CLP grubu deney
hayvanlarindan 0, 2, 6, 12 ve 24. saatte elde edilen vital parametrelere ait
monitorizasyon  sonuglari  Sekil-11'de  goOsterilmigtir.  Bu  sonuglar
degerlendirildiginde kan basincinin CLP ve sham gruplarinda ilk iki saatte
disme egilimine girdigi, CLP grubunda 2 ile 6. saatler arasinda artis gosteren
kan basinci deg@erlerinin 6. saat sonrasinda tekrar dusme egilimi gosterdigi
ve kan basincindaki disusun 12. saatten itibaren baglangi¢ degerlerine gore
anlamli dizeyde (p<0,05) oldugu saptandi. Kan basinci degerlerinin CLP
grubunda 24. saatte baglangi¢ degerlerine gére %46’lik seviyelere geriledigi
goOrulmekteydi (p<0,05). Sham grubunda ilk iki saatte ortaya ¢ikan disme
egiliminin, 12. saatte anlamli oldugu (p<0,05) ve baslangi¢ degerlerine gore
%75 seviyesine kadar geriledigi gorildi. Bu grupta 12. saatten sonra
yukselme egilimine giren kan basincinin 24. saatte baglangi¢c degerlerine
gore %19 oraninda daha dusuk seviyede seyrettigi ve dizelme egilimi icinde
oldugu goraldu. Kontrol grubunda ise ilk iki saatteki gorece dususe ragmen
kan basincinin seyri acgisindan belirgin bir farklilik goralmedi. Kan basinci igin
Kruskal Wallis test analizi U¢ deney grubu arasinda 24. saatte anlamliydi
(p<0.01). Mann-Whitney U testi ile gruplar arasi farkin belirlenmesine yoénelik
¢oklu karsilastirma sonucunda ise CLP grubunda kan basincindaki disusin
hem kontrol hem de sham grubuna oranla istatistiksel olarak anlaml dlizeyde

farkli oldugu goérulmekteydi (sirasiyla p<0.01 ve p<0.05) (Sekil1l).
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Sekil-11: CLP, sham ve kontrol gruplarina ait ortalama arteriyel basing
degerlerinin bar diagram goériunumu (*,baslangi¢ degerlerine gére anlamlilik;
¥, kontrol grubuna gére anlamlilik; #, sham grubuna gére anlamlilik, p<0.05).

Kalp hizi, CLP grubunda, baslangi¢c monitdrizasyonundan
itibaren surekli bir artis egilimi gostermekte, bu artis 6, 12 ve 24. saatte
anlamliik kazanmakta (p<0.05) ve 24. saatte baslangic degerlerine gore
%146 dizeyine yukselmekteydi. Sham ve kontrol grubunda ise kalp hizinda
ilk 24 saat icerisinde anlaml bir degisiklik gorilmedi (Sekil-12). CLP, sham
ve kontrol gruplarinin kalp hizi parametresi agisindan Kruskal Wallis testi ile
karsilastirildiginda, G¢ deney grubu arasinda 6, 12 ve 24. saatlerde anlamhlik
goruldu (p<0.05). Mann-Whitney U testi ile yapilan gruplar arasi farkin
belirlenmesine yonelik ¢oklu karsilastirmalar, CLP grubunda gorulen kalp
atim hizi artisinin sham grubuna goére 6, 12 ve 24. saatlerde (p<0.05),
kontrol grubuna goére ise 12 ve 24. saatlerde (p<0.05) anlamlilik

gostermekteydi.
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Sekil-12: CLP, sham ve kontrol gruplarina ait kalp atim hizi degerlerinin bar
diagram gorunimu (*, baslangi¢c degerlerine gbre anlamlilik; ¥, kontrol
grubuna gére anlamlilik; #, sham grubuna gére anlamlilik, p<0.05).

Kalp Atim Hizi
(atim/daklka)

Rektal 1si, CLP ve sham gruplarinda ilk ikinci saatte baslangig
diuzeylerine oranla anlamli olarak dusik saptandi (p<0.05). Her iki grupta da
rektal 1sidaki bu dismenin deney boyunca yavas yavas artma egilimi
gOsterdigi, septik grupta 12. saatte, sham grubunda ise 24. saatte normal
degerlere ulastigl goruldu. Kontrol grubunda ise rektal 1sinin seyri agisindan
belirgin bir farklilk gérilmedi. Ug¢ deney grubu arasinda, rektal Isi
parametresi acisindan Kruskal Wallis test analizi ikinci saatte anlamli farklilik
oldugunu goésterdi (p<0.05). Mann-Whitney U testi ile yapilan gruplar arasi
farkin belirlenmesine yonelik ¢oklu karsilastirmada 2. saatte kontrol ile CLP
ve kontrol ile sham gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli farkhlik
oldugu goruldi (p<0.05) (Sekil-13).
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Sekil-13: CLP, sham ve kontrol gruplarina ait rektal 1si degerlerinin bar

diagram gorunumua (*, baslangi¢c degerlerine gére anlamlilik; ¥, kontrol
grubuna gére anlamlilik; #, sham grubuna gére anlamlilik, p<0.05).
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CLP’nin kan laktat degerleri, kan kiiltiirleri ve hemogram
tizerine olan etkisi

