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OZET

Amag: Sepsis artan morbitide ve mortalitesi nedeni ile dikkat
ceken bir hastaliktir. Melatonin ise pineal bezden salgilanan bir
hormon olup, immun islevler tizerine etki ettigine dair bilgiler
bulunmaktadir. Bu calisma ile pinealektomi (PLT) yapilan
sicanlarda sepsise karst olusan cevabin TNF-«, IL-6, I1.-10 ve
IL-18  yont ile degisip degismediginin  arastirilmast
amaclanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Bu amac¢ dogrultusunda toplam 54
sicandan SHAM, PLT-CLP ve SHAM PLT-CLP olmak tzere
¢ farklt grup olusturulmustur. PLT-CLP grubunda hem PLT
yapilmis hem de ¢ekumun delinmesi ile (CLP) sepsis modeli
olusturulmustur. Her gruptan 0. saat ile sepsis sonrast 12. ve
24. saatlerde rastgele 6 sican secilerek kan TNF-a, IL-10, IL-6
ve IL-1B duzeyleri 6l¢tlmiis ve ayni parametrelerin karaciger
ve bobrek gen ekspresyonlart duzeyleri belitlenmistir.
Bulgular: PLT-CLP grubunda 0. saat degetleri ile
kiyaslandiginda, 12. saate TNF-a, 12. ve 24. saatlerde IL-1f ve
IL-6 seviyelerinde anlamli artiglar, 24. saat IL-10 diizeyinde ise
azalma belirlenmistir (p<<0.01). SHAM PLT-CLP grubunda ise
TNF-o degerlerinde 24. saatte, IL-18 diizeyinde 12. ve 24.
saatlerde anlamli artislar kaydedilmistir (p<<0.05). Karaciger
TNF-a gen ekspresyonu degerleri sadece PLT-CLP grubunda,
IL-10 degerleri ise SHAM PLT-CLP grubunda degisiklik
gOstermistir.

Sonug: Sonug olarak PLT operasyonunun sepsis tablosunun
daha erken ortaya ¢ikmasina yol agabilecegi ve bu durumun
azalan melatonin seviyeleri ile iliskili olabilecegi kanaatine
varilmistir. Bu nedenle, 6zellikle sepsis gelisme ihtimali olan
hastalarin bulunduklari ortamin 15tk yogunlugu ve 1s18a maruz
kaldiklar1 stirelerin gézden gegirilmesi ve bu konuda daha
dikkatli olunmasi gerektigi 6nerilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Melatonin, sepsis, sitokinler, CLP

ABSTRACT

Introduction: Sepsis is a remarkable disease due to its cause
of increased morbidity and mortality. Melatonin is a hormone
secreted from the pineal gland and previous reports
demonstrated its effects on the immune function. The aim of
this study was to investigate whether the change of septic
response according to TNF-«, IL-6, IL-10 and IL-1f levels in
pinealectomised (PLT) rats.

Material and Methods: For this purpose, three different
groups as SHAM, PLT-CLP and SHAM PLT-CLP were
formed. In the PLT-CLP group, both PLT and cecal ligation
puncture (CLP) model were applied. Six rats were randomly
selected from each group at before and 12t and 24t hours
after CLP administration. Blood TNF-«, IL.-10, I1.-6 and IL-
18 levels were measured and liver and kidney gene expression
levels of the same parameters were determined.

Results: In the PLT-CLP group, TNF-u at the 12t» hour and
IL-1B and IL-6 levels at 12th and 24t hours were significantly
increased and IL-10 level was decreased at the 24 hour (p
<0.01) compared to before of CLP administration. In the
SHAM PLT-CLP group, there was a significant increase in the
TNF-o values at 24t hour and at the 12th and 24t hours of
IL-18 (p <0.05). Liver TNF-a gene expression values wete
varied only in the PLT-CLP group while IL-10 values were
changed in the SHAM PLT-CLP group.

Conclusion: As a result, it was concluded that pinealectomy
may lead to the eatlier appearance of sepsis, and this may be
related to decreased levels of melatonin. Therefore, it is
recommended that patients having the possibility of
developing sepsis should consider the light intensity and
duration of exposure to the environment in which they are
exposed and that more attention should be paid to this issue.
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Uzun ve Oztiitk / Pinealektomi, sepsis ve karaciger sitokin dizeyleri

Girig

Melatonin, epifiz bezi olarak ta isimlendirilen pineal
bezden salgilanan (N-acetyl5-methoxytryptamine) bir
hormon olup aydinlk ve karanlk dongiisiini ve
sirkadiyen ritmi ayarlayan 6nemli molekillerden bir
tanesi olarak kabul edilir (1).

