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OZET
T.C.

SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLER ENSTITUSU

3’,4’-DIHYDROXYFLAVONOLUN SICANLARDA BEYIN iSKEMi-
REPERFUZYONUNDA SEREBELLUMDA ENDOPLAZMIiK RETiKULUM

STRESINE ETKISi

Gizem AKKAYA

Fizyoloji Anabilim Dah

YUKSEK LIiSANS TEZI / KONYA-2025

Iskemi, dokulara yeterli miktarda kan akisinin saglanamamasi sonucu ortaya ¢ikan ve hiicresel
enerji iiretimini olumsuz etkileyen bir durumdur. Beyin iskemi ise serebral kan dolagiminin gegici ya da
kalic1 olarak kesilmesiyle, néronal fonksiyonlarin bozulmasina ve hiicre 6liimiine neden olan kritik bir
patolojik siirectir. Bu siirecte, endoplazmik retikulum (ER) stresinin tetiklenmesi hiicre i¢i protein
katlanma mekanizmalarint bozarak ndronal hasarin artmasina yol agar. Mevcut ¢alismada sicanlarda
beyin iskemi-reperfiizyonu sonrasinda 1 hafta siireli 3°,4’-Dihydroxyflavonol (DiOHF) takviyesinin
serebellum dokusundaki endoplazmik retikulum stresine olan etkisi incelendi. Calisma wistar-albino
tiirii erkek siganlar {izerinde gergeklestirildi. Toplam 28 adet si¢an kullanilan arastirmada gruplar su
sekilde olusturuldu. Kontrol grubu (n=6): Bu gruptaki hayvanlara herhangi bir anestezi ve cerrahi iglem
uygulanmamisir. Sham grubu (n=6): Bu gruptaki hayvanlarda genel anestezi olusturulduktan sonra
karotid arter bolgeleri agilip kapatilmistir. Uygulama sonrasi 1 hafta siireli ¢oziicii uygulamasi
yapilmistir (1 ml DiOHF ¢bziiciisii). Iskemi-Reperfiizyon grubu (n=8): Genel anestezi altinda sicanlarda
karotid arterler izole edildikten sonra 30 dakika siireyle ligate edilerek iskemi yapilmistir, takibinde
reperfiizyon gergeklestirilmistir. iskemi-Reperfiizyon + DiOHF Grubu (n=8): Genel anestezi altinda
sicanlarda karotid arterler 30 dakika ligasyonla iskemi yapildiktan sonra reperfiizyona izin verilmistir.
1 hafta stire ile DiOHF takviyesi yapilmistir.

Bir haftalik tedavi sonrasi genel anestezi altinda hayvanlar dldiiriilerek serebellum dokular
alinarak GRP78, HSP70, CHOP, Bcl-2 ve Bax seviyeleri degerlendirildi. I/R serebellumda GRP78,
HSP70, CHOP ve Bax degerlerini artirirken, BCI-2 seviyelerinde dnemli baskilanmaya yol agti. Ancak,
1 hafta boyunca 3',4'-Dihydroxyflavonol uygulamasi i/R ile olusan bozulmalar diizeltti.

Caligma sonuglar1 I/R sonrast 1 hafta siireli 3',4'-Dihydroxyflavonol tedavisinin fokal beyin
[/R’nin serebellumda olusturdugu endoplazmik retikulum stresiyle ilgili parametrelerde 6nemli
diizeltme sagladigini gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Iskemi/Reperfiizyon; 3',4'-Dihydroxyflavonol; GRP78, HSP70, CHOP,

Bcl-2, Bax ve sigan
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SUMMARY
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THE EFFECT OF 3°,4-DIHYDROXYFLAVONOL ON ENDOPLASMIC
RETICULUM STRESS IN THE CEREBELLUM DURING BRAIN
ISCHEMIA-REPERFUSION IN RATS

Gizem AKKAYA
Department of Physiology

MASTER THESIS / KONYA-2025

Ischemia is a condition that occurs as a result of insufficient blood flow to the tissues and
negatively affects cellular energy production. Brain ischemia is a critical pathological process that
causes neuronal function to deteriorate and cell death due to temporary or permanent interruption
of cerebral blood circulation. During this process, triggering endoplasmic reticulum (ER) stress
disrupts intracellular protein folding mechanisms, leading to increased neuronal damage. In the
current study, the effect of 1-week 3’,4’-Dihydroxyflavonol (DiOHF) supplementation on
endoplasmic reticulum stress in cerebellum tissue after cerebral ischemia-reperfusion in rats was
investigated. The study was conducted on male Wistar-albino rats. A total of 28 rats were used in
the study and the groups were formed as follows. Control group (n=6): No anesthesia or surgical
procedure was applied to the animals in this group. Sham group (n=6): After general anesthesia
was induced in the animals in this group, the carotid artery regions were opened and closed. After
the application, solvent application was performed for 1 week (I ml DiOHF solvent).
IschemiaReperfusion Group (n=8): After isolating the carotid arteries in rats under general
anesthesia, ischemia was performed by ligating them for 30 minutes, followed by reperfusion.
IschemiaReperfusion + DiOHF Group (n=8): After ischemia was performed by ligating the carotid
arteries in rats under general anesthesia for 30 minutes, reperfusion was allowed. DiOHF
supplementation was performed for 1 week. After one week of treatment, animals were killed under
general anesthesia and cerebellum tissues were taken to evaluate GRP78, HSP70, CHOP, Bcl-2 and
Bax levels. While I/R increased GRP78, HSP70, CHOP and Bax values in the cerebellum, it caused
significant suppression in BCI-2 levels. However, 3',4'-Dihydroxyflavonol application for 1 week
corrected the deteriorations caused by I/R.

The study results show that 1 week of 3'4'-Dihydroxyflavonol treatment after I/R provides
significant correction in endoplasmic reticulum stress related parameters caused by focal brain I/R
in the cerebellum.

Keywords: Ischemia/Reperfusion; 3',4'-Dihydroxyflavonol; GRP78, HSP70, CHOP, Bcl-2, Bax
and rat
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1. GIRIS

1.1. iskemi

Inme, beyin, omurilik veya retina dokusunda, vaskiiler bir nedene bagl olarak
gelisen hiicre liimiiyle karakterize edilen, klinik belirtilerle birlikte veya yalnizca
gorilintiileme bulgulartyla saptanabilen, acil miidahale gerektiren bir nodrolojik

durumdur (Sacco ve ark 2013).

Inme, diinya genelinde 6liimiin ikinci &nde gelen nedeni ve uzun siireli
sakatliklarin baslica sebeplerinden biridir(Feigin ve ark 2021). Ozellikle yaslanan
niifusla birlikte inme goriilme siklig1 artmakta; diistik ve orta gelirli iilkelerde, inme
kaynakli 6liim ve sakatlik oranlari yiiksek seyretmektedir. Ayrica, iskemik inme
olgular1 tiim inme vakalarimin yaklasik %85’ini olusturarak, patofizyolojik olarak en
yaygin inme tiirii olarak éne ¢ikmaktadir (Campbell ve Khatri 2020). inme, altta yatan
patofizyolojik mekanizmaya gore temelde iki ana gruba ayrilmaktadir: iskemik ve
hemorajik inme. En yaygin form olan iskemik inme, serebral arterlerin bir trombiis ya
da emboli nedeniyle tikanmasi1 sonucunda beyin dokusuna kan akiginin kesilmesiyle
meydana gelir. Bu inme tipi, tiim inme vakalarinin yaklasik %85’ini olusturur ve
ozellikle yash popiilasyonda daha sik goriiliir (Meschia ve ark 2014). Etiyolojik
simiflandirma agisindan yaygin olarak kabul géren TOAST sistemine gore iskemik
inmeler bes alt gruba ayrilir: biiyiik damar hastaliklar1 (ateroskleroz), kardiyoembolik
kaynakl1 inmeler, lakiiner infarktlar (kii¢iik damar hastalig1), spesifik diger nedenlere
bagli inmeler ve nedeni tam olarak belirlenemeyen olgular (Adams ve ark 1993). Bu
simiflandirma, hem klinik degerlendirmelerde hem de tedavi stratejilerinin

belirlenmesinde temel bir referans niteligi tasur.

Diger yandan, hemorajik inme, beyin damarlarinin yirtilmasi sonucu kanin
beyin dokusuna veya beyin zari altina sizmasiyla olusur. Tiim inme vakalarinin %10
ila %15’ini olusturan bu tip, genellikle ani baslangichi ve daha agir seyirli klinik
tablolarla iliskilidir (Yew ve Cheng 2009). Hemorajik inmeler iki temel alt tipe ayrilir:
intraserebral hemoraji (ICH) ve subaraknoid hemoraji (SAH). Intraserebral hemorajide

kanama dogrudan beyin parankimi i¢ine gerceklesirken, subaraknoid hemorajide kan,
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beyin yiizeyi ile leptomeninksler arasindaki subaraknoid aralifa yayilir. Her iki

durumda da intrakranial basing artis1 ve yaygin néronal hasar ka¢inilmazdir.

Inme gelisiminde etkili olan baslica risk faktorleri arasinda hipertansiyon,
diyabet, dislipidemi, sigara kullanimi, atriyal fibrilasyon, obezite ve sedanter yagsam
tarzi yer alir. Bununla birlikte, yas, cinsiyet ve genetik yatkinlik da 6nemli belirleyiciler

arasindadir (Pedelty ve Gorelick 2013).
1.2. Beyin Iskemisi

Beyin, viicut agirhiginin yalnizca yaklasik %2’sini olusturmasina ragmen,
toplam oksijen tiiketiminin %20’sinden fazlasin gerceklestirir; bu yliksek metabolik
aktivite, beyni oksijen ve glukoz yetersizliklerine karsi son derece duyarli héle getirir
(Clarke 1999). Feigin ve arkadaslarinin bildirdigine gore, 1990'dan 2013'e kadar yasa
gore diizeltilmis inme insidanst ve mortalite oranlarinda genel bir azalma
gbzlemlenmis olsa da, inmeden etkilenen ve inme nedeniyle engelli kalan bireylerin

sayis1 diinya genelinde artis gostermistir (Krishnamurthi ve Feigin 2022).