CLP grubunda I6kosit sayisi, sham ve kontrol grubu ile
kargilastirildiginda daha dusuk miktarlarda olmasina ragmen bu dususin
Kruskal Wallis testi ile analiz edildiginde istatistiksel olarak anlamli olmadigi
goruldi. CLP grubunda, monosit miktarlarindaysa bir artis oldugu, lenfosit ve
bazofil miktarlarinda disus oldugu, kandaki nétrofil ve eozinofil miktarinda ise
belirgin bir degisiklik olmadigi tespit edilirken elde edilen bu verilerden
yalnizca monosit yuzdesindeki artisin Kruskal Wallis testi ile analizi
sonucunda istatistiksel olarak anlamli oldugu géruldi (p< 0.05). Kandaki
monosit miktarlarinin CLP, sham ve kontrol gruplarinin ikili gruplar halinde
Mann-Whitney U testi ile gruplar arasi farkin belilenmesine yonelik ¢oklu
kargilastirma sonucunda kontrol ile sham ve CLP ile sham gruplar arasinda
herhangi bir farklilik bulunmazken, CLP ile kontrol gruplari arasindaki farklilik
anlamli bulundu. (p<0.05) (Tablo-5).
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CLP grubundaki eritrosit degerlerinin, kontrol ve sham gruplari ile
karsilagtinldiginda anlamh duzeyde yukselmis oldugu goruldu. (her iki grup
icin p<0,05). Ayrica CLP grubunda kandaki Hb, Hct, ve MPV degerlerinde bir
miktar artma, MCV degerlerinde ise bir miktar azalma gorilse de kontrol ve
sham gruplari ile karsilastirildiginda anlamli bir farkhlik saptanmadi. Kandaki
trombosit miktarlari karsilastirildiginda CLP grubunda trombosit seviyelerinin
kontrol grubuna goére anlamli oranda dusuk oldugu goérulda (p< 0.05). Kontrol
ile sham ve CLP ile sham gruplari arasinda ise trombosit miktarlari agisindan
istatistiksel olarak farkhlik bulunmamaktaydi (Tablo-5).

Kan laktat seviyelerinin, CLP ve sham gruplarinda kontrol grubuna
oranla daha yuksek seviyelerde oldugu goruldi (Tablo-5). Bu yulksekligin
Ozellikle CLP grubunda belirgin oldugu, kontrol ve sham gruplar ile
karsilagtinldiginda istatistiksel olarak anlamlilik gosterdigi belirlendi (her iki
karsilastirma icin p< 0.05). Kontrol ile sham gruplari arasinda ise kan laktat
diuzeyleri acisindan herhangi bir farklilik gériimedi.

CLP grubundaki tim hayvanlarda kan kdultlrlerinde gram negatif
aerob bakteri Uremesi saptanirken, gram pozitif bakteri UGremesi
gerceklesmedi. CLP uygulanan hayvanlarin yarisinda yalnizca E. coli’'nin
uredigi, diger yarisinda ise E. coli ve Klebsiella turlerinin birlikte Uredigi
goéruldu. Kontrol ve sham gruplarinda ise kan kulturlerinde herhangi bir

ureme gorulmedi.
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Tablo-5: Kontrol, sham ve CLP gruplarina ait kan laktat ve hemogram

degerleri (ortalama + standart hatasi).

Kan Deéeﬂeri KontrOI Sham CLP
Eritrosit (x10° /pl) 7,81+0,25 7,72 +0,16 9,06+ 0,23 ¥ #
Hemoglobin (g/dl) 13,80 + 0,48 14,03 +1,20 15,50 + 1,02
Hematokrit (%) 40,90 + 0,98 40,03 + 1,60 4572 +1,15
MCH (pg) 17,54 + 0,48 17,47 + 0,41 17,23 +0,58
MCHC (g/dI) 34,42 +0,32 33,69 +0,24 33,92 +0,58
MCV (fl) 53,30 + 0,83 50,65 + 0,86 50,15 + 0,82
Lokosit (x10° /ul) 5,28 +1,15 6,11+2,31 4,77 + 2,04
Nétrofil (x10° /ul) 2,90 + 0,45 4,59+1,72 3,22 £1,69
Lenfosit (x10° /pl) 1,88 + 0,48 1,12+ 0,51 0,92 +0,17
Bazofil (x10° /pl) 0,23 +0,12 0,31+0,11 0,16 + 0,07
Monosit (x10° /pl) 0,08 + 0,04 0,32 +0,15 0,64 +0,32¥
Eozinofil (x10° /) 0,05+ 0,04 0,06 + 0,01 0,05 + 0,01
MPV (fl) 2,61+0,10 2,83+0,24 3,09 + 0,05
Trombosit (x10° /ul) 986 + 54,90 903 + 42,10 535,75 + 108,09¥
Laktat (mmol/I) 4,14 +0,50 4,77 +0,30 745+0,6 ¥ #

(¥ kontrol grubuna gére anlamiilik; #, sham grubuna gére anlamlilik, p<0.05)

Elektrokortikografi Bulgulari

Beyin elektriksel aktivitesinin degerlendiriimesi amaci ile ECoG
kayitlari incelendiginde CLP grubunda 24. saat medyan frekans (MF) ve
SEF95 degerlerinin baslangic degerlerine gore karsilastinldiginda, sirasiyla
%12,4 (13.04 Hz'den 11,42 HZ'e) ve %2.1 (31,44 Hz'den 30,78 Hz’e) azalma
oldugu, sham ve kontrol gruplarinda ise bu azalmanin %1’in altinda oldugu
goruldu (Sekil-14 ve $ekil-15). CLP grubunda gerek SEF95 gerekse MF
degerlerindeki azalmanin anlamh olmadigi saptandi (p>0.05). ECoG
kayitlarindaki daha 6nceden belirlenmis frekans bandlarinin (alfa 8-13, beta
13-30, teta 4-8 ve delta 0,5-3 Hz) spektral glg¢ analizleri yapildiginda,