Sepsis, enfeksiyona  karst  verilen  sistematik
inflamatuar yanit olarak tanimlanmakta olup yuksek
mortalite ve morbidite ile seyretmektedir (2). Ozellikle
yogun bakim Unitelerinde son yillarda sepsise bagl
Slimler dikkat ¢ekici boyutlardadir. Bu nedenle sepsis
tedavisi veya sepsise karst organizmanin savunma
giiciinil arttirict yontemlerin gelistirilmesi ve sepsisten
korunma ve tedavi acisindan yeni yaklasimlarin ortaya
konulmast gerekmektedir. Bu amacla deney hayvanlar
tzerinde bir¢ok arastirma yiritilmektedir. Deney
hayvanlarinda sepsis modeli olarak en fazla kullanilan
yontemlerden bir tanesi ise ¢ekal baglama ve delme
(CLP) yontemidir. Bu yontem ile bagirsakta yasayan
bakterilerin karin bosluguna bulastirilmast ve olusan
enfeksiyona karst viicudun verdigi yangisal yanitlarin
belirlenmesi hedeflenmektedir (3).

Tumor nekrozis faktér-alfa (TNF-o), proinflomatuvar
sitokin olarak bilinmekte ve diger sitokinler olan
interlokin-1 (IL-1), interlokin-6 (IL-6), IL-17A ve 1L-8
ile birlikte sepsiste salinmaktadir (4). Inflamasyon
uyartst aynt zamanda bir antiinflamatuar sitokin olan
IL-10’da salinmasina yol agmaktadir (5). Karaciger ve
bébrek hem bu sitokinlerin salgilandigt hem de
sepsisten etkilenen baslica iki organ olarak karsimiza
ctkmaktadir (6).

Yogun bakim unitelerinde yatan hastalarda sirkadiyen
ritmin  bozuldugu ve melatonin salgisinin  azaldig
bildirilmektedir (7). Bu hastalarin aynt zamanda
sepsise karst duyarhliginin diger insanlara gbre daha
yiksek oldugu belirtilmektedir (8). Duyarlilik artisinin
bir nedeninin melatonin yoksunluguna bagh gelistigi

iddia edilse de mekanizmayt ortaya koyacak
arastirmalar  yetersizdir. Bu nedenle melatonin
yoksunlugu  durumlarinda  sepsis  gelisiminin

incelenmesi ve ilgili bazt sitokinlerin diizeylerindeki
degisimlerin arastirilmast 6nem arz etmektedir.

Bu arastirma ile pinealektomi (PLT) yapilan ve CLP
modeli ile sepsis olusturulan sicanlarda kan sitokin
dizeyleri ile karaciger bébrek sitokin  gen
ekspresyonu degerlerinde herhangi bir degisiklik olup
olmadiginin arastirdmast hedeflenmistir. Bu amag
dogrultusunda; PLT sonrast karacifer ve bobrek
TNF-o, 1L-10, IL-6 ve IL-1B gen ekspresyonlart
diizeyleri ile bu sitokinlerin kan seviyelerindeki
degisimlerin belirflenmesi amaglanmugtir.

ve

Gereg ve Yontem

Bu calisma, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
onayt (Karar no: 2014-11-15) ile yuritilmustur.

Aragtirmada 4-5 aylik, 200-300 gram agirliginda Wistar
Albino 1rki toplam 54 adet erkek eriskin sican
kullanildi. Deneysel stire¢ boyunca tim siganlar 12
saat karanlik 12 saat aydinlik ve ortam sicakligi 22 °C
olacak sekilde ayarlanan ortamlarda barindirildi.
Sicanlarin beslenmesinde standart ticari pellet yem ve
sehir icme suyu kullanildr. Yem ve su ad /ibitum olarak
verildi.

Deney gruplart sicanlarin  canlt  agirliklart  dikkate
alinarak her grupta 18 sican olacak sekilde
olusturuldu. Tum gruplarda deneysel siire¢ 31 gin
olarak belirlendi. Hayvanlara literatir bilditimlerine
uygun olarak asagidaki islemler uyguland: (9,10).

1. grup (SHAM; n=18): Bu gruba calismanin 1.
Gini PLT islemi yapidmis olan gruplardaki tim
cerrahi islemler uyguland: ancak sadece pineal bez
ctkarilmadi. Bu sicanlar 30 giin boyunca yukarida
bahsedilen ortamda kafeslerde beslendi. Calismanin
30. giiniine gelindiginde gruptan 0., 12. ve 24.
saatlerde her seferinde rastgele 6 sican secilerek
asagidaki islemler uygulandi.

0. saat: Bu amacla rastgele secilen 6 sicandan sabah
saat 08:00-10:00 saatleri arasinda anestezi altinda
kalpten kan Ornekleri alinan hayvanlar servikal
dislokasyon islemi uygulanarak feda edildi karaciger ve
bébrekten doku 6rnekleri elde edildi. Geriye kalan 12
sicana SHAM CLP islemi uygulandi.