Beynin belirli bolgelerine yetersiz kan ve oksijen ulasmasi, iskemik hasarin
temelini olusturan kritik bir durumdur. Bu siireg, hiicrelerin enerji metabolizmasini
bozarak kisa siire icerisinde kalici hiicresel hasar ve hiicre 6liimiine neden olabilir
(Kalogeris ve ark 2012). Beyin iskemisinin temel nedenleri arasinda tromboz, emboli
ve sistemik hipoperfiizyon bulunur. Tromboz, genellikle aterosklerotik plaklar
tizerinde olusan pihtilarin damarlar tikamasiyla ortaya ¢ikarken (Campbell ve Khatri
2020), emboli viicudun bagka bdlgelerinde olusan pihtilarin koparak beyin damarlarini
tikamasiyla gergeklesir (Hankey 2017). Hipoperfiizyon ise kalp yetmezligi ya da ciddi
hipotansiyon durumlarinda beyne yeterince kan akimi saglanamamasiyla iliskilidir

(Powers ve ark 2018).

Klinik olarak, beyin iskemisi gegici iskemik atak (TIA) ve iskemik inme olarak
iki temel gruba ayrilir. Gegici iskemik ataklar (TIA), ¢ogunlukla 24 saat i¢inde
gerileyen gecici norolojik bulgularla seyretse de, ileride gelisebilecek inme agisindan

ciddi bir uyar1 niteligi tasir (Easton ve ark 2009). Uzun siiren kan akimi kesintileriyle
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olusan iskemik inme, kalic1 beyin dokusu kayb1 ve agir norolojik sekellere neden olur

ve inmelerin yaklasik %80-85’ini olusturur (Meschia ve ark 2014).

Beyin iskemisi sonucu gelisen temel patofizyolojik siiregler, néronal hasar,
oksidatif stres, inflamasyon, endoplazmik retikulum (ER) stresi ve mitokondriyal
disfonksiyon ile eksitotoksisite olarak siralanabilir. Hiicresel diizeyde enerji
metabolizmasinin bozulmasiyla ATP iiretiminin azalmasi, hiicre 6liimiiniin temel
mekanizmalarindandir (Lipton 1999). Ayrica, iskemi sonrasi reperflizyon sirasinda
olusan agir1 miktarda reaktif oksijen tiirleri (ROS), oksidatif stres ve inflamasyonu
artirarak hiicresel hasar1 derinlestirir (Chamorro ve ark 2016). Endoplazmik
retikulumda biriken yanlis katlanmig proteinlerin tetikledigi ER stresi ve
mitokondriyal fonksiyonlarin bozulmasi apoptotik siiregleri aktive eder ve hiicre
6liimiine katkida bulunur (Nakka ve ark 2010). Ayn1 zamanda enerji yetmezligi sonucu
glutamat gibi eksitatdr norotransmitterlerin asir1 salinimi, néronal hiicrelerde toksik
kalsiyum girisini tetikleyerek eksitotoksisite yoluyla hiicre 6liimiine neden olur (Lai

ve ark 2014).

Molekiiler diizeyde ise eksitotoksisite, oksidatif stres, ER stresi ve inflamasyon
gibi siire¢ler karmasik mekanizmalarla birbirini etkiler Eksitotoksisite sirasinda
glutamatin asir1 salinimi, NMDA reseptorlerinin asir1 uyarilmasina ve hiicre i¢ine asiri
kalsiyum girisiyle néronal hasarin siddetlenmesine yol agar (Dirnagl ve ark 1999). Bu
mekanizmaya paralel olarak reperfiizyon sirasinda ortaya ¢ikan agir1 ROS iiretimi de
lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonuna neden olarak néronal hasar1 pekistirir
(Wu ve ark 2020). Ayrica, ER stresinin kroniklesmesiyle unfolded protein response
(UPR) tetiklenir; CHOP ve GRP78 benzeri stres belirtecleri artar, bu durum da
apoptotik sinyal yollarini aktive ederek hiicre 6liimiinii kolay bir hale getirir (Hetz ve
Saxena 2017). Bunlarla birlikte, inflamasyon ve mikroglial aktivasyon da iskemi

sonrasi sekonder hasari artiran 6nemli faktorlerdir (Jayaraj ve ark 2019).

Beyin iskemisine yonelik tedaviler, akut donem tedavileri ve kronik dénem
rehabilitasyonu olarak iki ana kategoride incelenir. Akut donemde, ilk saatler i¢erisinde

uygulanan trombolitik tedaviler (6rn. tPA uygulamasi) ile kan akisinin yeniden
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saglanmasi, kalici hasar1 azaltmak adina kritik 6neme sahiptir (Powers ve ark 2018).
Mekanik trombektomi, biiylik damarlarin tikanikliklarinda fiziksel miidahale ile
pihtinin ¢ikarilmasini saglayarak iskemik hasart sinirlamada oldukga etkilidir (Saver
ve ark 2015). Kronik donemde ise fizyoterapi, konusma terapisi gibi rehabilitasyon
yontemleri ile fonksiyonel iyilesme hedeflenir (Langhorne ve ark).

2011). Bununla birlikte hipertansiyon, diyabet ve hiperlipidemi gibi risk faktorlerinin
kontrol edilmesi, medikal tedavi ve yasam tarzi diizenlemeleri ile sekonder inme

riskinin azaltilmas1 a¢isindan 6nem tagimaktadir (Hankey 2017).
1.3. Beyin Iskemisi ve Noroenflamasyon Iliskisi

Beynin bazi bolgelerine oksijen ve glukoz akisinin yetersiz kalmasi,
iskemik hasara neden olan ciddi bir durumdur (Kalogeris ve ark 2012). Iskemi
esnasinda ortaya cikan hiicresel hasar, sadece kan akiminin durmasiyla degil, ayni
zamanda reperfiizyon doneminde tetiklenen sekonder hasar mekanizmalar ile de
yakindan iliskilidir (Chamorro ve ark 2016). Noroinflamasyon, ikincil iskemik hasarin
genislemesine dnemli Olciide katki saglayan baslica siireclerden biridir (Anrather ve
Iadecola 2016). Serebral iskemi, oksijen ve enerji arzinin kesintiye ugramasiyla
birlikte metabolik homeostazin bozulmasina neden olmakta; bu durum
noroinflamatuar yanitlarin tetiklenmesine ve akabinde hiicresel diizeyde yapisal ve
islevsel hasarin ilerlemesine yol agmaktadir (Lei ve ark 2025). Serebral iskemiyi
takiben vaskiiler yapilarda hizli bir inflamatuar yanit gelismekte; bu siire¢, bagisiklik
hiicrelerinin aktivasyonuna aracilik eden proinflamatuar mediyatdrlerin salinimiyla
karakterizedir ve ndronal hasarin derinlesmesine katkida bulunmaktadir. Reperfiizyon
evresinde hiicre i¢i demirin asirt birikimi, Fenton reaksiyonunu tetikleyerek reaktif
oksijen tiirlerinin artisgina yol agmakta ve bunun sonucunda lipid peroksidasyonu
meydana gelmektedir. Bu siire¢, hiicre membran biitlinliigiinii bozarak ferroptotik
hiicre 6liimiinii indiiklemektedir. Giincel literatiir, inflamasyon ile ferroptoz arasindaki
etkilesimin, serebral iskemi-reperfiizyon (I/R) hasarinin molekiiler mekanizmalari

icerisinde giderek daha kritik bir rol tistlendigini ortaya koymaktadir (He ve ark 2024).



Beyin iskemisi sonrasi gelisen noroinflamatuar yanit, mikroglial hiicrelerin
aktive olmasi, astrositlerin reaktif hale gelmesi, IL-1B, TNF-a ve IL-6 gibi
proinflamatuar sitokinlerin salinimi ve periferal inflamatuar hiicrelerin beyin dokusuna
gocii ile karakterizedir (Jayaraj ve ark 2019). Iskeminin erken fazinda, enerji eksikligi
ve iyon dengesizligi gibi stres faktorleri néron ve endotelyal hiicreleri dogrudan etkiler;
bu durum, inflamatuar yanit1 baslatan molekiiler sinyallerin salinnmina yol agar
(Iadecola ve Anrather 2011). Merkezi sinir sisteminin yerlesik bagisiklik hiicreleri olan
mikroglialar, iskemi sonrasinda hizla aktiflesir; lezyon bolgesine goc¢ ederek TNF-a,
IL-1B gibi proinflamatuar mediatorleri salgilamak suretiyle inflamatuar siireci
baglatirlar (Jin ve ark 2010). Akut donemde mikroglial hiicrelerin aktive olmasi,
nekrotik hiicre artiklarinin temizlenmesi ve doku onariminin desteklenmesi agisindan
faydali olabilirken, bu aktivasyonun uzamasi veya kontrolsiiz hale gelmesi
durumunda, salinan sitokinler yoluyla inflamatuar yanitin siddetlenmesine ve sekonder
doku hasarinin artmasina neden olabilir (Hu ve ark 2015). Iskemik hasar sonrasinda
astrositler reaktif fenotipe gegerek proinflamatuar mediyatdrlerin {iretimini artirir. Ayni
zamanda glial skar olusumunu tesvik ederek sinir dokusundaki inflamatuar siirecin
uzamasina ve kronik ndéroinflamasyona zemin hazirlarlar (Sofroniew 2014). Astrosit-
mikroglia arasi hiicresel iletisim, iskemik inflamasyonun zamansal ve siddetsel
ozelliklerini belirleyen temel mekanizmalardan biridir ve bu etkilesimlerin bozulmasi
inflamatuar yanitin patolojik seyrini agirlastirabilir (Liu ve Chopp 2016). Sonug
olarak, iskemik beyin hasar1 ve noroinflamasyon arasinda karsilikli etkilesime dayali
dinamik bir iliski bulunmaktadir. Iskemik olaylar inflamatuar siireci baslatirken,
inflamasyonun uzamasi sekonder néronal hasar1 derinlestirerek iyilesme potansiyelini
azaltir. Bu nedenle, ndroinflamatuar yanitin modiilasyonuna yonelik tedavi stratejileri,
iskemik inmeye bagli beyin hasarinin azaltilmasinda umut vadeden yaklasimlar
arasinda degerlendirilmektedir (Anrather ve Iadecola 2016). Reperfiizyonun ardindan
bozulan mitokondriyal yapilarin ortadan kaldirilmasinda gorev alan otofaji ve mitofaji
stiregleri baslangicta koruyucu bir yanit olusturur. Ancak bu mekanizmalarin asir
aktivasyonu, hiicreyi onarimdan ziyade 6liim sinyallerinin hakim oldugu bir ortama
stiriikleyebilir (Anrather ve ladecola 2016). Reperfiizyon sonrasi yiikselen NO {iretimi,