spektral gug¢ frekanslarinin, sham ve kontrol gruplarinda baslangi¢
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degerlerine oranla herhangi bir fark gostermedigi, CLP grubunda ise alfa ve
beta aktivitelerinde baglangi¢ degerlerine gore sirasiyla %6 ve %9’luk bir
azalma, delta aktivitesinde ise %32’lik bir artis bulundugu saptandi (Sekil-
16). Diger gruplarda gértlmeyen bu degisikliklerin anlamli olmadidi saptandi.
Veriler her bir hayvan icin CLP grubu ayri degerlendirildiginde hayvanlarin
yaklasik %50’sinde delta aktivitesinde artis bulundugu, yalnizca ECoG
kayitlarinda degisiklik gosteren hayvanlar dikkate alindiginda MF’da %20,8,
alfa, beta ve teta aktivitelerinde sirasiyla %12, %18, %8’lik bir azalma oldugu
ancak farkin anlaml olmadigi, delta aktivitesinin ise baslangi¢ degerlerine
gore %65’lik bir artis gosterdigi ve bu degerin anlaml oldugu saptandi
(p<0.05) (Sekil-17).
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Sekil-14: CLP, sham ve kontrol gruplarinda MF’a ait 0, 2, 6, 12 ve 24.
saatlerdeki median frekans degerleri.
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Sekil-15: CLP, sham ve kontrol gruplarinda SEF95’e ait 0, 2, 6, 12 ve 24.
saatlerdeki frekans degerleri.

Spektral gli¢ analizi (%)

i o ir ° r ° 5 £ °
o £ = o E = o E = o & 2
[+ -
c [ = [ £ [ P r=}
= o w o n o n 5
¥ ¥ ¥ ]

ALFA BETA TETA DELTA

Sekil-16: CLP, sham ve kontrol gruplarinda spektral gli¢ analizinin 0, 2, 6, 12
ve 24. saatlerdeki frekans band degerleri.
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Sekil-17: EcoG ile beyin aktivite degisikligi tespit edilen CLP’li hayvanlarin
spektral gu¢ analizlerinin ve Median frekans ve SEF95 degerlerinin 0, 2, 6,
12 ve 24. saatler arasinda karsilastinimasi.(* CLP  grubunda delta
dalgasindaki artisin istatistiksel anlamliligini gésterir.)
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Somatosensoriyel Uyariimig Potansiyel Bulgulari

SUP sonuglari degerlendirildiginde; CLP grubunda, uyarinin
baslangici ile pozitif dalga tepeleri arasindaki mesafeleri gosteren U-P1 ve U-
P2 mesafeleri incelendiginde U-P1’in ikinci saatten sonra uzamaya basgladigi
ve bu uzamanin 12. ve 24. saatlerde baglangi¢c degerlerine gore anlamli
dizeylerde yuksek oldugu saptandi (p<0.05) (Sekil-18). U-P2 mesafesinde
ise 6. saatten itibaren gorulen hafif uzama anlamli dizeyde degildi. Pozitif
dalga tepeleri arasindaki mesafe P1-P2'nin de U-P2’'ye benzer sekilde 6.
saatten itibaren hafif derecede yuksek seyrettigi ve bu yukselmenin de
anlamlilik géstermedigi gozlendi (p>0.05). Pozitif ve negatif dalga pikleri
arasinda yer alan mesafelerden P1-N1 mesafesinde deney boyunca belirgin
bir degisiklik gorulmezken, N1-P2 degerlerinin 6. saatten itibaren baslangig
degerlerine gore anlamli duzeylerde uzadigi, 12. ve 24. saatlerde de
baslangic degerlerine gére anlamh dizeyde ylksek oldugu saptandi (Sekil-
18). Sham ve kontrol grubunda ise SUP &lgiminden elde edilen degerler

arasinda belirgin bir degisiklik gbze ¢carpmadi (Sekil-19).

CLP Grubu
’pzf' 112,0
T ’\'\I 110,0
'""I"hf""* 1080
‘|‘ I‘\\ IZBMk i -g 106,0
v A1 .‘I | ;%: 1040
¥ /4 { \ F— (7]
\ 1 0 1020
I‘\I ‘f N2 ® 1000
20wsante \‘.\ :,‘I 98,0
N1
96,0
Sekil-18: SUP dalgalarina o 2 s 6.5 12 .
ait uzama mesafel_(_erlnln «—UPL | 1000 100,9 1071 1104 %  1092%
CLP grubundaki yuzde -=-U-p2 100,0 103,2 103,9 102,9 1033
deg|§|m graf|g| (*1 CLP P1-P2 100,0 103,9 105,0 103,6 104,0
grubunda baglangig ==P1-N1 1000 101,6 100,9 100,0 100,9
dederleri .. lamiilik ——N1-P2 1000 106,5 1095 * 1076 * 1075 %
egerierine gore aniamiilix, N1-N2 100, 102,9 103,2 100,2 101,1
p<0.05). P2-N2 1000 1033 1063 100,1 100,8
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Sham Grubu
110,0
108,0
£ 106,0
‘& 104,0
’g” 102,0
= 100,0
98,0
96,0
94,0
0.sa 2.sa 6. sa 12.sa 24.sa
—o—U-P1 100,0 102,6 102,6 101,1 102,3
—_—U-P2 100,0 100,0 100,0 100,5 101,1
——P1-P2 100,0 99,4 99,4 100,0 101,0
——P1-N1 100,0 97,6 98,5 97,7 101,3
—=—=N1-P2 100,0 100,0 98,8 100,0 100,0
—0—N1-N2 100,0 99,5 99,0 100,5 100,5
P2-N2 100,0 99,1 99,1 100,9 100,9
Kontrol Grubu
110,0
108,0
g 1060
‘@ 104,0
’é" 102,0
< 1000 |—m= =+ e
98,0
96,0
94,0
0.sa 2.s5a 6. sa 12.sa 24.sa
——5S-P1 100,0 100,0 100,0 100,4 100,0
—-5-P2 100,0 100,0 97,4 99,0 100,0
——P1-P2 100,0 100,0 96,9 58,8 100,0
——P1-N1 100,0 100,0 97,3 57,3 100,0
—=N1-P2 100,0 100,0 96,6 100,0 100,0
—0—N1-N2 100,0 100,0 100,0 101,5 100,0
P2-N2 100,0 100,0 102,8 102,8 100,0