12. saat: SHAM CLP uygulamasindan 12 saat sonra
(ayn1  giin aksam 20:00-22:00 saatleri arasinda)
sicanlardan yine rastgele 6 tanesi secilerek O. saatte
yapilan islemler tekrarlandi.

24. saat: Geriye kalan 6 sicana SHAM CLP
uygulamasindan 24 saat sonra (ertesi giin sabah 08:00-
10:00 saatleri arasinda) 0. saatte yapilan islemler
tekrarland.

2. grup (PLT-CLP; n=18): Bu gruba calismanin 1.
gininde PLT islemi yapildi. Deneysel stirecin 30.
gininde ise 0. saatte islem yapilanlar hari¢c geriye
kalan 12 sicana CLP operasyonu yapilarak sepsis
modeli olusturuldu.

0. saat: PLT operasyonundan 30 giin sonra bu
gruptan rastgele secilen 6 sicandan sabah saat 08:00-
10:00 saatleri arasinda anestezi altnda kalpten kan
Ornekleri alinan hayvanlar servikal dislokasyon islemi
uygulanarak feda edildi, karaciger ve bobrek dokusu
ornekleri elde edildi. Geriye kalan 12 sicana CLP
islemi uygulandu.
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Tablo 1. Tim gruplarda plazma TNF-o duzeylerinde saatlere gére meydana gelen degisiklikler (0. saatle
kiyaslandiginda; *: p<<0,05, ***: p<0.001, Kruskal-Wallis testi uygulanmistir)

Plazma TNF-a dizeyleri (pg/ml)

Gruplar Sepsis 6ncesi
0.saat
SHAM 1.3+01
PLT-CLP 1.9+05
SHAM PLT-CLP 20£03

Sepsis sonrast

12. saat 24, saat

21104 23105
6.6 £ 0.6 ¥k 24104

43 %1 53+ 0.7 *

Tablo 2. Tim gruplarda plazma IL1-B dizeylerinde saatlere gére meydana gelen degisiklikler (0. saatle
kiyaslandiginda; **p<0.01, ***: p<0.001, Kruskal-Wallis testi uygulanmustir)

Plazma IL-1p duzeyleti (pg/ml)

Gruplar Sepsis 6ncesi
0. saat
SHAM 72,2 18,6
PLT-CLP 49,6 £1,3
SHAM PLT-CLP 50,9 £39

Sepsis sonrast

12. saat 24, saat

61623 68 £ 69
81,2 £ 8,9 ** 67,7 £ 3,9 **
76,6 £ 6,9 ** 77,7 £ 2,8 ¥xx

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

24. saat: Geriye kalan 6 sicana ise CLP isleminden 24
saat sonra (ertesi gin sabah 08:00-10:00 saatleri
arasinda) 0. saatte yapilan islemler aynen uygulands.

3. grup (SHAM PLT-CLP; n=18): Bu gruba
calismanin 1. glniinde PLT islemi yapimis olan
gruplardaki tim cerrahi islemler uygulandi ancak
sadece pineal bez cikarlmadi. Deneysel stirecin 30.
giniinde 0. saatte islem yapilanlar hari¢ geriye kalan
12 sicana CLP operasyonu yapilarak sepsis modeli
olusturuldu.

0. Saat: Bu amagla ¢alismanin 30. giininde rastgele
secilen 6 sicandan sabah saat 08:00-10:00 saatleri
arasinda anestezi altinda kalpten kan 6rnekleri alinan
hayvanlar servikal dislokasyon islemi uygulanarak feda
edildi, karaciger ve bébrek dokusu érnekleri de alind.
Geriye kalan 12 sicana CLP islemi uygulands;

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

24. saat: Geriye kalan 6 si¢ana ise CLP isleminden 24
saat sonra (ertesi gin sabah 08:00-10:00 saatleri
arasinda) 0. saatte yapilan islemler aynen uygulandi.

Anestezi Yapilmasi: PLT ve CLP oparesyonu, genel
anestezi altinda gergeklestirildi. Bu amagla ksilazin (5
mg/kg; rompun) ve ketamin (60 mg/kg; ketalar)
intramiskiler olarak uygulandi ve sicanlar genel
anesteziye alindr.

Pinealektomi Operasyonunun Yapilmas:: PLT
operasyonu Ovali ve Uzun’un belirttigi yonteme gore

yapildi. Anestezi sonrasinda kafa derisi traglanan
sicanlarin kafatasinin ust kismindan 3 cm’lik bir deri
insizyonuyla cilt acildi. Kafatasinda disci
yardimtyla lambda bolgesinden 3-5 mm ¢apinda acilan
daireden kafatast kemigi bir forsepsle tutularak
kaldirildr ve yaklagtk 60”lik bir acidan ince uglu bir
forsepsle pineal bezin bulundugu bélgeye girilerek
pineal bez sap kismindan tutularak alind1 (9).

