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OZET

Serebral Iskemi/Reperfiizyon Hasar1 Olusturulan Sicanlarda Otofaji Uzerine
Melatoninin Etkilerinin Arastirilmasi

Amac: Bu tez calismasi ile Si/reperfiizyon modelinde melatonin uygulamasinin
otofaji, norolojik defisit skoru, rotarod ve yapigskan ¢ikarma test siireleri iizerine olan
etkisi agiklanmasi amaglanmustir.

Materyal ve Metot: Calismada 105 adet Wistar Albino cinsi erkek sigan
kullanildi ve siganlar Sham SI, Si3, SI3+EtOH, Si3+Mel, Si7, SI7+EtOH ve Si7+Mel
olmak iizere 7 gruba ayrild1 (n=15). Sham SI grubundaki siganlarda Si olusturulmada.
Sham SI grubu hari¢ tiim gruplara 90 dk’lik Si olusturuldu. Si3 grubundaki sicanlara 3
giin SI7 grubundaki siganlara 7 giin reperfiizyon saglandi1 ancak bu gruplara melatonin ve
etanol (¢dziicli) uygulanmadi. SI3+Mel grubundaki siganlara 3 giinliikk, SI7+Mel
grubundaki siganlara 7 giinliik reperfilizyon siiresince intraperitoneal olarak melatonin (10
mg/kg) uygulandi. SI3+EtOH ve SI7+EtOH grubundakilere ise ayn1 hacimde etanol
uygulandi. Tim gruplara reperfiizyon siiresince ndrolojik defisit skorlama, rotarod ve
yapiskan c¢ikarma testi uygulandi. Reperfiizyon siirelerinin sonunda gruplar dekapite
edilerek beyin dokulari alindi. Alinan beyin dokularindan Beclin-1, LC3, p62 ve caspase-
3 protein seviyeleri Western Blot ve immunofloresan yontemi ile belirlendi. Ayrica beyin
dokusu transmisyon elektron mikrobu (TEM) ile incelendi.

Bulgular: Si7+Mel grubunun reperfiizyonun 5. giiniinden itibaren Si7 ve
SI7+EtOH gruplarina gore rotarod test siiresinin yiiksek oldugu, yapiskan ¢ikarma test
stiresinin ise diisiik oldugu bulundu (p<0.05). Gruplar infarkt alani1 bakimindan
karsilagtirildiginda melatonin uygulamasinin infarkt alanini azalttigi belirlendi (p<0.05).
Si3+Mel grubunun Si3 ve Si3+EtOH gruplarina gore Beclin-1 ve LC3 protein seviyesi
ve pozitif hiicre sayisinin arttigi, p62 ve cleaved caspase-3 protein seviyesi ve pozitif
hiicre sayisinin ise azaldig1 bulundu (p<0.05). Si7+Mel grubunun da Si7 ve SI7+EtOH
gruplarina gore, Beclin-1 ve LC3 protein seviyesi ve pozitif hiicre sayisinin arttigi, p62
ve cleaved caspase-3 protein seviyesi ve pozitif hiicre sayisinin ise azaldigi bulundu
(p<0.05). TEM bulgularina gére melatonin gruplarinin néronlarindaki hasarin kismen
diizeldigi belirlenmistir.

Sonug¢: Sonuglarimiza gore melatonin uygulamasi rotarod ve yapiskan ¢ikarma
testleri iizerine olan etkisini 5. giinden itibaren gostermeye baslamaktadir. Ayrica
sonuglarimiz melatonin uygulamasinin SI*de apoptozu inhibe edip, otofajik proteinlerin
sentezini uyararak koruyucu rol oynadigimni gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Serebral iskemi, otofaji, melatonin, norolojik defisit
skorlama, rotarod testi, yapiskan ¢ikarma testi

Vi



ABSTRACT

Investigation of the Effects of Melatonin on Autophagy in Rats with Cerebral
Ischemia/Reperfusion Injury

Aim: In this thesis study, it is aimed to explain the effect of melatonin
administration on autophagy, neurological deficit score, rotarod and adhesive removal
test duration in the Cl/reperfusion model.

Material and Method: In this study, 105 male Wistar Albino rats were used and
the rats were divided into 7 groups as Sham CI, CI3, CI3+EtOH, CI3+Mel, CI7,
CI7+EtOH and CI7+Mel (n=15). CI was not induced in the rats in the Sham CI group. A
90-min Cl was induced in all groups except the Sham CI group. The rats in the C13 group
were reperfused for 3 days and rats in the CI7 group for 7 days, but melatonin and ethanol
(solvent) were not administered. Melatonin (10 mg/kg) was administered
intraperitoneally to the rats in the CI3+Mel group for 3 days and to the rats in the CI7+Mel
group for 7 days. The same volume of ethanol was applied to the CI3+EtOH and
CI7+EtOH groups. Neurological deficit scoring, rotarod and adhesive removal test were
performed to all groups during reperfusion. At the end of the reperfusion periods, the
groups were decapitated and their brain tissues were taken. The Beclin-1, LC3, p62 and
caspase-3 protein levels were determined from the brain tissues by Western Blot and
immunofluorescence method. In addition, penumbra areas were examined by TEM.

Results: From the 5th day of reperfusion, it was determined that the rotarod test
time was higher, and the adhesive removal test time was lower in CI7+Mel group
compared to the C17 and CI7+EtOH groups (p<0.05). Groups were compared in terms of
infarct area, it was determined that melatonin administration decreased the infarct area
(p<0.05). C13+Mel group compared to CI3 and CI3+EtOH groups, Beclin-1 and LC3
protein levels and number of positive cells increased, p62 and cleaved caspase-3 protein
levels and number of positive cells was found to decrease (p<0.05). CI7+Mel group
compared to CI7 and CI7+EtOH groups, Beclin-1 and LC3 protein levels and number of
positive cells increased, p62 and cleaved caspase-3 protein levels and number of positive
cells was found to decrease (p<0.05). According to the TEM findings, it was determined
that the damage in the neurons of the melatonin groups was partially recovered.

Conclusion: According to our results, melatonin application begins to show its
effect on rotarod and adhesive removal tests from the 5th day. In addition, our results
show that melatonin administration plays a protective role in Cl by inhibiting apoptosis
and stimulating the synthesis of autophagic proteins.

Keywords: Cerebral ischemia, autophagy, melatonin, neurological deficit score,
rotarod test, adhesive removal test
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1. GIRIS

Inme, beyin damarlarinda olusan tikaniklik ya da kanamalarin beynin bir bolgesini
veya tamamini gegici ya da kalici olarak etkilemesidir (1). En yaygin norolojik hastalik
olan inme tiim diinyada ikinci 6liim nedeni ve edinilmis engelliligin temel sebebidir (2).
Denge, hareket, konusma, yutma, idrara ¢ikma ve defekasyonu da iceren genis bir
norolojik bozukluk yelpazesi olusturan inme, saglik sistemi i¢in de agir bir ekonomik yiik
olusturmaktadir. Tiim inme vakalarinin % 85°lik kismini1 iskemik inme (serebral iskemi)
ve % 15’lik kismin1 da hemorajik inme olusturmaktadir (3). Serebral iskemi, beyni
besleyen bir damarin veya damarlarin ttkanmasi sonucunda, beynin bir boliimiinde veya
tamaminda, kan akiminin aniden kesildigi anda olusan oksijen ve glikoz yoksunlugu ile
sonuglanan metabolik stresin asir1 bir formu olarak tanimlanmaktadir (4). Reperfiizyon
ise iskemiyi onlemek ve iskemiye ugrayan dokulara veya organlara yeniden kan akimini
saglamak amac1 ile iskemi sonrasinda doku ya da organlarin gelistirdigi mekanizmalar
sonucu iskemik bolgenin yeniden oksijenlenmesi olayidir. Iskemiye ugramus
dokularin/organlarin reperfiizyonu, paradoksal olarak yalnizca iskemi sonucunda olusan
hasardan ¢ok daha fazla bir hasara yol agmaktadir (5). Serebral iskemide beyin kan
akimindaki azalmanin en fazla oldugu ve hiicrelerin dakikalar icerisinde nekroz ile geri
dontisiimsiliz olarak zedelendigi bolge kor (¢ekirdek) olarak adlandirilir. Kor alanimin
cevresi ise penumbra alan1 olarak adlandirilir ve bu bdlgedeki hiicrelerde kollateral kan
akimi ile saglanan ATP varligindan dolay1 morfolojik ve biyokimyasal biitiinliik korunur
(6, 7). Penumbra alanindaki 6liim travmadan saatler/giinler sonra yavas yavas yayilir. Bu
nedenle penumbra alanindaki hasarli hiicreleri kurtarmak icin ¢ok kisa ancak degerli bir
zaman dilimi vardir ve uygun bir tedaviyle bazi hasarli hiicreler otofaji ile hayatta
kalabilirler.

Arastirmacilar ve klinisyenler serebral iskemi calismalarinda 6zellikle iskemik
penumbra iizerine odaklanmaktadir ¢ilinkii otofajik hiicrelerin enerji metabolizmasi bu
alanda korunmaktadir ve iskemik hasardan iyilesme olasilig1 vardir. Bu durum iskemik
penumbradaki otofajik hiicreleri inme tedavisi i¢in ¢ok 6nemli hedef haline getirmektedir
(8, 9). Otofaji, hiicre igerisinde birikmis proteinlerin, karbonhidratlarin, lipidlerin,
ribozomal RNA’larin, hasarlanmis organellerin ve ¢evresindeki sitoplazmanin

otofagozom olarak adlandirilan kesecikler ile ¢evrilmesi ve bu keseciklerin lizozom ile



birlesip (otofagolizozom) lizozom enzimleri ile sindirildigi mekanizmadir. Otofaji, bu
sayede esansiyel besinleri ve sitoplazmik bilesenleri hiicreye geri kazandirarak ve ATP
kaynaklarini koruyarak hiicre sagkalimini destekleyen koruyucu bir rol oynar (10, 11).
Otofajide en 6nemli/kritik adim otofagozom olarak adlandirilan kesecigin olusumu ve bu
kesecige hedef organel ve proteinlerin segici bir sekilde alinmasidir. Bu siirecte Beclin-
1, Microtubule-associated protein-1 light chain 3 (LC3) ve p62 proteinleri anahtar rol
oynar. Beclin-1 otofagozomal membranin olusumunda, LC3 proteini otofagozom zarinin
uzamasi ve kapanmasinda, p62 ise hiicre i¢indeki hasarli organelleri saglam olanlardan
ayrilip, sindirime ugrayacak hedeflerin (organellerin ya da proteinlerin) otofagozom
tarafindan tanimmasimi ve segici bir sekilde cevrelenmesini saglayan proteindir. Bu
nedenle bu ii¢ protein otofaji aktivasyonunun belirlenmesinde biyobelirte¢ olarak
kullanilmaktadir (10, 12-15).

Serebral iskemiden sonra néronlarin kaderi, hiicre sagkalimi ile 6lim sinyalleri
arasindaki denge ile belirlenir (16). Bazal seviyedeki otofaji hiicresel homeostazisin
devami ve olumsuz sartlara uyum saglama igin gerekli bir siiregtir (17). Ancak otofajinin
inhibisyonu beyinde iskemik hasari indiiklerken, asir1 artmis otofaji de hiicre 6liimiinii
artirabilmekte ve bdylece noronal 6liime neden olabilmektedir (10). Yani uygun otofajik
aktivite noroprotektif iken, asir1 otofaji siklikla hiicreyi oliime gotiirmektedir (8). Bu
hassas denge nedeniyle serebral iskemide otofajinin rolii hala tam olarak
aydinlatilamamig ve anlagilamamugtir (10).

Gilinlimiizde inme i¢in belirlenmis tek klinik tedavi yontemi rekombinant doku
tipi plazminojen aktivator tedavisidir. Fakat miidahale siiresinin kisitli olmasi ve yiiksek
hemoraji riski sebebiyle hastalarin yalnizca % 3 ila % 5’i gibi ¢ok az bir kismi bu tedaviyi
alma sans1 bulmaktadir. Bu nedenle de hem deneysel hem de klinik bir¢ok arastirma ile
serebral iskemi i¢in yeni tedavi yontemleri gelistirilmeye ¢alisilmaktadir (18, 19). Son
zamanlarda serebral iskemi c¢alismalarinda melatoninin koruyucu olarak rol
oynayabilecegi ileri siiriilmiis ve melatoninin serebral iskemide hangi molekiiler
mekanizmalari indiikledigine dair ¢aligmalar yapilmaya baslanmistir (2). Pineal bezden
tiretilen bir hormon olan melatonin, beyinde iskemik hasar sonucu olugan DNA hasarini
ve infarkt hacmini azaltan, fizyolojik aktiviteye sahip gii¢lii bir antioksidan ve serbest
radikal siipiiriicii noroprotektif bir ajan olarak tanimlanmaktadir (20). Melatoninin,
travmatik beyin hasarinda (21, 22), nérotoksisitede (23), travmatik optik néropatide (24)
ve subaraknoid hemorajide (25, 26) otofajiyi indiikleyerek koruyucu rol oynadig

belirtilmistir. Ancak son yillarda serebral iskemide otofaji ile melatonin iligkisi yeni yeni
2



irdelenmeye baslanmis olup, literatiirde az sayida ¢caligsma bulunmaktadir ve bu ¢caligmalar
arasinda da fikir birligi s6z konusu degildir.

Mevcut tez calismasi ile cevaplanmaya calisilan ana soru, serebral iskemi
sonrasinda gruplara 3 ve 7 giin boyunca ekzojen melatonin verildiginde, otofajinin
penumbra alanindaki serebral iskemi/reperfiizyon hasarini artirici ya da azaltici etkisinin
olup olmadigmin arastirilmasidir. Ayrica bu tez ¢alismasi ile asagidaki sorularin da
cevabi bulunmaya ¢alisilmistir:

1- Otofajinin artisi/azalisi penumbra alanindaki ndronlarin sagkalimini nasil
etkiler?

2- Serebral iskemi sonrasinda 3 ve 7 giin ekzojen melatonin verildiginde artan veya
azalan otofajinin motor koordinasyon, sensorimotor defisit ve motor fonksiyon

uzerine etkisi nasil olacaktir?



2. GENEL BILGILER

2.1. Beynin Kanlanmasi

Beyin viicut agirhiginin yaklasik % 2-3’linli olusturmasimna ragmen viicutta
metabolik olarak en aktif organlardan birisidir (27). Noron ve glia hiicreleri, membran
potansiyellerinin devamliligini saglamak, aksoplazma olusturmak, nérotransmitter
sentezlemek, ndrotransmitter depolamak ve hasar goren yapilarini siirekli olarak
yenilemek zorundadirlar. Bundan dolay1 beyin, viicudumuzdaki diger organlara nazaran
daha fazla oksijen ve enerji gereksinimi duymaktadir (28). Bu yiiksek metabolik
aktiviteyi saglayabilmek i¢in zengin bir kan akimina gereksinim duyan beynin beslenmesi
¢ok onemlidir. Kalp debisinin yaklasik % 15’ini alan beyin, tiim viicuda dagitilan
oksijenin de yaklasik % 20’sini kullanmaktadir (27).

Beyne gelen kan akimi1 miktari, 100 gr beyin dokusu igin ifade edilmektedir. Yiiz
gr beyin dokusu i¢in beyin kan akimi miktar1 dakikada yaklasik 50 m1’dir. Gri cevherde
serebral kan akimi ortalama 70-80 ml/100 gr/dakika iken, beyaz cevherde 20 ml/100
gr/dakikadir (29). Ayrica 100 gram beyin dokusu dakikada 3.5 ml oksijen ve 5.6 mg
glikoz tiiketir (30, 31). Beyne gelen kan akiminin basinci sabit bir aralikta tutulmaya
calisilir ve bu mekanizmaya da serebral otoregiilasyon denir. Serebral kan akiminin
otoregiilasyonu ise arteriyel basing ortalama 70-160 mm Hg arasinda oldugunda
islevseldir (29).

Beyin arteriyel kan akimi, koklerini arkus aortadan alan dort ana damardan
saglanir. Bu arterler, beynin 6n bolgesinde sag internal karotis ve sol internal karotis
olarak karotis sistemini, arka bolgesinde ise sag vertebral arter ve sol vertebral arter olarak
vertebrobaziller sistemini olustururlar. Serebrumun kanlanmasi anteriyor serebral arter,
middle serebral arter ve posteriyor serebral arter olmak iizere {i¢ damardan
saglanmaktadir (Sekil 2.1). Serebellar kan akimi ise posteriyor inferiyor serebellar arter,
stiperiyor serebellar arter ve anteriyor inferiyor serebellar arterler tarafindan
saglanmaktadir (32, 33).



Anterior serebral arter

Middle serebral arter

internal karotid arter:

Posterior serebral arter

Baziler arter

Vertebral arter

Sekil 2.1. Serebrumun beslenmesi (34)

2.2. Willis Poligonu

Circulus arteriosus cerebri (Willis poligonu), 1664 yilinda Thomas Willis
tarafindan tanimlanmistir ve kendi ismi ile de anilmaktadir. Willis poligonu bir arter
cokgeni olup, beynin tabaninda cisterna interpeduncularis’de, infundibulum ile optik
kiazma etrafinda internal karotid arter ve baziler arterin dallar1 ile bu dallar arasindaki
anastomozlarm olusturdugu bir damar halkasidir (Sekil 2.2). Internal karotid arterden
dallanan anteriyor serebral arter, frontal lobun ve paryetal lobun medial kismini, bazal
gangliyonlarin anteriyor kismini ve anteriyor internal kapsiilii beslemektedir. Karotis
sistemde yer alan middle serebral arter, kortikal olarak frontal lobun ve paryetal lobun
lateralini, temporal lobun anteriyorunu ve lateralini, globus pallidus, putamen ve internal
kapsiiliin beslenmesini saglar. Bu arterlerden ayrilan perforan dallar ise diensefalon,
internal kapsiil ve bazal gangliyonlar gibi beynin derin kisimlarinda yer alan olusumlarin
arteriyel dolasimini saglarlar. Baziler arterden dallanan posteriyor serebral arter, temporal
lobun posteriyorunu ve medialini, oksipital lobu ve talamusun beslenmesini saglar.
Vertebrobaziler sistemden ayrilan diger dallar da, spinal kord, beyin sapi, serebellum,
talamus, internal kapsiil ve bazal gangliyonlarin beslenmesini saglarlar. Willis

poligonunun fonksiyonu beyni iskemiden korumaktir. Willis poligonu iki taraftan gelen



kanin beynin ¢esitli pargalarina esit olarak dagitilmasini saglar. Beyne gelen arterlerin bir
tanesi tikandig1 zaman bu halka sayesinde beynin her tarafi beslenebilir. Internal karotid
arter tikanirsa vertebral arter yolu ile vertebral arter tikanirsa internal karotid arter yolu
ile Willis poligonu dolasimi saglar. Boylece beyin kansiz kalmaz. Bazen posterior
komunikan arter ¢ok ince olabilir, bu durumda biiyiik dallardan biri tikandiginda o taraf
yeterli kan alamaz. Internal karotid arteri tek tarafli baglamak gerektiginde bu durum

g6zoniinde bulundurulmalidir (35, 36).

Anterior serebral arter

internal karotid arter

—Middle serebral arter

——Posterior serebral arter

Baziler arter

_Vertebral arter

Sekil 2.2. Willis poligonu (34)

Insanlarda Willis poligonu esas olarak anteriyor serebral arterler, posterior
kommiinikan arterler ve posterior serebral arterlerden olusurken, sigcanlarda ise insandan
farkl1 olarak internal karotid arterler de Willis poligonunun yapisina katilmaktadir (Sekil
2.3) (37). Anteriyor kommiinikan arterler insanlarda bulunurken sicanlarda
bulunmamaktadir ancak olfaktor arterler de siganlarda belirgin iken insanlarda
bulunmamaktadir. Ayrica insanlarda oldugu gibi siganlarda da middle serebral arterler

talamus ve bazal gangliyonlar1 beslemektedir (38).
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Sekil 2.3. insan (A) ve Sicanda (B) Willis Poligonunun karsilastiriimasi (37)

2.3. inme

Inme, Diinya Saglik Orgiitii tarafindan "vaskiiler kaynakli sorunlar disinda
belirgin bir sebep olmadan, semptomlarinin 24 saat veya daha uzun siirdiigii veya
mortalite ile sonuglandigi, beyin fonksiyonlarinin fokal (veya global) rahatsizliklarinin
klinik bulgularinin hizla gelismesi" olarak tanimlanmaktadir (39). Inme, serebral
dolasimda hemoraji veya iskemi sonucu ortaya ¢ikan motor kontrol ve duyu kaybi, denge
bozuklugu, konugma ve bilissel fonksiyon kayiplar: gibi klinik tablolarla karakterize bir
hastaliktir (40).

Bilissel ve motor fonksiyon bozukluklarina, ndrodejeneratif hastaliklara ve hatta
ani dlimlere neden olabilen inme, diinya genelinde mortalite ve morbiditenin 6nde gelen
bir nedenidir (41). Diinya ¢apinda her y1l 17 milyon insan inme ge¢irmekte (42) ve bu
insanlarin 5 milyonu engelli kalmaktadir (43). Ayrica inme, yetiskin bireylerde gériilen
en sik 0lim nedenleri siralamasinda ikinci siradadir ve diinya genelinde her yil 5
milyondan fazla 6liimden sorumludur (39).

Beyin fizyolojisi ve kan akimi, inmede dnemli rol oynayan iki siiregtir. Iskemik

inmeler trombiis olusumu, emboli veya ateroskleroz gibi nedenlerle serebral arterlerin

—— Olfaktor



tikali olmasindan kaynaklanir. Hemorajik inmeler ise intraserebral kanama (uzun siireli
artmis kan basinci, hipertansiyon) ve subaraknoid kanama nedeniyle olusmaktadir (42).
Tiim inme vakalarmin % 85°lik kismini iskemik inme (serebral iskemi) ve % 15°1ik

kismini da hemorajik inme olusturmaktadir (3).

2.3.1. inmenin Epidemiyolojisi

Diinya genelinde, 80 milyondan fazla insan fel¢ gecirmistir ve yagsami boyunca
her alt1 kisiden biri de inme geg¢irmektedir. Her y1l 5.8 milyon kisi inmeden hayatini
kaybetmektedir (44) ve bu vakalarinda yaris1 diisiik gelirli ve orta gelirli ilkelerde
gerceklesmektedir (45). Genel olarak, inme insidans: ve mortalite egilimleri Amerika
Birlesik Devletleri, ingiltere ve Kanada gibi yiiksek gelirli iilkeler icin son on yilda
azalmgtir (46). Ulkemizde ise Tiirkiye Istatistik Kurumu’nun 2018 yilinda yayinladig
Olim nedenleri istatistik raporuna gore 1. sirada dolasim sistemi hastaliklari, 2. sirada
kanser ve 3. sirada solunum sistemi hastaliklar1 yer almaktadir (47). Inmenin de dolasim
sistemi hastaliklari igerisinde iskemik kalp hastaligindan sonra 2. sirada yer alan serebro-
vaskiiler hastaliklar 2018 yilinda tilkemizde 36 280 kisinin 6liimiine neden olmustur (47)
ve % 5.9 oziirlilik orantyla da tiim oziirliiliik birakan durumlar igerisinde 3. sirada yer

almaktadir (48).

2.3.2. inmenin Risk Faktorleri

Tedavi edildiginde inme sikliginin azalacagi ©on goriilen risk faktorleri
“kesinlesmis risk faktorleri” olarak ele alinirken, diger risk faktorleri ile arasinda daha az
nedensellik bulunan risk faktorleri ise “kesinlesmemis risk faktorleri” olarak
incelenmektedir. Risk faktorlerini diger bir inceleme sekli ise risk faktoriiniin kalitsal
olmasina gore bir kisminin da ¢evresel ve bireyin yasam tarzi ile iligkili olmasina gore
yapilmaktadir. Inme igin risk faktdrleri bu 6zellikleri bakimindan ele alindiginda
“degistirilemeyen risk faktorleri” ve “degistirilebilir risk faktorleri” olarak
simiflandirilmaktadir (49).

Inme i¢in degistirilemeyen risk faktorleri (risk belirtegleri olarak da bilinir) yas,
cinsiyet, irk-etnik koken ve genetiktir. Inme icin degistirilebilir risk faktorleri ise
hipertansiyon atriyal fibrilasyon, koroner arter hastaligi, diyabet, dislipidemi, obezite,

sedanter yagam, alkol tiiketimi ve sigara igmek gibi durumlardir (50).



2.3.2.1. Degistirilemeyen Risk Faktorleri

Degistirilemeyen risk faktorleri bulunan bireyler en yliksek inme riskine sahip

kisilerdir (49) ve bu faktorler:

Yas: Inme her yas grubundaki bireyleri etkileyebilen ancak insidansi ve prevalansi
yagsla birlikte keskin bir sekilde artan bir hastaliktir. Gergekten de, yas iskemik inme dahil
tiim inme tipleri i¢in degistirilemeyen en 6nemli risk faktoriidiir. Elli bes yagindan sonra
her 10 yilda bir hem erkeklerde hem de kadinlarda inme riski iki katina ¢ikmaktadir.
Raporlar, inmelerin % 75-89’unun 65 yasin {izerindeki bireylerde meydana geldigini
gostermektedir. Bu inme vakalarinin % 50’si 70 yas ve lizerindeki yas grubunda
goriliirken, yaklasik % 25’1 ise 85 yas ve 85 yas lstii bireylerde goriilmektedir (51).

2025 yilina gelindiginde, 60 yasin iizerindeki kiiresel niifusun 1,2 milyara
yiikselecegi tahmin edilmektedir ki bu say1 1995°te 60 yasin {izerindeki insan sayisinin
neredeyse tam iki katidir. Ayrica resmi kayitlarin baglamasindan bu yana ilk kez, 2050
yilina kadar kiiresel anlamda yaslh birey sayis1 (=65 yas), genglerin (<65 yas) sayisini
asacaktir. Yasli populasyondaki bu biiyiime, yaslanmanin inme iizerine etkisi ile birlikte,
bu hastaligin insidansinin ve ekonomik maliyetinin artacagini disiindiirmektedir (51). Bir
rapor, diinya genelinde inme vakalarinin 2030 yilina kadar 23 milyona ¢ikacagini ve inme

sonucu 6liim oraninin yilda 7.8 milyona ulagacagini belirtmektedir (52).