Sekil-19: SUP dalgalarina ait uzama mesafelerinin sham ve kontrol
gruplarindaki yuzde degisim grafigi.

SUP kayitlarindan elde edilen dalgalarin dalga boyu degerleri,
incelendiginde CLP grubunda P1, P2 ve N1 dalgalarinin dalga boylarinda,
operasyon sonrasl 12. ve 24. saatteki degerlerinin baglangi¢c degerleriyle
karsilastinldiginda daha dusuk dizeylerde oldugu fakat farkin anlamh
olmadigi goéruldu (p>0.05) (Tablo-6). Sham ve kontrol gruplarinda ise, SUP
Olcimunden elde edilen P1, P2 ve N1 dalgalarina ait dalga boyu degerlerinin

seyri agisindan belirgin bir farklilk gézlenmedi (Tablo-6). P1 dalgasina ait
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dalga boyu degerleri, U¢ deney grubu arasinda Kruskal Wallis test analizi ile
incelendiginde 12 ve 24. saatlerde anlamli farklilik tespit edildi (p<0.005).
Mann Whitney-U testi ile gruplar arasi farkin belirlenmesine yonelik ¢oklu
karsilastirma sonucunda hem 12. saatte hem de 24. saatte CLP ile kontrol
gruplari arasinda anlaml farklilik goruldu (Her iki karsilastirma icin p<0.01).
P2 ve N1 dalgalarina ait dalga boyu degerleri agisindan ise gruplar arasinda

anlamli bir farkhlik saptanmadi (Tablo-6).

Tablo-6: CLP, sham ve kontrol gruplarinda SUP dalgalarina ait dalga boyu

degerleri (ortalamazstandart hata).

Dalga Saat CLP Sham Kontrol

P1 0 20,46 +1,34 |22,05+1,55 21,14+ 0,09
2 19,80+3,21 |24,82+0,66 21,00 £ 0,24
6 20,42 +1,06 |24,37+2,00 21,03 £ 0,23
12 17,46 *+ 0,42 (23,60 1,32 21,03+0,13
24 17,34* £1,56 |23,55+2,30 21,05+0,17

P2 0 99,71 + 31,97 [98,88 + 43,51 97,96 + 15,66
2 99,14 + 15,47 (94,76 + 32,18 97,47 £ 16,17
6 96,44 £ 27,48 (94,79 + 36,91 98,50 + 16,00
12 91,79 + 30,54 (97,96 + 35,29 96,47 + 15,37
24 93,48 £37,10 [97,19 + 40,08 96,86 + 15,16

N1 0 86,87 £ 22,05 |75,23 + 24,54 76,99 + 10,35
2 87,86 £ 16,10 79,50 + 10,87 76,81 + 19,53
6 89,38 + 18,04 |76,85 + 14,47 74,46 £ 10,06
12 80,90 £ 22,04 |75,72 £ 20,20 76,36 £ 13,49
24 83,53 + 24,78 |75,32+27,30 74,89 £ 11,08

(*, CLP grubunda kontrol grubuna gére anlamlilik, p<0.05)
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immiinohistokimyasal Bulgular

BrdU immunohistokimyasal yontemiyle isaretlenen beyin bolgelerinin
morfolojik incelenmesi sonucu subventrikiler zonda BrdU pozitif hicre
cekirdeklerinin sayisinin CLP ve sham-kontrol grubunda, kontrol grubuna
goOre artmis oldugu goéruldu. CLP grubunda BrdU pozitif hiicre gekirdeklerinin
sayllarindaki artis sham-kontrol ve kontrol gruplariyla karsilastirildiginda
anlamliik saptanirken, sham-kontrol grubundaki BrdU pozitif hicre
cekirdeklerinin sayilarindaki yuksekligin istatiksel bir anlamhligi bulunmadi
(Sekil-20, 21).

50 p<0.01
p<0.01 .
600 -
450 -
i KONTROL
L1 SHAM
07 ¥ CLP
150 -
o
KONTROL SHAM CLP

Sekil-20: Kontrol, sham ve CLP gruplarinda BrdU immunohistokimyasal
ydntemiyle pozitif boyanan mm?®deki hiicre sayisi. (Kontrol ve sham gruplari
ile CLP grubu arasindaki anlamlilik p<0.01)
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Sekil-21: Kontrol, sham, CLP gruplarindaki hayvanlara ait, BrdU
immunohistokimyasal yontemiyle boyanmis subventrikiler zon Kkesitleri.
Oklarin ucu BrdU pozitif boyanmig hiicre ¢ekirdeklerini isaret etmektedir.
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TARTISMA VE SONUG