stiperoksit ile birleserek peroksinitrit meydana getirir; bu reaktif tiir, 6zellikle niikleik
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asitler, hiicre membranlar1 ve enzim sistemleri iizerinde yikici etkilere sahip olup

iskemik hasarin ilerlemesine katkida bulunur (Endres ve ark 1998).

1.4. Apoptoz

Apoptoz, nekrozdan farkli olarak inflamasyon olusturmadan ve ¢evre dokulara
zarar vermeksizin hiicrelerin diizenli bi¢imde ortadan kaldirildig1 kontrolli bir 6liim
stirecidir (Kerr ve ark 1972). Hiicrelerin yagamsal islevleri ve 6liimii, programlanmig
hiicre o6limii mekanizmasi olan apoptozisle siki bir sekilde diizenlenmektedir.
Apoptozis, embriyonik gelisim siireglerinin ilerlemesini saglamak ve doku homeostazi
ile bagisiklik sisteminin diizglin isleyisini korumak acgisindan kritik bir rol
oynamaktadir (Mustafa ve ark 2024). Embriyonik gelisimden itibaren apoptoz, fazla
ya da hasarli hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda gorev alarak organizmanin fizyolojik

diizeninde kilit bir rol oynar (Elmore 2007).

Ekstrinsik apoptoz yolu, Fas ve TNF reseptorlerinin ligandlariyla etkilesime
girerek hiicre i¢i 6liim sinyallerinin baslatilmasiyla aktive olur. Bu etkilesim, adaptor
proteinler araciligiyla kaspaz-8’in aktif hale gelmesini saglar (Ashkenazi ve Dixit

1998).

Intrinsik apoptoz yolu, mitokondri dig membraninin gegirgenliginde meydana
gelen artisla baglar. Bu degisim, sitokrom c’nin sitozole salinmasina yol agar ve
ardindan apoptozum kompleksi tizerinden kaspaz-9'un aktivasyonu gerceklesir (Green
ve Kroemer 2004). Her iki apoptoz yolu da kaspaz-3 gibi efektor molekiillerin aktive
oldugu ortak yiiriitiicii fazda birlesir ve bu durum hiicrenin kontrollii 6liimiine yol acar
(Fuchs ve Steller 2011). B hiicreli lenfoma 2 (BCL2) protein ailesi, mitokondri
araciligiyla sitokrom ¢ salinimini diizenleyerek apoptoz siirecinin 6nemli bir kontrol

noktasidir (Vogler ve ark 2025)

1.4.1. Beyin Iskemisi ve Apoptoz

Iskemik beyin hasarinda apoptoz, dzellikle reperfiizyon fazinda daha yogun
sekilde goriilmektedir. Bu siirecte gelisen oksijen ve glukoz eksikligi, hiicresel enerji
diizeylerini diisiirerek mitokondriyi hedef alir ve i¢sel apoptotik sinyallerin devreye
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girmesine neden olur (Broughton ve ark 2009). ATP seviyelerindeki diisiis, mitokondri
dis membraninin gegirgenligini artirarak hiicre 6liimiinii tetikleyen Bax ve Bak gibi
proapoptotik proteinlerin etkinligini artirirken, hayatta kalimi destekleyen Bcl-2 gibi
proteinlerin islevini baskilar (Youle ve Strasser 2008). Mitokondri dis zarinin gegirgen
hale gelmesiyle sitokrom c sitoplazmaya salinir; bu da apoptosomun olusumuna ve

kaspaz kaskadinin aktive olmasina yol agar (Galluzzi ve ark 2012).

Reperflizyon evresinde gelisen oksidatif stres, inflamatuar yanitlar ve
endoplazmik retikulum stresi, hiicre 6liimiinii tetikleyen baslica unsurlar arasindadir.
Uzamis ER stresi, UPR mekanizmalarini asir1 aktive ederek CHOP gibi apoptozla

iligkili proteinlerin ekspresyonunu artirir (Hetz ve Saxena 2017).

Iskemik beyin hasarinda, hiicresel 6liimiin baskin bigimde apoptoz yoluyla
gerceklestigi bolge genellikle ‘penumbra’ olarak tanimlanan doku alanidir.Bu nedenle,
bu bdlgedeki apoptotik siireglerin hedeflenmesi, iskemik hasarin sinirlandirilmasi

acisindan klinik olarak biiyiik nem tasir (Broughton ve ark 2009).

Sonug olarak, beyin iskemisi sonrasi apoptozun tetiklenmesi, iskemik hasarin
boyutunu belirleyen ve terapdtik miidahaleler icin dnemli hedefler saglayan kritik bir
mekanizmadir. Bu nedenle, apoptotik siireglerin molekiiler mekanizmalarinin detayli
bir sekilde anlasilmasi, iskemik beyin hasarina yonelik etkili néroprotektif tedavilerin

gelistirilmesi i¢in biiylik onem tagimaktadir.
1.5. Serebellum

Serebellum, arka fossa i¢inde yer alan ve postiiral durus, denge ile motor koor
dinasyonun diizenlenmesinde temel rol oynayan bir beyin bolgesidir (1t0,2006).
Serebellum, toplam beyin hacminin kiiciik bir boliimiinii olustursa da, ndronlarin
bliylik kismim1 barindirmasi nedeniyle yiiksek islem kapasitesine sahiptir

(HerculanoHouzel 2012).

Serebellum; orta hatta yer alan vermis, her iki yanda bulunan serebellar
hemisferler ve bu yapilarin lizerinde yer alan ii¢ katmanli korteks ile birlikte, korteksin

altinda bulunan derin serebellar ¢ekirdeklerden meydana gelir (Kandel 2013).
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Serebellar korteks, sirasiyla distan i¢ce molekiiler, Purkinje ve graniil hiicre tabakalar1
olarak ii¢ katmandan meydana gelir. Serebellumda GABAerjik inhibitér gorev
iistlenen Purkinje hiicreleri, korteksin derin ¢ekirdeklere uzanan tek ¢ikis yolunu

olusturur ve motor iglevlerin hassas kontroliinii saglar (Voogd ve Glickstein 1998).

Serebellum sadece motor iglevlerle sinirl kalmaz; giincel arastirmalar, bilissel
siirecler, 0grenme, dikkat ve duygusal diizenleme gibi gorevlerde de yer aldigini
gostermektedir (Schmahmann 2019). Bu nedenle, serebellum hasarlari yalnizca
hareket bozukluklari ile degil, ayn1 zamanda yiiriitiicii islev eksiklikleri ve davranigsal
degisikliklerle de sonuglanabilir. Serebellumun vaskiiler beslenmesi SCA, AICA ve
PICA arterleri tarafindan saglanmakla birlikte, bu arterlerin sulama bolgeleri arasinda
kalan sinir alanlar (watershed bolgeler) iskemi acisindan daha duyarli hale gelebilir
(Kase ve ark 1993). Yeni literatiir, serebellumun motor kontrol diginda biligsel ve

duygusal siireglerde de rol oynadigini vurgulamaktadir (Schmahmann 2019).

1.5.1. Serebellum ve Iskemi Reperfiizyon

Serebellumda meydana gelen hasarlar, okiiler dismetri, dizartri ve ataksi gibi
semptomlara neden olarak motor koordinasyonu ciddi sekilde bozabilir (Manto ve ark
2012). Reperfiizyon stirecinde ortaya ¢ikan redoks dengesizligi ve artan oksidatif stres,
mitokondriyal gecirgenlik bozukluklart ve kalsiyum yiiklenmesi yoluyla
mitokondriyal disfonksiyon, endoplazmik retikulum stresi ve apoptoz gibi hiicresel

hasar mekanizmalarini tetikleyebilir (Zorov ve ark 2014).