Cinsiyet: Diinyanin ¢esitli yerlerinde yapilan g¢alismalarda, inme insidansi,
prevalansi, mortalitesi ve sonuglar1 bakimindan karsilastirildiginda cinsiyetler arasinda
anlamli fark oldugu gosterilmistir (53). Cinsiyetin inme riski ile iliskisi yasa baghdir.
Geng yaslarda kadinlar erkeklere gére daha yiiksek inme riskine sahipken, daha ileri
yaslarda erkekler i¢in goreceli risk biraz daha yiiksektir (50). Bir ¢alismada 45-54 yas
araligindaki kadinlarda benzer yas dilimindeki erkeklere gore daha yiiksek inme
prevalansi oldugu (53), baska bir ¢caligmada ise 80 yasin altindaki hastalarda iskemik inme
riskinin erkeklerde kadinlardan daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte
inmeli ¢ok yasli hastalarin (80 yas {istli) kadin oldugu belirtilmistir ve bu bulgu
muhtemelen cinsiyetler arasindaki hayatta kalma farki veya risk altindaki kadinlarin

hayatlarinda erkeklerden daha gec felg gecirme egilimi ile agiklanmaktadir (51).



Inme vakalarmin iigte birinin 65 yasin altinda oldugu ancak kadinlarda artan yasla
birlikte inme insidansindaki keskin artis hizla yaslanan niifus ve kadinlarin erkeklere
kiyasla daha uzun 6miirlii olmasiyla agiklanmaktadir. Kadinlarda menopoz oncesi inme,
Ozellikle eklampsili ve ¢ogul gebeliklerde, hamilelik ve dogum sonras1 donemde ¢ok
tahrip edici bir durumdur. Oral kontraseptifler ve inme arasindaki iliskiyi incelemeye
yonelik yapilan ¢ok sayidaki calismada, diisiikk Ostrojen igerigine sahip oral
kontraseptiflerin iskemik inme riskini iki katina ¢ikardigi, yiiksek Ostrojen igerigi olan
oral kontraseptiflerin ise inme riskini 4 kat arttirdig1 gosterilmistir. Ayrica gegici iskemik
ataklarin ve migrenlerin kadinlarda iskemik inme riskini arttirdig1 ve her iki risk faktoriine

sahip bireylerde iskemik inme riskinin ¢ok daha yiiksek oldugu belirtilmistir (53).

Etnik Koken/Irk: Gegici iskemik atak prevalansinda ve inme mortalitesinde
yaygin irksal ve etnik ¢esitlilik bulunmaktadir. Gegici iskemik atak insidansinin kirsal
alanlarda kentsel niifusa gére dnemli derecede yiiksek oldugu gozlenmistir (54).

Inmenin 1rksal farkliliklar gdsterdigi artik yapilan ¢ok sayida galisma ile iyice
anlagilmistir. Yapilan bircok ¢alismaya gére inme insidansi beyaz bireylere gore siyah
bireylerde yaklagik iki kat daha fazladir (50, 55). Sacco ve arkadaglar1 yaptigi ¢calismada
inme insidansinin beyaz bireylere gore siyah bireylerde 2.4 kat, beyaz bireylere gore

Hispanik bireylerde 1.6 kat daha fazla oldugunu belirtmislerdir (56).

Genetik: Genetik faktorler, ayn1 zamanda ebeveyn Oykiisii ve aile dykiisii olarak
da bilinir ve inme riskini artiran degistirilemeyen risk faktorleridir. inme igin diger risk
faktorlerinde oldugu gibi, inmenin genetik riskleri de yasa, cinsiyete ve irka gore
degisiklik gostermektedir (50).

Genetik degiskenlik gesitli potansiyel mekanizmalar araciligiyla inme riskine
katkida bulunabilmektedir. Ilk olarak, spesifik nadir tek gen bozukluklari, inmenin
birincil nedeni oldugu bireysel ailesel sendromlara katkida bulunabilir (6rnegin,
subkortikal enfarktlar ve l6koensefalopati ile serebral otozomal dominant arteriyopati
veya CADASIL). ikincisi, tek gen bozukluklar1 igerisinde inmenin de oldugu ¢ok sistemli
bir hastalifa neden olabilir (Srnegin, orak hiicre anemisi). Ucgiinciisii, genetik
polimorfizmlerin baz1 yaygin varyantlart inme riski ile iliskilendirilmistir, ancak bu tiir
polimorfizmlerin bireysel katkisinin ¢ok hafif oldugu kabul edilir (6rnegin, 9p21°deki
varyantlar). Dordiincti olarak, atriyal fibrilasyon, diyabet ve hipertansiyon gibi geleneksel

inme risk faktorlerinin genetik nedenlerinin de inme riskini etkileyebilmesidir (50).
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2.3.2.2. Degistirilebilir Risk Faktorleri

Inme icin degistirilebilir risk faktdrleri ¢ok onemlidir, ciinkii bu faktorleri
azaltmaya yonelik miidahale stratejileri daha sonra inme riskini azaltabilmektedir. Risk
faktorlerinin  erken tamimlanmasi ve degistirilmesi kacinilmazdir. Inme icin
degistirilebilir risk faktorleri ayrica tibbi kosullara ve davramissal risk faktorlerine
ayrilabilir. Hipertansiyon, diyabet, hiperlipidemi ve sigara igmek gibi inmeye neden olan
birgok “geleneksel” risk faktoriiniin rolii artik iyi bilinmektedir. Yeni veya “ortaya ¢ikan”

risk faktorlerinin arastirilmasi, aktif bir aragtirma alani olmaya devam etmektedir (50).

Hipertansiyon: Hipertansiyon, inme i¢in en dnemli degistirilebilir risk faktoriidiir
ve kan basinci ile inme riski arasinda gii¢lii, dogrudan, dogrusal ve siirekli bir iligki
bulunmaktadir (50). Sistolik, diyastolik veya her iki kan basinci degerleri, yiiksek
olduklarinda inme olusumuna katkida bulunabilir. Biiyiik Ol¢ekli prospektif kohort
calismalarinda, hasta ve doktorlar tarafindan genellikle g6z ardi edilen goreli kan basinci
yiikselmelerinin de riski artirabilecegi gozlenmistir: sistolik ve diyastolik kan basinci
degerlerinin 140-160/90-94 olmasinin inme riskini yaklasik 1.5 kat, 160/95’in istiinde

olmasinin ise inme riskini 3-4 arttirdig: bildirilmistir (55).

Koroner arter hastaligi: Koroner arter hastaligi olan bireylerde, koroner arter
hastalig1 olmayan bireylere gore inme riski iki kat daha fazladir. Sol ventrikiil hipertrofili
koroner arter hastalig1 olan bireylerde inme riski 3 kat, konjestif kalp yetmezligi olan
koroner arter hastaligi olan bireylerde ise inme riski 4 kat daha yiiksektir. Miyokard
enfarktiisiinden 5 y1l sonra inme oraninin % 8.1 oldugu ifade edilmistir. Yasl hastalarda
veya kardiyak ejeksiyon fraksiyonu % 28’den az olan hastalarda ise inme riskinin daha

yiiksek oldugu rapor edilmistir (46).

Diyabet: inme icin bagimsiz bir risk faktdrii olan diyabet, inme riskini 2 kat
arttirmaktadir ve inme, diyabet hastalarinin O6limlerinin yaklagik % 20’sinden
sorumludur. inme gegiren diyabetik hastalar genellikle geng yaslarindadirlar ve ne yazik
ki, diyabet hastalarinda yalnizca glisemik kontrol, davranis degisikligi ve tibbi miidahale
ile yogun miidahalelerin yapilmasi da inme riskini azaltmamaktadir (50). Kisinin diyabet

olmadan 6nceki insiilin direncinin inme riskini arttirdigi ve diyabetik olmayan bireylerde
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aclik insiilin seviyelerinin yiikselmesinin inme riskinin artmasiyla iliskili oldugu

gosterilmistir (46).

Yasam Tarzi: Obezite, sigara igme, alkol tiiketimi, diyet, ilaglarin kétiiye
kullanimi1 ve hareketsiz yagam inme i¢in degistirilebilir yasam tarzi risk faktorleri olarak
tanimlanmistir. Ayrica kokain, eroin, amfetaminler, lizerjik asit dietilamid, fensiklidin ve
esrar gibi uyusturucu kullanimimnin iskemik inme insidansini arttirdigi bilinmektedir.
Uyku diizeni ile inme arasindaki iligki incelendiginde, geng erkeklerde genellikle kisa
uyku siiresinin, yash hastalarda ise aurali giindiiz uyku migreni ve obstriiktif uyku
apnesinin inme i¢in potansiyel risk faktorii oldugu belirtilmistir. Sagliksiz yasam tarzi
yalnizca yliksek inme riski ile degil, ayn1 zamanda inme sonrasi yiiksek mortalite ile de
iliskilidir. Ornegin obezite, sigara igme, asir1 alkol tiiketimi, sagliksiz beslenme ve
hareketsiz yasam gibi durumlardan kaginmanin gegici iskemik atak prevalansini 6nemli
olgiide azaltabildigi ifade edilmistir (53).

Alkol tiiketiminin artmasi doza bagl bir sekilde hemorajik inme riski ile iligkilidir.
Bununla birlikte, alkol tiiketiminin iskemik inme riski iizerindeki etkisini degerlendiren
calismalar tutarli sonuglar gostermemistir. Ornegin bazi ¢alismalar hafif-tomoderat
icmenin (glinde 1-2 icecek) iskemik inme riski iizerinde koruyucu bir etkisine isaret
etmektedir. Inme vakalarmin yaklasik % 18'i aktif sigara igenlerde gozlenmektedir.
Sigara icmenin inme riskini 1.5 kat arttirdig1, agir ve hafif sigara i¢enler arasinda da daha
yiiksek inme riski ile doz-yanit iligkisi oldugu belirtilmistir. Daha 6nceden sigara i¢imi
ile iligkili inme riskinin, ilerleyen zamanlarda birakma nedeniyle 6nemli 6l¢iide azaldig:
gosterilmistir ve inme riskinin sigara birakilmasindan 5 yil sonra sigara igmeyenler
diizeyinde oldugu rapor edilmistir. Sigara i¢en esi olan kadinlarin, sigara igmeyen esi olan
kadinlara gore daha yiiksek iskemik inme riski (goreceli risk, 4.8) bulunmaktadir. Ayrica
sigara igmek oral kontraseptiflerin inme riski lizerindeki etkisini arttirmaktadir, 6rnegin
hem sigara icen hem de oral kontraseptif kullanan kisilerde inme riskinin 7 kat daha
yiiksek oldugu belirtilmistir. Gozlemsel veriler fiziksel aktivitenin daha diisiik inme riski
ile iligkili oldugunu gosterirken, sedanter yasamin da daha yiiksek inme riski ile iliskili
oldugunu gostermektedir. Yiiksek derecede aktif olan bireylerin diisiik derecede aktif
olan bireylere gore % 27 daha diisiik inme veya mortalite riski yasadiklar1 belirtilmistir

(46).
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2.4. Serebral iskemi

Serebral iskemi, beyni besleyen bir damarin veya damarlarin tikanmasi
sonucunda, beynin bir bélimiinde veya tamaminda, kan akiminin aniden kesildigi anda
olusan oksijen ve glikoz yoksunlugu ile sonuglanan metabolik stresin asir1 bir formu
olarak tanimlanmaktadir (4).

Serebral kan akiminin belirli bir alana yetersiz gelmesi durumunda, kan akiminin
yetersizliginin derecesine ve siiresine bagl olarak dokuda geri dontisiimlii ya da geri
doniistimsiiz iskemik olaylar ortaya ¢ikar (57). Serebral kan akimi, 30 m1/100 gr’a kadar
azaldiginda serebral otoregiilasyon mekanizmalar: devreye girer ve herhangi bir norolojik
iskemik semptom olusmaz, ancak bu deger 20-30 ml/100 gr’a kadar azaldiginda gegici
iskemik ataklar, 20 ml/100 gr’in altina diistiigiinde ise iskemik infarktlar olusmaya baslar
(58). Serebral kan akimi seviyesi, iskeminin daha orta seviyelerde oldugu durumlarda
(10-20 ml/100 gr/dk gibi) iskemi durumunun baslangicindan sonra saatler igerisinde ilgili
alan iskemiden geri dondiiriilebilir ancak serebral kan akimi 10 ml/100 gr/dk’nin altina
diistiigiinde yani kanlanmanin ¢ok azaldigi durumlarda dakikalar igerisinde ilgili alanda
infarkt olugsmaya baslar. Serebral kan akimi seviyesi 10 ml/100 gr/dk degerinin altina
diisene kadar hiicre depolarizasyonu gézlenmez ve bu durum iskemik degisiklikler igin
gergek anlamda iki esik degere dikkat ¢ekmektedir. Birinci esik deger elektriksel
fonksiyon kayb1 ile sonuglanan serebral kan akimi seviyesinin 15-20 ml/100 gr/dk’ya
diismesi, ikinci esik deger ise hiicre depolarizasyonu ile sonuglanan 10 ml/100 gr/dk’ya

diismesidir (57).

2.5. Serebral iskemi ve Penumbra Alam

Iskemik dokunun kaderini belirleyen en dnemli etkenler iskeminin siddeti ve
iskeminin siiresidir. Beyin dokusunun iskemiye olan toleransi oldukca azdir ve beyne
gelen biitlin damarlarda kan akimi durdugu zaman (global serebral iskemide) beynin
iskemiye hassas bolgelerinde yaklasik 6-8 dakika icerisinde kalici hasar meydana
gelmeye baglar. Bir serebral arter tikandigi zaman (fokal serebral iskemide) ise arterin
kan gotiirdiigli alanin merkezi bolgesindeki kan dolasimi kritik seviyenin altina iner ve
geri donligiimsiiz zedelenme saatler, hatta bazen giinler igerisinde meydana gelir. Bu
durumun sebebi tikanan damarin kan gotiirdiigli alanda beyin kan dolagiminin kollateral

damarlarla nispeten siirdiiriilebilir olmasidir. insan beyninde eger bir damar tikanirsa,
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belirli bir alanda kan dolagimi kritik diizeyin altina iner ve bu alanda doku nekrozu
gelismeye baglar. Nekrotik alan iskemik ¢ekirdek (core) olarak isimlendirilir ve iskemik
cekirdekten uzaklastikca kollateral damarlar tarafindan beslenen ve artis gdsteren ve
degisik kan akimi alanlar1 bulunur. Iskemiye maruz kalan bu bélgelerde hemen infarkt
alan olusmaz fakat bu iskemi durumu diizeltilemezse bu alanlarin birkag saat gibi siire
zarfinda nekroza gitme olasilig1 ¢ok yiiksektir (28, 59). Iskemik ¢ekirdegi ¢evreleyen
bolgelerin kan dolagimi, néronlarin islevini ve canliligini devam ettirebilmesi i¢in yeterli
olmayabilir (28). Serebral arter tikanikliginda infarkt dokusunun gevresinde yer alan kan
dolagiminin azaldig: fakat geri doniisiimsiiz (kalici) hasarin daha olusmadigi, kisa siirede
reperfiizyon gerceklesmesi durumunda kurtarilabilir bu beyin dokusu alanina
“penumbra” denilmektedir (40). Iskemik cekirdek bélgesinde kan akimi1 <7 ml/100 gr/dk,
penumbra alanindaki kan akimi ise yaklasik 7-17 ml/100 gr/dk arasinda degismektedir
(60).

Astrup ve ark. (61) 1977 yilinda elektriksel aktivite Olglimiiniin, bir primat
beyninde fokal iskeminin indiiklenmesinden sonra islevsiz fakat heniiz 6lmemis bolgeleri
ortaya ¢ikardiginm bildirdiler ve penumbra alanini fokal iskemiden sonra hasar gérmiis
fakat heniiz 6lmemis bir beyin dokusu alani olarak tanimladilar. Dinamik 6zellikte olan
penumbra alani, tedavi edilmeyip kendi haline birakildiginda kisa bir siire sonra infarkt
dokusuna katilmaktadir. Iskemik cekirdekte enerji kaynaklarmin tiikenmesi nedeniyle
iyon pompalari iflas ederken, penumbra bdlgesinde elektriksel aktivite yitirilse bile hiicre
zarmin biitiinligi/islevselligi korunmaktadir. Bu durum penumbra alanini deneysel ve
klinik tedavi ¢alismalarinda hedef alinan “kurtarilacak bolge” yapmaktadir ve penumbra
alanm1 giincel tedavi planlamalarinin odak noktasini olusturmaktadir. Baz1 ¢alismalarda
ilerleyici hasarin 24 saate kadar siirdiigii ve reperfiizyon ile geri dondiiriilebildigi ifade
edilmistir. Bu durum penumbra alaninin dinamik bir bdlge oldugu ve tedavi edilmezse
cok kisa bir zaman zarfinda geri doniisiimsiiz doku hasarinin olusacagr anlamina
gelmektedir (28).

Penumbra alanindaki hiicreler, her ne kadar serebral iskemi sonrasinda baglayan
iyonik diizensizlige kars1 hayatta kalmaya caligsalar da genellikle apoptoz ile hiicre 6liim
yolagini tercih etmektedirler (62, 63). Bu alandaki hiicreler sinirh diizeyde olan glikozdan
faydalanmaya calisirlar ve hiicre igi sinyal iletim kaskadlarindan 6zellikle hiicre sag
kalimiyla iliskili sinyal iletim kaskadlar araciligiyla hayatta kalmaya calisirlar (64-66).
Serebral iskeminin ilk asamasinda beynin belirli bir bolgesini besleyen kan akiminin

kesilmesi, beynin o bdlgesinde enerjinin tiikkenmesine ve meydana gelen enerji
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yoksunlugunun da bu alandaki sinir ve destek hiicrelerinin (glia hiicreleri) membran
potansiyelini yitirmesine ve bu hiicrelerin depolarize durumda kalmasina neden
olmaktadir. Bu durum depolarize durumdaki hiicrelerden eksitatér bir norotransmitter
olan glutamatin sinaptik araliga ve hiicre dis1 ortama saliverilmesiyle sonug¢lanmaktadir.
Ayrica bu hiicrelerde enerjinin tiilkenmesi sebebiyle glutamatin hiicrelere geri alim
mekanizmalar1 da fonksiyonunu yitirirler ve hiicrelerarasi ortamda ¢ok fazla miktarda
glutamat birikir ve bu durum inme patolojisinde glutamat eksitotoksisitesi olarak
adlandirilir (67, 68).

Postsinaptik ndronlarin glutamatla uyarilmasiyla pozitif yiikli iyonlar hiicre igine
girmeye baslar ve hiicre igine giren Na* iyonlari da membran potansiyelini degistirip
postsinaptik néronun hizlica depolarizasyonuna neden olur. Bu durum depolarize
durumdaki noéronlardan ekstraselliiler ortama yeniden glutamat ve potasyum iyonlarinin
saliverilmesiyle sonuglanir (63). Boylece iskeminin olustugu bolgeden perifere dogru
yayilan uyarilara ve hasar alaninin ¢evresinde meydan gelen depolarizasyona yol agar.
Bu durum ¢ok az miktarda kalan enerji ile hasar gérmiis alanin etrafinda hayatta kalmak
icin ¢abalayan sinir hiicrelerinin enerji gereksiniminin daha fazla artmasmna ve bu
hiicrelerin Oliimiine yol acar. Son yillarda inme sonrasinda meydana gelen hiicre
6liimlerinin yaklasik %20’sinin bu uyar1 dalgalari nedeniyle olustugu bildirilmektedir (69,
70). Hiicre igerisine Na™ iyonunun girmesi, hiicre disindan hiicre igerisine CI” iyonlarinin
girisine neden olur. Hiicre i¢inde artan Na* ve CI iyonlari, NaCl olusumuna ve hiicre
disindan hiicre igerisine Su girisine neden olur. Hiicrelerin su almasiyla birlikte hacimleri
artar ve buna bagl olarak sitotoksik beyin ddemi gelisir. Glutamat norotoksisitesi

sonrasinda biriken Ca*?’

un aktiflestirdigi enzimler hiicre zarmin degradasyonunda rol
oynayan enzimleri uyararak hiicre zarinin hasarlanmasina neden olur. Bunlara ek olarak,
hiicre igerisinde yiikselen Ca*? diizeyi serbest oksijen radikallerinin de artisina neden olur
(71). Bunlar takiben inflamasyonun uyarilmasiyla beraber 16kosit infiltrasyonu ve
mikroglia aktivasyonu baslar (72). Ayrica hiicre icerisinde biriken Ca*?, nitrik oksit
enzimleri ile birlikte mitokondri ve DNA’ya hasar vererek apoptoz ile hiicrenin 6liimiine

sebep olur (68).

2.6. Iskemi/Reperfiizyon Hasar1

Iskemi kelimesi, Yunancadan koken alan engelleme anlamina gelen “iskho” ve

kan anlamina gelen “haima” kelimelerinin birlesmesi sonucu olusmustur (73). Iskemi,
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doku veya organlara giden kan akiminin pithti veya mekanik etkenler gibi nedenlerle
azalmasina bagl olarak bu doku veya organlarin yetersiz perfiizyonu nedeniyle oksijen
ve yasam i¢in gerekli besinleri alamamasi/yoksun kalmasi seklinde tanimlanmaktadir (73,
74).

Hiicrelerin fonksiyonlarini diizgiin bir sekilde devam ettirebilmesi i¢in oksijen
olmazsa olmazlardan bir tanesidir ve iskemi hipoksinin en sik goériilme durumudur.
Iskeminin yogunlugu, siiresi, hiicre ve organ tiplerinin metabolik gereksinimleri iskemi
hasarmin siddetini belirleyen faktorlerden bazilaridir (74). Iskemi sirasinda meydana
gelen hiicrenin enerji depolarinin bosalmasi ve yeterince oksijen tasinamamasi sebebiyle
olusan hipoksinin, hiicresel fonksiyonlarin1 bozmasi ve toksik metabolitlerin birikmesi
hiicrenin 6liimiine neden olmaktadir (75).

Iskemiye ugrayan dokuya hiicrenin yenilenmesi ve zararli metabolitlerin
uzaklastirilmasi igin yeniden kan akimi gerekir. Reperfiizyon, iskemiyi 6nlemek ve kan
akimini yeniden saglamak amaci ile iskemiye maruz kalan doku yada organlarin
gelistirdigi mekanizmalar sonucu iskemik alanin yeniden kanlanmasi ve oksijen
miktarinin artmasi olarak tanimlanir (76). Reperfiizyon sonucunda dokuda serbest oksijen
radikalleri artar, endotel hiicreleri hasarlanir, kompleman sistemi aktiflesir,
polimorfoniikleer 16kositlerin gogii baslar ve meydana gelen bu faktorler aslinda dokuda
iskemi hasarindan daha fazla hasara yol acar. Iskemi sonrasi doku ve organlarin
reperfiizyonu, doku ve organlarda yalnizca iskemi sonucunda meydana gelen hasara gore
daha agir bir hasara neden olur ve bu hasar iskemi/reperfiizyon hasari olarak adlandirilir
(77, 78).

Iskemiden dolay1 hipoksiye maruz kalan hiicrelerde oksidatif fosforilasyona baglh
olarak ATP iiretimi yavaslar ya da durur. Fakat hiicreler tarafindan ATP tiiketilmeye
devam eder ve ATP’de AMP ve adenozine pargalanir. Adenozin hiicre disina diffiize olur
ve sonucunda inozin ve hipoksantin olusur. Hipoksik durumda ksantin dehidrogenaz
enzimi aktiflesemez, dolayisiyla hipoksantin ksantin oksidaz ile metabolize olur ve
ksantin olusur. Tiim bu reaksiyonlar sonucunda ortaya serbest oksijen radikalleri ¢ikar.
Sodyum-potasyum pompalar1 da ATP sentezinin bozulmasi ile durur ve bdylece hiicrenin
elektrolit dengesi de bozulmus olur. Hiicre igerisine kalsiyum iyonlarinin akisi baslar,
hiicre i¢i kalsiyum artis1 proteolitik enzim ve fosfolipazlarin aktive olmasini saglar.
Fosfolipazlarin aktiflesmesi ile arasidonik asit olusur, arasidonik asit de dogrudan

etkisiyle mitokondri enzimlerinin inhibisyonuna ve serbest radikal olusumunda artisa
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sebep olur. Iskeminin erken safhasinda, dokuda bu metabolik olaylar sonucu konjesyon
kanama ve 6dem goriiliir (79).

Reperfiizyon hasarindan asil sorumlu olan, hiicre igerisine molekiiler oksijen
girmesi sonucunda hizlica meydana gelen serbest oksijen radikalleridir ancak bununla
beraber ¢ok sayida farkli mekanizma da siiregte rol oynamaktadir (80). Serbest oksijen
radikallerinin ve nitrik oksit sentaz (NOS) enzim diizeylerinin artmasi, lipid
peroksidasyonunun gergeklesmesi, l0kositlerdeki integrinlerin  olaya karismasi,
endoteldeki selektin ekspresyonunun goriilmesi, Ssodyum-potasyum pompasinin
bozulmasi, hiicre i¢i kalsiyum iyonunun artisi, protein kinaz C’nin aktivasyonu, fosfotidil
inositol 3 kinaz-protein kinaz B ve mitojen aktive edici protein kinaz vb. hiicre sinyal
yolaklarinin caligmast gibi heniiz netlige kavusmamis cesitli mekanizmalar sonucu
hiicrede nekroz ya da programli hiicre 6liimii ile sonuglanan patolojik durumu ortaya
cikarir (81).

Patolojik siireglerin sonunda hiicre igerisinde artan Na*, Ca*? ve ADP seviyeleri,
mitokondride yiiksek miktarda reaktif oksijen tiirlerinin {iretilmesine neden olmaktadir.
Beyin, daha az endojen antioksidan seviyelerine sahip néronlar nedeniyle reaktif oksijen
tiirlerine kars1 daha savunmasizdir. Serbest oksijen radikallerinin seviyesinin artmast,
hiicresel makromolekiillerin yok olmasina ve apoptoz ile sonuglanacak hiicre i¢i sinyal
yolaklarinin baglamasina neden olabilmektedir (82, 83). Iskeminin baglamasiyla birlikte
NOS enzimi uyarilir ve NO sentezi artar, NO’de siiperoksit ile birlesip daha giiglii bir
oksidan olan peroksinitrit iiretiminde rol oynar (83). Bunun yanisira NO {iretimi ve
oksidatif stres, DNA tamir enzimi olan Poli (ADP-riboz) polimeraz-1 (PARP-1)’in
uyarilmasini saglar. PARP-1’in ¢ok fazla uyarilmasi, nikotinamid adenin diniikleotid
(NAD") bagimhi oksijensiz solunum ve oksijenli solunum gibi reaksiyonlarin zarar
gbérmesine ve bunlarin sonucunda meydana gelen enerji (ATP) yetersizligi ile néronal
o6liim yolaklari birlikte hiicrelerin 6liimiine neden olmaktadir (84).