Yogun bakim unitelerindeki hasta cesitliligi ve genis caph klinik
calismalarin yuksek maliyetli olmasi gibi olumsuz faktorler nedeniyle sepsis
patofizyolojisinin aciklanmasinda ve yeni tedavi yoOntemlerinin ortaya
konmasinda hayvan calismalari tercih edilmektedir. Ancak ¢esitli deneysel
sepsis modeli calismalarinda olumlu etkileri ortaya konan tedavi
yontemlerinin  sepsisli  hastalarda uygulandiginda basarii  sonuglar
vermemesi, hatta mortalite oranlarini arttirryor olmasi, sepsis hayvan
c¢alismalarinin ortaya koydugu sonuglarin guvenilirligini azaltmakta ve klinik
sepsisi ne derece yansitabildikleri konusunu tartisilir hale getirmektedir (90,
91). Birgok arastirmaciya gore CLP modeli, hem laboratuvar bulgulari
agisindan hem de ortaya ¢ikan klinik sepsis tablosu agisindan insanlarda
gelisen sepsisi iyi bir sekilde taklit edebildigi duslUnudlen ve sepsis
arastirmalari icin “altin standart” olarak kabul edilen bir modeldir (97). Mevcut
calismada da operasyon sonrasi 24. saatte CLP grubundaki siganlarin
tumunde; piloereksiyon, letarji, titreme, okller ve nazal akintiya eslik eden
anlamli dizeyde azalan arteriyel basing ve artis gdsteren kalp atim hizi gibi
sepsisle iligkili klinik bulgularin gézlenmis olmasi ve kontrol ya da sham
gruplarindaki siganlarin hi¢ birinde bu tir klinik bulgulara rastlanmamig
olmasi, sepsisin deney grubunda basaril bir sekilde olusturuldugunu ve CLP
yonteminin sepsisli hastalarda ortaya c¢ikan klinik sepsis tablosunu iyi bir
sekilde yansittigini dusundurmektedir. Sepsise iliskin hi¢bir klinik bulgu sham
ya da kontrol grubunda gozlenmemistir. Bu durum ileriye yonelik olarak
planlanacak ¢alismalarda sham-kontrol grubuna ek olarak non-opere kontrol
grubunun kullaniimasina gerek olmadigini, bdylece CLP modelinin
uygulanan deneysel sepsis  g¢aligmalarinda, hayvan sayisinin
azaltilabilecegdini ortaya koymaktadir (81).

SIE, sepsisin  6nemli bir komplikasyonudur ve hastalarin
mortalitesinde artisa neden olmaktadir. SIE tanisi, hastalarin biling

durumunun ve kognitif fonksiyonlardaki degisikliklerin degerlendiriimesi ve

77



EEG kayitlari ile beyin elektriksel aktivitesindeki degisikliklerin belirlenmesi ile
mumkundar (210). Yakin donemde gercgeklestirilen calismalarda sepsis
hastalari (211) ve gesitli sepsis modellerinde (212, 213) gercgeklestiriien SUP
kayitlarinin da ndérolojik fonksiyonun degerlendiriimesinde genel bir ydntem
olarak kullanilabilecegi, bu yontemin ensefalopatinin ciddiyetinin belirlenmesi
ve SIE'de erken doénemdeki serebral fonksiyon degisikliklerinin tespit
edilmesinde faydali bir ydontem olarak kullanilabilece@i 6ne surtlmektedir. Bu
noktadan hareketle mevcut c¢alismada CLP wuygulanan hayvanlarda
ensefalopati bulgularini  ve bu hayvanlarda ensefalopati gelisimini
dogrulamak Uzere norolojik refleksler degerlendiriimis, ECoG ve SUP
kayitlari alinmigtir. CLP grubunda noérolojik reflekslerde 24. saatte tespit
edilen anlamli kayip, ECoG kayitlarinda median ve beta frekansinda azalma,
delta frekansinda anlamli artma ve SUP sinyallerinde genel yavaglama ve
uzama saptanmistir. Bu bulgularin hayvanlarin yaklagik yarisinda belirgin
dizeyde gorulmesi ve istatistiksel anlam kazanmasi, CLP modelini kullanan
ve SIE’nin incelenecedi calismalarda, éncelikle SIE gelisiminin ndrofizyolojik
yontemlerle dogrulanmasinin, sonuglarin dogru yorumlanmasi igin faydal
olabilecegini dugundurmektedir. ECoG kayitlari ¢ok yogun ve yorumlanmasi
gug veriler olusturmasi nedeniyle tercih edilmeme ihtimali tagsimaktadir. bUna
karsilik kortikal aktivitenin bozuldugunu dogrulayan SUP kayitlari, sepsis
hayvan modellerinde SIE gelisiminin tespiti amaciyla kullanilabilir.

Mevcut ¢alismanin ortaya koydugu bir diger 6nemli ve yeni bulgu ise
CLP uygulanan siganlarda SVZ bdlgesinde BrdU pozitifligi gosteren, dolayisi
ile ¢cogalmakta oldugu dusunulen hicre sayisinda anlamli dizeyde artis
saptanmasidir. Yakin zamana kadar bilimsel kabul géren gorus, santral sinir
sisteminin fonksiyonel Uniteleri olan néronlarin oldukg¢a buyuk bir blimundn
embriyolojik gelisim sirasinda bigimlendigi ve eriskin donemde yeni ndron
olusumunun s6z konusu olmadigi yénindedir. Ozellikle son yirmi yil iginde
gerceklestirilen calismalarda (214, 215) erigskin beyninde yeni noronlarin
surekli olustugu ve olugsan vyeni noéronlarin matlrasyon surecini
tamamladiktan sonra noéronal aga katilarak fonksiyonel hale geldigi acik