Cekal Baglama ve Delme Operasyonunun
Yapilmast: Sicanlar operasyondan 6nce 12 saat ag
birakildi. Anestezi islemi sonrast ilk olarak karin
bolgesi tiras edildi ve tiras sonrast % 107luk
povidiniodine  ie  karin = duvant  bakteriyel
kontaminasyon olmamasi i¢in dezenfekte edildi. Daha
sonra karin orta hatta 2 cm kesi yapild, ¢ekum izole
edildi, ileogekal valfin hemen distalinde ¢ekum 3-0
ipek iplik ile baglandi. Cekum, 18 gauge igne ile 2
farklt yerden delindi, delindikten sonra bagirsak icerigi
disart c¢tkana kadar hafifce sikildi (10). Daha sonra
karin duvart dikildi, sicanlar postoperatif bireysel
kafeslere alindi. Anesteziden ¢iktigt belirlenen sicanlar
normal kafeslerine alind. ~ SHAM CLP vyapilan
sicanlara ¢ekumun delinmesi ve bagirsak igeriginin
karin  bosluguna  bulastirilmast  agamasit  harig
yukaridaki islemler aynen uygulandi.

turu

Kan Orneklerinin Alinmasi: Kan 6rnekleri sol
ventrikillden bir enjektor ile 0., 12. ve 24. saatlerde
alind1

Doku Orneklerinin Alinmast: Karaciger ve sag
bobrekten doku 6rnekleri hizli bir sekilde alindi ve
izotonik sodyum klorir ile yikandiktan sonra RNAaz-
free tiiplere konuldu. Tiim siganlardan doku 6rnegi
alinmasi bittikten sonra dokular gen ekspresyonlart
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Tablo 3. Tum gruplarda plazma IL-6 dizeylerinde saatlere gére meydana gelen degisiklikler (0. saatle
kiyaslandiginda; *: p<0,05, Kruskal-Wallis testi uygulanmugtir)

Plazma IL-6 dizeyleri (pg/ml)

Gruplar Sepsis 6ncesi
0. saat
SHAM 44+13
PLT-CLP 3,8% 0,7
SHAM PLT-CLP 6,6 £2,6

Sepsis sonrast

12. saat 24, saat
7,8+ 17 5,61+ 0,8
8,6+ 1,6%* 6,8 0,9 *
8,8+ 1,7 6,2+ 0,7

Tablo 4. Tim gruplarda plazma I11.-10 dizeylerinde saatlere gére meydana gelen degisiklikler (0. saatle
kiyaslandiginda; *: p<0,05, **: p<0.01, 12. saatle kiyaslandiginda f: p<0,01, &: p<0.05, Kruskal-Wallis testi

uygulanmustir)
Plazma IL-10 dizeyleti (pg/ml)
Gruplar Sepsis 6ncesi Sepsis sonrasi
0. saat 12. saat 24. saat
SHAM 78 £ 2,2 80,2 + 6,6 68,5 = 3,7
PLT-CLP 73,2 47 884+ 8 545+ 6,2 *
SHAM PLT-CLP 76,2 42 86,5 = 11,7 56,8 = 5™

belitleninceye kadar -80 °C’ de saklandu.

Biyokimyasal Analizler: Calismada tiplere alinan
kanlar 4000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edildi.
Sonuclar ELX 808 IU model ELISA okuyucusunda
okunarak hesaplandr. Plazma TNF-a (KRC3011,
Invitrogen ABD), IL-18 (SEA563Ra, USCN, Wuhan,
Cin) IL-6 (SEA079Ra, USCN, Wuhan, Cin) ve 1L-10
dizeylerinin  belitlenmesi icin (SEA056Ra, USCN,
Wauhan, Cin) ticari ELISA kitleti kullanildi.

Genetik Analizler

Total RNA Izolasyonu: Total RNA izolasyonu -80
°C’de bekletilen doku o6rneklerinden kit kullanilarak
(Ambion Pure Link RNA MiniKit, Katolog
No:1218301A, Life Technologies, ABD) manuel yolla
yapildi.

Izole edilen RNA’lar steril 0,2 ml’lik polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) tiiplerine alindi. cDNA eldesi
manuel olarak kit yardimiyla yapild: (High Capacity
cDNA Revere Transcription Kit, 200 reaction, ABD).
Yonteme uygun olarak elde edilen kangim PCR
tiplerine dagitildt ve uygun sartlar alunda PCR
cihazinda (Applied Biosystems®) calisildi.

Cogaltilan cDNA Ornekleri kantitatif real time PCR
(gqRT-PCR; LightCyclet®480, Roche) calismasi icin
kullanildr. Syber Green kullanilarak gen ekspresyon
seviyeleri analiz edildi (Power SYBR Green PCR
Master Mix, 5 ml, Applied Biosystems, Ingiltere).