Iskeminin sonrasindaki reperfiizyon ile birlikte, NO, siiperoksit ve peroksinitrit
olusumunda da bir artis meydana gelmektedir. Reperfiizyon hasarinda onemli rolleri
bulunan bu serbest radikaller, 6zellikle damar c¢eperlerinde yogunlasirlar ve bazal
laminada kollajenleri ve lamininleri sindiren matriks metalloproteaz enzimlerini aktive
ederek kan beyin bariyerinin bitiinligiiniin bozulmasina ve gegirgenliginin artmasina
neden olurlar (85, 86). Ayrica oksidatif ve nitratif stres, lokositlerin (6zellikle
notrofillerin) serebral vaskiilatiire gogiini tetikler ve bazal laminanin bozulmasina sebep

olarak damar gegirgenligini daha da arttiran enzimlerin saliverilmesine neden olurlar.
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Tiim bu siireglerin sonunda da parankimal hemoraji, vazojenik beyin 6demi ve beyindeki

notrofil infiltrasyonuna neden olur (85, 87).

2.7. Hiicre Oliimii

Iskemi/reperfiizyon hasarmna kars: en duyarl olan hiicresel yapilar zar lipitleri,
proteinler ve niikleik asit molekiilleridir (88). Iskemi/reperfiizyon sonucunda olusan
serbest radikaller, hiicre =zar1 hasarina, proteinlerin fragmantasyonuna ve
modifikasyonuna neden olarak proteinlerin proteolitik degredasyonuna ve lipid
peroksidasyonuna sebep olur. Lipid peroksidasyon aldehit triinleri de proteinlere ve
DNA’ya kovalan bi¢imde baglanarak onlarin islevlerinde degisiklige ve tiim bunlarin
sonucunda da hiicrelerin 6liimiine neden olurlar (89).

Hiicre 6liimii, hiicrenin temel yasamsal fonksiyonlarini devam ettiremedigi zaman
gerceklesen biyolojik bir siiregtir. Bu biyolojik siire¢ normal hiicrelerin degisimi, hastalik
veya lokalize yaralanma gibi durumlarin sonucunda hiicresel sorunlara karsi korunma
mekanizmasi olarak gelisen bir durumdur. Hiicre 6liimii, apoptotik ve nekrotik olmak
tizere morfolojik goriiniime, farkli proteazlarin dahil oldugu veya olmadan gergeklesen
enzimolojik kriterler ve immiinolojik veya immiinolojik olmayan ozelliklerine gore
siniflandirilirlar. Programli hiicre 6liimii ise fizyolojik ve evrimsel agidan korunan bir
stirectir. Cok hiicreli organizmalar basta olmak iizere embriyolojik gelisim, doku olusumu
ve saghig1 gibi bir¢ok olayda onemlidir. Programli hiicre 6liimleri yillarca apoptoz ve
nekroz olarak tanimlanmistir. Yapilan arastirmalarla ve gelisen teknolojiyle birlikte bagka

bir programli hiicre 6liimii yolagi olan otofajik hiicre 6liimii de eklenmistir (90, 91).

2.8. Otofaji

Yasamin sorunsuz bir sekilde devam edebilmesi i¢in organizmanin gereksinim
duydugu fizyolojik sartlarin belirli smirlar igerisinde sabit tutulmasi ve hiicrelerin
cogalmasi (boliinmesi) ile hiicrelerin 6liimii arasindaki dengenin ¢ok iyi korunmasi ve
muhafaza edilmesi gerekmektedir (92). Otofaji eski Yunancada kendi kendini anlamina
gelen “auto” ve yeme anlamina gelen “phagy” kelimelerinin birlesmesiyle olusmus bir
terimdir. Otofaji besin yetersizligi (aglik), hipoksi, enerji tiikenmesi gibi hiicresel
fizyolojik stres durumlara hiicrenin adapte olabilmesini ve hayatta kalabilmesini

saglayan hiicresel bir mekanizmadir. Otofaji hiicresel fonksiyonlar1 olumsuz
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etkileyebilecek islevini yitirmis proteinlerin ve zarar gormiis organellerin ¢ift membranh
vakuol (otofagozom) icine alinmasi ve otofagozomun dis membraninin lizozom ile
birlesip (otolizozom) otofagozom igeriginin lizozomal enzimlerce sindirilmesidir (93)
(Sekil 2.4.). Otofaji ile uzun 6miirlii ve hasarli proteinler ve mitokondride olusan serbest
oksijen radikalleri ortadan kaldirilir. Bdylece hiicresel yapitaslari ve enerji kaynaklarinin
geri doniisiimii sayesinde hiicresel kararliligin devami saglanmis olur. Otofaji katabolik
bir siire¢ gibi gériinmesine ragmen sentez, yikim ve geri doniisiim basamaklar: sayesinde

hiicresel biitiinliigiin devamina ve genomik istikrarin korunmasina katki saglar (94).

|
Plazma ﬁ%

(Laas o membrani ()

T

Olgunlagmamig

\ad (e}
o % Golgi O ggofor l
S 0 o & ,
> o, argo
@Genigleyen

» Mitokondri fagofor
%

i
kirdek
Cekirde s .\

Sekerler | '., i

R4 G > - ®
L. 5 * =% p
s _\.
I =R DONUSUM
Yag asitleri . 5

% Niikleotidler * =+ "«

Sekil 2.4. Makrootofajinin basamaklari (95)

Aminoasitler

Otolizozom

Otofaji hiicrelerin besin veya biiyiime faktorii yoksunlugu, hipoksi, reaktif oksijen
tiirleri, DNA hasar1 veya hiicre i¢i patojenler gibi ¢oklu stres kosullarina karsi hiicrenin
hayatta kalmasini saglayan bir mekanizmadir (96). Hiicrelerin hayatta kalabilmesi i¢in
gerekli olan hiicresel yapitaslari ve enerjiyi saglayabilmek i¢in her hiicrede bazal seviyede
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otofaji bulunmaktadir. Hiicresel otofajik aktivite genellikle bazal kosullar altinda diisiik
seviyededir ancak besin yetersizligi, hipoksi veya enerji tiikenmesi, hormonal uyarim
veya farmasotik ajanlar hiicredeki otofaji seviyesini arttirabilir. Otofaji 6lmekte olan
hiicrelerde gozlemlenen yaygin bir morfoloji olmasi nedeniyle hiicre 6liim yolagi olarak
distiniilmiistiir. Ancak son ¢alismalarda otofajinin hiicrenin yasamsal organlarini
tiiketerek hiicreyi Oliime gotiirdiigii ve stresli kosullarda hiicrelere besin ve enerji
saglayarak canli tuttugu gosterilmistir. Hiicre icerisindeki bu geri doniisiim, tiim hiicre
tipleri i¢in ¢ok 6dnemlidir ancak hasarli hiicresel icerikler hiicre bdliinmesi sirasinda bir
miktar seyrelebilmeleri nedeniyle otofaji néronlar gibi tamamen farklilasmis ve normalde
boliinemeyen hiicrelerde daha biiyiik bir 5neme sahiptir. Ozellikle diger hiicrelere kiyasla
noronlar hayatta kalmak icin yliksek bazal otofajiye bagimlidirlar (97, 98).

Normal kosullarda otofaji siireci stres aninda aktive edilir ve hiicre i¢i bilesenlerin
temizlenmesini ve yeniden kullanimini kontrol ederek hiicrelerin hayatta kalmasina
yardimc1 olur (Sekil 2.5. A). Bdylece otofaji temel fizyolojik sartlarin yeniden
kurulmasina ve iyilesme eylemini gelistirerek homeostazise ulasilmasiyla ilgili bir dizi
onarici olaya da katki saglar. Eger otofaji ile iligkili genlerde (Atg) mutasyon gibi bazi
nedenlerden dolayr bir bozulma gerceklesirse, hiicresel adaptif kapasite normal
kosullardakinden daha smirli hale gelir ve hiicreler ayni stres derecesine karsi daha
savunmasiz hale gelebilir (Sekil 2.5. B). Aksine kalict stres eger maksimum hiicresel
adaptif kapasiteyi asan asir1 veya uzun siireli otofajiye neden olursa, otofaji-indiiklii
etkiler de nekrotik ve apoptotik kaskadlar1 kolaylastirir ve bunun sonucunda da hiicre
Oliimiine neden olabilir (Sekil 2.5. C). Bu nedenle otofaji, hiicresel adaptif sistem
mekanizmalarinda iki ucu keskin bir kili¢ gibi goriinmektedir ve otofajinin faydali mu
yoksa zararli m1 oldugu otofaji indiiksiyon hizina ve otofajinin aktivasyon siiresine

baglidir (11).
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Sekil 2.5. Hiicresel enerjinin ve homeostazisin diizenlemesinde otofajinin roli (11)

Giliniimiizde memeli hiicrelerinde makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracili
otofaji olmak iizere ii¢ farkli otoaji yolag1 tanimlanmistir. Ug farkli otofaji yolaginda da
hiicrelerin yikima ugrayacak materyalleri lizozomlar tarafindan yikilir ancak {i¢iiniin de
biyolojik 6zellikleri birbirinden farklidir (Sekil 2.6). Genellikle iistiinde en ¢ok durulan
ve otofaji denildiginde kastedilen makrootofajidir ve ana otofajik yolaktir. Makrootofaji
pekeok hiicrede olusur; protein fragmentlerinin ve hasar gormiis organellerin
par¢alanmasinda en Onemli gorevi istlenir. Makrootofaji yikima ugratilacak hedef
molekiilleri, ¢evrelerindeki diger sitoplazmik igerikten ayiran ¢ift katli membran
sistemlerinin (otofagozomlarin) olusumuyla karakterize edilir. Yikima ugratilacak
protein, karbonhidrat, lipid, RNA, mitokondri ve peroksizom gibi organeller
otofagozomlarin igine hapsedilip lizozomlara tasinarak lizozomal enzimlerle
parcalanirlar. Otofagozomlar endoplazmik retikulumdaki icerik olarak fosfotidil inozitol
3 fosfat (PI3P)’tan zengin membranlarinin bir araya gelmesi, uzamasi ve kapanmasi ile
meydana gelmektedir. Otofagozomlar igeriklerini lizozoma tasiyarak lizozom ile
birlestiklerinde otolizozom adini1 alir ve igerikleri asidik lizozomal hidrolazlar ile yikilir.
Mikrootofaji ise kiiciik miktarlardaki sitoplazma igeriginin dogrudan lizozom tarafindan
pinositozudur. Sitoplazmik icerik lizozom membranin i¢e kivrilmasiyla lizozom iginde
hapsedilir. Diger otofaji tiirlerine gore daha secici olan saperon aracili otofaji ise sadece
KFERQ benzeri motifleri igeren proteinlerin yikima ugratildigi otofaji tiirtidiir. Heat
Shock Cognate 70 (HSC70) igeren saperon kompleksler, sitoplazmadaki KFERQ motifi
proteinleri taniyarak, bu proteinlere baglanirlar ve lizozom membranina tasirlar. Lizozom
membraninda bulunan Lysosomal Associated Membrane Protein-2 (LAMP-2), saperon-
KFERQ motifli protein kompleksini tanir ve protein katlantilart agilir. Protein lizozom

membranindan HSC70 yardimiyla gegerek lizozomda yikima ugratilir (Sekil 10).
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Saperon aracili otofajide membran olusumu ve igerigin membran sistemi i¢inde
hapsedilmesi gibi basamaklarin olmadig tespit edilmistir (99, 100).

Otofaji siirecinde, otofagozomlar “otofaji olusum merkezi” (Preautophagosomal
structure, PAS) adi verilen ve memeli hiicrelerinde endoplazmik retikulum ile golgi
arasinda oldugu diisiliniilen bolgelerde olusmaktadir. Otofagozom zarinin kokeni tam
olarak bilinmemekle birlikte, otofajik zarlarin mitokondri, endoplazmik retikulum, golgi
veya hiicre zarindan tiiredigi diisiiniilmektedir (100).

Otofajinin en ¢ok lstiinde durulan tiirii makrootofajidir ve birgok hiicre tiiriinde
meydana gelmektedir. Protein fragmentlerinin ve hasar gormiis organellerin

parcalanmasinda en 6nemli gorevi listlenen makrootofajinin basamaklari su sekildedir:

I) Indiiksiyon faz1 (Otofagozom membraninin baslamasi)
I1) Vezikiiliin ¢cekirdeklenme fazi
I11) Vezikiiliin uzama fazi

IV) Vezikiiliin lizozomla birlesme ve yikim fazi (101).

Sitoplazmik
Pre-Otofagozom Protein

Sitoplazmik Sap-cron
/ﬁ: . Otofaji Kompleksi @ %
o AOQ \ Ubikiitin
) : :

Makrootofaji Otofajik

Vezikiil

Sitoplazma

Mikrootofaji
0

Heterofaji

Sekil 2.6. Makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracili otofaji (99)
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2.8.1.Beclin-1, LC-I/11 ve P62

Hiicre igerisinde yikim, yapim ve hiicre i¢i maddelerin geri doniistimiini
dengelemekten sorumlu bir mekanizma olan otofajinin tanimlanmasit 1960’1 yillara
uzansa da 1990’larin ortalarina kadar genetik temelini kavramaya yonelik c¢aligmalar
yaptlmamistir. 1992°de Ohsumi ve arkadaslar1 mayalarda yaptiklari ¢alismada 30 Atg
tanmimlamuglardir (91). Otofaji mekanizmasinda rol oynayan proteinler ilk olarak mayada
gerceklestirilen ¢alismalar sonucunda kesfedilmis ve daha sonrasinda oOkaryotlarda
yapilan ¢aligmalarda bu proteinlerin homologlar1 tanimlanmistir. Otofaji ile baglantili
proteinler olarak da bilinen Atg proteinlerinin ¢ogu, pre-otofagozomal yapilarin (PAS)
veya fagoforun olusumu, otofajik zarlarin olusumu, uzamasi ve kesecik haline gelmesi ve
son olarak da otolizozom ile sitozolik proteinlerin ve organellerin degradasyonunda rol
oynamaktadir (41). Beclin-1, LC3 ve P62 proteinleri otofaji siirecine katilan {i¢ ana
proteindir (102).

Beclin-1 hiicrede ¢ok islevli rol oynayan 6zel bir molekiildiir. Beclin-1 otofajinin
baslamasi ve gelismesi, endositoz, strese kars1 adaptasyon, yaslanma ve hiicre 6liimii gibi
bir¢ok hiicresel siiregte 6nemli roller Gistlenmektedir (94). Beclin-1 yaklagik 60 kDa’lik
molekiiler agirliga ve 450 amino asitlik dogrusal dizilime sahip bir proteindir. Beclin-1
sitoplazmik yapilarda yani endoplazmik retikulum, mitokondri ve niikleer membran
icinde lokalizedir (103). Beclin 1, fosfatidilinositol-3-fosfat (PI3P) iiretmek iizere
fosfatidilinositoliin inositol halkasinin 3 pozisyonlu hidroksil grubunun fosforilasyonunu
katalize eden, sinif III fosfatidilinositol 3-kinazin (PI3K-I1I) temel bir bilesenidir (104).
Sinif III PI3 kinaz hiicre ¢cogalmasini ve hiicre i¢indeki hiicre iskeleti elemanlarinin yer
degistirmesini destekler. Simif III PI3 kinaz, sadece Beclin-1 ile bir kompleks
olustururken faaliyet gosterebilir. Beclin-1/PI3K-I1I kompleksi trans-golgi aygitinda
lokalizedir. Bu kompleks artan fosfatidilinositol 3-fosfat (PIP3) iiretimini destekleyerek
fagoforun uzamasin arttirir ve diger Atg proteinlerinin fagoforlara dahil edilmesine izin
verir (105, 106). Otofajide onemli roller oynayan ve otofajiyi diizenleyen temel
proteinlerden birisi olan Beclin-1, otofaji aktivitesinin dinamik bir gostergesi olarak kabul
edilmektedir (107, 108).

LC3 proteini, NBR1 (Neighbor of BRCAL gene 1 protein) ve p62 ile birlikte
otofagozomun gelisiminde, organellerin ve proteinlerin kargolanmasinda gorev
almaktadir (109). LC3, mayalarda Atg8 proteini olarak adlandirilir ve molekiiler kiitlesi

yaklagik 17 kDa olan ¢6ziiniir bir proteindir. Atg5-Atgl2 ve LC3 konjugasyon sistemi
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otofagozomun son formunu alip genislemesi i¢in mutlaka gereklidir. Atg5-Atgl2-
Atgl6L kompleksi sitoplazmada olusur ve ardindan pre-otofagozomal zara baglanir. Bu
baglanma MAP-LC3 (microtubule associated protein 1 (MAP1) LC3) veya kisaca
LC3’lin bu bolgeye gelmesini saglar (110). LC3’iin C-ucunda bulunan bes amino asitin
Atg4 (sistein proteazi) proteazi tarafindan karboksil ucundan kesilerek 6. aminoasit olan
glisinin ortaya ¢ikarilmasiyla, sitoplazmik izoformu LC3-I tipi olusturulur. Burada
LC3’1in serbest formu olan LC3-I, geri doniisiimsiiz olarak E1 enzim benzeri Atg7 ile
aktiflestirildikten sonra E2 enzim benzeri Atg3 ile islenip, fosfatidil etanolamin (FE)
eklenmesiyle lipidlenmis formu olan LC3-II’ye doniisiir. Bu modifikasyon LC3’ii pre-
otofagozomal membrana baglamak i¢in gereklidir (111, 112). LC3-11, otofagozomun hem
dis yiizeyinde hem de limen kisminda yerleserek otofagozom olusumuna Kkatilir.
Otofagozomun dis yiizeyinde bulunan LC3-Il, kesecik olusumu sonrasinda gorevi
tamamlaninca Atg4 tarafindan FE’ nin kesimiyle ortadan kaldirilirken, limen tarafindaki
LC3-11 ise otofajik kargo ile birlikte sindirilir (113). Bu nedenle LC3-I’in LC3-1I’ye
dontigiimii otofajinin arastirilmasinda kullanilan belirteglerden birisidir (110).

Otofaji, lizozomal sistem araciligiyla sitotoksik bilesenlerin programlanmis bir
degradasyonudur (114) ve p62/SQSTMI1’de poliubikutin baglayict proteinlerden ve
secici otofajik substratlardan birisidir (15). Zarar gérmiis veya uzun émiirlii proteinlerin
pargalanmasi i¢in bir kargo reseptorii olarak gérev yapan p62’nin (15), son yillarda tau
gibi ubikuitinlenmis proteinleri degradasyon i¢in proteazoma ilettigi gosterilmistir (115).
Ayrica p62, ubikuitinlenmis kargolara baglanarak sitozolik protein kalite kontroliinii
kolaylastirmak igin ¢ekirdek ve sitoplazma arasinda mekik olusturabilmektedir (115).
Otofaji siirecinde ubikuitinlenmis proteinlerin taninmasina, ubikuitin baglanma
domainleri (UBD) araciligiyla ubikuitin ile kovalent olmayan sekilde etkilesen ubikuitin
reseptorleri aracilik eder. Boyle bir adaptér fonksiyonuna sahip oldugu bildirilen ilk
protein olan p62, baslangicta hiicre biiyiimesini ve proliferasyonunu diizenleyen sinyal
yolaklarinda bir araci olarak kesfedilmistir. P62, bir C-terminal UBD’ye ve LC3
etkilesmesinden sorumlu bir kisa LIR (LC3 ile etkilesen bolge) dizisine sahiptir (116).
Memeli proteininin otofajik degradasyonu i¢in LIR gereklidir ve p62 proteini otofagozom
olusumunu desteklemek i¢in LIR alan1 aracilifiyla LC3 ile etkilesime girer. Boylece p62
proteini degradasyon amaciyla lizozoma taginmasi i¢in UBD alani araciliiyla kendisine
baglanan ubikuitinlenmis hedef sitotoksik materyalleri verir. LC3 ile olan iliskisi
sayesinde ve UBD alan1 araciligiyla P62, ubikitinlenmis proteazomun taninmasinda,

otofajik  kargolarin  otofagozomlara tasinmasinda ve otofajiyle yikimlarmin
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kolaylastirilmasinda goérev  alir. (114). Otofagozomlar lizozomlarla kaynasip
otofagolizozomlar1 olustugunda otofajik kargolar lizozomal enzimlerce yikilir. Kargo
yikilana kadar p62 proteini otofagozoma bagli olarak bulunur (110). P62 otofaji ile etkili
bir sekilde bozunan spesifik bir substrattir yani normal olarak baslamis ve tamamlanmis
bir otofaji mekanizmasi sonunda p62 degrede olur. Hiicre igindeki p62 miktari, hiicrenin
otofajik etkinligi ile ters orantilidir. Bu nedenle hiicre iginde p62 birikimi otofajik siirecin

engellendigini gosteren iyi bir belirtectir (117).

2.8.2.Serebral iskemi ve Otofaji

Boliinemeyen ve terminal farklilasma hiicreleri olarak noronlar, hiicresel
homeostazi korumak icin protein kalite kontrolii ve anormal organellerin eliminasyonu
konusunda siki diizenlemelere sahiptirler (41). Sinir hiicrelerinin hayatta kalmas,
hiicresel proteinlerin ve hasarli organellerin olusumu ve degredasyonu arasindaki
dengeye baglidir (118). Son yillardaki caligmalar, otofajinin yapisal veya agliga bagh
protein dongiisiinde ve hasarli organellerin eliminasyonunda dnemini roller oynasa bile
otofajinin ndronlardaki kesin rolii karmasiktir ve hala ¢ok iyi bilinmemektedir (41).
Mevcut kantlar otofajinin serebral iskemik hasarlanma sonrasi néronal kaderin
belirlenmesinde ikili rol oynadigim gostermektedir (Sekil 2.7.). iskemik hasarlanma
durumunda en hassas hiicreler néronlar oldugundan, iskemik inme sirasinda néronal
otofaji erken gozlenebilir (119). Normal kosullar altinda otofaji néronlarda nispeten
diisiik seviyelerde tutulurken serebral iskemik hasar gibi patofizyolojik kosullara yanit
olarak arttirilabilir (41).

Noronal otofajinin iki 6nemli 6zelligi vardir. Birincisi, beynin ihtiya¢ duydugu
besin maddelerini aglik kosullar altinda diger organlardan telafi edilebilmesidir. Boyle
bir diisiincenin nedeni ise yapilan bir ¢calismada 48 saat boyunca yiyeceklerden mahrum
birakilmig farelerin beyninde otofaji gdriilmemesidir. ikincisi ise otofagozomlarin ve
lizozomlarin lokalizasyonunun farkli olmasidir. Otofagozomlar sitoplazma boyunca
bulunurken, lizozomlar esas olarak noron goévdesinin jukstaniikleer sitoplazmasinda
bulunurlar. Otolizozomlar1 olusturmak i¢in dendritlerde ve sinaptik terminal bolgelerinde
olusan otofagozomlarin néron gévdesindeki lizozomlara taginmast gerekir. Bu durum
dendritler veya aksonlar hasarlandiginda, dendritlerde ve sinaptik terminal bolgelerinde
olusan otofagozomlarin, sekestre edilmis materyali ayristirmak i¢in lizozomlarla

kaynasamayacagi anlamina gelmektedir (118).
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Sekil 2.7. Noronlarda otofaji (10, 119)

Otofaji, bazal ve uyarilmis otofaji olarak da alt siiflara ayrilmaktadir. Bazal
otofaji noronlarda “temizlik” siireci olarak kabul edilirken, uyarilmis otofaji
norodejeneratif hastaliklarda umut verici bir noroprotektif strateji olarak kabul
edilmektedir. Otofajinin indiiksiyonu nérodejeneratif hastaliklarin ortak bir 6zelligi olan
anormal protein agregatlari olan néronlarindan kurtulmaya yardim edebilir. Birgok
calisma otofajinin olmamasi ya da yetersiz olmasimin otofajinin ndrodejeneratif
hastaliklarin altinda yatan bir neden olabilecegini ileri siirmektedir. Giiniimiizde
otofajinin serebral iskemide oynadigi rol hakkinda birlesik bir teori olmamasina ragmen,
son birka¢ yildaki ¢aligmalara dayanarak bu konu hakkinda farkli bes bakis agis1 ortaya
atilmistir (118).

1) Serebral iskemide otofajinin aktivasyonu ndronlari liimden korur.

2) Serebral iskemide otofajinin aktivasyonu yikici bir role sahiptir.

3) Serebral iskemide otofajinin derecesi hiicrelerin kaderini belirler. Kang ve
arkadaslar1 (120), otofaji diizeylerinin hiicrelerin hayatta kalmasi veya 6liimii
icin kritik oldugunu Onermislerdir. Fizyolojik otofaji seviyeleri hayatta
kalmay1 tesvik ederken, yetersiz veya asir1 otofaji seviyeleri 6liimii tegvik
etmektedir.

4) Serebral iskemiden sonra otofajinin indiiklendigi zaman/siire otofajinin roliinii
belirler. Otofaji iskemik 6nkosullamada koruyucu bir rol oynayabilir, ancak
iskemi/reperfiizyon meydana geldiginde farkli bir etkiye sahiptir.
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5) Serebral iskemide otofaji sekteye ugrayabilir. Bir¢ok nd&rodejeneratif
hastaligin ortak bir 6zelligi, anormal derecede ¢ok sayida otofajik vakuoliin
(otofagozomlar ve otolizozomlar) birikmesi veya sik¢a diizensiz sekilli
otofajik vakuollerin ortaya ¢ikmasidir. Artmis otofagozom olusumu, otofajik
vakuollerin yogunlugunun artmasindan kaynaklaniyor gibi goriinmektedir
ancak bu artmis otofajik vakuoller de bozulmus otolizozomal degradasyon

oldugu anlamina gelebilir.
2.9. Melatonin

Pineal bez varlig1 ¢ok eski zamanlardan beri bilinen bir yap1 olmakla beraber
yaklagik {i¢ yiiz y1l 6nce Fransiz filozof Rene Descartes pineal bezi “ruhun taht1” olarak
tanimlamistir. Ancak o tarihten 1950’lerin sonuna kadar pineal bezden salgilanan ana
madde olan melatonin hormonunun varligi ortaya konulamamistir (121, 122). Melatonin
hormonu ilk olarak 1958 yilinda Amerikan dermatolog Aaron Lerner tarafindan sigirlarin

pineal bezinden elde edilip tanimlanmustir (123).