sekilde gosterilmistir. 1998 yilinda Cameron ve McKay bu yeni noronlarin
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¢ogalmakta olan néronal kdk hucre veya progenitor hicre havuzundan koken
aldiklarini gostermiglerdir (216). Bu 6ncu hucrelerin iginde bulundugu mikro
cevredeki herhangi bir dedisikligin nérogenezi engelleyebilecedi (216),
ektopik nérogeneze yol acabilecedi (217), hafiza ve 6grenme kayiplarina
sebep olabilecegi (218), beyin timorlerinin gelisiminde rol alabilecegi (111),
cesitli calismalarda bildirilmistir. SSS’de ndronal hasarin gergeklestigi
Alzheimer ve Parkinson hastaliklari gibi nérodejeneratif hastaliklarin gogunun
inflamasyon ile beraber seyrettiginin ortaya konmasi ile néronal kok
hdcrelerin  rejenerasyonunun  sekillenmesinde inflamasyonun  etkisini
anlamaya yonelik, nérogenezin ¢ogalma, farklilagsma, go¢ slreglerinin pro-
inflamatuvar mediatorler tarafindan etkilenip etkilenmedigini arastiran
calismalar son vyillarda hizla artmaktadir (219). Stres, hasarlanma,
enfeksiyon gibi c¢esitli patolojik siregler beyinde belirgin bir mikroglial
aktivasyona ve bu hucrelerden pro-inflamatuvar molekullerin salinimina yol
acgarak hlcresel olaylara ve gesitli molekuler mekanizmalarin tetiklenmesine
neden olabilmektedir (219). Muhtemelen bu slirecte néronal kok hicreler ve
progenitor hucreler de etkilenmekte ve ndrogenez iginde yer alan suregler
arasindaki denge gerek SVZ gerekse GD'un SGZ'unda bozulmaktadir.
Nitekim inflamasyonu takiben salinan kimyasallarin 6ncu hucrelerin gog¢
kabiliyetini etkiledigi gosterilmistir. Beyinde; hipoksi, iskemi, bakteriyel ve viral
enfeksiyonlari igcine alan ¢ok sayida patolojik durumda néroinflamatuvar bir
reaksiyonun rol oynadigi hasarlanmalar meydana gelmektedir. Bu yanitin
olusmasinda pro- ve anti-inflamatuvar sitokin ve kemokinler salgilayan
mikroglialar, astrositler ve periferik makrofajlar anahtar rol oynarlar.
Salgilanan bu pro-inflamatuvar mediatorler, iki ucu keskin bigcak olarak
degerlendirilebilir. Bu maddeler bir taraftan beyinde immun koruma saglarken
diger taraftan noronal 6lime sebep olabilmektedirler (220). SSS’de
inflamasyona ait veriler 1900’lG yillarda rapor edilmeye baglanmis ve son
birka¢ yil icerisinde de inflamatuvar mediatorlerin néronal kok hucrelerde
daha buyuk degisikliklere neden oldugu gosteriimigtir (208). SSS
hasarlanmalarinin  birgogunda bir latent periodu takiben ndrojenik

bolgelerdeki progenitor hucrelerde c¢ogalma artisi olmakta ve bazi
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durumlarda ise yenidogan noronlar hasarlanma bolgesine go¢ edebilmektedir
(221). Beyinde hasarlanma olusturabilen serebral iskemi (222, 223), epileptik
ndbetler (224) ya da noérotoksik lezyonlarda (188) GD’da ndérogenez
oranindaki artis olduk¢a fazla olabilmektedir. Fokal veya global iskemi
sonrasi norogenez artisina rehberlik eden mekanizmalar tam olarak
anlagilamamig olmakla beraber, iskemi sonrasi GD’'un SGZ’'unda nérogenez
artisinin fibroblast growth factor-2 (FGF-2) salinimi tarafindan, SVZ’de ise bir
sitokin olan eritropoetin tarafindan uyarildigini gdésteren farkh calismalar
bulunmaktadir (219, 225). Akut beyin hasarlanmalarinin yanisira Alzheimer
hastaligi, Parkinson hastaligi gibi pek ¢ok kronik nérodejeneratif hastalikta,
mikroglia aktivasyonu tarafindan gerceklestirilen atipik inflamatuvar yanit
varhgi hastaligin ana 06zelligi konumundadir. Alzheimer ve Parkinson
hastaliklari icin geligtirlen fare modellerinde farkh noérojenik beyin
bdlgelerinde nérogenezin artabildigi Alzheimer modelinde GD’da, Parkinson
modelinde ise SVZ’de bu aktivasyonun goraldigu bildiriimektedir (226, 227).
Benzer sekilde Huntington hastaligi ve Prion hastaliklarinda da hucre
cogalmasinin arttigi gosterilmektedir (228). Enfeksiyonlarin esas kaynagi
konumundaki bakteriler ve virusler igin beyin ¢gok dnemli bir hedeftir. Monje
ve ark. (229) bir bakteriyel sepsis modeli olarak erigkin disi siganlara i.p.
bakteriyel lipopolisakkarit vererek olusturduklar sistemik inflamasyonun
hippocampus’ta nérogenez Uzerine olan etkilerini incelemislerdir. Codalma
isaretleyicisi olarak BrdU, erken ndronal isaretleyici (Dcx: Doublecortine) ve
mikroglia isaretleyicisi (CD68: cluster of differantiation) kullanilan bu
calismada; GD’da aktive olmus mikroglia yogunlugunda %240 oraninda
artma, noérogenezde ise %35 oraninda azalma gercgeklestigi bildirilmistir.
Arastiricilar ayrica, kortikosteroidlerin nérogenezin potent inhibitori oldugu
bilindiginden, non-steroid bir anti-inflamatuvar ajan olan indometazin
kullanmis ve indometazinin LPS’in olusturdugu inflamasyon sirecinin
norogenez uzerine olan etkisini ortadan kaldirdigini, kontrol hayvanlarinda
ise ndérogeneze etkisinin olmadigini bildirmiglerdir.