Istatistiksel Analiz: Biyokimyasal veriler, IBM SPSS
Statistics for Windows, Version 16.0 (Armonk, New
York, ABD) istatistik  paket  programinda
degetlendirildi.  Bulgular ortalamatstandart hata

olarak verilmistir. Tki grup karsilastirmasinda Mann-
Whitney U testi kullanildi. Ikiden fazla grubun
karsilastirilmasinda ise non parametrik sonuglar i¢in
uygun olan Kruskal-Wallis testi kullanuldi. Kruskal-
Wallis analizinde fark bulunmast durumunda ikili
karsilastirma testi olarak Mann-Whitney U testi
kullanildi. Elde edilen sonuglarin yorumlanmasinda en
az p<0.05 degerindeki fark istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.

Genetik analizler icin qRT-PCR yonteminde elde
edilen CP (Crossing points) degerleri diizenlendi.
qRT-PCR sonuglarina istatistiksel analiz yapilirken
2°ACp formili kullanildi. (ACp= Hedef gen -
Referans Gen; 11). Elde edilen sonuglatin
yorumlanmasinda p<0.05 degeri istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

Bulgular

Plazmada Belirlenen Biyokimyasal
Parametrelerdeki Degigsimler: Kan TNF-«, 11.-18,
IL-6 ve IL-10 diizeylerinin degisimleri ve gruplar arasi
karsilastirilmast Tablo 1-4’de gosterilmistir.

Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisimler

Karaciger Gen Ekspresyon Diizeylerindeki
Degisimler: Karaciger TNF-a gen ekspresyon
dizeylerinde elde edilen veriler ve bu sonuglarin
istatistiksel karsilastirmalart Sekil 1°de g6sterilmistir.

Karaciger 1L-13 gen ekspresyon dlzeylerine icin elde
edilen bulgulara uygulanan istatistiksel
degerlendirmede herhangi bir anlamlihk dizeyine
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TNF-a-Karaciger

12

= SHAM

= PLT- CLP

®SHAM PLT-
CcLp

0O.saat 12.saat 24.saat

zaman

Sekil 1. Karaciger TNF-a gen ekspresyon diizeylerindeki
degisimlerin  grafiksel — gosterimi  (*SHAM  grubu
karsilastiriddiginda p<0.05, **SHAM grubu karsilastirildiginda
$<0.01)

= SHAM

= PLT-CLP

®SHAM PLT-
CcLp

24.saat

0O.saat 12.saat

Zaman

Sekil 3. Karaciger IL-6 gen ckspresyon diizeylerindeki
degisimlerin grafiksel gosterimi (*SHAM grubuna  gore
p<0.05, *SHAM grubuna gore p<0.01)

rastlanilmamustir (Sekil 2).

Karaciger 1L-6  gen  ekspresyon  dizeyleri
degerlendirildiginde  istatistiksel ~ olarak  anlaml
degisikliklerin 24. saatte ortaya ciktigt gérilmistir
(Sekil 3)

Karaciger 11.-10 gen ekspresyon seviyesi verileri
incelendiginde, en biiylik degisimin SHAM PLT-CLP
grubunda oldugu saptanmustir (Sekil 4).

Bobrek Gen  Ekspresyon  Diizeylerindeki
Degisimler: Bobrek TNF-a gen ekspresyon degerleri
acisindan gruplarda saatlere gére anlamli degisikliklere
rastlanilamamistir (Sekil 5).

Bobrek IL-13 Gen Ekspresyon Diizeylerindeki
Degigimler: Bobrek IL-13 gen  ekspresyon
diizeylerinin gruplar arasi kargilastirmast yapildiginda,
0. Saatte SHAM grubu ve SHAM PLT-CLP grubu
arasinda anlaml fark saptanmustir. PLT-CLP grubu
24. saat ve  SHAMPLT-CLP grubu 24. saat gen
ekspresyon verileri kiyaslandiginda PLT-CLP grubu
seviyesinde istatistiksel acidan anlamli bir fark oldugu
belirlenmistir (Sekil 6).

IL-1p

uSHAM

ACP

®PLT-CLP

uSHAM PLT-
CLP

0.saat 12.saat 24 saat

Zaman

Sekil 2. Karaciger IL-18 gen ekspresyon dizeylerindeki
degisimlerin grafiksel gosterimi

IL-10

-

uSHAM

=PLT-CLP

ACP

mSHAM PLT-
CLP

24.saat

0O.saat 12.saat

zaman

Sekil 4. Karaciger IL-10 gen ckspresyon diizeylerindeki
degisimlerin gruplar arast karsilastirdlmas: ve grafiksel
gosterimi  (*SHAM  grubu  ile  kargilastiriddiginda  p<0.03,
**SHAM grubu ile karsilastirildiginda p<0.01)

Bobrek IL-6 gen ekspresyon diizeyleri agisindan
gruplar arasinda saatlere gore anlamli degisiklikler
belirlenememistir (Sekil 7).