HsCO

HN \\(CHg
O

Sekil 2.8. Melatoninin kimyasal yapis1 (124)

Pineal bezin pineolasit denilen hiicrelerinde iiretilen melatonin, sirkadiyen ritim,
uyku/uyaniklik dongiisii, pubertal gelisme-iireme, lokomotor aktivite, immiinite ve kan
basincinin diizenlenmesi gibi bir¢ok fizyolojik ve biyolojik islevin diizenlenmesinde rol
oynayan bir hormondur. Gii¢lii bir serbest radikal siipiiriiclisii olan melatonin, yiliksek
toksisiteye sahip hidroksil ve oksijen radikallerinin direkt olarak temizligini saglar ve bir
pro-oksidatif enzim olan nitrik oksit sentazi inhibe eder. Ayrica melatonin, antinosiseptif,
anti-depresan, anksiyolitik, antineofobik, noro-protektif, anti-inflamatuvar, anti-

kanserojenik ve anti-oksidan gibi fonksiyonlara da sahiptir (121, 122, 125).
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2.9.1. Melatoninin Sentezi ve Salgilanmasi

Melatonin sentezlenmesi/salgilanmas1 omurgali canlilarla smirli  olmayip,
bakterilerde, tek hiicreli 6karyotlarda ve bitkileri de i¢eren bir ¢ok taksonda yapilmaktadir.
Melatonin yalnizca pineal bezden sentezlenmez/salgilanmaz; retinadan, gastrointestinal
sistemden, bobrekten, karacigerden, tiroid bezinden, kemik iliginden, lokositlerden,
membran6z kohleadan, plasentadan, Harderian bezinden, tireme organlarindan, deriden
ve bazi beyin alanlarindan da sentezlenir/sagilanir (126). Pineal bez disindaki bu
organlarin/dokularin toplam biiylikliigli nedeniyle sentezledikleri melatonin miktari
hicbir sekilde goz ardi edilemez ancak bu organlarin olusturduklart melatonin ya zayif ya
da sadece belirli uyaricilara cevap olarak salimim gosterirler. Ayrica bu
organlardan/dokulardan salgilanan melatonin yalnizca parakrin etki gosterirler.

Melatoninin plazma diizeyini belirleyen yer ise pineal bezdir (126-128).

Melatonin, disaridan besinlerle birlikte alinmasi gereken esansiyel bir aminoasit
olan triptofan aminoasidinden sentezlenen bir indol bilesigidir. Triptofan aminoasidinin
¢ok biiyiik bir kismi (yaklasik %80°i) pineal bez tarafindan kullanilmaktadir. Melatonin
sentezi pineal bez tarafindan Oncii madde olan triptofan aminoasidinin sistemik
dolasimdan aktif transportla hiicre igine (pinealositlere) alinmasiyla baglar.
Pinealositlerde triptofan aminoasidi, bir mitokondriyal enzim olan triptofan 5-hidroksilaz
enzimi ile 5-hidroksitriptofana hidroksillenmektedir. Kan-beyin bariyerini kolayca
gecebilen bir ara metabolit olan 5-hidroksitriptofan ise sitoplazmik bir enzim olan L-
aminoasit dekarboksilaz enzimi tarafindan gerceklestirilen bir reaksiyon ile karboksil
grubunu kaybederek 5-hidroksitriptamine (serotonin) donistiiriiliir. Kan beyin bariyerini
gecemeyen Serotonin, arilalkilamin N-asetiltransferaz enzimi tarafindan asetilasyona
ugratilarak N-asetil-5-hidroksitriptamin (N-asetilserotonin) olusturulur. Son olarak N-
asetil-5-hidroksitriptaminden hidroksiindol-O-metiltransferaz enzimi araciligi ile N-
asetil-5-metoksitriptamine (melatonin) doniistiiriilmesiyle melatonin sentezi tamamlanir

(129, 130).
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Sekil 2.9. Melatonin sentez basamaklar1 (131)

Melatonin sentez ve salimimini etkileyen en onemli faktor 1siktir. Melatonin
sentezinin yapildig1 pinealosit hiicreleri 1s18a duyarl hiicrelerdir. Bu nedenle melatonin
sentezi ve salinimi karanlikta uyarilir, gece devam eder ve aydinlikla baskilanir. Ayrica
gecenin uzunluguna bagl olarak melatonin sentez ve salinimi da o kadar uzun siirer.
Karanlik fazin basinda ve sonunda 1sik melatonin salimm ritmini diizenler ve
sekresyonunu baskilar (132).

Retinohipotalamik yollarla alinan 151k bilgisi viicudun biyolojik ritminin
diizenlenmesinden sorumlu merkez olan suprakiazmatik ¢ekirdege ulasir ve buradan da
paraventrikiiler c¢ekirdege gecer. Daha sonra 1sik bilgisi paraventrikiiler ¢ekirdekten
spinal kordun {ist torasik segmentindeki intermediolateral ¢ekirdege ve buradan da
stiperior servikal gangliyona iletilir. Bu bilgi siiperior servikal gangliyon hiicreleri,
internal koroid sinir ve konarian sinirler araciligiyla pineal beze ulasir (133) (Sekil 2.10.).
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Sekil 2.10. Melatonin sekresyonunun fizyolojisi (122)

Giin 1s181inda retinal fotoreseptdr hiicreleri hiperpolarize olup ndrepinefrin
salinimini engeller. Bu da retinohipotalamik-pineal sistemin baskilanmasina ve ¢ok az
miktarda melatonin salinimina neden olur. Siiperior servikal gangliyondan ¢ikan
sinyallerin pinealosit hiicrelerini uyarici etkisi ile karanlikta bu baskilanma ortadan kalkar
ve melatoninin sentezi/salinimi artar. Suprakiazmatik ¢ekirdekten gelen karanlik bilgisi,
siiperior servikal gangliyondan uzanan post ganglionik sinir terminallerinden
norepinefrin salinimina neden olur. Salinan norepinefrin pinealosit hiicre membranindaki
al ve B1 adrenerjik reseptorlerine baglanir ve hiicre i¢i cAMP artigina sebep olur. Artan
hiicre i¢i cAMP ise melatonin yapiminda hiz kisitlayici enzim olan N-asetiltransferaz
enziminin diizeyini arttirir ve sonug olarak serotoninden melatonin sentezi ve salinimi
artar (133).

Melatonin hormonunun salinimi 6zel bir sirkadiyen ritime sahiptir. Bu hormonun
plazma seviyesi saat 21:00-22:00’de artmaya baslayarak saat 02:00-04:00 araliginda en

iist seviyesine ulagir. Melatonin hormonunun plazma seviyesi saat 05:00-07:00 gibi
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azalmaya baglayarak saat 07:00 sonrasinda ise bazal seviyesine diiser. Melatonin
hormonunun gece plazmadaki seviyesi giindiiz seviyesinden yaklasik 3-10 kat daha
yiiksektir ve bir giinde %80’i gece boyunca olmak iizere ortalama 30 mg melatonin

hormonu tiretilir (134).

2.9.2. Melatoninin Fizyolojik Etkileri

Homeostazisin devam ettirilmesi, kan basincinin diizenlenmesi, immiinolojik
yanitin olusturulmasi gibi temel fizyolojik fonksiyonlar ve hiicresel diizenlenme,
solunum zinciri ve antioksidan savunma gibi bir¢cok temel biyokimyasal mekanizma
sirkadiyen bir ritme sahiptir (135). Melatoninin nérodejeneratif hastaliklara, yaslanmaya,
iskemi/reperfiizyon hasarina, oksidatif strese ve reaktif oksijen tiirlerine kars1 koruyucu
rolii vardir. Melatonin iki yan zincire, bir 5-metoksi ve 3-amid grubuna sahip bir
indolamindir. Molekiil agirlig1 ve boyutu, kismi hidrofilik ve giiclii lipofilik 6zellikleri
sayesinde hiicre zarlarimi ve viicuttaki fizyolojik bariyerleri kolayca gegebilen giiglii bir
serbest radikal siipiiriicii ve genis spektrumlu bir antioksidandir. Melatonin OH", 02, ve
NO igeren radikal oksijen ve nitrojen tiirlerinin dogrudan temizleyicisidir (136).

Melatonin hem direkt serbest radikal temizleyici aktivitesi hem de antioksidan
savunma sistemine katkilari nedeniyle protein oksidasyonunu, lipit peroksidasyonunu,
mitokondriyal hasar1 ve DNA yikimini inhibe ederek oksidatif stresin indiikledigi zararli
durumlarin ortadan kaldirilmasina yardimci olur (136). Melatonin hiicre igerisinde
mitokondriyal stiperoksit dismutaz, sitozolik siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz
ve glutatyon redilktaz gibi antioksidan enzimlerin seviyelerini arttirmaktadir. Bu
enzimlerin yan1 sira melatoninin, néronal ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz enzimleri
gibi hiicre 6liim yolaklarinda gorev alan enzimlerin miktarlarin1 da diisiirdiigli yapilan
caligmalarla gosterilmistir (137).

Melatonin fizyolojik etkilerini MT1 ve MT2 reseptorleri {izerinden
gostermektedir. MT1 ve MT2 reseptorleri merkezi sinir sisteminde, suprakiyazmatik
cekirdek, hipokampus, serebellar korteks, prefrontal korteks, bazal gangliyonlar,
substantia nigra, ventral tegmental alan, niikleus akkiimbens, retinal hiicreler (horizontal,
amakrin ve gangliyon hiicreleri); periferal organlarda reseptor yerlesimleri ise kan
damarlari, meme bezleri, gastrointestinal sistem, karaciger, bobrek, mesane, overler,

testisler, prostat, deri ve immiin sistemdir (127).
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Melatonin %60-70 oraninda albiimine baglanarak kanda tasinan bir hormondur.
Endojen melatoninin yarilanma émrii 3 dakika ile 45 dakika, ekzojen alinan melatoninin
yartlanma omrii ise 20 dakika ile 60 dakika arasinda degismektedir. EKzojen olarak alinan
melatoninde endojen melatonin gibi ayni yolaklar kullanilarak metabolize edilmektedir.
Melatonin hem karaciger hem de bobrekte metabolize edilmesine ragmen metabolize
edildigi asil kisim karacigerdir (132, 134, 138-140). Melatonin karacigerde mikrozomal
enzimler tarafindan en Onemli metaboliti olan 6-hidroksimelatonine dontstiriiliirek;
bobrekte ise siilfat (%50-80) ve glukuronik aside (%5-30) baglanarak atilirken %1°lik
kismi ise higbir degisime ugramadan atilmaktadir. Melatonin hem hidrofilik hem de
lipofilik yapilara sahip olmasi nedeniyle tim hiicre zarlarin1 kolayca gecebilir ve idrar
disinda az bir kismu da tiikiiriik, safra, serebrospinal sivi gibi sivilarla viicudumuzdan

atilmaktadir (141).

2.9.3. Melatonin, Serebral iskemi ve Otofaji iliskisi

Melatonin salgisinin yasa bagl olarak azalma gosterdigi ve bu azalmanin da inme
ile iligkili oldugu rapor edilmistir. Yapilan hayvan ¢alismalarinda pineal kalsifikasyon ve
diisiik melatonin diizeylerinin inme igin risk faktorleri oldugu ve beyinde melatoninin
antiapoptotik ozellikleri sayesinde noroproteksiyon sagladigi belirtilmistir (142).
Indiiklenmis gecici fokal serebral iskemi sirasinda melatonin uygulanmasmin Bcl-2
protein seviyesini arttirdigi ve mitokondriden sitokrom-c salinimi inhibe ederek
apoptozom olusumunu ve kaspaz-3 aktivasyonunu azalttigi gosterilmistir (2).

Otofaji, agregat proteinlerin, hasarli organellerin ve bazi patojenlerin lizozomal
olarak geri doniistiiriilerek iskemik hiicrelere ek enerji kaynag: ve besin saglanmasinda
ve hiicrelerin hayatta kalmasinda 6nemli rol oynamaktadir (143). Baz1 durumlarda otofaji
siireci hiicre oOliimiine dahil edilmektedir ancak ¢ogu durumda otofaji hiicresel
bilesenlerin otofagozom tarafindan yutuldugu ve sindirilmek i¢in lizozomla kaynastig1
normal ve dnemli bir degradasyon siirecidir (119). Artan veriler otofajinin iskemi sonrasi
penumbra bdlgesinde Onemli Olgiide aktive oldugunu gostermistir (144). Ayrica
otofajinin uyarilmasinin néronal hasarin onlenmesindeki blokajindan daha avantajli
oldugunu ve otofajinin uyarilmasinin serebral iskemiyi takiben ndronal hayatta kalmaya
fayda sagladigi belirtilmistir (145). Serebral iskemi reperfiizyon hasarina kars1 melatonin

aracili korumada otofajinin rolii hakkindaki bilgiler hala siirl ve ¢eliskilidir (146) ancak
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serebral iskemide uygun otofajik aktivitenin noroprotektif oldugu, asir1 veya yetersiz

otofajinin de zararli oldugu genel kabul gormektedir (145).

33



3. MATERYAL VE METOT

Calismadaki uygulamalarin tamami inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafinca onaylanan (02/06/2020 tarih, 2020/8-7 karar sayis1 ve
9833 HAYBIS kayit no) etik kurul protokoliinde belirtildigi sekilde yapildi. Calismada
Wistar Albino cinsi, ortalama agirliklar1 220-280 gr, 3-4 aylik toplam 105 adet erkek si¢can
kullanildi. Calisma stiresince tiim sicanlar 12 saat aydinlik/12 saat karanlik dongiisiiniin
uygulandigi, sicakligi 21£2°C’ de sabit tutulan ortamda barindirildi. Hayvanlara normal
musluk suyu i¢irildi ve ad libitum olarak pellet halindeki standart sigan yemiyle beslendi.

Calisma siiresince deney hayvanlarinin beslenme ve bakimi, serebral iskemi
modelinin olusturulmasi, norolojik muayeneleri, rotarod ve yapiskan ¢ikarma davranig
testleri Inonii Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde (INU-
DEHUM), elektron mikroskop ve immiinofloresan analizleri Inonii Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali arastirma laboratuvarlarinda, Western
Blot analizleri ise Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim

Dal1 arastirma laboratuvarlarinda gergeklestirildi.

3.1. Gruplardaki Hayvan Sayilarinin Belirlenmesi

Deneylerde kullanilacak hayvanlarin sayisi (6rneklem biiyiikliigii), tip 1 hata (o)
0.05, tip 2 hata (B) 0.20 (Gii¢=0.80), gruplar aras1 6ngoriilen en yiiksek fark 0.6, standart
sapmas1 0.2 ve grup sayist 7 oldugunda; her bir grupta en az 5 sigan olmasi gerektigi gii¢
analizi ile hesapland: (147). Buna karsin cerrahi operasyonlar sirasinda ve sonrasinda
kayiplar yasanabileceg§i ve arastirma sonuglarinin gegerliligi ve giivenilirliginin
etkilenmemesi igin her bir grupta (Western Blot ve elektron mikroskop analizi i¢in en az
6 sican, immiinofloresan analizi i¢in en az 4 si¢an, infarkt hacminin hesaplanabilmesi i¢in
en az 5 sigan olacak sekilde) en az 15 sigan olmak {izere toplamda 105 si¢an ¢alismaya
dahil edildi.

3.2. Deney Hayvanlarinin Rasgele Gruplara Yerlestirilmesi ve Kérleme Yontemi
Mevcut tez proje ¢alismasinda taraf tutma (yanlilik) problemlerini azaltmak igin

rasgele atama ve ¢ift korleme yontemleri kullanildi. Bu baglamda, deney hayvanlarinin
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bu tez ¢alismasinda incelenen deney ve kontrol gruplarina yerlestirilmesi rasgele atama
(randomizasyon) yoOntemlerinden rasgele tahsis kurali kullanilarak Fakiiltemiz
Biyoistatistik ve Tip Bilisimi Anabilim Dali tarafindan gelistirilen rasgele atama yazilimi

ile yapild1 (148).

3.3. Deney Gruplari ve Deney Tasarim

Calismada kullanilacak tiim sicanlar tartilarak viicut agirlik ortalamalar
birbirlerine en yakin olacak sekilde Sham Si Grubu, Si3 Grubu, SI3+EtOH Grubu,
Si3+Mel Grubu, Si7 Grubu, Si7+EtOH Grubu, Si7+Mel Grubu olmak iizere rastgele 7
gruba ayrildi (n=15).

Grup 1- Sham Si Grubu: Bu gruptaki hayvanlara davranis testlerinin ii¢ giinlik 6n
egitimi yaptirild1 ve daha sonra sham Si cerrahi operasyonlar1 gergeklestirildi (Damarin
okliizyonu digindaki biitiin cerrahi operasyonlar gerceklestirildi). Bu hayvanlara Sham
SI’den 1 saat sonra giinde bir kez olmak {izere 3 giin boyunca intraperitoneal olarak
melatonin ¢6ziiciisii (ayn1 hacimde, %0.5’lik etanol) enjekte edildi. Ayrica diger gruptaki
hayvanlarla eszamanli olarak norolojik defisit skorlama ve davranis testleri yaptirildi.
Grup 2- SI3 Grubu: Bu gruptaki hayvanlara davranis testlerinin ii¢ giinliik 6n egitimi
yaptirildiktan sonra gegici fokal SI olusturuldu ve Si sonrasi 3 giin boyunca reperfiizyon
sagland1. SI’den 24 saat sonra 3 giin boyunca nérolojik defisit skorlama ve davranis
testleri yaptirildi.

Grup 3- SI3+EtOH (Céziicii) Grubu: Bu gruptaki hayvanlara davranis testlerinin iic
giinliik &n egitimi yaptirildiktan sonra gegici fokal SI olusturuldu ve SI sonrasi 3 giin
boyunca reperfiizyon saglandi. Reperfiizyon bagladiktan 1 saat sonra melatonin ¢oziiciisii
(ayn1 hacimde, %0.5’lik etanol) enjekte edildi ve SI’den 24 saat sonra 3 giin boyunca
norolojik defisit skorlama ve davranis testleri yaptirildi.

Grup 4- Si3+Mel Grubu: Bu gruptaki hayvanlara davranis testlerinin ii¢ giinliik 6n
egitimi yaptirildiktan sonra gegici fokal SI olusturuldu ve SI sonras1 3 giin boyunca
reperfiizyon saglandi. Reperfiizyon basladiktan 1 saat sonra giinde bir kez (10 mg/kg)
(149) olmak tizere 3 giin boyunca intraperitoneal olarak melatonin enjekte edildi. Ayrica
SI’den 24 saat sonra 3 giin boyunca nérolojik defisit skorlama ve davrams testleri
yaptirildi.

Grup 5- Si7 Grubu: Bu gruptaki hayvanlara davranis testlerinin ii¢ giinliik 6n egitimi
yaptirildiktan sonra gegici fokal SI olusturuldu ve SI sonras1 7 giin boyunca reperfiizyon
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saglandi. SI’den 24 saat sonra 7 giin boyunca nérolojik defisit skorlama ve davranis
testleri yaptirildi.

Grup 6- SI7+EtOH (Céziicii) Grubu: Bu gruptaki hayvanlara davranis testlerinin iig
giinliik 6n egitimi yaptirildiktan sonra gecici fokal SI olusturuldu ve SI sonras1 7 giin
boyunca reperflizyon saglandi. Reperflizyon bagladiktan 1 saat sonra melatonin ¢oziiclisii
(ayn1 hacimde, %0.5’lik etanol) enjekte edildi ve Si’den 24 saat sonra 7 giin boyunca
norolojik defisit skorlama ve davranis testleri yaptirildi.

Grup 7- Si7+Mel Grubu: Bu gruptaki hayvanlara davranis testlerinin ii¢ giinliik 6n
egitimi yaptirildiktan sonra gegici fokal SI olusturuldu ve SI sonras1 7 giin boyunca
reperfiizyon saglandi. Reperfiizyon bagladiktan 1 saat sonra giinde bir kez (10 mg/kg)
(149) olmak tizere 7 giin boyunca intraperitoneal olarak melatonin enjekte edildi. Ayrica

SI’den 24 saat sonra 7 giin boyunca nérolojik defisit skorlama ve davrams testleri

yaptirildi.
2.,3.,4.,5.,6.ve7.gruplara | 2., 3. ve 4. grubun sakrifiye ediimesi | | 1., 5., 6. ve 7. grubun sakrifiye edilmesi
Si modelinin olusturulmasi —
3. gruba etanol enjeksiyonu 6. gruba etanol»enje}fswonu
4. gruba melatonin enjeksiyonu 7. gruba melatonin enjeksiyonu

| Davranis testleri igin &n egitimler ] | Reperfiizyon sireci |

| Norolojik skorlama ve davranis testleri |

Sekil 3.1. Deney dizayni
3.4. Melatonin Cozeltisinin Hazirlanmasi
Melatonin uygulanma oncesinde % 0.5 etanol igerisinde ¢dzdiiriilerek serum

fizyolojik ile uygun konsantrasyona ayarlandi (10 mg/kg). Hazirlanan bu ¢ozelti

icerisindeki etanoliin final konsantrasyonunun % 0.5’den fazla olmamasina dikkat edildi

(150, 151).

36



3.5. Hayvanlarin  Anesteziye Allmmas1 ve Cerrahi Operasyonlara

Hazirlanmasi

Sicanlar spontan solunumlar1 ve goz kirpma refleksleri korunacak sekilde
intramiiskiiler olarak 70 mg/kg ketamin (Richter Pharma AG, Avustralya), 8 mg/kg
ksilazin (Bioveta PLC, Cek Cumbhuriyeti) ile anestezi altina alindi (152). Spontan
hareketleri kaybolan siganlarin anesteziye girip girmedigi parmak kistirma yanitlar1 ve
fizyolojik yanitin izlenmesi sonunda saptandi. Anesteziye giren hayvanlarin 3X4 cm?’lik
boyun bolgesi tirag edilerek cilt goriiniir hale getirildi. Ortaya ¢ikarilan cilt bolgesi
povidon iyot soliisyonu ve %70’lik etanol ile cerrahi olarak dezenfekte edildi. Cerrahi
alan disinda kalan bolgeler spang ile ortiildiikten sonra cerrahi islemlere basland1 (Sekil
3.2).

Sekil 3.2. Hayvalarin cerrahi operasyona hazirlanmast

37



3.6. Sham Serebral Iskemi ve Serebral iskemi Modelinin Olusturulmasi

Hayvanlarin cerrahi operasyonlaria agriya yanitsiz olacak ve deney sirasinda
spontan solunumlarina devam edecek sekilde anestezi islemi uygulandiktan sonra
baslandi. Deney sirasinda hayvanlarin viicut sicakliklar1 kontrol edilerek 36.5-37 °C’de
sabit tutuldu. Fokal serebral iskemi modeli Koizumi intraluminal filaman teknigi

kullanilarak sag middle serebral arterin okliizyonu (MSAO) ile olusturuldu (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Middle serebral arterin tikanmasinin sematik goriintiisti (153)
(MSA: Middle serebral arter, IKA: Internal karotid arter, EKA: Eksternal karotid arter, KKA: Kommon
karotid arter)

Koizumi teknigi ile serebral iskemi modeli olusturulurken, hayvanlar sirtiistii
pozisyonda yatirilarak orta hattin 5 mm sagina 3 cm uzunlugunda vertikal bir cilt
insizyonu yapilarak siiperfisyel fasyaya ulasildi. Superfisyel fasyanin altinda lateralde
glandiiler doku ve medialde de bir {iggen olusturan ii¢ adet kas (sternohyoid, digastrik,
sternomastoid) saptanarak bu tiggenin igerisine dogru keskin diseksiyon ile derinlestirildi.
Bu {iiggenin derininde sag arteria karotis kommunis, karotid bifukasyonu, eksternal
karotid arter ve internal karotid arter ¢evre dokulardan diseke edilerek ortaya ¢ikarildu.
Arteria karotis kommunis ve internal karotid arterin lateralinde devam etmekte olan
nervus vagus taninarak hi¢ zarar verilmeden hassas ve keskin bir diseksiyon ile ayrildi

(Sekil 3.4.).
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Sekil 3.4. Karotid arterlerin ve nervus vagusun izole edilmesi
(IKA: internal karotid arter, EKA: Eksternal karotid arter, KKA: Kommon karotid arter)

Eksternal karotid arter distalden ve arteria karotis kommunis proksimalden 5-0
ipek siitiir ile baglandi. internal karotid artere gegici olarak bir mikrovaskiiler klemp
yerlestirilerek, internal ve eksternal bifurkasyonun 1 mm proksimalinden sag arteria
karotis kommunis’e bir insizyon yapildi. Middle serebral arter okliizyonu igin ucu silikon
sertlestirici karigim ile kiintlestirilip kalinlastirilmis olan yaklasik 0.39 mm ¢apindaki 4/0
naylon filaman bu insizyon bdlgesinden damar i¢ine sokularak internal karotid artere

dogru ilerletildi. Daha sonra internal karotid artere yerlestirilen klemp kaldirilarak naylon
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filaman middle serebral artere dogru zayif bir direng hissedilene kadar (yaklasik 18-20
mm) ilerletildi (Sekil 3.5.).