Bu calismayl destekler sekilde, Ekdahl ve arkadaslari (230)

tarafindan gergeklestirilen bir diger ¢calismada ise LPS uygulanan siganlarda
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hippocampus’ta norogenezin gugli bir sekilde engellendigi ve mikroglial
aktivasyonu inhibe eden minosiklin uygulanan siganlarda ise etkilenen
ndrogenezin duzeltilebildigi ileri surtlmustir. Mevcut calismada ise CLP
uygulanarak sepsis olusturulan sigcanlarda bir diger nérogenez bdlgesi olan
SVZ'de ndrogenezin anlamli dizeyde arttigi saptanmigtir. LPS modeli ile
elde edilen sonuglarla, bizim sonuglarimiz arasindaki farklar (i) nérogenezin
incelendigi bodlgenin farkli olmasina ve (ii) kullanilan yéntemin inflamasyona
olan etkisinin  farkli hizda gergeklesmesine bagli  olabilecegini
dusundurmektedir.

Alzheimer hastalarinda hippocampus’'un SGZ'unda nérogenezde
belirgin bir artis saptanirken, bir diger nérojenik bélge olan SVZ'da ndéronal
progenitor hlicre havuzunun azalabildiginin goésterilmesi (226), en azindan bu
hastalikta beynin iki nérojenik bolgesinde nérogenez biciminin farkli oldugunu
dusundurmektedir. Dolayisi ile LPS uygulanarak gerceklestirilen iki ¢alisma
ile, CLP modelinde ilk kez gerceklestirilen mevcut calismanin sonugclari
arasindaki farklihgin bir nedeninin incelenen bdlgenin farklh olmasindan
kaynaklanabileceg@ini disunmek mamkundur.

Mevcut calismada ortaya konulan sonugclar ile Monje ve ark. (229) ile
Ekdahl ve ark.’nin (230) elde ettikleri sonuglarin farkli olmasinin bir diger
nedeni kullanilan yontem olabilir. Akut sepsis modellerinden olan LPS
modelinde, gram negatif bakteri duvarindan izole edilen bir glikolipit olan LPS
yukarida adi gegen calismalarda sirasiyla i.p. yolla ve bir miniosmotik pompa
kullanilarak beyine infuzyon yoluyla uygulanmistir. Bu sekilde uygulanan
bakteriyel toksinlerin konakta abartili bir sitokin salinimina yol actigi ve konak
uzerinde daha belirgin bir zararli etki gosterdigi dusunulmektedir (231) Ayrica
farkh turlerin LPS’e olan duyarliliklarin farkli olabilecegi, 6rnegdin kemirgenler,
kediler ve kopeklerin endotoksine insanlara oranla daha direngli oldugu da
bilinmektedir (232) Dolayisiyla endotoksine direngli hayvanlarda yuksek doz
LPS kullaniminin, insanlar gibi endotoksine duyarl tlrlerde olusmayan toksik
etkilere yol acabilecegi dusincesi LPS modeli konusunda bir diger celiskili
durumu olusturmaktadir (233). Ayrica; endotoksinin yalniz gram negatif

bakteriler tarafindan salinan bir madde olmasina ragmen, gram pozitif
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bakteriler tarafindan da sepsis olusturulabilmesi (26) ve kortikosteroid veya
anti-TNFa kullaniminin - LPS modelinde etkili olurken (234), Kklinik
calismalarda etki gostermemesi (235), arastirmacilar arasinda LPS
enjeksiyonunun bir “sepsis modeli” olarak degil, “endotoksemik sok modeli*
olarak adlandirilabilecedi yonunde uzlasiya varilmasina neden olmustur
(235). Oysa mevcut ¢alismada kullanilan CLP modelinde sepsis bir cerrahi
islemle gerceklestiriimekte, septik tablo karisik bakteriyel floranin peritoneal
kontaminasyonu ile baslayan surecte, inflamasyonun akut olarak degil
kademeli olarak olusmasina neden olmaktadir. LPS ve CLP modelleri
arasindaki bu sureg¢ farklihdi beyinde inflamatuvar surecin baglamasinda
temel faktor olan mikroglial aktivasyonda da farkhliklara neden olabilir.
Nitekim mikroglial aktivasyonun nasil etkileyecegdinin, mikroglial aktivasyonun
bicimine bagh degiskenlik gosterebilecegine yonelik c¢alismalar da
bulunmaktadir (229, 230). Bu varsayimi destekleyecek sekilde LPS
tarafindan olusturulan mikroglial aktivasyonun norogenez  ve
oligodendrogenezi engelledigi ve bu etkiyi IL-1B, IL-6, IFN-y ve TNFa gibi
pro-inflamatuvar mediyatorlerin  mikroglialarda saliniminin  artmasiyla
gerceklestirildigi bildiriimektedir (229, 230). Ancak farkli sekilde mikroglial
aktivasyonun norogenezi farkli yonde etkiledigini gosteren calismalar da
bulunmaktadir. Ornegin; IL-4 ve IFN-y araciidiyla gerceklesen adaptif
bagisiklik cevabinda, mikroglia aktivasyonunun noronal sagkalimi arttirdig,
norogenez ve oligodendrogenezi uyardigi gosterilmistir (236). Mikroglial
aktivasyonun c¢ogalmakta olan ndronal kok veya oncu hlcrelere uyarici etki
olusturabildigini gosteren bir diger kanit da, deneysel otoimmun
ensefalomiyelitte mikroglia ve salinan sitokinlerin hasar alanina noronal
preklrsor hiucre gogu ve takiben oligodendrogliozis olustugunu goésteren
calismalardir (237). Walton ve ark. (238) istrahatteki mikroglial hlcrelerin
herhangi bir uyari sinyali olmaksizin noérogenezi pozitif ydnde
dizenleyebilecegdi iddia etmektedirler. Bu ¢alismada SVZ'den izole edilen ve
mikroglial hucrelerle birlikte kultir ortamina ekilen ndéronal prekursor