Bobrek IL-10 gen ekspresyon degertleri agisindan
gruplarda ortaya citkan degisimler istatistiksel olarak
anlamlt diizeyde bulunmamistir (Sekil 8).

Tartigma

Bu ¢alismada PLT sonrast CLP yapilan siganlarda kan
TNF-a, IL-18, IL-6 ve IL-10 duzeyleri ie bu
sitokinlerin karaciger ve bobrek dokusundaki gen
ekspresyon degetleri ilk kez belirlenmistir.

PLT operasyonu melatonin yoksunlugu olusturmak
amact ile yaygin olarak kullanilmaktadir. Operasyon ile
pineal bez ¢ikarilmakta ve melatoninin esas salgtlanma
kaynagi olan bez ortadan kaldidmaktadir. Bu
calismada literatiir bilgisi dikkate alinarak PLT sonrasi
30 giin beklenmis ve SHAM CLP veya CLP islemleri
uygulanmustir (9).

Sepsis enfeksiyona karst verilen sistemik inflamatuar
yanit olarak tanimlanmaktadir. Mikroorganizma ve
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0O.saat 12.saat 24.saat

IL-1p

uSHAM

uPLT-CLP

ACP

ESHAM PLT-
CcLP

0O.saat 12.saat 24.saat

Sekil 5. Bobrek TNF-o gen ekspresyon duzeylerindeki
degisimlerin grafiksel gésterimi

IL-6
12
. BSHAM
3} :
< =PLT-CLP
4
mSHAM PLI-
cLp
0
0.saat 12.saat 24.saat
Zaman
Sekil 7. Bobrek IL-6 gen ekspresyon duzeylerindeki

degisimlerin grafiksel gésterimi

konakgt ile karsilasilmast sonrasinda dogal bagisiklik
strecleri baslayarak mononiikleer hiicreler tarafindan
proinflamatuar sitokinlerin salgilanmasi uyarilir. Bu
amagcla IL-1, IL.-6 ve TNF-a gibi sitokinler salgilanir
4,5).

Inflamutuar siirecler ve melatonin iliskisi son yillarda
arastirmactlarin dikkatini ¢ekmistir. Bu amacla bircok
in vivo c¢alisma yapildmis olup melatoninin yeni
doganlarda septik soka karst faydali etkilerinin oldugu
belirtilmistir (12). Melatoninin bu etkisi nedeni ile
ileride insanlarda septik sokun tedavisinde yardimci
bir ajan olarak kullaniabilirliginin  arastirilmast
ongorilmustiir.

Melatonin ve sepsis tizerine etkilerini incelemek icin
deney hayvani calismalarnt  yapilmaktadir  (13,14).
Yukarida belirtilen her iki calismada da disaridan ilave
melatonin verilmesinin
proinflamatuar/antiinflamatuar ~ sitokin  dizeyleri
tzerine etkilerinin arastirildigt gorillmektedir. Yapilan
literatir  incelemesinde, melatonin  yoksunlugu
olusturulan calismalara rastlanidlamamistir.  Ancak
melatonin reseptér antagonisti uygulanarak yapilan
calismalar bulunmaktadir. Bu ¢alismalardan  iki
tanesinde sepsis modeli olusturulmus ve MT1 ve MT2
reseptér antagonisti olarak luzindol kullanilarak
melatoninin  etkileri arastunlmustir  (13,15).  Bu
calismalarin ¢tkis noktast daha c¢ok sezonal 1sik

Sekil 6. Bobrek I11-13 gen ekspresyon diizeylerindeki
degisimlerin  grafiksel —gosterimi  (*SHAM  grubn  ile
kryaslandiginda p<0.05, #: PLT-CLP grubn ile SHAM PLT-
CLP grubu kryaslandgmda p<0.05)

IL-10

12

uSHAM

wPLT-CLP

®SHAM PLT-CLP

—

12.saat 24.saat

zaman

Sekil 8. Bobrek II-10 gen ekspresyon dizeylerindeki
degisimlerin grafiksel gésterimi

0O.saat

duzeylerindeki  degisimlerin  immun fonksiyonlar
Uzerine olan etkilerini arastirmak olmustur. Kisa ve
uzun giinlerin immun islevleri etkiledigine dair veriler
bulunmaktadir  (16). Bizim yapmus oldugumuz
arastirmada ise giin degisimlerinin yani sira uzun streli
melatonin salgllanmasint baskilayacak stirekli 15tk vb.
bir etkiye maruz kalmanin sepsis  lzerine
proinflamatuar/antinflamatuar sitokinler yoniinden
nasitl  bir  etki  olusturacaginin  arastirilmasi
hedeflenmistir.