Sekil 3.5. Serebral iskemi modelinin olusturulmasi
(Internal karotid artere klemp yapilmasi 1, kommon karotid artere mini insizyon yapilmasi 2, kommon

karotid artere yapilan mini insizyona ipin yerlestirilmesi 3, kommon karotid arterden ipin middle serebral

artere dogru ilerletilmesi 4)

Naylon filaman 90 dk boyunca bekletilerek iskemi olusturulmus ve daha sonra

filaman geri ¢ekilerek reperfiizyon saglandi (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Serebral iskemi ve reperfiizyon siireci

90 dakika sonunda hayvanlarin uyanmasi sirasinda sol 6n ayaklarindaki fleksiyon
ve kontralateral kendi etrafinda donme hareketleri gézlenerek iskemi olustugundan emin
olunmasinin ardindan tekrardan hafif bir anestezi saglandi ve cerrahi insizyon bolgesi
tekrar dezenfekte edildi. Hayvanlar anestezi altindayken dikisler atild1 ve uyandiklarinda
kafeslerine alindi. En son olarak hayvanlara intraperitoneal olarak verilen 10 cc % 0.9’luk
serum fizyolojik soliisyon ile de hidrasyon saglanarak cerrahi isleme son verildi (149,
154, 155) (Sekil 3.7.).
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Sekil 3.7. Cerrahi operasyona son verilmesi

3.7. Norolojik Defisit Skorlama ve Davranis Testleri
3.7.1. Norolojik Defisit Skorlama

Norolojik defisit skorlama testi, Bederson skorlama metodunun modifiye edilmis
hali ile gerceklestirildi. Hayvanlarin norolojik muayeneleri reperfiizyon saglanmaya
basladiktan 24 saat sonra 7 gilin boyunca her giin ayni saatlerde gruplardaki tiim
hayvanlara uygulandi. Modifiye edilmis Bederson skorlama metoduna gore,

0 puan = Normal ndrolojik muayene,

1 puan = Kuyrugundan tutulup kaldirildiginda kontralateral 6n ayakta fleksiyon,

2 puan = Kontralateral 6n ayakta fleksiyon ve lateral itmeye kars1 azalmis direng,

3 puan = Yiirtirken kontralateral yone dogru daire ¢izme,

4 puan = Kuyrugundan tutulup kaldirildiginda déonme hareketi veya nobet aktivitesi,
5 puan = Spontan olarak yiiriyememe (156, 157) (Sekil 3.8. ve Sekil 3.9.).
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Sekil 3.8. Norolojik defisit skorlama (156)

(Defisit bulunmayan siganlar 0 (A), 6n bacagin fleksiyonunun bilegini etkileyen siganlar (B) veya omzunu
etkileyen si¢anlar (C) 1, 6n ayagin fleksiyonu ve lateral itmeye kars1 direnci azalmis siganlar 2 (D), defisit
olan tarafina tek yonlii daire ¢izen siganlar 3 (E), uzunlamasima egirme yapan si¢anlar (F) veya nobet
aktivitesi (G) 4, hareket etmeyen siganlar 5 (H) olarak skorlandi.)
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Sekil 3.9. Hayvanlarin Norolojik Muayeneleri

3.7.2. Rotarod Testi

Rotarod cihazi ayarlanabilir bir hizda kendi etrafinda donen 4 kulvarli bir
cubuktan olusmaktadir. Bu testin esast artan hizda donen bir ¢cubuk {izerinde hayvanin
diismeden kalabildigi siirenin 6l¢iilmesidir. Hayvanlara inme sonrasi uygulanan rotarod
testi ile hayvanlarin direnme giicii, dengeli ve koordineli hareketleri degerlendirildi.
Rotarod cihazina siganlarin alisabilmesi igin serebral iskemi olusturulmadan 6nce 3 giin
boyunca 15’er dakika 5 rpm’de 6n egitim yaptirildt (Testler, kontrol grubundaki
hayvanlara da diger gruplarla es zamanli uygulandi) (158). Testler reperfiizyon
saglanmaya basladiktan 24 saat sonra 7 giin boyunca her giin ayni saatlerde gruplardaki
tiim hayvanlar bireysel bélmelerine donen gubugun tersi yoniinde yerlestirildikten sonra
rotarod cihazi 5 dakika igerisinde 4 rpm’den 40 rpm’ye ¢ikarilarak si¢anlarin cihazin
(¢ubugun) tizerinde kalabildigi siire Olgiildi. Testlerin deneme siiresi 5 dakikayi
gecmeyecek ve her deneme arasinda 5 dakika ara verilip hayvanlar dinlendirilecek
sekilde ayarlandi. Her bir hayvan i¢in deney 5 kez tekrarlanmis ve tiim denemelerin

ortalamasi alinarak ve giin-giin karsilastirildi (159) (Sekil 3.10.).
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Sekil 3.10. Sicanlara rotarod testinin yaptirilmasi

3.7.3. Yapiskan Cikarma Testi

Somatosensoriyel ihmali Olgen yapiskan ¢ikarma testi, inme sonrasinda
hayvanlarin duyusal durumlarini incelemek i¢in kullanilan bir testtir. Bu testte hayvanin
her iki n ayaginin distal radial yiiziine konan esit boyutlardaki (1x1 cm?) kiiciik yapiskan
etiketleri kendisinin yaptigt temizleme hareketiyle c¢ikartmasi beklenmektedir.
Yapigkanlar 6n ayaklara konulduktan sonra denek bu yapiskanlari ¢ikartana kadar gegen
stire saniye cinsinden 6l¢iildii. Gruplardaki tiim hayvanlara serebral iskemiden 6nce 3 giin
stireyle giinde 3 kez 5 dakika araliklarla test uygulandi. Yapiskan g¢ikarma testi
reperfiizyon saglanmaya basladiktan 24 saat sonra 7 giin boyunca her giin ayn1 saatlerde
giinde 3 kez 5 dakika araliklarla gruplardaki tiim hayvanlara uygulandi. Hayvanlarin her
iki ayagindaki yapigkani ¢ikartabildigi siire kaydedilerek ve her bir denemenin siiresi en
fazla 120 saniye ile smirlandirildi. Her bir hayvan i¢in tiim denemelerin ortalamasi

alinarak ve giin-giin karsilastirildi (160-162) (Sekil 3.11.).
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Sekil 3.11. Siganlara yapigkan ¢ikarma testinin yaptirilmasi

3.8. Hayvanlarin Dekapite Edilmesi ve Beyin Dokularinin Alinmasi

Hayvanlar yedi giinliik norolojik defisit skorlama ve davranis testlerinden sonra
dekapitasyon ile sakrifiye edildi. Dekapitasyon islemi gergeklestirildikten hemen sonra
foramen magnum’u ortaya ¢ikarmak icin kafatasi lizerindeki deri ve kas tabakalari
makasla kesildi. Makasin bir ucu foramen magnum’un iginden sokularak (sagh ve sollu
olarak) beyine dokunulmadan dikkatlice kafatasi kemigi kesildi. Kesilen kemik bir pens
yardimiyla kaldirilarak yerinden ¢ikarildi. Daha sonra beyin, foramen magnum’un alt
tarafindan ucu kiint bir pens ile optik ve trigeminal sinir baglantilar1 kesilerek bulundugu
yerden ¢ikartildi. Beyin dokular1 Sekil 3.12.°de gosterildigi gibi hizlica ¢ikarildi ve

analizlere kadar uygun kosullarda muhafaza edildi.

47



Sekil 3.12. Beyin dokusunun ¢ikarilmasi

(Foramen magnum’u agia c¢ikarmak igin kafatasi lizerindeki deri ve kas tabakalarimin kesilmesi (1),
kafatas1 kemiginin kesilmesi (2 ve 3), kesilen kemigin yerinden ¢ikarilmasi (4), optik ve trigeminal sinirler
kesilerek beynin bulundugu yerden ¢ikarilmasi (5))

3.9. Analizlerin Yapilmasi

3.9.1. Beyin Dokularinda TTC Boyama ile Infarkt Alaninin Gésterilmesi

2,3,5-trifenil tetrazolium kloriir (TTC), beyaz kristal yapida ve dehidrogenazlarin
substratt olan bir redoks indikatoriidiir. TTC, dokuda NADH, dehidrogenazlar ve
diaforazlar bulundugunda formazan pigmentlerini indirgeyen bir kimyasal maddedir.
Suda kolayca ¢6ziinebilen ve normalde renksiz bir kimyasal olan TTC, canli dokularin
mitokondrilerinde bir proton alicis1 gibi davranir ve siiksinat dehidrogenaz enzimi
tarafindan 1,3,5-trifenil formazan’a indirgenerek dokunun kirmizi-pembe renkli
goriintiilenmesini saglar. Canlilik faaliyetlerini kaybetmis dokularda ise dehidrogenaz
enzimlerinin bozulmasi nedeniyle TTC indirgenemez ve doku boyanamayarak beyaz-
kirli beyaz renkli olarak kalir. Bu amagla canli ve cansiz dokularin ayriminin
yapilmasinda TTC boyama ¢ok sik kullanilmaktadir (163, 164).
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Serebral iskemi sonrasinda reperfiizyon siiresini tamamlayan siganlar dekapite
edilip beyinleri hizla ¢ikartilarak kuru buz iizerinde donduruldu. Daha sonra donmus
beyin dokularindan bregmanin +4 mm (anteriyor) ve —6 mm (posteriyor) seviyelerinden
2 mm araliklarla 6 dilim koronal kesit alindi. Alinan beyin dilimleri igerisinde Fosfat
Tampon Soliisyonu (PBS) ile hazirlanmig %1’lik TTC bulunan petri kabi igerisine
konuldu. Boyama islemi igin kesitler karanlikta 37 °C’de 10 dk boyunca etiivde inkiibe
edilmistir ve beyin dilimlerinin TTC ile daha homojen bir sekilde boyanabilmesi i¢in
hafice karistirildi. TTC ile boyama isleminden sonra beyin dilimleri igerisinde %4’liik
formalin bulunan bagka bir petri kabina alinip 12 saat boyunca fikse edildi. Daha sonra
boyanmis kesitlerin fotograflart g¢ekilerek bilgisayar ortamina aktarildi ve boyanmis
kesitlerdeki infarkt alani ve infarkt olmayan alan siirlar1 Image J yazilimi kullanilarak
belirlendi. Infarkt alaninin hesaplanmasi Sekil 3.13’te belirtilen formiille yapildi (20, 149,
165).

=

(A - B)
€ (%) = ——5——x 100

Sekil 3.13. infarkt alaninin hesaplanmasi (166)

3.9.2. Western Blot Yontemi fle Beclin-1, LC3-1/I1 ve p62 Proteinlerinin
Seviyelerinin Belirlenmesi

3.9.2.1. Protein izolasyonu

-80 °C dondurucuda saklanan beyin dokulari ¢alismaya baslanacagi zaman
cikartildi ve oda 1sisina geldikten sonra hassas terazide tartilarak 100 mg olacak sekilde
her bir hayvan i¢in beyin dokusu alindi. Bu dokulara 10 kati oraninda RIPA Lysis Buffer
(ab156034, Abcam; Ingiltere) ve proteaz inhibitdr kokteyl (ab201111, Abcam; Ingiltere)
cozeltisi eklendi ve doku homojenizatorii kullanilarak dokular homojenize edildi.
Homojenizazyon islemi siiresince numuneler buz iizerinde tutularak soguk ortam

sagland1 ve protein yikimi engellendi. Daha sonra homojenatlar 15 000 rpm’de +4 °C’de

49



5 dk santrifiij edildi ve siipernatant kisimlar1 alinarak Western Blot analizlerinde

kullanildi.

3.9.2.2. Protein Miktar Tayini

Doku homojenatlarinin total protein miktari tayini BCA analiz kiti kullanilarak
yapilmistir. BCA (Bikinkoninik Asit) analiz yontemi, alkali ortamda proteinlerin Cu+2’
yi Cu+1’e indirgemesi ve biskinonik asitle mor renk olusmasi esasina dayanir. BCA
protein konsantrasyonu, ticari kit (ab102536, Abcam; Ingiltere,) kullanilarak ve firmanin
onerdigi sekilde 562 nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.

BCA yontemi ile protein miktar analizi i¢in farkli BSA (Bovine Serum Albiimin)
standart ¢ozeltileri hazirlandi. Kitte bulunan Soliisyon A ve Soliisyon B 50:1 oraninda
karigtirilarak c¢ahisma ¢o6zeltisi hazirlandi. BSA standartlart ile birlikte protein
konsantrasyonu belirlenmek istenen homojenatlardan 50 pl ¢ift tekrar olacak sekilde
mikroplaka kuyucuklarina eklendi. Orneklerin iizerine 100 pl cahsma cozeltisi ilave
edildi. Mikroplaka kapatilarak hafif¢e calkaland: ve 37 °C su banyosunda 30 dk inkiibe
edildi. Bu sirada yesil renk olan ¢alisma soliisyonu protein varliginda zamanla mora
donmektedir. Bu renk degisimi absorbansi 562 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda
(Bio-tek, ABD) olguldi ve BSA standartlarinin absorbanslarindan yararlanilarak
konsantrasyon-absorbans grafigi cizilerek grafik denklemi belirlendi. Orneklerin
absorbanslar1 grafik denklemine yerlestirildi ve her bir 6rnek igin total protein miktari
mg/ml cinsinden hesapland.

3.9.2.3. SDS Jelin Hazirlanmasi

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) jelin hazirlanmasi i¢in Tablo 3.1°de belirtilen
reaktifler uygun hacimlerde karistirildi. TEMED ve APS eklendiginde jelin donmasi
basladig1 icin bu reaktifler karisima en son eklendi. Jel karisimi hava kabarciklarinin
olusmamasia dikkat edilerek pipet ile camlarin arasina dokiildi. Jelin Gst kisminin
havayla temasini engellemek i¢in iistiine izopropanol eklendi. 30-60 dk jelin donmast i¢in
beklendikten sonra iist kisimdaki propanol dokiildii ve kagit havlu ile kuruland1 (Sekil
3.14)).
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Tablo 3.1. % 10’luk running jelin hazirlanmasi

Kullanilan Reaktifler Miktar
1.5 M Tris HCI (pH 8.8) 1250 pl
ddH20 2000 pl
% 40’k Akrilamid/Bis-Akrilamid Karisimi 1670 pl
% 20’1lik SDS 25 pl
%10’luk APS (Taze hazirlanmali) 25 pl
TEMED 2.5l

Tablo 3.2.°de belirtilen reaktiflerle belirtilen miktarlarda stacking jel hazirland1 ve
hazirlanan jel kisa camin iizerine ¢ikacak sekilde dokiildii. Ardindan camlarin arasina her
bir kuyucugu 50 pL hacimli 10 kuyucuklu tarak yerlestirildi. Polimerizasyon islemi i¢in
jeller 30 dk stantta bekletildi (Sekil 3.14.).

Tablo 3.2. % 5°lik stacking jelin hazirlanmasi

Kullanilan Reaktifler Miktar
1 M Tris HCI (pH 6.8) 375 ul
ddH20 2088 ul
% 30’11k Akrilamid/Bis-Akrilamid Karigimi 506 pl
% 20’lik SDS 15 ul
%10’luk APS (Taze hazirlanmalr) 15 ul
TEMED 1.5l

Sekil 3.14. Jelin hazirlanmasi
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3.9.2.4. Proteinlerin Elektroforez islemi

Jele yiiklenecek orneklerin her birinden 40 pg olacak sekilde hesaplanarak alindi.
Hesaplanan hacimde protein iizerine ornek yiikleme tamponu (% 0.05 Bromphenol
blue, % 30 gliserol, % 10 SDS, 0.25 M Tris-HCI, %5 B-merkaptoetanol) ilave edildi. -
merkaptoetanol tampon igerisine drnek yiiklenecegi zaman ilave edildi. Protein 6rnekleri
SDS’in proteinleri denatiire etmesi (SDS deterjan1 proteinlere baglanarak proteinleri
negatif yiiklii hale getirir) i¢in 10 dk 95 °C’de inkiibe edildi.

Ardindan jeller elektroforez tankina yerlestirildi ve jeller arasina yiiriitme
tamponu dokiilerek sizdirma kontrolii yapildi. Jellerin taraklart ¢ikarildi ve kuyucuklarin
tizerini Ortecek sekilde yliriitme tamponu ilave edildi. Her jelin ilk kuyucuguna 3 pL
molekiil agirlik marker1 (ab116029; Abcam, Ingiltere) ve diger kuyucuklara drnekler
yiiklendi. Yiikleme iglemi tamamlandiktan sonra tank gerekli seviyeye kadar yiiriitme
tamponu ile dolduruldu. Tank gii¢ kaynagina baglandi ve 100 voltta 130 dk ayarlanarak
elektroforez baslatildi. Yiikleme tamponu ile mavi renk alan 6rneklerin elektroforez
sirasinda jeldeki siirliklenmeleri izlendi ve uygun noktada elektroforez sonlandirildi

(Sekil 3.15).

Sekil 3.15. Proteinlerin elektroforez islemi
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3.9.2.5. Blotlama Islemi

Jeldeki oOrneklerin  membrana transferi ig¢in poliviniliden floriir (PVDF)
membranlar kullanilarak yari-kuru transfer yontemi uygulanmistir. Transfere baglamadan
once PVDF membranlar uygun boyutta kesildi ve yaklasik 30 sn - 1 dk kadar metanol
icerisinde ve 2 dk kadar tranfer soliisyonunda bekletilerek transfere hazir hale getirildi.
Elektroforez sonrasinda jeller tanktan cikarildi ve ince bir spatula yardimiyla camlar
birbirinden dikkatlice ayrilarak jeller deiyonize suyla yikandi. Jel iizerindeki fazlalik
bolgeler spatula yardimiyla kesildi. I¢inde soguk transfer tamponu bulunan bir kap
icerisine transferde kullanilacak filtre kagitlart konularak islatildi. Transfer kasetine
sirastyla iki adet transfer soliisyonu ile 1slatilmig transfer kagidi yerlestirildi ve tizerinden
rulo ile gecilerek aralarda olusan hava karbarciklari ¢ikartildi. Filtre kagitlarinin {izerine
PVDF membran yerlestirildi ve bir kez daha iizerinden rulo ile gegilerek diizlestirildi.
PVDF membranin iizerine jel yerlestirildi ve lizerine iki adet daha filtre kagidi konularak
hava kabarcig1 kalmayacak sekilde rulo ile lizerinden ge¢ildi. Transfer kasedi kapatilarak
cihaza yerlestirildi ve proteinlerin biiyiikliigiine gore 25 voltta 5 dk (LC3-I/11 ve kaspaz-
3) veya 7 dk (Beclin-1, p62 ve B-Aktin) siiresince transfer islemi uygulandi (Sekil 3.16.).

Sekil 3.16. Jelden membrana transfer islemi
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3.9.2.6. Bloklama islemi

Transfer isleminin sonrasinda membran, membrana gecen 06zgiil olmayan
baglanmalarin engellenmesi igin bloklama islemine tabi tutuldu. Bu basamakta membran
oda sicakliginda bir ¢alkalayicida % 5’lik siit tozu ile 1 saat boyunca muamele edildi
(Sekil 3.17.).

Sekil 3.17. Bloklama islemi

3.9.2.7. Primer Antikor ile inkiibasyon

Primer antikorlar, % 0.1 Tween 20 igeren TBS ¢ozeltisi i¢inde hazirlanan % 5°lik
BSA igerisinde kullanim kilavuzlarinda Onerilen konsantrasyonlarda hazirlandi.
Membranlar primer antikorlar (Beclin-1 (2 ug/ml) katalog no: ab62557 (Abcam,
Ingiltere), LC3-I/II (1:500), katalog no: ab128025 (Abcam, Ingiltere), p62 (2 pg/ml)
katalog no: ab91526 (Abcam, Ingiltere), Cleaved caspase-3 (1:500) katalog no: ab49822
(Abcam, Ingiltere), B-Aktin (1:1000), katalog no: ab8226 (Abcam, ingiltere)) ile +4 °C’de
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karistiricida bir gece boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 membranlar 3 kez 10 dk
TBS-T ¢ozeltisi ile yikandi (Sekil 3.18.).

Sekil 3.18. Primer antikor ile inkiibasyon

3.9.2.8. Sekonder Antikor ile Inkiibasyon ve Membranin gériintiilenmesi

Sekonder antikor ¢ozeltisi % 0.1 Tween 20 igeren TBS ¢ozeltisi i¢inde hazirlanan
% 5’lik yagsiz siit tozu igerisinde hazirlandi. Primer antikorla inkiibasyondan sonra
membranlar oda sicakliginda 3 kez 15 dk TBS-T ¢ozeltisi ile yikandi. Yikamanin
ardindan membranlar Beclin-1, LC3-I/11, p62 ve caspase-3 i¢in Anti-rabbit 1gG HRP-
linked sekonder antikoru (1:2000) katalog no: ab205718 (Abcam, Ingiltere) ve B-Aktin
icin Anti-mouse IgG HRP-linked sekonder antikoru (1:2000) katalog no: ab6728
(Abcam, Ingiltere) ile oda sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakildi (Sekil 3.19).
Sekonder antikor inkiibasyonu tamamlandiktan sonra membranlar 3 kez 10 dk TBS-T

cozeltisi ile yikandi (Sekil 3.19.).
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Sekil 3.19. Sekonder antikor ile inkiibasyon

Yikamanin ardindan membran temiz bir pens yardimiyla 151k gegirmeyen bir kaba
alindi ve Western ECL Substrate soliisyonu (ECL soliisyonlarinin 1:1 oranindaki
karisimi1) (Thermo Scientific, ABD, kat. no:32106) ile muamele edildi. Membran
tizerindeki protein bantlart Sygene G:BOX goriintiilleme cihaziyla goriintiilendi (Sekil
3.20). Protein bantlar1 daha sonra GeneTools software (Version 4.03.05, Sygene,

Cambridge, Ingiltere), manual band quantification programi ile hesapland1 (Sekil 3.20.).
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Sekil 3.20. Membranin goriintiilenmesi

3.9.3. Immiinofloresan Yéntemi ile Beclin-1, LC3 ve p62 Proteinlerinin

Seviyelerinin Belirlenmesi

Dekapite edilen hayvanlarin alinan beyin dokulari immiinofloresan incelemeler
igin kesitler alinana kadar -80 °C’de saklandi. Kesitler alinacagi zaman dokular -80
°C’den ¢ikartilip -20 °C’de bir gece bekletildi. -20 °C’de dondurulan dokulardan cryostat
microtome cihazi (Leica CM1850, Almanya)ile immiinofloresan incelemeler igin
bregma seviyesinden 8 um kalinliginda koronal kesitler alindi. Alinan kesitler pozitif
sarjli lamlara yapistirilarak oda sicakliginda kurumasi beklenildi ve kesitler oda 1sisinda
1-2 saat bekletildikten sonra +4 °C’de bir gece bekletildi.

Boyama protokoliine baglanacagi zaman kesitler +4 °C’den ¢ikartilip 30 dk oda
sicakliginda bekletildi. Daha sonra fiksasyon i¢in kesitler 15 dk boyunca -20 °C’deki
aseton igerisinde bekletildi. Asetondan ¢ikarilan kesitler 5 dk araliklarla +4 °C’deki PBS
tamponu ile 2 kez yikandi. Yikama iglemi tamamlandiktan sonra kesitler %1°lik Bovine
Serum Albumin (BSA) ile 30 dk boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi lam
tizerindeki doku kesitlerinin etrafi hidrofobik kalem pap-pen kalem ile ¢izilerek
tizerlerine primer antikor Beclin-1 (20 pg/ml) katalog no: ab62557 (Abcam, Ingiltere),
LC3-I/11 (2 pg/ml), katalog no: ab128025 (Abcam, Ingiltere), p62 (20 ug/ml) katalog no:
ab91526 (Abcam, Ingiltere), Cleaved caspase-3 (1:500) katalog no: ab49822 (Abcam,
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Ingiltere) eklenerek +4 °C’de bir gece boyunca inkiibe edildi. Antikorlarm spesifik
olmayan baglanmalarini engellemek i¢in kesitler PBS tamponu ile 5 dk araliklarla 3 kez
yikand1. Immiinofloresan 1s1may1 tespit etmek igin kesitler oda sicakliginda, karanlikta 1
saat sekonder antikor olarak Alexa Fluor 488 (1:500) katalog no: ab150077 (Abcam,
Ingiltere) ile inkiibe edildi. Sekonder antikorun inkiibasyonu sonrasinda kesitler PBS
tamponu ile 5 dk araliklarla 3 kez daha yikandi. Yikama isleminden sonra ¢ekirdek boyasi
DAPI (Diamidin-2-Fenilindol Dihidroklorid) katalog no: ab104139 (Abcam, Ingiltere)
ile 2 dk muamele edildi. Kesitler lam tizerinde karanlikta kuruduktan sonra Gel/Mount
akigkan koruyucu madde ile kaplanarak lamelle kapatildi ve analizler yapilana kadar -20
°C’de saklanda.

Kesitlerin Sekil 3.21° de gosterilen alanlarindan Beclin-1, LC3, p62 ve cleaved

caspase-3 proteinlerinin immiinofloresan incelemeleri gerceklestirildi.

Sekil 3.21. Kesitlerde immiinofloresan incelemelerin gerceklestirildigi alan

3.9.4. Transmisyon Elektron Mikroskop Yéntemi ile Beyin Dokularmin

Incelenmesi

Transmisyon elektron mikroskobik inceleme i¢in kullanilan soliisyonlar ve
miktarlart Tablo 3.3.’te verilmistir. Elektron mikroskobik inceleme i¢in doku takip
prosediirii Tablo 3.4.’te ve elektron mikroskobik inceleme igin grid boyama prosediirii
Tablo 3.5.’te verilmistir.

Transmisyon elektron mikroskobik inceleme icin alnan yaklasik 1 mm?®
hacmindeki beyin dokular1 % 2.5°lik glutaraldehit ile +4 °C’de 12 saat siiresince fikse
edildi. Fiksasyon sonrasinda beyin dokular1 PBS ile yitkanmis ve 2 saat siiresince % 1°lik
osmium tetroksit ile postfiksasyon uygulandi. Daha sonra, doku Ornekleri aseton
serilerinde (% 30-100) dehidratasyon islemini takiben araldit CY212 igerisinde kapsiil
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bloklara gomiilerek 45 °C’de 4 saat 70 °C’de 24 saat polimerizasyon i¢in inkiibe edildi.
Hazirlanan kapsiil araldit bloklar trimer cihazinda (Leica EM Trim, Almanya)
trimlendikten sonra ultramikrotom (Leica Ultracut R, Almanya) yardimiyla 80 nm
kalinliginda beyin kesitleri alind1 ve bakir gridler tizerine yerlestirildi. Daha sonra kesitler
uranil asetat ve kursun sitrat ile kontrastlanarak Zeiss Libra 120 transmisyon elektron

mikroskobu (Zeiss, Almanya) ile incelenerek fotograflar alindi.