Serebellumda, ozellikle yliksek metabolik aktiviteye ve yogun kalsiyum
yiiklenmesine sahip Serebellumun temel ¢ikis noronlar1 olan Purkinje hiicreleri,
metabolik olarak oldukca aktif olmalari nedeniyle iskemik hasara karsi duyarlidir
(Welsh ve ark 2002). Bu hiicreler, iskemi sonras1 erken donemde GABA_A reseptor
fonksiyonlarin1 kaybeder ve bu durum inhibitér sinyallesmenin azalmasina ve
eksitotoksisiteye karst duyarliligin artmasina neden olur. Allopregnanolon gibi
noroprotektif ajanlarin, GABA A reseptor stabilizasyonu yoluyla Purkinje hiicrelerini

koruyabildigi gosterilmistir (Kelley ve ark 2008). Iskemik olaylardan sonra, serebellar



Purkinje hiicrelerinin sinaptik plastisite kapasitesi azalmis ve uzun siireli depresyon
(LTD) gibi mekanizmalarin kalic1 sekilde sekteye ugradigi bildirilmistir (Quillinan ve
ark 2017). Ayrica, iskemi sonrasi Purkinje hiicrelerinde uzun siireli depresyon (LTD)
gibi sinaptik plastisite mekanizmalarinda kalic1 bozulmalar gézlenmistir (Quillinan ve
ark 2017).

Beyindeki en yogun noronal bolge olan serebellum, yalnizca motor kontrol
degil ayn1 zamanda duygusal islevler gibi pek c¢ok siirecte gorev almaktadir (Ito 2006).
Caligsmalar, serebellumun motor kontroliin 6tesinde dikkat, dil ve duygusal islevlerde

de kilit rol oynadigini gostermistir (Schmahmann ve Sherman 1998).

Serebellumda  olusan  lezyonlar, ozellikle yiiriime ve konusma
koordinasyonunda belirgin bozulmalarla kendini gosterebilen ataksi, dizartri ve gz
hareketlerindeki sapmalar (okiiler dismetri) gibi ¢esitli motor disfonksiyonlara yol

acarak motor sistemde ciddi aksamalara neden olabilir (Manto ve ark 2012).

Reperfiizyon sonrasi olusan reaktif oksijen tiirleri (ROS), hiicre i¢i kalsiyum
dengesizligi ve oksidatif stresin artmasina neden olarak mitokondriyal disfonksiyon,
endoplazmik retikulum stresi ve apoptoz gibi hiicresel hasar siireclerini tetikler (Circu

ve Aw 2010).

Serebellumda, 6zellikle yiiksek metabolik aktiviteye ve yogun kalsiyum
yuklenmesine sahip Purkinje hiicreleri, kalsiyum sinyallesmesindeki degisikliklere
kars1 daha hassastir (Llano ve ark 1994). Iskemi-reperfiizyon hasar1 sirasinda olusan
oksidatif stres, lipid peroksidasyonuna neden olarak 4-hidroksi-nonenal (4-HNE) gibi
toksik aldehitlerin birikmesine yol agmakta ve bu da hiicresel diizeyde ek hasar
mekanizmalarimi tetikleyebilmektedir (Liu ve ark 2022). Yiiksek metabolik talepleri
ve kalsiyum yliklenmesine duyarliliklar1 nedeniyle Purkinje hiicreleri, iskemik
kosullarda gelisen oksidatif strese karsi oldukca hassastir ve bu durum onlar1 apoptoza
yatkin héle getirir (Kitao ve ark 2004). Reperflizyon siirecinde artan nitrik oksit (NO)
diizeyleri, siiperoksit ile reaksiyona girerek gii¢lii bir oksidan olan peroksinitrit
(ONOO") olusumuna yol agar; bu reaktif tiir DNA, protein ve lipidlerde oksidatif

hasara neden olarak ndronal hiicre 6liimiinii hizlandirir (Pacher ve ark 2007).



1.6. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, hiicre i¢indeki oksidan ve antioksidan sistemler arasindaki
dengenin bozulmasi sonucu olusan ve hiicresel hasara yol agabilen bir durumdur (Sies
2020). Normal kosullarda ROS’lar, hiicresel sinyal iletimi ve bagisiklik savunmasi gibi
fizyolojik siireclerde rol oynar. Ancak asir1 iiretildiklerinde ya da antioksidan kapasite
yetersiz kaldiginda; lipitler, proteinler ve DNA gibi biyomolekiillere zarar vererek
hiicre fonksiyonlarin1 bozar (Betteridge 2000). Bu siirecler 6zellikle nérodejeneratif
hastaliklar, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve iskemik reperflizyon hasarlar1 gibi

cok sayida patolojide dnemli rol oynar.

Iskemi siiresince dokulara oksijen ve besin akis1 kesildiginde, mitokondriyal
solunum durur ve hiicreler anaerobik metabolizmaya yonelir. Bu sirada hiicre i¢i ATP
diizeyi azalir, iyon pompalar1 bozulur ve hiicresel homeostaz zarar goriir (Kalogeris ve
ark 2014). Reperfiizyonla birlikte oksijen yeniden dokulara ulastiginda,
mitokondrilerden ve enzimatik kaynaklardan yiiksek miktarda reaktif oksijen tiirii
(ROS) iiretilir. Bu hizli ROS artis1 literatiirde ‘oksidatif patlama’ (oxidative burst)
olarak tanimlanir (Eltzschig ve Eckle 2011). Reperfiizyon sirasinda olugan siiperoksit,
hidrojen peroksit ve hidroksil radikali gibi reaktif oksijen tiirleri (ROS); lipid
peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve DNA hasar1 gibi mekanizmalarla hiicresel
biitiinliigli bozarak iskemik hasarin derinlesmesine katkida bulunur (Pham-Huy ve ark
2008). Hiicreler bu dengesizligi kontrol altina almak i¢in siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) gibi enzimatik savunma sistemlerini ve
glutatyon (GSH), vitamin C, E vitamini gibi non-enzimatik antioksidanlar1 devreye
sokar (Birben ve ark 2012). Oksidatif stresin asir1 diizeylere ulagsmasi durumunda,
hiicresel savunma mekanizmalar1 yetersiz kalabilir ve bu da apoptoz, nekroz ve
ferroptoz gibi programlanmis hiicre 6liim yollarinin aktive olmasina yol agar (Dixon
ve ark 2012). Demir birikimi ve artan lipid peroksidasyonu ile karakterize edilen
ferroptoz, 6zgiin bir programli hiicre 6lim yoludur. Serebral iskemi-reperfiizyon
(CI/RI) siirecinde, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asir1 {iretimi ve antioksidan
savunma sistemlerinin zayiflamasi sonucu ferroptoz mekanizmasi aktive olur. Bu

stirecte, demir tastyici proteinlerin (6rnegin DMT1) ekspresyonunun artmasi hiicre ici
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demir yiikiinii artirir ve bu durum ROS iiretimini tetikler (Yan ve ark 2021). Ayni
zamanda, glutatyon peroksidaz 4 (GPX4) gibi antioksidan enzimlerin aktivitesinin
azalmasi, lipid peroksitlerin detoksifikasyonunu engeller ve hiicre zarinda oksidatif
hasara yol acar (Zhou ve ark 2024). Bu mekanizmalar, hiicresel biitlinliigli bozarak
ndronal dliimle sonuglanan ferroptotik siirecin ilerlemesine neden olur (Dixon ve ark
2012). Ferroptozun, apoptoz ve nekroptoz gibi diger hiicre oliim bigimleriyle
etkilesimde bulundugu ve otofajiyle kesisen sinyal yollarna sahip oldugu rapor

edilmistir (Xie ve ark 2016).

Bu nedenle, ferroptozu hedef alan terapotik stratejiler — Ornegin demir
selatorleri veya liproksstatin-1 CI/RI kaynakli néronal hasarin azaltilmasinda umut
verici adaylar olarak degerlendirilmektedir (Xie ve ark 2016). Nekroptoz, kaspaz-8
bagimli apoptozun bloke oldugu durumlarda alternatif olarak aktive edilen,
programlanmig bir hiicre 6liim seklidir. Hiicre dist 6liim sinyalleri 6zellikle TNF-a,
FasL ve TLR (Toll-benzeri reseptdr) ligandlar tarafindan tetiklenen bu yol, RIPK1 ve
RIPK3’iin karsilikli fosforilasyonu ile baslar ve ardindan MLKL’nin aktivasyonu ile
sonlanir. Fosforile MLKL, hiicre zarma transloke olur ve por olusturucu ozellik
kazanarak membran biitlinliigiinii bozar; bu durum hiicre iceriginin disar1 sizmasina
neden olur ve inflamatuvar bir mikrocevre olusmasimna yol acar(Pasparakis ve

Vandenabeele 2015).

Serebral iskemi-reperfiizyon (CI/RI) siirecinde, 6zellikle reperflizyonun ilk
saatlerinde oksidatif stres ve inflamasyonla es zamanli olarak nekroptotik yol aktif hale
gelir(Zhang ve ark 2017). Calismalar, RIPK1 inhibitorii Necrostatin-1 (Nec-1)
tedavisinin fare modellerinde infarct hacmini azalttigini, 6demi sinirladigini ve
norolojik iyilesmeyi destekledigini gostermektedir (Degterev ve ark 2005). Bununla
birlikte, RIPK3 geninin silinmesi ya da MLKL fonksiyonunun farmakolojik
inhibisyonu da benzer koruyucu etkiler yaratmistir. Bu veriler, nekroptozun CI/RI
patofizyolojisinde yalnizca bir hiicre 6liim yolu degil, ayn1 zamanda inflamasyonu
tetikleyerek hasarin yayilmasinda rol oynayan pro-inflamatuvar bir bilesen oldugunu
ortaya koymaktadir (Lau ve ark 2013). Nekroptoz, sadece ndronal hiicreleri degil, glial

hiicreleri de etkileyerek ndron-glia etkilesimini bozar ve mikroglia aktivasyonunu
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artinir. Bu siireg, bolgesel inflamasyonun siirmesine ve ikincil doku hasarmin
yayilmasina katki saglar (Tao ve ark 2022). Bu baglamda, nekroptozu hedefleyen ¢ok
yonlii tedavi stratejileri 6rnegin RIPK1 inhibitérleri, MLKL blokerleri ve inflamasyon
modiilatorleri serebral iskemiye bagli ndrodejenerasyonu onlemede Onemli bir

potansiyel tasimaktadir (Deng ve ark 2019).