TNF-a yoninden bakildiginda; CLP yapilan her iki
gruba ait veriler hem SHAM grubunun hem de
grubun kendi 0. saat degerleri ile kiyaslandiginda
anlamli dizeyde artislar ortaya ¢iktigr gérilmistiir. IL-
18 seviyeleri hem PLT hem de PLT yapilmayan ancak
CLP yapilan her iki grup acisindan incelendiginde
CLP sonrast degerlerde istatistiksel olarak anlaml
artislarin - oldugu  beliflenmistir.  Diger  bir
proinlamatuar sitokin olan IL-6 degerleri agisindan
elde edilen sonuglar TNF-a ve IL-1 sonuglarina
benzemekle beraber bazt farklibiklar da ortaya
ctkmustir.  Fink ve ark.,, (13) yapmus olduklar
calismada, CLP uygulamasindan sonra TNF-a
seviyesinin arttigint belirlemislerdir. Huang ve Li (17)
tarafindan sicanlar tzerinde yiritilen bir ¢alismada
ise benzer veriler elde edilmis olup, CLP sonrast
TNF-a ve IL-6 duzeylerinin arttigr gOsterilmistir.
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Sicanlar tzerinde yuritilen bir baska calismada ise
deneysel CLP modeli olusturulmus ve plazmada IL-13
diizeyleri ile karaciger ve akciger histopatolojik olarak
incelenmistir. Melatonin verilerek CLP sonrast 3. ve 0.
saatlerdeki IL-1f seviyeleri incelendiginde melatoninin
IL-18  duzeylerini  azaltigt  anlasimustir.  CLP
grubundan daha dusiik belirlenen IL-13 diizeylerinin
SHAM grubuna gére ise daha yiksek seyrettigi
anlasilmustir (18).

Sepsiste karaciger en cok etkilenen organlardan birisi
olarak bilinmektedir. Bu nedenle deneysel sepsis
calismalarinda  karaciger, incelenen baslica organ
olarak dikkat ¢ekmektedir. Sepsiste karaciger hasari
gbrilme oraninin % 34.7 gibi yiksek bir degere
ulastift sOylenmektedir (19). Karacigerin sepsisteki
Onemi ve sitokinlerle olan karsilikli etkilesimine dair
literatiir bilgileri dikkate alinarak bu calismada
karaciger sitokinlerinin gen ekspresyon duzeyleri
incelenmistir. Karaciger IL-18 yoniinden mRNA
ekspresyonlarinda azalmalar ortaya ¢itkmis olmasina
ragmen istatistiksel anlamli bir fark belirlenememistir.
Hem PLT hem de SHAM PLT gruplarinda sepsis
sonrast IL-1(3 ekspresyon diizeyleri 12. ve 24. saatlerde
SHAM grubuna gore diisiik seyretmistir. TNF-o gen
ekspresyonu degerlerinde ise 12. saatte PLT-CLP, 24.
saatte ise SHAM PLT-CLP grubundaki degerlerin
SHAM grubuna goére istatistiksel olarak anlamli
diizeyde dusiik oldugu belirlenmistir. CLP yapilan her
iki gruptaki degerlerin birbirlerine yakin oldugu ve
SHAM grubuna gore daha disik oldugu anlasilmistir.
Bir diger proinflamatuar sitokin olan IL-6 karaciger
gen ekspresyonu degerlerine bakiddiginda SHAM PLT
grubunda 12. ve 24. saatlerde anlamli azalmalar ortaya
ctkmistir.

TNF-a, IL-18, IL-6 II.-10  olarak tim
parametrelerin  karaciger gen ekspresyonu verileri
acisindan degerlendirildiginde sepsisin daha 6nemli
oldugu, melatonin yoksunlugunun bu parametreleri
etkilemedigi anlasilmaktadir. Literatiir bildirimlerinde
yer alan calisgmalarda melatonin yoksunlugundan
ziyade disaridan ilave melatonin verilerek TNF-o, IL-
18, 1L-6 IL-10  duzeylerindeki  degisimler
incelenmistir. Melatoninin ilave olarak verilmesi ile
yoksunlugunun olusturulmast arasinda immun sisteme
olan etkileri yoéntinden farklar bulunmaktadir. Bu
calismada  elde edilen  sonuglar  melatonin
yoksunlugunun sepsiste karaciger TNF-a, 1L-13, 1L-6
ve IL-10 gen ckspresyonu dizeyleri tizerine anlamh
etkiler olusturmadigim géstermektedir. Diger taraftan
Cai ve ark. (20) sicanlarda CLP yontemi kullanarak
olusturduklart sepsiste NO metabolizmasint etkileyen
bir ajan olarak sitrullini kullanmiglardir. Sitrullin
uygulanan grupta en ylksek artislar sepsis sonrast 12.
ve 24. saatlerde ortaya ¢itkmigken CLP grubunda en
yuksek artislar 6. saatte gOzlenmistir. Bizim

ve

ve

calismamizda ise 6. saat verileri alinmamustir. Dolayist
ile sepsis sonrast TNF-«, IL-13, IL-6 ve IL-10
degisimlerinin 12. saatten 6nce ortaya ¢tktigl ve buna
bagli olarak elde edilen sonuglara ulasildig
dusuntlebilit.