Tablo 3.3. Elektron mikroskobik takip basamaklarinda kullanilan soliisyonlar

Fosfat Tamponu (PBS)

0.2 M NapHPO4 (3.56 g+100 ml distile su) | 38 mi
0.2 M NaH2PO4 (3.12 g+100 ml distile su) | 12 ml
Deiyonize su 50 ml
Toplam 100 ml
%2.5 Gluteraldehit

0.2 M fosfat tamponu 50 ml
% 25 Gluteraldehit 12 ml
Deiyonize 38 ml
Toplam 100 ml
%1 Osmium Tetraoksit

% 4 Osmium tetraoksit 5mi
0.2 M fosfat tamponu 10 ml
Deiyonize su 5mi
Toplam 20 ml
Araldit

DDSA 20 ml
Araldit CY212 20 mi
BDMA 0.8 ml
Toplam 40.8 ml
Uranil Asetat Boyasi

Metil alkol 80 ml
Uranil Asetat 290
Deiyonize su 20 ml
Kursun Sitrat Boyasi

Kursun sitrat 0.266 g
Trisodyum sitrat 0.352 ¢
1 M sodyum hidroksit 1.6 ml
Deiyonize su 8.4 ml
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Tablo 3.4. Elektron mikroskop doku takip prosediirii

EM doku takibi prosediirii

1. | Gluteraldehit 2 saat, +4 °C
2. | PBS 2dkx3,20°C
3. | Osmium tetraoksit %1 | 1,5 saat, 20 0C
4. | PBS 2 dk x 4, +20 °C
5. | Aseton % 30 5dk, 20 °C

6. | Aseton % 50 5dk, 20 °C

7. | Aseton % 70 5dk, 20 °C

8. | Aseton % 90 5dk x 2,20°C
9. | Aseton % 100 5dk x 2,20°C
10. | Araldit % 50 30 dk, 37 °C
11. | Araldit % 75 30 dk, 37 °C
12. | Araldit % 100 1 saat, 37 °C

Tablo 3.5. Elektron mikroskop grid boyama (Kontrastlama) prosediirii

EM kontrastlama prosediirii

1. | Uranil asetat 5dk

2. | Deiyonize su 1dk

3. | Kursun Sitrat +49C°de 3 dk (karanlikta)
4. | Deiyonize su 1dkx5

3.10. istatistiksel Analizler

Calismadan elde edilen verilerin istatistiksel analizleri IBM SPSS statistics
version 25.0 for Windows paket programu ile yapildi. Veri analizinde dncelikle eksik ve
hatali veriler ile asiri/aykir1 deger sorunlarinin dnlenebilmesine yonelik denetimler ve
diizeltme islemleri uygulandi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro Wilk testi
ile degerlendirildi. Gruplarin norolojik defisit skorlama, rotarod testi ve yapigskan ¢ikarma
testinin verileri normal dagilim gostermedigi i¢in gruplar arasindaki farkliliklar Kruskal
Wallis H testi ile analiz edildi. Daha sonra gruplar arasi karsilastirmalarda Bonferroni

diizeltmeli Mann Whitney U testi kullanildi. Grup i¢i (giin-giin) karsilagtirmalarda
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Friedman testi kullanildi. Veriler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak verildi. Gruplarin
Western Blot ve immiinofloresan sonuglarinin degerlendirilmesinde Kruskal Wallis H
testi kullanildi. Gruplar arast anlamli farklilik tespit edildiginde, c¢oklu/ikili
karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi kullanilarak yapildu.
Veriler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak verildi. P<0.05 degeri istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Melatoninin Norolojik Defisit Skoru, Rotarod ve Yapiskan Cikarma Test
Siireleri Uzerine Etkisi

4.1.1. Melatoninin Nérolojik Defisit Skoru Uzerine Etkisi

Serebral iskemi sonrasi reperfliizyon siirecinde hayvanlara norolojik defisit

skorlama testi uygulandi. Gruplarin nérolojik defisit skorlar1 Tablo 4.1.’de verilmistir.

Tablo 4.1. Melatoninin norolojik defisit skoru tizerine etkisi

Norolojik Defisit Skoru

Gruplar 1.Giin | 2.Giin | 3.Giin | 4.Giin | 5.Giin | 6.Giin | 7.Giin
Sham Si 0* 0 0 0* 0* 0* 0"
Si3 4 (2-4)>2| 3 (2-4)>" |3 (2-4)7¢| - - - -
Si3+EtOH|4 (2-4)°?| 3 (2-4)>° |3 (2-4)>¢| - - - -
Si3+Mel |4 (3-4)2| 3 (2-4)°" |3 (2-4)°¢ - - - -
Si7 4 (3-4)>2| 3 (3-4)72P | 3 (2-4)7°|3 (2-4)¢ |3 (2-3)™¢| 2 (1-3)*¢| 2 (1-3)°¢
SI7+EtOH |4 (2-4)72| 3 (2-4)2P |3 (2-4)™¢| 3 (2-4)7¢ |3 (2-3)™9| 2 (1-3)7¢| 2 (1-3)"f
Si7+Mel |4 (3-4)°7|3 (3-4)>2" |3 (2-4)>°| 3 (2-3)~| 3 (2-3)7¢| 2 (1-3)>F| 1 (1-3)f

(Stitunlardaki degerler gruplar arasi degisimi gostermekte olup birbirinden farkli sembolii tasiyanlar
istatistiksel olarak birbirinden farklidir. Satirlardaki degerler ardisik giinlerin degisimini gostermekte olup
birbirinden farkli harfi tagiyanlar istatistiksel olarak birbirinden farklidir. Degerler ortanca (en kii¢iik-en
biiyiik) olarak verilmistir, p<0.05, n=15)

Norolojik defisit skorlamas1 bakimindan gruplar birbirleriyle karsilastirildiginda,
Sham SI grubunun nérolojik defisit skoru 1.ve 7. giinler arasinda tiim gruplara gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu (p<0.05) ancak gruplar arasi
karsilastirmalarda istatistiksel olarak anlami bir fark bulunmadi. Ayrica gruplar kendi
i¢lerinde giin-giin olarak karsilastirildiginda, Si3, SI3+EtOH ve Si3+Mel gruplarmin 1.
ve 3. glinler arasinda norolojik defisit skoru bir 6nceki giine istatistiksel olarak anlaml

diizeyde diisiik oldugu belirlendi (p<0.05). SI7 grubunun nérolojik defisit skoru 2. ve 3.
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giinler, 5. ve 6. giinler ve 6. ve 7. giinler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu
tespit edildi (p<0.05). SI7+EtOH grubunun nérolojik defisit skoru 2. ve 3. giinler, 4. ve
5. gilinler, 5. ve 6. giinler ve 6. ve 7. giinler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu
belirlendi (p<0.05). Si7+Mel grubunun nérolojik defisit skoru 2. ve 3. giinler, 3. ve 4.

giinler, 4. ve 5. giinler ve 5. ve 6. gilinler arasinda istatistiksel olarak farkli oldugu bulundu

(p<0.05).

—~-Sham SI -+ Si3  -+-SI3+EtOH —-Si3+Mel -=-Si7 -+ SI7+EtOH —=Si7+Mel
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Sekil 4.1. Melatoninin nérolojik defisit skoru tizerine etkisi

4.1.2. Melatoninin Rotarod Test Siiresi Uzerine Etkisi
Serebral iskemi sonrasi reperflizyon siirecinde hayvanlarin direnme giiciinii,

dengeli ve koordineli hareketlerini degerlendirmek igin rotarod testi uygulandi. Gruplarin

rotarod test sonuglar1 Tablo 4.2.’de verilmistir.
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Gruplar

Tablo 4.2. Melatoninin rotarod test siiresi tizerine etkisi

Rotarod Siiresi (sn)

1. Giin

2. Giin

3. Giin

4. Giin

5. Giin

6. Giin

7. Giin

Sham Si

113 (98-126) 2

119(100-131)*P

127(111-140) *9

133(121-149)*d

138(128-155)"¢

148(137-169)"f

156(142-179)*9

Si3

9 (6-13)7

11 (10-15)™P

14 (11-25)™°

Si3+EtOH

9 (8-13)72

13 (11-15)7°

15 (12-21)°

Si3+Mel

9 (6-13)~

14 (10-16)™P

16 (12-20)™°

Si7

11 (8-15)2

13 (10-18)™P

16 (12-20)™°

18 (16-25)>¢

20 (18-27)7¢

25 (21-34)™f

28 (24-35)"9

Si7+EtOH

10 (9-13)~2

12 (10-19)7P

15 (12-19)~¢

19 (17-23)™4

21 (19-25)7¢

27 (22-35)"

29 (26-35)™9

Si7+Mel

9 (6-14)"2

13 (10-16)™P

16 (13-20)™°

19 (17-24)~¢

28 (21-31)A¢

31 (27-38)AF

38 (32-45)A 9

(Stitunlardaki degerler gruplar arasi degigsimi gostermekte olup birbirinden farkli sembolii tasiyanlar
istatistiksel olarak birbirinden farklidir. Satirlardaki degerler ardisik giinlerin degisimini goéstermekte olup
birbirinden farkli harfi tagiyanlar istatistiksel olarak birbirinden farklidir. Degerler ortanca (en kii¢iik-en
biiytik) olarak verilmistir, p<0.05, n=15)

Rotarod test siiresi bakimindan gruplar birbirleriyle karsilastirildiginda, Sham Si

grubunun rotarod test siiresi 1.ve 7. giinler arasinda tiim gruplara gore istatistiksel olarak
anlaml diizeyde yiiksek oldugu bulundu (p<0.05). Ayrica Si3, SI3+EtOH ve Si3+Mel

gruplar1 rotarod test siiresi bakimindan karsilagtirildiginda gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunmadi. Reperfiizyon siiresi 7 giin olan gruplar

karsilastinnldiginda Si7+Mel grubunun rotarod test siiresi Si7 ve SI7+EtOH gruplarma

gore 5., 6. ve 7. giinlerde istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu tespit edildi

(p<0.05). Ayrica gruplar kendi iglerinde giin-giin olarak karsilagtirildiginda biitiin

gruplarin rotarod siiresi bir dnceki giline istatistiksel olarak anlamli diizeyde yliksek

bulundu (p<0.05).
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—~-Sham Si -+ Si3  -+-Si3+EtOH —=-Si3+Mel -=-Si7 -=-Si7+EtOH —Si7+Mel
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Sekil 4.2. Melatoninin rotarod test siiresi tizerine etkisi

(Grafikte a sembolii gruplarin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugu anlamina gelmektedir. Degerler
ortanca (en kii¢iik-en biiyiik) olarak verilmistir, p<0.05, n=15)

4.1.3. Melatoninin Yapiskan Cikarma Test Siiresi Uzerine Etkisi
Serebral iskemi sonrasi reperfiizyon siirecinde melatonin uygulanma siirecinde

hayvanlarin somatosensoriyel ihmalini 6l¢en yapiskan ¢ikarma testi uygulandi. Gruplarin

yapiskan ¢ikarma testinin sonuglar1 Tablo 4.3.’de verilmistir.
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Tablo 4.3. Melatoninin yapiskan ¢ikarma test siiresi iizerine etkisi

Yapiskan Cikarma Siiresi (sn)

Gruplar

1. Giin 2. Giin 3. Giin 4. Giin 5. Giin 6. Giin 7. Giin
Sham Si | 10 (6-15)*2 9 (6-12)b 8 (5-11)*c | 7(5-10)%¢ | 7 (5-9)*¢ 6 (4-8)*1 5 (4-6)*f
Si3 112 (86-120)># | 100 (80-120)=*| 97 (78-119)°< - - - -
SI3+EtOH| 111 (85-121)¢| 112 (82-120)2 | 98 (78-115)=® - - - -
Si3+Mel |112 (85-120)> | 105 (80-120)> | 98 (79-117)< - - . .
Si7 114 (87-120)># | 109 (85-122)°#| 100 (77-116)>* |91 (75-109)°< 88 (70-98)>Ad 78 (67-89)>¢ | 71 (60-80)
Si7+EtOH|113(100-120)>( 110 (89-120)> | 100 (80-119)>" |90 (75-112)°<|83 (69-104)>¢| 80 (69-98)=< | 71 (62-89)>
Si7+Mel |113 (87-120)> 110 (80-120)># | 100 (72-113)>" |88 (69-102)<| 77 (62-89)A-¢ | 70 (59-81)4< | 60 (51-70)Af

(Stitunlardaki degerler gruplar arasi degisimi gostermekte olup birbirinden farkli sembolii tasiyanlar
istatistiksel olarak birbirinden farklidir. Satirlardaki degerler ardisik giinlerin degisimini gdstermekte olup
birbirinden farkli harfi tagiyanlar istatistiksel olarak birbirinden farklidir. Degerler ortanca (en kii¢iik-en
biiyiik) olarak verilmistir, p<0.05, n=15)

Yapiskan ¢ikarma test siiresi bakimindan gruplar birbirleriyle karsilastirildiginda,
Sham SI grubunun yapiskan ¢ikarma test siiresi 1.ve 7. giinler arasinda tiim gruplara gore
istatistiksel olarak anlaml diizeyde diisiik bulundu (p<0.05). SI7+Mel grubunun yapiskan
¢ikarma test siiresi 5. giinde SI7+EtOH grubuna gore, 6. ve 7. giinlerde ise hem SI7
grubuna gore hem de SI7+EtOH grubuna gore istatistiksel olarak anlaml diizeyde diisiik
(p<0.05). kendi
karsilastirildiginda Sham SI grubunun yalnizca 4. ve 5. giinleri arasinda, SI3+EtOH, Si7,

oldugu belirlendi Ayrica gruplar iclerinde giin-giin olarak
SI7+EtOH, Si7+Mel gruplarinin da yalnizca 1. ve 2. giinleri arasinda anlam
bulunmazken, biitiin gruplarin yapiskan ¢ikarma test siiresi bir onceki giine istatistiksel

olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu (p<0.05).
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Sekil 4.3. Melatoninin yapiskan ¢ikarma test siiresi lizerine etkisi

(Grafikte a sembolii gruplarin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugu anlamina gelmektedir. Degerler
ortanca (en kii¢iik-en biiyiik) olarak verilmistir, p<0.05, n=15)

4.2. Melatoninin infarkt Alam Uzerine EtKkisi

Serebral iskemi ve reperfiizyon siireci sonrasi gruplarin beyin dokularinda olusan
infarkt alan1 TTC boyama yontemi ile karsilastirildi. Gruplarin infarkt alani yiizdeleri
Tablo 4.4.’de verilmistir.
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Tablo 4.4. Melatoninin infarkt alani lizerine etkisi

Gruplar Infarkt Alam (%)
Sham SI 0®

Si3 40.34 (37.01-43.86)°
Si3 + EtOH 42.16 (38.27-46.34)°
Si3 + Mel 27.62 (24.58-34.98)°
Si7 35.25 (32.47-39.88)°
Si7 + EtOH 37.62 (34.86-41.48)P
Si7 + Mel 22.54 (18.88-25.98)"

(Tabloda farkli harfler 3 giinlikk reperfiizyon gruplarinin, farkli semboller ise 7 giinliik reperfiizyon
gruplarinin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugu anlamina gelmektedir. Degerler ortanca (en kiigiik-
en biiyiik) olarak verilmistir, p<0.05, n=5)
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Sekil 4.4. Melatoninin infarkt alan tizerine etkisi

(Grafikte farkli harfler 3 giinliik, farkli semboller ise 7 giinliik reperfiizyon gruplarimin istatistiksel olarak
birbirinden farkli oldugu anlamina gelmektedir. Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak verilmistir,
p<0.05, n=5)

Infarkt alan1 bakimindan gruplar karsilastirildiginda SI3 ve SI3+EtOH gruplarmin
infarkt alaninin Sham SI grubuna gore istatistiksel olarak anlaml diizeyde yiiksek oldugu
tespit edildi (p<0.05). Bununla beraber Si3+Mel grubunun infarkt alaninin da Sham SI
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu, Si3 ve SI3+EtOH
gruplarina gore ise istatistiksel olarak anlaml diizeyde diisiik oldugu belirlendi (p<0.05).
SI7 ve SI7+EtOH gruplarmin infarkt alaninin Sham SI grubuna gére istatistiksel olarak
anlaml diizeyde yiiksek oldugu bulundu (p<0.05). Si7+Mel grubunun infarkt alaninin
Sham SI grubuna gére istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu, SI7 ve
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SI7+EtOH gruplarma goére ise istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik oldugu
belirlendi (p<0.05).

4.3. Melatoninin Beclin-1, LC3-1/Il, p62 ve Cleaved Caspase-3 Protetin
seviyeleri Uzerine Etkisi

4.3.1. Melatoninin Beclin-1 Protein Seviyesi Uzerine Etkisi
Serebral iskemi sonrasi reperfiizyon siirecinde melatonin uygulanmasi sonrasi
gruplarin Beclin-1 protein seviyeleri Western Blot yontemi ile karsilastirildi. Gruplarin

Beclin-1/B-Aktin protein seviyeleri Tablo 4.5.’de verilmistir.

Tablo 4.5. Melatoninin Beclin-1/p-Aktin protein seviyesi {izerine etkisi

Gruplar Beclin-1/B-Aktin Oram
Sham Si 0.7379 (0.68-0.79)*“
Si3 0.3266 (0.2-0.48)"
Si3 + EtOH 0.3807 (0.35-0.46)°
Si3 + Mel 0.7915 (0.63-0.91)2
Si7 0.8443 (0.73-0.95)"
Si7 + EtOH 0.9251 (0.86-1.01)°
Si7 + Mel 1.5471 (1.43-1.66)"

(Tabloda farkli harfler 3 giinlilk reperfiizyon gruplarinin, farkli semboller ise 7 giinlikk reperfiizyon
gruplarinin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugu anlamina gelmektedir. Degerler ortanca (en kiigiik-
en biiyiik) olarak verilmistir, p<0.05, n=6)
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Sekil 4.5. Melatoninin Beclin-1/3-Aktin protein seviyesi {izerine etkisi

(Grafikte farkli harfler 3 gunliik, farkli semboller ise 7 giinliik reperfiizyon gruplarinin istatistiksel olarak
birbirinden farkli oldugu anlamina gelmektedir. Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak verilmistir,
p<0.05, n=6)

Beclin-1/B-Aktin protein seviyesi bakimindan gruplar karsilastirildiginda Si3 ve
SI3+EtOH gruplarinin Beclin-1 protein seviyesinin Sham Si grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde azaldig1 tespit edildi (p<0.05). Si3+Mel grubunun Beclin-1
protein seviyesinin ise Sham Si grubuna gére degismedigi, SI3 ve SI3+EtOH gruplarma
gore istatistiksel olarak anlamli bigimde artis gdsterdigi bulundu (p<0.05). Si7 grubunun
Beclin-1 protein seviyesinin Sham SI grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bicimde
yiiksek oldugu (p<0.05) ancak Si7+EtOH grubuna gére degismedigi belirlendi. Ayrica
Si7+Mel grubunun Beclin-1 protein seviyesinin Sham Si, Si7 ve SI7+EtOH gruplarina

gore istatistiksel olarak anlamli bigimde artmis oldugu belirlendi (p<0.05).
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4.3.2. Melatoninin LC3-11 Protein Seviyesi Uzerine Etkisi

Serebral iskemi sonrasi reperfiizyon siirecinde melatonin uygulanmasi sonrasi

gruplarin LC3-1I protein seviyeleri Western Blot yontemi ile karsilastirildi. Gruplarin

LC3-11/B-Aktin protein seviyeleri Tablo 4.6.’da verilmistir.

Tablo 4.6. Melatoninin LC3-11/B-Aktin protein seviyesi tizerine etkisi

Gruplar LC3-11/p-Aktin Oram
Sham Si 0.6459 (0.62-0.75)2*
Si3 0.5860 (0.56-0.61)°
Si3 + EtOH 0.6216 (0.57-0.66)?
Si3 + Mel 0.7475 (0.70-0.81)°
Si7 0.6031 (0.57-0.72)*
Si7 + EtOH 0.6819 (0.56-0.76)"
Si7 + Mel 0.8833 (0.71-0.94)

(Tabloda farkli harfler 3 giinlilk reperfiizyon gruplarinin, farkli semboller ise 7 giinlikk reperfiizyon
gruplarinm istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugu anlamina gelmektedir. Degerler ortanca (en kiigiik-

en biiyiik) olarak verilmistir, p<0.05, n=6)
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Sekil 4.6. Melatoninin LC3-11/B-Aktin protein seviyesi lizerine etkisi

(Grafikte farkli harfler 3 giinliik, farkli semboller ise 7 giinliik reperfiizyon gruplarinin istatistiksel olarak
birbirinden farkli oldugu anlamina gelmektedir. Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak verilmistir,
p<0.05, n=6)

LC3-11/B-Aktin protein seviyesi bakimimdan gruplar karsilastirildiginda SI3
grubunun LC3-I1 protein seviyesinin Sham SI grubuna gore istatistiksel olarak diisiik
oldugu belirlendi (p<0.05). Si3+EtOH grubu ile Sham Si grubu arasinda ise istatistiksel
olarak anlamli bir fark olmadig1 gozlendi. Si3+Mel grubunun LC3-I1 protein seviyesinin
Sham SI, SI3 ve SI3+EtOH gruplarina gore gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
yiiksek oldugu tespit edildi (p<0.05). Si7 ve SI7T+EtOH gruplarinin LC3-1l protein

seviyesinin Sham Si grubuna gore degisiklik gostermedigi belirlendi. Ayrica Si7+Mel
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grubunun LC3-1I protein seviyesinin Sham Si, Si7 ve SI7+EtOH gruplarina gore
istatistiksel olarak anlaml diizeyde artis gosterdigi tespit edildi (p<0.05).

4.3.3. Melatoninin p62 Protein Seviyesi Uzerine EtKisi
Serebral iskemi sonrasi reperfiizyon siirecinde melatonin uygulanmasi sonrasi
gruplarin p62 protein seviyeleri Western Blot yontemi ile karsilastirildi. Gruplarin p62

protein seviyeleri Tablo 4.7.’de verilmistir.

Tablo 4.7. Melatoninin p62/p-Aktin protein seviyesi iizerine etkisi

Gruplar P62/p-Aktin Orani
Sham Si 0.5594 (0.49-0.62)%*
Si3 1.2033 (1.14-1.25)°
Si3 + EtOH 1.2398 (1.20-1.31)°
Si3 + Mel 0.9836 (0.93-1.05)°
Si7 0.9146 (0.84-0.95)"
Si7 + EtOH 0.8682 (0.81-0.92)"
Si7 + Mel 0.5353 (0.47-0.58)"

(Tabloda farkli harfler 3 giinlikk reperfiizyon gruplarinin, farkli semboller ise 7 giinliik reperfiizyon
gruplarinm istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugu anlamina gelmektedir. Degerler ortanca (en kiigiik-
en biiyiik) olarak verilmistir, p<0.05, n=6)

74



P62
B-AKti e e e G - — a—

1,404

b
b él
1,20- I%

1.00- %

p62/B-Aktin

804

a,0
60 é é
404

| ] I I ] I I
Sham Si 5i3 Si3+FtOH Si3+Mel 8i7 S$i7+FtOH S8i7+Mel

Sekil 4.7. Melatoninin p62/p-Aktin protein seviyesi iizerine etkisi

(Grafikte farkli harfler 3 giinliik, farkli semboller ise 7 giinliik reperfiizyon gruplarinin istatistiksel olarak
birbirinden farkli oldugu anlamina gelmektedir. Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak verilmistir,
p<0.05, n=6)

P62/B-Aktin protein seviyesi bakimindan gruplar karsilastirildiginda SI3 ve
SI3+EtOH gruplarinin p62 protein seviyesinin Sham SI grubuna gére istatistiksel olarak
anlamli diizeyde artt1g1 tespit edildi (p<0.05). Si3+Mel grubunun p62 protein seviyesinin
Sham SI grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttig1, SI3 ve Si3+EtOH
gruplarina gore ise istatistiksel olarak anlaml diizeyde azaldig bulundu (p<0.05). Si7 ve
SI7+EtOH gruplarmin p62 protein seviyesinin Sham Si grubuna gore istatistiksel olarak
yiiksek oldugu belirlendi (p<0.05). Si7+Mel grubunun p62 protein seviyesinin Sham Si
grubuna gore degisiklik gostermedigi, SI7 ve SI7+EtOH gruplarna gore istatistiksel

olarak anlamli diizeyde azaldigi bulundu (p<0.05).
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4.3.4. Melatoninin Cleaved Caspase-3 Protein Seviyesi Uzerine EtKkisi

Serebral iskemi sonrasi reperfiizyon siirecinde melatonin uygulanmasi sonrasi

gruplarin cleaved caspase-3 protein seviyeleri Western Blot yontemi ile karsilagtirildi.

Gruplarin cleaved caspase-3/f3-Aktin protein seviyeleri Tablo 4.8.’de verilmistir.

Tablo 4.8. Melatoninin cleaved caspase-3/B-Aktin protein seviyesi {izerine etkisi

Gruplar Cleaved caspase-3/g-Aktin Oram
Sham Si 0.4445 (0.37-0.54)2*

Si3 1.3583 (1.29-1.41)°

Si3 + EtOH 1.4376 (1.39-1.48)°

Si3 + Mel 1.2547 (1.21-1.30)¢

Si7 1.441 (1.40-1.46)°

Si7 + EtOH 1.3678 (1.33-1.41)"

Si7 + Mel 0.8067 (0.74-0.89)°

(Tabloda farkli harfler 3 giinlilk reperfiizyon gruplarinin, farkli semboller ise 7 giinlikk reperfiizyon
gruplarinm istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugu anlamina gelmektedir. Degerler ortanca (en kiigiik-

en biiyiik) olarak verilmistir, p<0.05, n=6)
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Sekil 4.8. Melatoninin cleaved caspase-3/B-Aktin protein seviyesi iizerine etkisi

(Grafikte farkli harfler 3 giinliik, farkli semboller ise 7 giinliik reperfiizyon gruplarinin istatistiksel olarak
birbirinden farkli oldugu anlamina gelmektedir. Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak verilmistir,
p<0.05, n=6)

Cleaved  caspase-3/B-Aktin  protein  seviyesi  bakimindan  gruplar
karsilastirildiginda Si3, SI3+EtOH ve Si3+Mel gruplarmin cleaved caspase-3 protein
seviyesinin Sham SI grubuna gére istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttig1 tespit edildi
(p<0.05). Si3+Mel grubunun cleaved caspase-3 protein seviyesinin ise Si3 ve SI3+EtOH
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldig1 bulundu (p<0.05). Si7 ve
SI7+EtOH gruplarinin cleaved caspase-3 protein seviyesinin Sham SI grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttig1 tespit edildi (p<0.05). Ayrica Si7+Mel

grubunun cleaved caspase-3 protein seviyesinin Sham SI grubuna gére istatistiksel olarak
77



anlamli diizeyde arttig1, SI7 ve SI7+EtOH gruplarina gore istatistiksel olarak anlaml

diizeyde azaldigi belirlendi (p<0.05).