I/R hasarinda rol oynayan temel mekanizmalardan biri, reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) asir1 iiretimine bagl gelisen oksidatif strestir. Bu siireg, hiicre zarinda
lipidlerin oksidatif yikimi, mitokondriyal fonksiyon kaybi ve inflamatuar yanitlarin
tetiklenmesiyle yakindan iliskilidir (Xiang ve ark 2021). Mitokondriler hem hiicresel
enerji iiretiminin merkezi hem de ROS iiretiminin temel kaynagidir.islev bozuklugu
durumunda hem enerji iiretimi azalir hem de ROS birikimi artar; bu durum hiicreyi
programli 6lim (apoptoz) ya da hiicresel yikim (nekroz) yollarina yonlendirebilir
(Angelova ve Abramov 2016). Demir birikimiyle iliskili olarak lipid
peroksidasyonunun artmasi, ferroptozun apoptozdan farkli bir 6liim yolu olarak
tanimlanmasina neden olmustur. Bu 6liim bi¢iminde, kaspazlar degil; reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) lipid bilesenleri tlizerinde olusturdugu oksidatif hasar belirleyicidir.
Hiicre i¢i antioksidan savunmanin zayiflamasi, Ozellikle glutatyon peroksidaz 4
(GPX4) enzim aktivitesinin diismesi ya da sistin eksikligi durumlarinda ferroptoz
stirect tetiklenmektedir. Sonug olarak, demir-katalizli lipid ROS birikimi hiicre zarinda
geri doniisii olmayan yikimlara neden olur (Stockwell ve ark 2017, Dixon ve ark 2012).
Iskemik inme esnasinda, asir1 glutamat salimimina baglh gelisen eksitotoksisite néronal
hasar1 tetiklerken; ayni zamanda GABAerjik inhibisyonun azalmasi, bu hasarin

siddetini artirarak hiicresel dengenin bozulmasina sebep olur (Doyle ve ark 2008).
1.7. Endoplazmik Retikulum Stresi

Endoplazmik retikulum (ER), okaryotik hiicrelerde ribozomlarla iliskili
graniillii (rough) ve ribozomsuz diiz (smooth) olmak iizere iki yapisal formda bulunan
membrandz bir organeldir. Graniillii ER, yiizeyinde ribozomlar tasimasi nedeniyle

protein sentezi, katlanmasi, post-translasyonel modifikasyonlar ve kalite kontrol
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siireclerinde etkin rol oynar. Buna karsin, ribozomsuz yapisiyla diiz ER; lipid ve steroid

sentezi, detoksifikasyon gibi ¢esitli metabolik faaliyetlerde gorev alir (Berridge 2002).

Endoplazmik retikulum (ER), protein katlanmasi, kalsiyum homeostazi ve lipid
biyosentezi gibi temel hiicresel islevlerin diizenlenmesinde kritik rol oynar. Iskemik-
reperfiizyon sirasinda bu islevlerin bozulmasi, ER stresine yol acarak hiicresel hasari
tetikler (Hotamisligil 2010). Son yillarda yapilan arastirmalar, endoplazmik retikulum
stresinin yalnizca hiicre i¢i homeostazi diizenlemekle kalmayip, ayni zamanda
norodejeneratif hastaliklar ve metabolik bozukluklarin patogenezinde de merkezi bir
rol oynadigini1 gostermektedir (Hetz ve Saxena 2017).

Ozellikle kardiyovaskiiler hastaliklar ve diyabet gibi metabolik bozukluklarla
iligkilendirilen kronik ER stresi, hiicresel fonksiyonlari olumsuz etkileyerek doku

diizeyinde hasarin gelisimine katkida bulunmaktadir (Wang ve Kaufman 2016).

1.7.1. Endoplazmik Retikulum Stresi ve Iskemi

Son yillarda endoplazmik retikulum (ER) stresi, insan hastaliklarinda 6nemli
bir diizenleyici faktor olarak one ¢ikmis ve ERAD, oksidatif stres (OS), mitokondriyal
islev bozuklugu, otofaji ile metabolizma iizerinde etkili olabilecegi genis ¢apta ele
alinmistir (Chen ve ark 2023). Bu nedenle, ER stres yanitlarinin molekiiler diizeyde
detayl1 anlasilmasi, hedefe yonelik yeni terapdtik stratejilerin gelistirilmesinde biiyiik

potansiyel tasimaktadir (Oakes ve Papa 2015).

Endoplazmik retikulum (ER), yalnizca protein katlanmasinda degil, aym
zamanda hatal1 veya yanlis katlanmis proteinlerin taninarak ortadan kaldirilmasinda da
onemli bir rol iistlenir. Bu stire¢, ER iliskili yitkim (ERAD) mekanizmas: araciligiyla
yiiriitiilir. ERAD, anormal yapidaki proteinleri tantyarak onlari sitozole tagir ve burada
ubiquitin-proteazom sistemi lizerinden yikimlarini saglar. Bu mekanizma, hiicresel
homeostazin korunmas: ve toksik protein birikiminin 6nlenmesi agisindan kritik
oneme sahiptir (Smith ve ark 2011). Hipoksi, hiicrelerin metabolik gereksinimlerini
karsilayacak diizeyde oksijen alamamasi sonucu gelisen, hiicresel diizeyde ciddi
adaptif yanitlar tetikleyen bir durumdur. Normal oksijen seviyelerinin altina diisen bu
ortamda, 6zellikle oksijen bagimli biyokimyasal reaksiyonlar ve enerji metabolizmasi
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bozulur; bu da hiicresel homeostazin siirdiiriilmesini zorlastirir (Semenza 2011).
Endoplazmik retikulumda oksijen bagimli protein katlama siireci sekteye ugrar, bu da
yanlig katlanmis proteinlerin birikmesine neden olur. Bu durum, UPR aktivasyonunu
baglatir ve 6zellikle PERK yolunun hizli sekilde devreye girmesine neden olur Glikoz
metabolizmasindan elde edilen ATP, endoplazmik retikulumda yer alan kalsiyum
pompalariin ¢aligmasi i¢in gereklidir. Hipoksi ve enerji yetersizligi gibi durumlarda
ATP diizeylerindeki azalma, ER’de kalsiyum dengesinin bozulmasina ve protein
katlama kapasitesinin diismesine neden olur. Bu enerji yetersizligi, yanhs katlanmis
proteinlerin birikmesini hizlandirarak UPR yanitinin devreye girmesine neden olur (Bi
ve ark 2005). ER, hiicre i¢i kalsiyumun depolandigi ana organeldir. Kalsiyumun
sitozole sizmasi veya ER i¢inde yeterli diizeyde tutulamamasi, protein katlanmasini
dogrudan bozar. Bu durum 6zellikle ndronlar gibi yiiksek metabolik aktiviteye sahip
hiicrelerde hizli sekilde ER stresine neden olur (Berridge 2002). Baz1 viriisler, konak
hiicreyi istila ettiklerinde protein sentezini artirir ve bu durum ER’ye asirt yiik
bindirerek UPR’yi tetikler. Ayrica bazi viral proteinler dogrudan GRP78'e baglanarak
ER stres sensorlerini serbest birakabilir (Chan 2014). Reaktif oksijen tiirleri (ROS),
endoplazmik retikulumda yer alan proteinlerin disiilfid baglarin1 bozarak katlanma
stirecini sekteye ugratir ve ER i¢ ortaminin redoks dengesini bozar. Bu durum, hatali
katlanmig proteinlerin birikmesine ve buna bagli olarak ER stresinin tetiklenmesine
neden olur. Oksidatif stresin bu etkisi, 6zellikle iskemik hasar ve birgok kronik
hastalikta yaygin bicimde gézlenmektedir (Malhotra ve Kaufman 2007). Tunikamisin
ve thapsigargin gibi kimyasal ajanlar, sirastyla N-bagh glikozilasyonu inhibe ederek
ve endoplazmik retikulumun kalsiyum depolarimi bozarak ER stresini tetikler. Bu
bilesikler, ozellikle hiicre Kkiiltlirii ¢aligmalarinda UPR yanitin1 yapay olarak
indiiklemek amaciyla yaygin bicimde kullanilmaktadir (Hetz ve ark 2020). Hipoksi,
glikoz eksikligi, oksidatif stres gibi stres faktorleri ER’de yanlis katlanmis protein
birikimine neden olarak katlama kapasitesini asar. Bu birikim, ER stresinin temelini
olusturur ve hiicre i¢i homeostazin bozulmasina yol agar (Hetz 2012). Hiicre, bu tip
stres kosullarina kars1 evrimsel olarak gelismis ve karmagsik bir adaptif mekanizma

olan UPR ile yanit verir. UPR; protein katlama kapasitesini artirmak, hatali proteinleri
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uzaklastirmak ve ER homeostazini yeniden saglamak amaciyla transkripsiyonel ve

translasyonel degisiklikleri tetikler (Hetz 2012).

Iskemik kosullar altinda endoplazmik retikulumun protein katlama kapasitesi
bozulur ve bu durum, katlanmamis veya yanls katlanmis proteinlerin ER liimeninde
birikmesine yol agar. Bu birikim, hiicrenin hayatta kalma ve homeostaz1 yeniden
saglama amaciyla devreye soktugu adaptif bir mekanizma olan Katlanmamis Protein
Yaniti'n1 (Unfolded Protein Response, UPR) tetikler (DeGracia ve Montie 2004).
PERK, ATF6 ve IRE1 gibi sensorler, ER stresine karst UPR mekanizmasini aktive
ederek protein dengesini yeniden saglamaya calisir. Ancak stresin siiregitmesi
durumunda bu adaptif yanit yerini proapoptotik sinyallere birakir; 6zellikle CHOP
transkripsiyon faktoriiniin artan ekspresyonu, apoptoz siirecinin baglatilmasinda kilit
rol oynar (Hetz ve Mollereau 2014). Endoplazmik retikulum stresinde PERK, ATF6
ve IRE1 gibi sensorlerin aktivasyonu, baslangicta protein homeostazini yeniden
saglamak i¢in katlanmamis protein yanitin1 (UPR) baslatirken; uzamis ER stresi,
CHOP diizeylerinin yilikselmesine yol acarak apoptoz mekanizmalarinin
aktiflesmesine neden olur (Hetz ve Mollereau 2014).