hicrelerin néroblast olusturma yetenegini artirdigi éne surtlmastur.
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Sonug¢ olarak, calismamizda kullanilan CLP modelinin zaman
icerisinde gelisen mikroglial aktivasyonu ve sitokin saliniminin, LPS
uygulamasinin akut olarak uyardigi mikroglial aktivasyondan farkh gelismesi,
iki farkli modelde elde edilen sonuglarin farkhliginin agiklanmasini
saglayabilecek bir diger yaklagimdir.

SVZ'da yeni olusan noronlar normal sartlar altinda rostral gog¢
akimini kullanarak bulbus olfactorius’a gelmekte ve burada interndéronlara
farkhlanmaktadir. Arteria cerebri media obstruksiyonu gibi patolojik
durumlarda olusan yeni noronlarin striatum gibi farkh beyin bolgelerine gog
edebildigi ve burada farklilanarak hasar bolgesinin rejenerasyonuna katki
saglayabildigi bildirilmistir (154). Mevcut calismada beyinde yer alan germinal
merkezlerden biri olan vetriculus lateralis’in SVZ’'unda, hem dorsolateral kdse
olarak tanimlanan bolimunde hem de dis duvar bélumunde, CLP uygulanan
hayvanlarda kontrol gruplarina oranla ¢ogalmakta olan BrdU pozitif hicrelerin
anlamli duzeyde arttigi belirlendi. Elde edilen bu bulgular, sepsiste serebral
disfonksiyonun ortaya cikisinin engellenmesine yonelik olarak bazi beyin
bolimlerinde norogenezin artisiyla karakterize bir yanit oldugunu
dusundurmektedir. Gelecekte yapilan ¢alismalarda ¢odalma sonrasi olugsan
yeni noronlarin farkh bir go¢ yolu kullanip kullanmadiklarinin, inflamasyonun
etkiledigi bir mikrocevrede olusan yeni ndronlarin sagkalim surelerinin
degerlendiriimesi gerekli gorilmekte ve bu calismalarin sepsiste SVZ'de
artigint - saptadigimiz  yeni hicre olusumunun, serebral fonksiyon
bozukluguna olan etkisinin anlasiimasina katkisi olacagini distunmek
mumkun gorunmektedir.

Sepsisli hastalarin beyinlerinde ve farkl hayvan sepsis modellerinde
beynin cesitli bolumlerinde apoptotik hicre oliumundn arttigini gosteren
calismalar (50, 72) ile mevcut galismada SVZ'de saptadigimiz ¢ogalma
artiginin, artmig apoptoza bagli hicre kayiplarini kompanse etmeye yonelik
bir surec¢ olabilecegini de dusundurmektedir.

Norogenez galismalarinda en ¢ok tercih edilen gogalma isaretleyicisi
olarak kullanilan BrdU ile yapilan c¢alismalardan elde edilen sonuglar,

incelenecek olan beyin bolgesi icin gerekli BrdU dozunun farkhlik

83



gOsterebildigini, SVZ igin ise gerekli doz miktarinin GD igin gerekli dozdan
daha az oldugunu gostermektedir (160). Literatirde CLP yontemi sepsis
modeli olarak ¢ok sik kullaniimakla birlikte nérogenezin incelenmesi yoninde
bu yontem kullanilarak yapilan bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle
mevcut calismada Oncelikle hedeflendigi gibi SVZ'de ndrogenez
degerlendirmesi yapilarak artmig hucre c¢ogalmasinin varhdi ortaya
konulmustur. Ayrica hippocampus’un GD’unda c¢ogalmakta olan hicrelerin
incelenmesi ile kontrol, sham ve CLP gruplari arasinda karsilastirma
yapillamayacak kadar az sayida ¢ogalmakta olan hicre sayisina ulasiimasi,
uygulanan BrdU dozunun hippocampus’un bir bdlimid olan GD’un
incelenmesi igin yeterli olmadigini disundurmustur. Bu durumu aydinlatmak
amaciyla BrdUnun farkh doz uygulamasinin yapilacagi c¢alismalar
planlanmalidir.

Mevcut tez galismasiyla elde edilen sonuglar;

1) CLP modelinin sepsis ¢alismalari icin kullanilabilecek, uygun ve
sepsisli hastalarda goérllen bulgulara benzer bulgularin gelistigi bir model
oldugunu

2) CLP modeli lizerinde SIE patofizyolojisi ya da tedavisine yénelik
gelecekte yapilmasi planlanacak c¢alismalarda ensefalopati gelisiminin
dogrulanmasi amaciyla EcoG ve SUP kayitlari gibi ydntemlerin
kullaniimasinin faydali olabilecegini ve

3) CLP uygulanan hayvanlarda SVZ'de nérogenez artisinin sepsis
ve SiE’de beyinde ortaya cikan patolojik etkileri ve hiicre kaybini telafi

etmeye yonelik bir mekanizmasi olacagini dugindurmektedir.
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