4.4. Melatoninin Beclin-1, LC3-1/11, p62 ve Cleaved Caspase-3 Pozitif Hiicre
Sayis1 Uzerine Etkisi

4.4.1. Melatoninin Beclin-1 Pozitif Hiicre Sayis1 Uzerine Etkisi
Serebral iskemi sonrasi reperfiizyon siirecinde melatonin uygulanmasi sonrasi
gruplarin Beclin-1 pozitif hiicre sayilart immiinofloresan yontemi ile karsilagtirildi.

Gruplarin Beclin-1 pozitif boyanan hiicre sayilar1 Tablo 4.9.’da verilmistir.

Tablo 4.9. Melatoninin Beclin-1 pozitif hiicre say1si {izerine etkisi

Gruplar Beclin-1 Pozitif Hiicre Sayisi
Sham Si 19.5 (16-21)*

Si3 11.5 (8-13)°

Si3 + EtOH 13.75 (11-17)°

Si3 + Mel 26 (21-30)°

Si7 28.25 (24-33)P

Si7 + EtOH 30.75 (27-35)°

Si7 + Mel 51 (46-56)"

(Grafikte farkl harfler 3 giinliik, farkli semboller ise 7 giinliikk reperflizyon gruplarinin istatistiksel olarak
birbirinden farkli oldugu anlamina gelmektedir. Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak verilmistir,
p<0.05, n=4)

Beclin-1 pozitif hiicre sayis1 bakimindan gruplar karsilastirildiginda SI3 ve
SI3+EtOH gruplarinin Beclin-1 pozitif hiicre sayisinin Sham Si grubuna gére istatistiksel
olarak anlaml1 diizeyde azaldigi, SI3+Mel grubunun Beclin-1 pozitif hiicre sayismin ise
Sham Si, Si3 ve Si3+EtOH gruplarina gore istatistiksel olarak anlaml diizeyde arttig
tespit edildi (p<0.05). SI7 ve SI7+EtOH gruplarmin Beclin-1 pozitif hiicre sayisinin Sham
SI, grubuna gore istatistiksel olarak yiiksek oldugu belirlendi (p<0.05). Ayrica Si7+Mel
grubunun Beclin-1 pozitif hiicre sayisinin Sham Si, Si7 ve SI7+EtOH gruplarma goére
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu belirlendi (p<0.05).
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Sekil 4.9. Gruplarin ipsilateral korteks alanindaki Beclin-1 proteininin immiinofloresan

gorintiileri
(Yesil: Beclin-1, Mavi: Cekirdek, Merge: Cakistirilmis. Skala bar=50 pum)
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Sekil 4.10. Melatoninin Beclin-1 pozitif hiicre sayisi {izerine etkisi

(Grafikte farkl harfler 3 giinliik, farkli semboller ise 7 giinliik reperflizyon gruplarinin istatistiksel olarak

birbirinden farkli oldugu anlamina gelmektedir. Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak verilmistir,
p<0.05, n=4)

4.4.2. Melatoninin LC3 Pozitif Hiicre Sayis1 Uzerine Etkisi

Serebral iskemi sonrasi reperfiizyon silirecinde melatonin uygulanmasi sonrasi
gruplarin LC3 pozitif hiicre sayilari immiinofloresan yontemi ile karsilagtirilmastir.

Gruplarin LC3 pozitif boyanan hiicre sayilar1 Tablo 4.10.’da verilmistir.
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Tablo 4.10. Melatoninin LC3 pozitif hiicre sayisi iizerine etkisi

Gruplar LC3 Pozitif Hiicre Sayis1
Sham Si 21.5 (20-24)3¢

Si3 16 (13-19)°

Si3 + EtOH 19 (18-21)°

Si3 + Mel 25 (24-29)°

Si7 20.5 (20-24)"

Si7 + EtOH 22.5 (21-24)"

Si7 + Mel 31 (29-33)°

(Grafikte farkl harfler 3 giinliik, farkli semboller ise 7 giinliik reperfiizyon gruplarinin istatistiksel olarak
birbirinden farkli oldugu anlamina gelmektedir. Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak verilmistir,
p<0.05, n=4)

LC3 pozitif hiicre sayis1 bakimindan gruplar karsilastirildiginda Si3 grubunun
LC3 pozitif hiicre sayisinin Sham SI grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
azaldig1 belirlendi (p<0.05). SI3+EtOH grubu ile Sham SI grubu arasinda ise LC3 pozitif
hiicre say1s1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 gozlendi. Si3+Mel
grubunun LC3 pozitif hiicre sayisimin Sham SI, SI3 ve SI3+EtOH gruplarina gore
istatistiksel olarak anlaml diizeyde yiiksek oldugu belirlendi (p<0.05). SI7 ve SI7+EtOH
gruplarinin LC3 pozitif hiicre sayisinin Sham SI grubuna gore istatistiksel olarak
degisiklik gostermedigi gézlendi. Ayrica Si7+Mel grubunun LC3 pozitif hiicre sayisinin
Sham SI, Si7 ve SI7+EtOH gruplarma gére istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
oldugu belirlendi (p<0.05).
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Sekil 4.11. Gruplarin ipsilateral korteks alanindaki LC3 proteininin immiinofloresan
goriintiileri
(Yesil: LC3, Mavi: Cekirdek, Merge: Cakistirilmis. Skala bar=50 um)
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Sekil 4.12. Melatoninin LC3 pozitif hiicre sayisi iizerine etkisi

(Grafikte farkli harf tagiyan gruplar 3 giinlikk reperfiizyon gruplarimin, farkli sembol tasiyan gruplar 7
glinliik reperflizyon gruplarinin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugu anlamina gelmektedir. Degerler
ortanca (en kii¢iik-en biiyiik) olarak verilmistir, p<0.05, n=4)

4.4.3. Melatoninin p62 Pozitif Hiicre Sayis1 Uzerine Etkisi
Serebral iskemi sonrasi reperfiizyon siirecinde melatonin uygulanmasi sonrasi

gruplarin p62 pozitif hiicre sayilari immiinofloresan yontemi ile karsilastirildi. Gruplarin

p62 pozitif boyanan hiicre sayilar1 Tablo 4.11.’de verilmistir.
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Tablo 4.11. Melatoninin p62 pozitif hiicre sayisi lizerine etkisi

Gruplar P62 Pozitif Hiicre Sayisi
Sham Si 9 (7-11)2¢

Si3 20 (17-23)°

Si3 + EtOH 21 (19-24)P¢

Si3 + Mel 15.5 (13-20)°¢

Si7 15 (12-17)P

Si7 + EtOH 13 (11-17)P

Si7 + Mel 8.5 (7-9)*

(Grafikte farkl harfler 3 giinliik, farkli semboller ise 7 giinliik reperfiizyon gruplarinin istatistiksel olarak
birbirinden farkli oldugu anlamina gelmektedir. Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak verilmistir,
p<0.05, n=4)

P62 pozitif hiicre sayis1 bakimindan gruplar karsilastirildiginda Si3 ve SI3+EtOH
gruplarinm p62 pozitif hiicre sayisinin Sham SI grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
diizeyde yiiksek oldugu tespit edildi (p<0.05). Si3+Mel grubunun p62 pozitif hiicre
sayisinin Sham Si grubuna gore yiiksek oldugu, SI3+EtOH grubuna gore diisiik oldugu
bulundu (p<0.05). Si7 ve SI7+EtOH gruplarmin p62 pozitif hiicre sayisinin Sham Si
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu belirlendi (p<0.05).
Si7+Mel grubunun p62 pozitif hiicre sayisinin Sham Si grubu ile arasinda istatistiksel
olarak anlam olmadig1 ancak Si7+Mel grubunun p62 pozitif hiicre sayisinin SI7 ve
SI7+EtOH gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik oldugu bulundu
(p<0.05).
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Sekil 4.13. Gruplarin ipsilateral korteks alanindaki p62 proteininin immiinofloresan
goriintiileri
(Yesil: P62, Mavi: Cekirdek, Merge: Cakistirtlmig. Skala bar=50 pum)
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Sekil 4.14. Melatoninin p62 pozitif hiicre say1s1 {izerine etkisi

(Grafikte farkli harfler 3 giinliik, farkli semboller ise 7 giinliik reperfiizyon gruplarinin istatistiksel olarak

birbirinden farkli oldugu anlamina gelmektedir. Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak verilmistir,
p<0.05, n=4)

4.4.4. Melatoninin Cleaved Caspase-3 Pozitif Hiicre Sayis1 Uzerine Etkisi

Serebral iskemi sonrasi reperfiizyon silirecinde melatonin uygulanmasi sonrasi
gruplarin cleaved caspase-3 pozitif hiicre sayilari immiinofloresan yontemi ile

karsilastirilmistir. Gruplarin cleaved caspase-3 pozitif boyanan hiicre sayilart Tablo

4.12.’de verilmistir.
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Tablo 4.12. Melatoninin cleaved caspase-3 pozitif hiicre sayisi lizerine etkisi

Gruplar Cleaved caspase-3 Pozitif Hiicre
Sayisi

Sham Si 6.5 (6-9)*¢

Si3 19.5 (18-23)°

Si3 + EtOH 24.5 (24-26)0¢

Si3 + Mel 18 (16-23)°4

S17 23.5 (22-28)"°

Si7 + EtOH 22.5 (19-25)F

Si7 + Mel 13.5 (10-14)"

(Grafikte farkli harfler 3 giinliik, farkli semboller ise 7 giinliik reperfiizyon gruplarinin istatistiksel olarak
birbirinden farkli oldugu anlamina gelmektedir. Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak verilmistir,
p<0.05, n=4)

Cleaved caspase-3 pozitif hiicre sayis1 bakimimdan gruplar karsilastirildiginda Si3
ve SI3+EtOH gruplarmin cleaved caspase-3 pozitif hiicre sayismin Sham SI grubuna gére
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu tespit edildi (p<0.05). Si3+Mel
grubunun cleaved caspase-3 pozitif hiicre sayisinin ise Sham SI grubuna gére istatistiksel
olarak yiiksek oldugu, SI3+EtOH grubuna gore istatistiksel olarak diisiik oldugu bulundu
(p<0.05). Si7 ve SI7+EtOH gruplarmin cleaved caspase-3 pozitif hiicre sayisiin Sham
SI grubuna gore istatistiksel olarak anlaml diizeyde yiiksek oldugu bulundu (p<0.05).
Si7+Mel grubunun cleaved caspase-3 pozitif hiicre sayisinin Si7 ve SI7+EtOH gruplarina
gdre anlamli diizeyde diisiik oldugu ancak Sham SI grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli diizeyde yiiksek oldugu belirlendi (p<0.05).
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Sekil 4.15. Gruplarin ipsilateral korteks alanindaki cleaved caspase-3 proteininin
immiinofloresan goriintiileri
(Yesil: P62, Mavi: Cekirdek, Merge: Cakistirilmis. Skala bar=50 pm)
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Sekil 4.16. Melatoninin cleaved caspase-3 pozitif hiicre sayisi tizerine etkisi

(Grafikte farkl harfler 3 giinliik, farkli semboller ise 7 giinliik reperflizyon gruplarinin istatistiksel olarak
birbirinden farkli oldugu anlamina gelmektedir. Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak verilmistir,
p<0.05, n=4)

4.5. Melatoninin Transmisyon Elektron Mikroskop Bulgular1 Uzerine EtKisi

Serebral iskemi sonrasi reperfiizyon siirecinde melatonin uygulanmasi sonrasi
gruplarin beyin dokular1 transmisyon elektron mikroskobu ile incelendi.

Sham SI grubuna ait kesitlerin transmisyon elektron mikroskop incelenmesinde
noronlar, glia hiicreleri ve vaskiiler yapilar normal ultrastriiktiirel yapida degerlendirildi.
Noronlarin nukleuslar1 genel olarak iri, oval-yuvarlak sekilli, diizgiin konturlu, 6kromatik
goriiniimde izlendi. Noron ve glial hiicrelerde sitoplazma ve organeller normal yogunluk
ve yapida saptandi. Miyelinli aksonlarin miyelin kiliflar1 elektron yogun tabakalar

seklinde normal goriiniimde izlendi. Miyelinli ve miyelinsiz aksonlarda aksoplazma
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icinde mitokondriler, agraniiler endoplazmik retikulum sisternalari, nérofilament ve

ndrotiibiil yapilari olagan goriiniim ve yogunlukta izlendi.

Sekil 4.17. Sham Si grubunun transmisyon elektron mikroskop goriintiisii

(Nukleus (N), graniiler endoplazmik retikulum (siyah ok), miyelinli akson (beyaz ok), uranil asetat-kursun
sitrat, x8000)

Si3 ve SI3+EtOH gruplarma ait kesitlerin transmisyon elektron mikroskobik
incelenmesinde noronlarin sitoplamalarinda lizozomlar ve otofagozomlar tespit edildi.
Lizozom ve otofagozomlar elektron yogunlugu ve boyut agisindan heterojenite
gosteriyordu. Noronlarda yer yer intrasitoplazmik 6dem ve bu 6dem alanlar iginde
hasarl1 dejenere organel yapilari saptandi. Graniiler endoplazmik retikulum kabalagmasi,
sisternalarda dilatasyon ve yer yer dejenerasyon izlendi. Bir kistm mitokondrilerde
matriks yogunlagmasi ve piknoz izlenirken bazi mitokondrilerde ise dilatasyon, krista
hasar1 ve total krista kayb1 saptandi. Bazi noronlarda degisik derecelerde kromatolizis ve
karyolizis izlenirken bazi noronlarda ise nukleoplazma ve kromatin yogunlasmasi ile
nukleus sirlarinda diizensizlik/ondiilasyon dikkati ¢ekti. Miyelinli aksonlarin miyelin

kiliflarinda incelme, miyelin tabakalar1 arasinda ayrilmalar ve miyelin hasar1 saptandi.

90



Sekil 4.18. Si3 grubunun transmisyon elektron mikroskop gériintiisii

(Nukleus (N), miyelinli akson (ok), perinuklear alanda intrasitoplazmik 6dem (y1ldiz), lizozom (ok basi),
otofagozom (dikdortgen), uranil asetat-kursun sitrat, bityiik resim x6300, kiigiik resim x16000)

Sekil 4.19. Si3 grubunun transmisyon elektron mikroskop goriintiisii

(Nukleus (N), otofagozom-lizozom (ok), graniiler endoplazmik retikulum dilatasyonu ve ribozom kaybi
(ok bast), lizozom, Uranil asetat-kursun sitrat, x10000)
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Sekil 4.20. Si3 grubunun transmisyon elektron mikroskop goriintiisii

(Nukleus (N), nukleus sinirinda diizensizlik (ok bast), mitokondriyonlarda krista kaybi (ok), graniiler
endoplazmik retikulum dilatasyonu (yildiz), uranil asetat-kursun sitrat, x6300)

Sekil 4.21. SI3+EtOH grubunun transmisyon elektron mikroskop gériintiisii

(Intrasitoplazmik 6dem ve organel kaybr (y1ldiz), otofagozom-lizozom (0k), uranil asetat-kursun sistrat,
x6300)
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Sekil 4.22. SI3+EtOH grubunun transmisyon elektron mikroskop gériintiisii

(Nukleusta kromatolizis ve periferal kromatin yogunlasmasi (N), perinuklear alanda Intrasitoplazmik 6dem
ve organel kaybi (y1ldiz), graniiler endoplazmik retikulum hasar1 (ok), uranil asetat-kursun sitrat, x6300)

Si3+Mel grubuna ait kesitlerin transmisyon elektron mikroskobik incelenmesinde
noronlarin sitoplazmasinda lizozom ve otofagozomlar izlenmekle birlikte Si3 ve
SI3+EtOH gruplarindakine gére genel olarak daha az sayida ve daha kiiciik boyutlarda
saptandi1. Noronlarda intrasitoplazmik 6dem ve organel hasar1t minimal diizeyde olup baz1
mitokondrilerde kismi krista hasar1 gozlendi. Genel olarak néronlarin nukeus sirlart
diizgiin, karyoplazma ve kromatini normal goriinimde degerlendirildi. Miyelinli
aksonlarda miyelin kiliflar kontrol ve sham gruplarinda gozlenenden daha ince ancak

diizgiin ve homojen elektron yogunlukta izlendi.
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Sekil 4.23. Si3+Mel grubunun transmisyon elektron mikroskop gériintiisii

(Nukleus (N), lizozom (ok), mitokondrilerde krista hasar1 (ok bas1), uranil asetat-kursun sitrat, x6300)

Sekil 4.24. Si3+Mel grubunun transmisyon elektron mikroskop goriintiisii

(Nukleus (N), lizozom (ok), mitokondrilerde krista hasar1 (ok bas1), uranil asetat-kursun sitrat, x6300)
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Si7 ve SI7+EtOH gruplarma ait kesitlerin transmisyon elektron mikroskobik
incelenmesinde noron ve glia hiicrelerinde yaygin sekilde intrasitoplazmik 6dem ve
organel hasar1 saptandi. Noron sitoplazmalarinda yaygin sekilde farkli genisliklerde
vakuoller izlendi. Bu vakuollerin i¢inde ve ¢evresinde dejenere organel yapilari tespit
edildi. Ayrica nekrotik dejenerasyona ugramis ndronlar saptandi. Miyelinli aksonlarin
miyelin kiliflari, ince, diizensiz goriiniimde olup yer yer miyelin tabakalar1 arasinda

ayrilmalar dikkati ¢ekti.

b TR A £ i R A : —

Sekil 4.25. Si7 grubunun transmisyon elektron mikroskop goriintiisii

(Nukleusta periferal kromatin yogunlagmasi (N), nukleus zarinda diizensizlik-hasar (ok bagsi, miyelinli
akson (ok), perinuklear alanda intrasitoplazmik ddem ve organel kaybi (y1ldiz)., uranil asetat-kursun
sitrat, x6300)
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Sekil 4.26. SI7 grubunun transmisyon elektron mikroskop goriintiisii

(Nukleus (N), nukleus zarinda diizensizlik (ok basi), miyelinli akson (ok), perinuklear alanda
intrasitoplazmik 6dem ve organel kaybi (yildiz), uranil asetat-kursun sitrat, x6300)

Sekil 4.27. SI7+EtOH grubunun transmisyon elektron mikroskop goriintiisii

(Nukleus (N), nukleus zarinda diizensizlik (ok bagi), miyelinli akson (ok), perinuklear alanda
intrasitoplazmik 6dem ve organel kaybi (y1ldiz), uranil asetat-kursun sitrat, x8000
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Sekil 4.28. SI7+EtOH grubunun transmisyon elektron mikroskop goriintiisii

(Nukleus (N), nukleus zarinda diizensizlik (ok basi), miyelinli akson (ok), perinuklear alanda
intrasitoplazmik 6dem ve organel kayb1 (y1ldiz), uranil asetat-kursun sitrat, x6300)

Si7+Mel grubuna ait kesitlerin transmisyon elektron mikroskobik incelenmesinde
noronlarin sitoplazmasinda lizozom ve otofagozomlar izlendi. Bazi noronlarda
perinuklear alanda intrasitoplazmik 6dem ve organel hasari tespit edildi. Yer yer
mitokondrilerde dilatasyon ve kismi krista hasart gozlendi. Noron nukleuslari genel
olarak dokromatik goriinimde ve normal yapida izlenmekle birlikte 6zellikle intraseliiler
0dem ve organel hasar1 goriilen néronlarin nukleuslarinda periferal kromatin
yogunlasmas: dikkati ¢ekti. Miyelinli aksonlarin miyelin kiliflar1 genel olarak Sham SI
grubundan daha ince ancak diizgiin-homojen goriinimde izlendi. Miyelin kiliflarin,

Si3+Mel grubundaki ile benzer yapida oldugu degerlendirildi.
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Sekil 4.29. Si7+Mel grubunun transmisyon elektron mikroskop gériintiisii

(Nukleus (N), miyelinli akson (ok), uranil asetat-kursun sitrat, x6300)

Sekil 4.30. Si7+Mel grubunun transmisyon elektron mikroskop gériintiisii

(Nukleusta periferal kromatin yogunlagsmasi (N), miyelinli akson (0k), perinuklear alanda intrasitoplazmik
6dem ve organel kayb1 (yildiz), mitokondrilerde krista kaybi (ok bast), uranil asetat-kursun sitrat, x6300)
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5. TARTISMA

Son on yilda yapilan ¢alismalarla birlikte melatoninin ¢ok giiglii bir serbest radikal
temizleyici ve anti-oksidan oldugu kanitlanmistir. Melatoninin oksiradikaller ve
peroksinitrit iiretimini engelleyerek inme nedeniyle néronlarin kaybina kars1 dogrudan
koruma sagladig1 belirtilmistir. Son zamanlarda melatoninin iskemik inmeye kars1 olan
noroproteksiyonunu mitokondriyal sitokrom-c salinimini inhibe ederek ve inflamatuar
yanitlar1 azaltarak gosterdigi belirtilmistir (167). Ayrica yine son yillarda yapilan
caligmalar kan beyin bariyerini kolayca gegebilen melatonin ve metabolitlerinin anti-
inflamatuar, anti-oksidatif, anti-apoptotik ve analjezik gibi 6zelliklere sahip oldugunu ve
otofaji lizerinden iskemik hasara karsi koruyu etkiler gosterebilecegini ileri slirmiistiir
(146, 168).

5.1. Melatoninin Norolojik Defisit Skoru, Rotarod Test Siiresi, Yapiskan

Cikarma Test Siiresi ve Infarkt Alam1 Uzerine Etkisi

Serebral iskemi/reperfiizyon modelinde melatonin enjeksiyonu sonrasi davranis
testlerinin incelendigi calismalar olduk¢a smirhidir. Literatiirde genellikle 24 saat
reperflizyon saglanarak testler sadece bir kere yaptirilmistir. Ayrica serebral
iskemi/reperfiizyon modelinde melatonin enjeksiyonu sonrasi infarkt alaninin incelendigi
caligmalarda genellikle 24 saat reperfiizyon saglanarak infarkt alani belirlenmistir.
Yapilan 120 dk’lik serebral iskemi/reperfiizyon c¢alismalarinda iskemiden once 7 giin
boyunca 10 mg/kg/giin (146), iskemiden once tek doz 5 mg/kg (169), pinealektomi
yapilan siganlarda iskemiden ve reperfiizyondan dnce 4 mg/kg (155), serebral iskemiden
90 dk sonra, reperfiizyonun baslama aninda ve reperfiizyon basladiktan 60 dk sonra 20
mg/kg (170) ve iskeminin baglama aninda, iskemi bagladiktan 60 dk sonra, reperfiizyonun
baglama aninda ve reperfiizyon bagladiktan 60 dk sonra 20 mgkg (171),
konsantrasyonlarinda melatonin uygulanmistir. Bu calismalarda reperfiizyonun 24.
saatinde yapilan testlerde melatonin enjeksiyonunun nérolojik defisit skorunu ve rotarod
test siiresini gelistirdigini (170) gostermislerdir. Ayrica bu calismalarda 24 saatlik
reperfiizyon sonunda dekapite edilen hayvanlarin beyinlerinde olusan infarkt alani da

belirlenmis ve ve melatonin uygulamasinin infarkt alanini azalttigi tespit edilmistir (146,
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155, 170). Yapilan 90 dk’lik serebral iskemi/reperfiizyon ¢aligmalarinda da iskeminin 60.
dakikasinda 5 mg/kg ve 10 mg/kg (149), iskemi sonrast 5 mg/kg (172), iskemi
baslamadan 6 giin 6nce elektro akupunktur ve 30 dk dnce 10 mg/kg (173) intraperitoneal
melatonin enjeksiyonundan 24 saat sonra hayvanlara norolojik muayene yapilmis ve
sonra dekapite edilmislerdir. Bu ¢alismalarda da melatonin uygulamasinin hayvanlarin
norolojik defisit skorunu gelistirdigi ve infarkt alanini azalttigi, bir ¢alismada ise doz
bagimli olarak norolojik defisit skorunu gelistirip, infarkt alanimi azalttigi (149)
belirtilmistir. Ayrica yapilan 60 dk’lik bir serebral iskemi/reperfiizyon calismasinda
iskemiden 60 dk sonra (174), bir caligmada reperfiizyonun baglama aninda 5 mg/kg (175)
ve 30 dk’lik bir serebral iskemi/reperfiizyon ¢aligmasinda da iskeminin ve reperfiizyonun
baslama anlarinda 10 mg/kg (176) melatonin enjeksiyonundan 24 saat sonra hayvanlara
yapilan norolojik muayenede melatonin gruplarinin ndrolojik defisit skorunun ve rotarod
test stiresinin (174) gelistigi, hayvanlarin infarkt alaninin da azaldig: belirtilmistir.
Serebral iskemi/reperfiizyon calismalarinda 24 saatten daha uzun reperfiizyon
saglanip norolojik defisit skorlama ve davranis testlerinin incelendigi ¢alismalar oldukga
sinirhidir. Ornegin bu ¢alismalardan bir tanesinde 60 dk’lik serebral iskemi modelinde
reperfiizyon baslamadan once 20 mg/kg melatonin uygulanmis ve reperfiizyonun 5.
giiniinde hayvanlara norolojik degerlendirme yapilmis ve hayvanlar dekapite edilmistir.
Melatonin grubunun nérolojik defisit skorunun gelistigi ve infarkt alaninin azaldig tespit
edilmistir (177). Liu ve ark.’da (167), distal middle serebral arter okliizyonundan sonra
reperflizyonun baslama aninda ve 24 saat sonra 20 mg/kg intraperitoneal olarak melatonin
uygulamigslar. Reperfiizyonun 1. ve 3. giinlinde yapilan testlerde melatonin grubunun
norolojik defisit skorunun ve yapiskan ¢ikarma test siiresinin azaldigini bildirmislerdir.
Ayrica reperfiizyonun 3. giiniinde dekapite edilen hayvanlarin infarkt alaninin azaldigi
tespit edilmistir (167). Yapilan baska bir ¢calismada 30 dk’lik serebral iskemi sonrasi 29
giin boyunca intraperitoneal 4 mg/kg/giin melatonin uygulanmis ve hayvanlara
reperfiizyonun 7. ve 30. giinlerinde rotarod testi yaptirilmistir. Bu ¢alismada melatonin
uygulamasinin rotarod test siiresini 7. ve 30. giinlerde arttirdig1 ifade edilmistir (159). 90
dk’lik serebral iskemi sonras1 7 giin boyunca 5 mg/kg/glin melatonin uygulanan bir
calismada da siganlara reperfiizyonun 3. ve 7. giliniinde yapilan testlerde melatonin
uygulanan sicanlarin norolojik defisit skorunun azaldigi bulunmustur. Reperfiizyonun 7.
giiniinde hayvanlara rotarod testi yaptirildiktan sonra dekapite edilmistir. Melatonin

uygulamasinin rotatod test siiresini arttirdigi ve infarkt alanini azalttigi belirtilmistir

(178).
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Yaptigimiz bu ¢alismada 3 ve 7 giin reperfiizyon siiresince uygulanan melatoninin
hayvanlarin norolojik defisit skoru, rotarod ve yapiskan ¢ikarma test siiresi tizerine olan
etkileri glin-giin incelendi.