Bu siire¢ ayn1 zamanda mitokondriyal membran potansiyelinin bozulmasina ve

sitokrom c salinimina neden olarak hiicre 6liimiinii hizlandirir (Senft ve Ronai 2015).

1.7.2. Endoplazmik Retikulum Stresini Tetikleyen Faktorler

Endoplazmik retikulumda oksijen bagimli protein katlama siireci, hipoksi gibi
stres durumlarinda sekteye ugrar. Bu durum, yanlis katlanmis proteinlerin birikmesine
neden olur ve katlanmamis protein yanitim (UPR) tetikler. Ozellikle PERK yolu, bu
stirecin erken fazinda hizla aktive olur (Koumenis ve ark 2002, van den Beucken ve

ark 2006).

Endoplazmik retikulumdaki kalsiyum homeostazi, protein katlanmasinin dogru
sekilde gerceklesmesi icin kritik 6neme sahiptir. Kalsiyumun ER’den sitoplazmaya
kontrolsiiz salinimi, proteinlerin misfoldingine yol acarak UPR’nin aktivasyonuna
neden olur. Bu etki, 6zellikle ndronal hiicreler gibi yiiksek enerji gereksinimi olan
hiicrelerde daha hassas bi¢imde hissedilir (Paschen 2004).
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Endoplazmik retikulumda protein katlanmasi siirecinde distilfid baglarinin
olusumu, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iretimine katkida bulunur. Olusan oksidatif
stres, protein katlama siirecini bozarak ER stresinin gelismesine yol agabilir (Malhotra
ve Kaufman 2007). Tunikamisin ve thapsigargin gibi deneysel kimyasallar,
endoplazmik retikulumun fonksiyonlarini bozarak laboratuvar kosullarinda ER
stresinin indiiklenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Boyce ve Yuan 2006).
Glikoz eksikligine bagli ATP azalmasi, N-baglantili glikozilasyon gibi
posttranslasyonel modifikasyonlar1 engelleyerek protein stabilitesini bozabilir ve
endoplazmik retikulum stresine yol acabilir (Cherepanova ve ark 2016). Bu siireg, UPR
yanitinin aktivasyonu ile birlikte inflamatuvar tepkilerin ortaya ¢ikmasina ve CHOP
ekspresyonunun artmasi yoluyla apoptozun indiiklenmesine katkida bulunabilir (Wu

ve ark 2007, Delbrel ve ark 2018).

1.7.3. Katlanmamis Protein Yaniti (UPR) ve Temel Bilesenleri

ER stresinin baslica tetikleyicisi, yanlis katlanan veya katlanamayan
proteinlerin ER liimeni i¢inde birikmesidir. Bu durum, ER’nin protein katlama
kapasitesini asarak hiicresel isleyisi tehdit eder (Hetz 2012) . Hiicre bu duruma yanit
olarak Katlanmamis Protein Yaniti (UPR) adi verilen bir savunma mekanizmasini
aktive eder. UPR; saperon protein sentezini artirmak, yeni protein sentezini gegici
olarak durdurmak ve hatali proteinlerin yikim sistemlerini devreye sokmak suretiyle
ER homeostazin1 yeniden kurmay: hedefler (Walter ve Ron 2011). Katlanmamis
Protein Yaniti1 (UPR), yalnizca endoplazmik retikulum (ER) ile smirli kalmaz;
mitokondri ve ¢ekirdek (niikleus) gibi diger hiicresel organellerle de karmagik sinyal
aglar araciligiyla etkilesim halindedir. ER ile mitokondri arasindaki fiziksel temas
alanlar1 olan MAM bolgeleri, kalsiyum akist ve lipid sentezi gibi siireglerin
koordinasyonunda 6nemli bir rol iistlenir. Bu organeller arasi iletisim, hiicresel enerji
dengesini diizenlemenin yani sira hiicrenin hayatta kalma ya da 6lme kararlarini da

dogrudan etkilemektedir (Vance 2014).

16



1.7.4. UPR'nin Apoptoz ile iliskisi

Endoplazmik retikulumun protein isleme kapasitesi asildiginda, hiicre UPR
(Unfolded Protein Response) adi verilen bir dizi savunma mekanizmasini aktive eder.
Bu yanitin amaci, protein homeostazini yeniden saglamak ve hiicreyi hayatta tutmaktir
(Ron ve Walter 2007). Bu yanit, ER membranina bagli ii¢ temel sensor protein -PERK,
IRE1 ve ATF6- araciligiyla gerceklestirilir Bu sensorler; protein katlama kapasitesini
artirmak, protein sentezini gegici olarak baskilamak ve hatali proteinleri yok etmek
gibi ¢esitli koruyucu yollar1 harekete gecirir (Hetz 2012). Ancak stresin siddetli ve
uzamig olmast durumunda, UPR mekanizmalar1 proapoptotik sinyallere doniisebilir.
PERK araciligiyla aktive edilen elF2a-ATF4-CHOP aksi, Bcl-2 gibi hiicreyi yasatan
proteinleri baskilayarak ve oksidatif stresi artirarak mitokondri iizerinden hiicre
6limiinii baglatir (McCullough ve ark 2001, Tabas ve Ron 2011). Benzer sekilde, IRE1
tizerinden aktive olan TRAF2-ASK1-JNK sinyal yolu da, hiicre 6limiinii tesvik eden
bir diger dnemli mekanizmadir. JNK aktivasyonu, Bim ve Bid gibi pro-apoptotik
proteinleri uyararak mitokondriyal permeabiliteyi artirabilir(Urano ve ark 2000).
Ayrica, IRE1’in uzamis aktivasyonu sirasinda devreye giren RIDD (Regulated IRE1-
Dependent Decay) mekanizmasi, hayati mRNA’larin yikimina yol acarak hiicreyi
apoptoza daha duyarli hale getirebilir (Hetz ve Papa 2018). Farelerde kaspaz-12,
insanlarda ise kaspaz-4 olmak tlizere ER’ye 6zgii kaspazlar, mitokondriyal bagimsiz
yoldan hiicre 6liimiinii baslatabilir (Nakagawa ve Yuan 2000, Hitomi ve ark 2004).

Dolayisiyla, UPR baslangi¢ta koruyucu bir yanit olmasina ragmen, stresin
kontrol altina alinamamasi1 durumunda hiicre Oliimiinii programlayan sinyallere

evrilerek apoptozun ¢ok yonlii yollarla aktive olmasina neden olur.

1.7.5. PERK-elF20-ATF4-CHOP Yolu

ER stresine yanit olarak aktive edilen membran proteinlerinden PERK, normal
kosullarda bagli oldugu GRP78'in ayrilmasiyla homodimerlesir ve otofosforilasyonla
aktif hale gelir. PERK aktivasyonu sonrasi, hiicresel yanitin bir parcasi olarak bazi
hedef proteinlerin fosforilasyonu yoluyla translasyonel stiregler diizenlenir (Harding

ve ark 1999). Aktive olan PERK, sitozolde yer alan eukaryotic initiation factor 2 alpha
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(elF2a)’y1 fosforile eder. Bu fosforilasyon, genel protein sentezini baskilayarak
endoplazmik retikulum tizerindeki yiikii azaltir. Bununla birlikte, segici olarak bazi
stresle iligkili mRNA’larin, 6zellikle de ATF4'iin translasyonunun artmasini saglar
(Harding ve ark 2000). ATF4, hiicreyi stresten korumak ic¢in antioksidan savunma,
amino asit tasinimi ve apoptozla iligkili bir¢ok genin ifadesini diizenler (Pakos-
Zebrucka ve ark 2016). ATF4’{in translasyonel olarak artmasi, hiicresel stres yanitinda
onemli bir pro-apoptotik transkripsiyon faktérii olan CHOP (C/EBP homolog
protein)’un ekspresyonunu artirir. CHOP’un bu sekilde indiiklenmesi, 6zellikle uzun
siiren veya c¢oOziimlenemeyen endoplazmik retikulum stresinde hiicre Oliimiinii
tetikleyen onemli bir basamak olarak degerlendirilir (Zinszner ve ark 1998). ER
stresinin ¢0ziilmemesi durumunda arta CHOP artis1, hayatta kalmay1 destekleyen Bcl-
2 geninin ekspresyonunu azaltarak apoptozu tesvik eder Bununla birlikte, CHOP, pro-
apoptotik Bax ve Bak proteinlerinin diizeylerini artirarak mitokondriyal membran
gecirgenliginde bozulmaya ve apoptozun baglamasina neden olur. Bu durum,
mitokondriyal yolak iizerinden apoptozun baslatilmasinda kilit bir rol oynar (Hu ve

ark 2018).