Bobrek TNF-o, IL-183, IL-6 ve 1L-10 gen ekspresyonu
degerlerinde verilerin timii acisindan herhangi bir
istatistiksel anlamlt degisiklik belirlenmemistir. Bu
durum sepsisten bébreklerin sepsis sonrast 12. ve 24.
saatlerde ya hi¢ etkilenmedigini ya da bobrekletin s6z
konusu sitokinler acisindan sepsiste s6z konusu
saatler icerisinde herhangi bir yanit olusturmadigini
distndirebilir. Bébrek islevlerini ortaya koyan farkli
herhangi bir parametre belirlenmediginden elde edilen

sonuglarin  yukaridaki ~ hangi  hipoteze = gobre
degismedigini sOyleyebilmek mumkiin
gbzitkmemektedir.

Yogun bakim dnitelerinde yatan uyanik hastalar ile
sepsis nedeni ile hayati tehlikesi olup uyutulmak
zorunda olun hastalarda bozulan sirkadiyen ritmin
melatonin {izerinden sepsisi nasidl etkileyebilecegi
konusu bilim adamlarinin  dikkatini ¢ekmistir (7).
Nitekim Li ve ark.,(21) yogun bakim unitelerinde
yatan septik hastalarda TNF-a ve IL-6 seviyeleri ile
melatonin  salgilanma  ritmi arasinda  bir iligki
belitlemislerdir.

Farelerde yapilan bir ¢alismada ise CLP isleminden
sonra melatonin verilen grupta TNF-o seviyesinin
anlamli bir sekilde azaldigr belirlenmistir (22). Yine,
An ve ark, (23) sicanlar uzerinde yaptklart bir
calismada CLP sonrast serum TNF-o dizeylerinde
ortaya ¢tkan anlaml artislarin CLP sonrast melatonin
verilen grupta azalma gosterdigini belirlenmistir.

Melatonin antiinflamatuar bir molekil olarak bilinir.
Bu etkisini oksidatif doku hasarint azaltmanin yaninda
secici olarak kronik yangiyr azaltict Ozellikleri ile de
gerceklestirdigi belirtilmektedir (24,25).

Bu c¢alismada melatonin ilavesinden ziyade melatonin
yoksunlugu olusturmak amaci ile PLT yapilan siganlar
kullandmustir. Kan TNF-o diizeylerine bakildiginda en
yiksek artistn PLT grubunda CLP sonrast 12. saatte
ortaya c¢iktigl gOrilmistir. Bu sonu¢ melatonin
yoksunlugunun TNF-o seviyelerinde anlamli bir artiga
yol actigini gostermekte ve literatir bilgileri ile
ortismektedir. Ancak 24. saatte TNF alfa seviyeleri
SHAM grubundaki degetlerine yaklagmistir. Oysa ayni
saatte PLT vyapimayan CLP grubunda TNF-«
seviyeleri daha da artis gostermistir. Bu farklihigin
nedeni tam olarak anlastlamamistir. Ancak tim veriler
birlikte degerlendirildiginde PLT-CLP grubunda
yangisel siireclerin PLT yapilmayan CLP grubuna gére
daha 6nce ortaya ¢iktigint diisindiirmektedir.

Bu calismada gerek SHAM grubunda ve gerekse
SHAM PLT grubunda pineal bez ¢ikarilmadan sepsis
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modeli gerceklestirilmistir. PLT grubunda ise pineal
bez ¢ikarilmigtir. Dolayst ile belitlenen sitokinler veya
CLP sonrast ortaya ctkan ancak bu calismada
diizeyleri belitlenmeyen tim diger sitokinler ile
melatonin sekresyonu agisindan gruplar arasinda bir
farklilik ortaya ¢tkmis olabilir.

Bu sonuglara gére herhangi bir sekilde melatonin
yoksunlugu olusan insanlarda sepsise yaklasim ve
tedavi yontemleri uygulanirken; (1) sepsisin daha hizlt
gelisebilecegi, (2) karacigerin sepsise diger insanlara
gore ilk 12. saat icerisinde daha hizli yanit verebilecegi,
(3) karaciger sepsis yanitinda melatonin yoksunlugu
kadar sepsisin de etkili oldugu, (4) bobreklerin ilk 24
saat icerisinde karacigere gbre daha az etkilenebilecegi
gibi bulgularin da dikkate alinmasin da fayda olacag
dusuntlmektedit.
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