Calismamizda  norolojik  defisit  skorlamast ~ bakimindan  gruplar
karsilastirildiginda, Sham SI grubunun nérolojik defisit skoru 1.ve 7. giinler arasinda tiim
gruplara gore istatistiksel olarak diisiik bulundu ancak hem 3 giin hem de 7 giin
reperfiizyon saglanan gruplar karsilastirildiklarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadi. Calismamizin sonuglarina gore 90 dk’lik serebral iskemi sonras1 3 ve 7 giin
boyunca 10 mg/kg/giin melatonin uygulamasinin norolojik defisit skorlamasi {izerine
anlaml bir etki gostermedigini sdyleyebiliriz. Reperflizyon siirecinde giin-giin olarak
karsilastirmada Si7+Mel grubunun nérolojik defisit skorunda bir azalma sdz konusudur
ancak istatistiksel olarak anlamli degildir. Norolojik defisit skorlamanin giin-giin
azalmasi1 goz oniinde bulunduruldugunda reperfiizyon siireci 7 giinden daha uzun olsaydi
melatoninin istatistiksel olarak anlamli etkisinin go6zlenebilecegi diisiincesindeyiz.
Bugiine kadar yapilan 90 dk’lik serebral iskemi ¢aligmalarinda melatonin uygulamasinin
24 saat sonra (149, 172, 173) ve reperfiizyonun 3. giiniinde (178) noroljik defisit skorunu
gelistirdigi belirtilmistir. Bu anlamda ¢alismamiz literatiirde yer alan ¢alismalarla uyum
gostermemektedir.

Calismamizda rotarod ve yapiskan ¢ikarma test siiresi bakimindan gruplar
karsilastirildiginda, Sham SI grubunun 1. ve 7. giinler arasinda tiim gruplara gére rotarod
test stiresinin yiiksek oldugu, yapiskan ¢ikarma test siiresinin ise diisiik oldugu belirlendi.
3 giin reperfiizyon saglanan Si3, SI3+EtOH ve Si3+Mel gruplar rotarod ve yapiskan
cikarma test siiresi bakimindan karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmadi. Reperfilizyon siiresi 7 giin olan gruplar karsilastirildiginda ise
5., 6. ve 7. giinlerde Si7+Mel grubunun Si7 ve SI7+EtOH gruplarma gére rotarod test
siiresinin yiiksek oldugu, yapiskan ¢ikarma test siiresinin ise diisiik oldugu tespit edildi.
Calismamizin sonuglarina gore 90 dk’lik serebral iskemi sonrasi 3 giin boyunca 10
mg/kg/giin melatonin uygulamasinin rotarod ve yapiskan ¢ikarma test siiresi iizerine
olumlu etkiler gostermedigini soyleyebiliriz. Ancak reperfiizyon siirecinde 7 giin boyunca
10 mg/kg/gin melatonin uygulamasinin 5. giinden itibaren etkisini gostermeye
basladigini, rotarod test siiresini arttirdigini ve yapiskan ¢ikarma test siiresini azalttigini
sOyleyebiliriz. Literatiirde 90 dk’lik serebral iskemi sonras1 7 giin boyunca 5 mg/kg/giin
melatonin uygulanan bir ¢alismada yalnizca 7. gilinde rotarod testi uygulanmis ve

melatonin uygulamasinin rotatod test siiresini arttirdigi belirtilmistir (178). Ayrica
101



serebral iskemi sonras1 melatoninin yapigkan ¢ikarma testi iizerine etkisinin incelendigi
yalnizca bir ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismada serebral arter okliizyonundan sonra
reperfiizyonun baslama aninda ve 24 saat sonra 20 mg/kg melatonin uygulanmis ve
melatonin verilen grupta yapiskan ¢ikarma test siiresinin 1. ve 3. giiniinde azaldigi
bildirilmistir (167). Sonuglarimiza gore 10 mg/kg melatonin uygulamasi motor
koordinasyonu belirlemek i¢in yaptigimiz test olan rotarod tesi ve somatosensoriyel
thmali belirlemek i¢in yaptigimiz test olan yapiskan ¢ikarma testi lizerine olan etkisi 5.
giinden itibaren gostermeye baslamistir. Kilig ve ark. (159), melatoninin iskemi sonrasi
néronal hiicre Olimiinii azaltip, ndrogenezisi uyararak hayvanlarin motor
koordinasyonlarimi gelistirdigini belirtmislerdir. Ayrica melatonin uygulamasinin
omurilik yaralanmasinda lokomotor iyilesmeyi tesvik etmek i¢in apoptoz aracili hiicre
Olimiinii azaltip, otofajiyi indiikleyerek hasarli noronlarin iyilestirilmesinde faydali
olabilecegi gosterilmistir (179). Bu calismalar ile birlikte bizim sonuglarimiz da g6z
ontinde bulunduruldugunda 90 dk’lik iskemi sonras1 10 mg/kg melatonin uygulamasinin
5. giinden itibaren otofaji araciligiyla hasarli organeller ve proteinler bulundurulan
noronlarin  kurtarildigi, ndrogenezisin uyarilarak motor koordinasyonlarin tekrar
kademeli olarak geri kazanildigin1 sdylebiliriz.

Ayrica yaptigimiz bu ¢alismada 3 ve 7 giin reperflizyon siiresince uygulanan
melatoninin hayvanlarin beyninde olusan infarkt alani {izerine olan etkisi incelendi.

Infarkt alan1 bakimindan gruplar karsilastirildiginda Si3, SI3+EtOH ve Si3+Mel
gruplarmin infarkt alaninin Sham SI grubuna gore yiiksek oldugu tespit edildi. Bununla
beraber Si3+Mel grubunun infarkt alanmnin da Si3 ve SI3+EtOH gruplarma gore diisiik
oldugu belirlendi. Ayrica Si7, SI7+EtOH ve Si7+Mel gruplarmin infarkt alaninin Sham
SI grubuna gore yiiksek oldugu bulundu. Bununla beraber Si7+Mel grubunun infarkt
alaminin SI7 ve SI7+EtOH gruplarina gore diisiik oldugu belirlendi. Calismamizin
sonuclarina gore 90 dk’lik serebral iskemi sonrasi 3 giin boyunca 10 mg/kg/giin melatonin
uygulamasimnin infarkt alanini azalttigini, 7 giin boyunca 10 mg/kg/giin melatonin
uygulamasinin ise infarkt alanini ¢ok daha fazla azalttigini sdyleyebiliriz. Ayrica
reperfiizyon siiresi uzadik¢a infarkt alaninda bir miktar azalmanin goriilebilecegini ancak
melatonin uygulamasinin infarkt alanindaki azalmayr ¢ok daha biiyiikk oranda
gerceklestirdigini  sOyleyebiliriz.  Bugiine kadar yapilan 90 dk’lik serebral
iskemi/reperfiizyon caligmalarinda intraperitoneal melatonin enjeksiyonunun 24 saat
sonra infarkt alanini azalttig1 belirtilmistir (149, 172, 173). Serebral iskemi/reperfiizyon

caligmalarinda 24 saatten daha uzun reperfiizyon saglanan c¢alismalardan birisinde
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reperfiizyonun 3. giinlinde (167), bir digerinde ise reperfiizyonun 5. giiniinde infarkt alan1
belirlenmis ve melatonin verilen gruplarda infarkt alaninin azaldigi bildirilmistir (177).
Bizim calismamiza benzer bir ¢alismada da 90 dk’lik serebral iskemi sonrasi 7 giin
boyunca 5 mg/kg/giin melatonin uygulanmis ve melatoninin infarkt alanini azalttigi
belirtilmistir (178). Bu anlamda c¢alismamiz literatiirdeki calismalar ile uyum
gostermektedir. Literatiirde melatoninin mitokondriden sitokrom-c salinimini dnleyerek,
anti-apoptotik protein olan Bcl-2 seviyesini arttirip, pro-apoptotik proteinler olan
kaspazlar1 inhibe ederek noroproteksiyon sagladigi belirtilmistir (167, 180, 181).
Sonuglarimiza gore 90 dk’lik iskemi sonras1 10 mg/kg melatonin uygulamasi sayesinde
apoptozun inhibe edilerek penumbra alaninda ndronal hiicre kaybinin 6niine gegildigi ve
otofaji araciligiyla da penumbra alanindaki hasarlanmis noronlarin geri kazanilarak
infarkt alaninin azaldig1 sdylenebilir. Melatonin verilen gruplarda azalan infarkt alan1 g6z
oniinde bulunduruldugunda, penumbra alanindaki ndronlarin geri kazanilmasimin 5.
giinden itibaren motor koordinasyon (rotarod testi) ve duysal fonksiyonlarda (yapiskan

cikarma testi) olan iyilesmeye yansidigi sdylenebilir.

5.2. Melatoninin Otofaji Uzerine Etkisi

Son zamanlarda yaymlanan ¢ok sayida ¢alisma serebral iskemide otofajinin
koruyucu bir rol oynadigini savunurken (182-184), ¢ok sayida ¢alisma da otofajnin
serebral iskemide bir hiicre 6liim yolagi olarak rol oynadigini belirtmektedir (185-187).
Serebral iskemide melatoninin otofaji yolagi lizerine etkili olabilecegi ileri siirtilmiis
ancak bu ¢aligmalarda otofajinin serebral iskemide yararli m1 yoksa zararli m1 oldugu
heniiz tam anlamiyla agikliga kavusturulamamistir. Serebral iskemi/reperfiizyon modeli
olusturulan bir ¢caligmada 120 dakikalik iskemiden 7 giin 6nce 10 mg/kg melatonin
uygulanmis ve 24 saatlik reperfiizyon siirecin sonunda otofaji lizerine etkisi incelenmistir.
Iskemi/reperfiizyon grubunun Beclin-1, LC3-11/I protein seviyelerinin ve otofagolizozom
seviyelerinin yliksek oldugu ancak melatonin verilen grupta bu parametrelerin azaldigi
ifade edilmistir. Calismada melatoninin endoplazmik retikulum-bagimli otofajiyi
azalttigr ileri strilmistir (146). Yang ve ark.’da (169), 120 dk’lik serebral
iskemi/reperfiizyon calismasinda iskemi baglamadan once 5 mg/kg melatonin
uygulamiglar ve 24 saat sonra LC3-I/Il ve p62 seviyeleri iizerine olan etkisi
incelemislerdir. 5 mg/kg melatonin uygulamasinin LC3-II protein seviyesini azaltip, p62

protein seviyesini arttirarak otofajiyi inhibe ettigini ve serebral iskemide koruyucu rol
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oynadigini ileri stirmiislerdir (169). Baska bir Serebral iskemi/reperfiizyon ¢alismasinda
ise 90 dk’lik iskeminin 60. dakikasinda intraperitoneal 5 ve 10 mg/kg
konsantrasyonlarinda melatonin enjeksiyonunun otofaji tizerine etkisi incelenmistir. Bu
calismada 24 saatlik reperfiizyon siirecinin sonunda 5 mg/kg melatonin enjeksiyonunun
LC3-1I/1 protein seviyesini ve LC3 pozitif hiicre sayisin1 degistirmedigi, 10 mg/kg
melatonin enjeksiyonunun Beclin-1 protein seviyesini, Beclin-1 pozitif hiicre sayisini ve
otofagozom sayisin1 azalttigi  gOsterilmistir. Calismanmn  sonucunda melatonin
uygulamasinin otofajiyi inhibe ederek iskemik hasara kars1 koruyucu rol oynayabilecegi
bildirilmistir (149). Lin ve ark. (188), 50 dk’lik serebral iskemi olusturduktan 90 dk sonra
50 mg/kg; 1. ve 2. giinde de 20 mg/kg melatonin uygulamiglar. Lin ve ark. ilk 2 giin
melatonin uygulamalarina ragmen LC3-II/I oranmi iskemiden 28 giin sonra
belirlemislerdir. LC3-1I/I oranini azaldigini belirleyen Lin ve ark. otofaji i¢in hiicre 6lim
yolagi ya da hiicre sag kalim yolagi olarak bir ¢ikarimda bulunmamiglardir (188).

Bugiine kadar melatoninin otofajinin rolii {izerine olan etkisi yalnizca serebral
iskemi/reperflizyon hasarinda incelenmemistir. Hipoksik-iskemi modellerinde de
melatoninin otofaji lizerine olan etkisi incelenmistir. Hu ve ark. (189), neonatal serebral
hipoksik-iskemi modelinde hipoksik-iskemiden bir saat once 15 mg/kg melatonin
uygulamiglar ve melatonin uygulamasinin 24 saat sonra Beclin-1 ve LC3-11/I ve caspase-
3 protein seviyelerini azalttigini, p62 protein seviyesini de arttirdigini ifade etmislerdir.
Calismanin sonucunda da melatonin uygulmasinin otofajiyi ve apoptozu inhibe ederek
hipoksik-iskemi hasarini azaltabilecegini ileri siirmiislerdir (189). Baska bir neonatal
serebral hipoksik-iskemi modelinde ise hipoksik-iskemiden 5 dakika sonra tek doz 15
mg/kg melatonin uygulandiktan bir saat sonra hayvanlar dekapite edilerek apoptotik ve
nekrotik hiicre 6liimiinii azalttigi, LC3-II/I seviyesini arttirip p62 seviyesini azaltarak
otofajik aktivasyonu arttirdigi ve bdylece koruyucu bir rol oynadig gosterilmistir (190).

Yaptigimiz bu calismada 3 ve 7 giin reperfiizyon siiresince uygulanan melatoninin
Beclin-1, LC3-l/Il, p62, cleaved caspase-3 seviyeleri ve transmisyon elektron
mikroskobik bulgulari tizerine olan etkisi incelendi.

Calismamizin sonuglaria gore Si3+Mel grubunun SI3 ve SI3+EtOH gruplarina
gore Beclin-1 ve LC3-II protein seviyelerinin ve pozitif hiicre sayilarinin arttigi, p62 ve
cleaved caspase-3 protein seviyelerinin ve pozitif hiicre sayilarinin da azaldig
belirlenmistir. Ayni sekilde Si7+Mel grubunun Si7 ve SI7+EtOH gruplarina gére Beclin-
1 ve LC3-II protein seviyelerinin ve pozitif hiicre sayilarinin yiiksek oldugu, p62 ve

cleaved caspase-3 protein seviyelerinin ve pozitif hiicre sayilarinin da diisiik oldugunu
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belirledik (p<0.05). Sonuglarimiza gore 3 giin melatonin uygulamanin otofajiyi
uyardigin1 ve 7 giin melatonin uygulamasinin otofaji seviyesini daha fazla arttirdigini
sOyleyebiliriz. Ayrica 3 giinliik reperfiizyon siirecinde cleaved caspase-3 protein
seviyesinin arttigini ancak devam eden reperfiizyon siirecinde zamanla azaldigi da
belirlendi. Zhang ve ark. (145), herhangi bir ajan vermeden yalnizca otofajinin siire ile
olan iliskisini inceledigi c¢alismada kalic1 serebral iskemi sonrasi 7 giin reperfiizyon
saglayarak giin-giin LC3-1l ve cleaved caspase-3 protein seviyelerini incelemislerdir.
Iskemi sonras1 LC3-11 ve cleaved caspase-3 protein seviyelerinin ilk 12 saat icerisinde
beraber arttigini, 4 giin sonra cleaved caspase-3 protein seviyesinin azaldigini, LC3-II
protein seviyesinin ise 3. giinde ¢ok biiylik oranda azaldigin1 ancak 4. giinden itibaren
tekrardan arttigini ifade etmislerdir (145). Biz de penumbra alaninda melatoninin otofaji
tizerine olan etkisini inceledigimiz bu ¢alismada 3 ve 7 giinliikk reperfiizyon siirelerinin
karsilastirilmast bakimindan Zhang ve ark.’nin yaptiklari ¢alisma sonucu ile uyum
gostermektedir. Zhang ve ark. yaptiklari calismada LC3-11 protein seviyesinin ilk 5 saat
icerisinde pik yaptigin1 ve 24 saat boyunca yiiksek kaldigini gostermislerdir (145).
Serebral iskemide melatonin verilip otofajinin incelendigi bu caligmalarda 24 saat
reperfiizyon yapilmistir (146, 149, 169). Ancak ilk 24 saatte hiicre 6lim yolag
bakimindan otofaji ve apoptozun ayrimini yapmak olduk¢a zor olabilir ¢iinkii bir
calismada diger organlara gore ndronal otofajinin uyarilmasinin daha ge¢ oldugu, 48 saat
sonra indiiklendigi belirtilmistir (191). Fizyolojik stres kosullar1 hiicrenin adaptif stres
sartlarin1 astigt zaman apoptoz ile birlikte otofaji bir hiicre 6lim yolag:
davranabilmektedir. Bu nedenle serebral iskemide ilk 24 saatte otofaji incelendiginde
hiicre 6liim yolag: olarak belirlenebilir. Serebral iskemide otofajinin hiicre 6liim yolagt
mu hiicre sag kalim yolagi mi1 oldugunun agiklanamamasinin nedenlerinden bir tanesi de
yapilan c¢alismalarda otofajinin incelendigi alanin genellikle infarkt alanin1 da kapsamasi
olabilir. Ancak otofajinin asil incelenmesi gereken kisim penumbra alanidir ¢iinkii infarkt
alan1 kor bolgesini igerir ve bu hiicreler zaten 6liim yolagini segmektedir. Halbuki
penumbradaki hiicrelerde uygun otofajik aktivite, hiicreyi Oliime gotlirmek yerine
hasarlanmis organelleri ve hiicresel kisimlar1 ortadan kaldirarak hiicresel yasamin
devamini saglayabilmektedir.

Son yillarda otofaji ile apoptoz arasinda karmasik bir etkilesim oldugu, otofaji ile
apoptozun ortak molekiiler indiikleyicileri ve diizenleyici mekanizmalar1 paylasabilecegi
ve otofajinin kaspaz-aracili apoptozu modiile edebilecegi bildirilmistir (192, 193).

Yapilan ¢alismalarda iskemik beyin hasar1 sonrasinda néronal hiicre 6liimiiniin apoptoz
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temelli olarak gerceklestigi ileri siiriilmektedir (194, 195). Iskemi sirasinda néronlarda
artan kalsiyum ile indiikklenen mitokondriden sitoplazmaya sitokrom-c salinimi ile
caspase-3 aktive edilir (195). Caspase-3, niikleer DNA’y1 pargalamak igin
endoniikleazlar1 aktive eden ve bunun sonucunda hiicre Oliimiine yol acan DNA
fragmantasyonunu aktive ettigi ig¢in apoptozun yiiritiicii faktoridiir (194). Ayrica
caspase-3 icin Beclin-1 iizerinde iki tane baglanma bolgesi vardir ve caspase-3 Beclin-
1’e baglanip yikimlanmasina neden olursa hiicre otofajiyi degil apoptoz yolagini tercih
etmektedir (196). Melatoninin anti-oksidatif etkileri olmasinin yani sira anti-apoptotik
protein olan Bcl-2 proteinini indiikleyerek ve caspase-3 inhibe ederek apoptozu engelligi
ve bu ozellikleri sayesinde de noronlarda noroprotektif etkiler gosterdigi bildirilmistir
(180, 181).

Calismamizin Western Blot ve immiinofloresan sonuglarina gore, Beclin-1 ve
LC3 seviyelerinin arttigini, p62 ve cleaved caspase-3 seviyelerinin azaldigini belirledik.
Ayrica transmisyon elektron mikroskop bulgularina gore Serebral iskemi gruplarinin
noronlarinda yer yer intrasitoplazmik 6dem ve 6dem alanlar i¢inde hasarli dejenere
organel yapilar1 bulunurken, melatonin verilen gruplarda bu durumun kismen diizeldigi
belirlenmistir. Calismamizin sonuglarina goére, melatonin uygulamasinin penumbra
alaninda cleaved caspase-3 seviyesini azaltip yani apoptozu inhibe edip, otofajik
proteinlerin (Beclin-1 ve LC3-I/11) sentezini uyararak serebral iskemide koruyucu rol
oynadig1 sOylenilebilir.

Calismamizda melatonin ¢oOziiciisii olarak verilen etanoliin istatistiksel olarak
anlamli olmasa da Beclin-1, LC3 seviyelerini arttirdig1 ve p62 seviyesini ise azalttig
belirlenmistir. Xu ve ark. (197), 2019 yilinda yaptiklari bir ¢aligmada serebral iskemiden
once oral olarak 8 hafta boyunca her giin 0.7 g/kg/giin verilen etanoliin iskemi sonrasi
olugan pro-inflamtuar sitokin/kemokinleri azaltip, anti-inflamatuar sitokin/kemokinleri
arttirarak serebral iskemide koruyucu rol oynadigin1 gostermislerdir. Li ve ark. (198),
2020 yilinda yaptiklar bir ¢aligmada serebral iskemiden 6nce oral olarak 8 hafta boyunca
her giin 0.7 g/kg/giin verilen etanoliin Beclin-1 iizerine etki etmedigini ancak claved
caspase-3 ve LC3 seviyesini azalttigini ifade etmiglerdir. Ayrica hafif etanol tiikketiminin
iskemi sonrast apoptozu baskilayarak serebral iskemi/reperfiizyon hasarina karsi
koruyabilecegini, agir etanol tiiketiminin 1ise otofajiyi baskilayarak serebral
iskemi/reperflizyon hasarin1 siddetlendirebilecegini belirtmislerdir (198). Bizim
sonuglarimizda g6z Onilinde bulunduruldugunda etanoliin doz bagmli olarak

apoptoz/otofaji iizerine etkilerinin olabilecegi sdylenilebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizin sonuglarina goére 90 dk’lik serebral iskemi sonrasi melatonin
uygulanan gruplarda norolojik defisit skorlarinda diisiis s6z konusudur ancak anlamli bir
etki bulunmamastir.

Calismamizda serebral iskemide melatonin uygulamasimin 5. giinden itibaren
rotarod test siiresini arttirdigi, yapiskan ¢gikarma test siiresini ise azalttigi belirlenmistir.
Bu sonucumuza gore serebral iskemi sonrasi melatoninin 5. giinden itibaren otofaji
araciligiyla hasarli organeller ve proteinler bulundurulan noéronlarin kurtarildigi,
ndrogenezisin uyarilarak motor koordinasyonlarin tekrar kademeli olarak geri kazanildigi
ortaya konmustur.

Yaptigimiz bu ¢aligmada serebral iskemi sonrasi reperfiizyon siirecinde 3 giin
melatonin uygulamasimin infarkt alanimi azalttigi, 7 glin melatonin uygulamasinin ise
infarkt alanini ¢ok daha fazla azalttig1 belirlenmistir. Reperfiizyon siiresi uzadikg¢a infarkt
alaninda bir miktar azalmanin goriilebilecegini ancak melatonin uygulamasinin infarkt
alanindaki azalmay1 ¢ok daha biiyiik boyutlarda gerceklestirdigini sdylenebilir. Bunu da
90 dk’lik iskemi sonrast 10 mg/kg melatonin uygulamasi sayesinde apoptozun inhibe
edilerek noronal hiicre kaybimin Oniine gecildigi ve otofaji araciligryla hasarlanmis
noronlarin geri kazanilarak infarkt alaninin azaldigi ortaya konmustur. Bu ¢alismalar ve
bizim ¢alismamiz da gbéz Onilinde bulunduruldugunda yeni g¢aligmalar tasarlanirken
melatonin ¢oziiclisii olarak etanoliin de bir etkisinin olabilecegi gbz Oniinde
bulundurulmalidir.

Otofajinin uyarilmasinin noronal hasarin Onlenmesindeki blokajindan daha
avantajli oldugu ve otofajinin uyarilmasinin serebral iskemiyi takiben noronal hayatta
kalmaya fayda sagladigi belirtilmistir (145). Sonuglarimiza gore reperfiizyon siiresi ile
iligkili olarak iskemi sonrasi otofajinin koruyucu olarak indiiklendigini, otofaji
araciligiyla hasarli yapilarin sindirilerek ortamdan uzaklastirildigini ve infarkt alaninin
azaldig1 ortaya konmustur. Ayrica melatonin uygulamasinin serebral iskemide apoptozu
inhibe edip, otofajik proteinlerin sentezini uyararak serebral iskemide koruyucu rol
oynadig1 soylenebilir.

Yapilan ¢aligmalarda melatoninin serebral iskemi tedavi kombinasyonunda yer
almasi1 gerektigi belirtilmigtir. Sonuglarimiza gore 90 dk’lik serebral iskemi sonrasi 10
mg/kg/glin melatoninin uygulanmasinin otofaji araciligiyla iskemi sonrasi olugan infarkt
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alaninin azalmasinda ve motor koordinasyonlarin geri kazanilmasinda rol oynadigi ortaya
konmustur. Melatoninin serebral iskemi tedavisinde otofaji aracili olan etkilerinin daha
fazla aydinlatilmas1 gerektigi ve serebral iskeminin tedavisinde molekiiler diizeyde
onemli roller oynayabilecegi diisiinlilmektedir. Bu alanda yapilacak yeni calismalara

caligmamizin da dnemli bir referans olabilecegi sdylenebilir.
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