1.7.6. IRE1-XBP1s ve RIDD Mekanizmasi

UPR mekanizmalar1 iginde evrimsel olarak en korunmus sinyal iletim yolu,
endoplazmik retikulum zarinda yer alan sensor protein IREI1’e (Inositol-requiring
enzyme 1) aittir. IRE1 Ilk kez maya hiicrelerinde tanimlanan IRE1, ER stresine yanit
veren ve evrimsel olarak korunan bir savunma stratejisi olarak gorev yapmaktadir
(Tirasophon ve ark 1998). Endoplazmik retikulumda protein katlanma stresinin
algilanmasiyla birlikte, membrana bagli sensor protein IRE1 iizerindeki saperon
GRP78 proteini ayrili. GRP78’in IRE1’den ayrilmasiyla birlikte, IREI
homodimerleserek hem serin-treonin kinaz hem de endoriboniikleaz aktivitesi kazanir.
Boylece IRE1, hem sinyal iletiminde hem de mRNA isleme siireclerinde gérev almaya
baslar (Credle ve ark 2005). IRE1 aktif hale geldiginde, spesifik olarak XBP1
mRNA’sinin kesilmesini (splicing) saglar. Bu islem sonucunda ortaya ¢ikan ve protein
katlama kapasitesini artiran genlerin ekspresyonunu diizenleyen transkripsiyonel
olarak aktif XBP1s izoformu, UPR’1n adaptif fazinda kritik bir rol iistlenir (Calfon ve
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ark 2002). XBP1s, saperon proteinleri ve ERAD bilesenlerini kodlayan genleri aktive
ederek ER fonksiyonlarini destekler (Lee ve ark 2003). Bunun yani sira, 6zellikle
hepatositlerde lipogenezle iliskili genlerin transkripsiyonunu da uyararak lipid
biyosentezi iizerinde diizenleyici rol oynadigi gosterilmistir (Lee ve ark 2008).
Persistan ER stresi durumunda IRE1, RIDD (IRE1’e bagh diizenlenmis yikim) adli ek
bir mekanizmay1 devreye alarak mRNA bozunumunu baslatir. Bu siire¢, bir¢ok
mRNA'nin yikimina yol acarak hiicresel fonksiyonlar1 zayiflatir ve adaptif yanitin
basarisizlig1 halinde apoptoz gibi geri doniissiiz sonuglara neden olabilir (Hetz ve Papa
2018). RIDD mekanizmasi, yalnizca protein kodlayan mRNA’lar1 degil, ayn1 zamanda
bazi mikroRNA’lar1 da hedef alarak inflamatuvar siirecleri etkileyebilir IREla'nin
RIDD mekanizmasi, sadece protein kodlayan mRNA'lar1 degil, ayn1 zamanda belirli
mikroRNA'lar1 da hedef alarak pargalayabilir. Ozellikle, RIDD araciligiyla miR-

17'nin yikima ugramasi, TXNIP mRNA’nin stabil kalmasina olanak tanir ve bu durum

NLRP3 inflamasyonunun aktive olmasina neden olur (Upton ve ark 2012).

1.7.7. ATF6-Golgi Aktivasyonu ve Transkripsiyonel Diizenleme

ATF6, endoplazmik retikulum zarinda yerlesik bir transmembran sensor
proteindir. Hiicresel stres kosullarinda, normalde kendisine bagli olan saperon
GRP78’den ayrildiktan sonra Golgi aygitina taginir. Burada sirasiyla S1P ve S2P
proteazlar tarafindan proteolitik olarak islenerek aktif forma doniisiir ve ¢ekirdege
tasiarak hedef genlerin transkripsiyonunu baglatir. Niikleer ATF6, GRP78, GRP94,
PDI gibi saperonlarin ve ERAD (ER-associated degradation) bilesenlerinin gen
ekspresyonunu artirarak protein katlama kapasitesini destekler ve hiicre ici

proteostazin siirdiiriilmesine katki saglar (Wu ve ark 2007, Yamamoto ve ark 2007).

Bununla birlikte, ATF6 yalnizca saperon ekspresyonunu degil, ayn1 zamanda
XBP1 mRNA ekspresyonunu da artirarak IRE1 kolunun etkinligini destekleyici bir rol
istlenir (Wu ve ark 2007).

19



ER £eicMIn Oxidative stress  Hypoglycemia The axpeessian of
depletion ypogly mutant protein

‘ [Unfolded proteins|

Echcgcgcg
s T € ®

ER stress

Hypoxia

T o . >

i = I . v ]
—_— ATF6

l BERK iRef RARD

>
P Aski

Inhibition of Golgi
Protein translation .Aapparatus
A 4
S [
Transcription of = ~N N ' L
ER molecular chaperones - - RIP

ATF6
'\ N-terminus
Transcription of

ERAD-related genes -

apoptosis | < @

Tablo 1: Endoplazmik retikulum stresi (Kandel 2013).

1.8. C/EBP homolog protein (CHOP)

CHOP (C/EBP homolog protein), ayn1 zamanda Ddit3 olarak bilinen ve ER
stresi sonucu aktive edilen, hiicrenin yasam-6lim dengesini belirleyen bir
transkripsiyon faktoriidiir (Zinszner ve ark 1998). Genellikle PERK-elF2a-ATF4 yolu
tizerinden aktive olan CHOP, ATF4'lin translasyon diizeyinde artmasiyla birlikte
belirgin sekilde ekspresse olur (Harding ve ark 2000). CHOP’un temel islevlerinden
biri, anti-apoptotik proteinlerden biri olan Bcl-2’nin gen diizeyindeki ifadesini
baskilayarak mitokondriyal yolak iizerinden apoptozu kolaylastirmaktir (McCullough

ve ark 2001). Pro-apoptotik Bax ve Bak proteinlerinin diizeylerini ylikselttigi
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gosterilen CHOP, mitokondriyal gecirgenligi artirarak kaspaz kaskadinin baglamasina

yol agmaktadir (Hu ve ark 2018).

CHOP yalnizca apoptotik genleri degil, ayn1 zamanda oksidatif stresin artisina
neden olan bazi genlerin ekspresyonunu da diizenler. Ozellikle ERO1o’nin CHOP’un
EROla genini yukan regiile etmesi, disiilfid bag olusumu sirasinda ROS iiretimini
tetikleyerek oksidatif dengesizlige neden olur (Marciniak ve ark 2004). Buna ek olarak,
CHOP GADD34'in ekspresyonunu artirarak protein sentezinin yeniden baslatilmasina
neden olur ve bu durum hiicre dongiisinin Gl fazinda duraklamaya yol
acabilir(Marciniak ve ark 2004). CHOP un bu etkileri, hiicreyi yalnizca strese karsi
duyarli hale getirmekle kalmaz, ayn1 zamanda hasar gormiis hiicrelerin

proliferasyonunu da engeller.

CHOP'un etkileri hiicre tipine gore degiskenlik gosterebilir. Ozellikle néronal
hiicreler gibi bazi hiicre tipleri CHOP aracili 61iim mekanizmalarina kars1 daha hassas
olup, bu durum ndrodejeneratif siireclerde 6nemli rol oynamaktadir (Silva ve ark
2005). Her ne kadar CHOP’un ekspresyonu biiyilik oranda PERK-elF2a-ATF4 yolu
tizerinden regiile edilse de, yapilan ¢calismalar CHOP geninin transkripsiyonu yalnizca
ATF4 ile degil, ATF6 ve XBPls gibi UPR bilesenlerinin dolayli katkilariyla da
sekillenebilmektedir (Oyadomari ve Mori 2004).

Son olarak, CHOP’un yalnizca kaspaz-bagimli mitokondriyal apoptozu degil,
ayni zamanda asir1 oksidatif stres altinda aktive olan kaspaz-bagimsiz hiicre 6liim
yollari1 da etkileyebilecegi one siiriilmektedir. CHOP’un sadece kaspaz-bagiml
degil, parthanatos gibi alternatif 6liim yollarina da dahil olabilecegi yoniinde bulgular
mevcuttur; bu yoniiyle CHOP, hiicre oliimiiniin ¢ok yonlii diizenleyicisi olarak

degerlendirilmektedir (Oyadomari ve Mori 2004, Fatokun ve ark 2014).

1.8.1. Bcl-2 (B-cell Lymphoma 2)

Bcl-2, mitokondriyal (intrinsik) yol iizerinden programlanmis hiicre 6liimiinii
diizenleyen ve hiicresel yasamsal biitiinligi destekleyen temel anti-apoptotik

proteinlerden biridir. Bcl-2 ailesi, hem anti-apoptotik (Bcl-2, Bel-xL, Mcl-1) hem de
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pro-apoptotik (Bax, Bak, Bid, Bim) {iyeleri i¢eren genis bir protein grubudur ve bu
tiyeler arasindaki denge, hiicre kaderini belirlemede kritik bir rol oynar (Youle ve

Strasser 2008).

Bcl-2, mitokondriyal dis zar gegirgenligini dengeleyerek Bax ve Bak gibi
proapoptotik proteinlerin mitokondriye taginmasini Onler ve bdylece sitokrom c
salmimminm baskilar (Kale ve ark 2018). Bu mekanizma sayesinde Bcl-2, apoptotik
sinyalin mitokondri {izerinden baglatilmasini baskilar. ER stresine maruz kalan
hiicrelerde, Bcl2 diizeyinin azalmasi hiicreyi apoptoza karst savunmasiz hale
getirirken, Bcl-2’nin overekspresyonu ER kaynakli hiicre dliimiinii belirgin sekilde

azaltabilir (Puthalakath ve ark 2007).

UPR yanitinin pro-apoptotik faza evrilmesinde gorev alan CHOP un, Bcl-2
geninin promotor bolgesine baglanarak transkripsiyonel diizeyde baski olusturdugu
ortaya konmustur. Bu baskilanma, hiicrenin stresle bas etme kapasitesini diisiiriirken,
aynit zamanda mitokondriyal yol iizerinden apoptozun baslatilmasina olanak tanir
(McCullough ve ark 2001). Bcl-2 ayrica sadece mitokondri degil, endoplazmik
retikulum membran1 {izerinde de lokalize olabilir ve bu bdlgede kalsiyum
homeostazinin diizenlenmesine katki saglar (Scorrano ve ark 2003). Bu ozelligiyle
Bcl-2, yalnizca apoptozun engellenmesinde degil, ayn1 zamanda ER stresine karsi

sitoprotektif yanitlarin koordinasyonunda da gorev alir.

Baz1 ¢alismalarda, Bcl-2’nin oksidatif stres kosullarinda ROS {iretimini
sinirlayarak mitokondriyal fonksiyonu destekledigi ve boylece redoks homeostazinin
stirdiiriilmesine yardime1 oldugu bildirilmistir (Gross ve ark 1999). Dolayisiyla Bcel-2,
yalnizca apoptozu engelleyen bir unsur degil, aym1 zamanda hiicresel metabolik
yanitlarin modiilasyonuna da katki saglayan ¢ok yonlii bir regiilatér olarak

tanimlanabilir.

1.8.2. HSP70 (Heat Shock Protein 70)

Hiicresel stresle miicadelede 6nemli gorevler iistlenen HSP70, evrimsel siirecte

korunmus bir saperon ailesine mensup proteinlerden biridir. Normal fizyolojik
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kosullarda proteinlerin katlanma siirecini denetler, yanls katlanmis proteinleri yeniden
sekillendirir veya proteazlara yonlendirir. Farkli ¢cevresel stres faktorleri (6rnegin 1si,
toksik maddeler, hipoksi ve ER stresi), HSP70 ekspresyonunun belirgin sekilde
ylkselmesine yol agmaktadir (Lindquist ve Craig 1988, Mayer ve Bukau 2005). Bu
artig, hiicrenin proteostatik yiikiinii dengelemesine ve hayatta kalim sansin1 artirmasina

hizmet eder.

Denatiire proteinlerin kiimelenmesini engelleyerek proteostatik dengeyi
saglamak, HSP70’in temel gorevlerinden biridir. Bu baglamda HSP70, hem ER hem
de mitokondri ile iliskili bolgelerde lokalize olarak stres altinda bozulan protein
dengesini yeniden tesis etmeye ¢alisir (Evans ve ark 2010). Ayrica HSP70, hiicre i¢i
Ca?" dengesini ve redoks durumunu diizenleyen protein kompleksleriyle etkileserek,

ER stresine kars1 sitoprotektif bir yanit olugturur (De Maio 1999).

Apoptoz siireciyle iliskili olarak, HSP70’in bir¢ok basamakta hiicre 6liimiinii
baskilayic etkileri oldugu gosterilmistir. SP70, Apaf-1 ve sitokrom ¢ kompleksinin
olusumunu o6nleyerek apoptomun gelismesini ve dolayisiyla kaspaz-9 aktivasyonunu
engeller (Beere ve ark 2000). Ayrica mitokondriyal dis zarin gecirgenligini azaltarak
Bax ve Bak gibi pro-apoptotik proteinlerin mitokondriye translokasyonunu engelledigi
bildirilmektedir (Garrido ve ark 2001). Pro-apoptotik sinyal proteinleri (6rnegin JNK,
p38 MAPK, ASK1) iizerindeki inhibisyon etkisiyle HSP70, hiicresel 6liim sinyallerini
baskilar (Gabai ve Sherman 2002, Park ve ark 2002).

Bununla birlikte, HSP70 sadece kaspaz-bagimli degil, kaspaz-bagimsiz 6liim
yollarim1 da regiile edebilir. Ornegin AIF (Apoptosis-Inducing Factor) gibi
mitokondriyal faktorlerin niikleusa translokasyonunu engelleyerek hiicreyi nekroptoz
ve parthanatos gibi alternatif 6lim yollarina karsi koruyabilecegi gosterilmistir
(Ravagnan ve ark 2001). Bu ¢ok yonlii etkileri nedeniyle HSP70, ndronal hiicrelerde,
kardiyomiyositlerde ve bobrek epitel hiicrelerinde c¢esitli patolojik kosullar altinda

koruyucu bir biyomolekiiler bariyer gérevi gormektedir.

Norodejeneratif hastalik, inme ve iskemik reperfiizyon hasar1 gibi durumlarda

HSP70 diizeylerinin artmasi, hiicresel sagkalim ve fonksiyonlarin korunmasi ile pozitif
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korelasyon gostermektedir. Ozellikle beyin iskemisi modellerinde HSP70'in
overekspresyonu, inflamasyon, mitokondriyal disfonksiyon ve apoptoz iizerinde
baskilayici etkiler gostermistir (Muchowski ve Wacker 2005). Deneysel ¢alismalarda
intravendz olarak verilen Fv-HSP70 proteini, beyin infarkt hacmini énemli 6l¢iide
(%68) azaltmis ve motor fonksiyonlari iyilestirmistir (Zhan ve ark 2010). Bu nedenle
HSP70, yalnizca bir stres proteini degil, ayn1 zamanda hiicresel yasam ile 6liim

arasindaki dengeyi belirleyen bir terapotik hedef olarak degerlendirilmektedir.

1.8.3. GPR78

Yaklagik 70 kDa agirliginda olan GRP78, endoplazmik retikulum liimeninde
konumlanan ve protein katlanmasini diizenleyen onemli bir saperon proteindir. BiP
olarak da bilinen GRP78, HSP70 protein ailesine dahil olup ER stres tepkisinin ana
diizenleyicilerindendir (Lee 2001). Normal fizyolojik kosullarda, yeni sentezlenen
polipeptidlerin dogru katlanmasini saglamak, yanlis katlanmis proteinleri stabilize
etmek veya bunlar1 ERAD (ER-associated degradation) yoluyla yikima yonlendirmek
gibi gorevler istlenir (Ni ve Lee 2007). UPR (Unfolded Protein Response)
aktivasyonunun baslatilmasinda temel bir rol oynayan GRP78, normalde PERK, IRE1
ve ATF6 gibi ER stres sensorleriyle kompleks halindedir ve bu sensdrlerin inaktif
kalmasin1 saglar (Bertolotti ve ark 2000). Stres kosullarinda yanhs katlanmis
proteinlerin birikimi, GRP78’in PERK, IRE1 ve ATF6’dan ayrilarak bu proteinlere
baglanmasina yol agar; boylece UPR aktivasyonu baslar (Kopp ve Lajoie, 2017).
GRP78, stres kosullarinda hem algilayici hem de diizenleyici protein islevi gorerek ¢ift
yonlii gorev tistlenir (Kopp ve ark 2019). Stres kosullarinda GRP78’in ekspresyonu
artarak hiicrenin proteostatik ytikiinii hafifletir, protein katlama kapasitesini artirir ve
adaptif hayatta kalim mekanizmalarin1 destekler. GRP78 yetersizliginde UPR basarisiz
olur ve bu durum CHOP ile caspase-12 gibi 6liim yolaklarinin aktive olmasina neden
olur (Oyadomari ve Mori 2004). Ayrica GRP78, kalsiyum baglama kapasitesi

sayesinde ER kalsiyum homeostazinin korunmasina katkida bulunur ve mitokondri-
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ER aras1 Ca®" gecisini diizenleyerek mitokondriyal yolla ilerleyen apoptoz siirecine
dolayli olarak miidahale eder (Rizzuto ve ark 2012).

Son yillarda yapilan ¢aligmalar, GRP78’in yalmizca ER ile sl kalmayip,
mitokondri, plazma membrani, niikleus ve ekzosom gibi hiicre i¢i ve dis1 ¢esitli
yapilarda da lokalize olabilecegini gostermistir. Hiicre yiizeyindeki GRP78
(csGRP78), dzellikle kanser hiicrelerinde yiliksek diizeyde bulunur ve PI3K/Akt gibi
sinyalleri aktive ederek hiicre cogalmasini destekler (Gonzalez-Gronow ve ark 2006,
Lee 2014). GRP78’in immiin sistemle etkilesimi, son yillarda artan bir ilgiyle
arastirilmaktadir. Ozellikle hiicre yiizeyinde bulunan GRP78 (csGRP78), baz1 viral
enfeksiyonlarda konak hiicre yiizeyinde reseptor olarak gorev yaparak viral girise
aracilik edebilir. A csGRP78 hedefli otoantikor temelli tan1 ve tedavi stratejileri, hem
tiimdr hem de enfeksiyon hastaliklari i¢in yeni bir yaklasim sunmaktadir (Ge ve Kao
2019, Gonzalez-Gronow ve ark 2021).

Tiim bu bulgular dogrultusunda GRP78, yalnizca ER stresinin yonetiminde
degil, ayn1 zamanda hiicre sagkalimi, apoptoz, kalsiyum dengesi, timor progresyonu,
enfeksiyon patogenezi ve immiin yanit gibi ¢ok sayida biyolojik siirecin merkezinde
yer alan pleiotropik bir diizenleyici olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle GRP78, hem
bir hastalik biyobelirteci hem de tedavi hedefi olarak modern molekiiler biyolojide

yogun aragtirma konusu haline gelmistir.

1.9. Flavonoidler

Sebze, meyve, ¢ay ve sarap gibi bitkisel iirlinlerde bolca bulunan flavonoidler,
dogal fenolik bilesikler sinifina girer ve giiclii redoks diizenleyici 6zelliklere sahiptir
(Middleton ve ark 2000). Flavonoidler, bitkilerde yaygin olarak bulunan ve geleneksel
tipta sik¢a kullamilan sekonder metabolitlerdir. Flavonoidler, fenilbenzo-y-piron
iskeletine sahip olup, C6-C3-C6 karbon yapisiyla karakterize edilen polifenolik
maddelerdir (Panche ve ark 2016). iki aromatik halka ve ii¢ karbonluk bir kdpriiden
olusan molekiiler yap1 sayesinde flavonoidler, ¢esitli alt gruplara ayrilabilir (Kumar ve
Pandey 2013). Flavonoidler, fenilbenzo-y-piron iskeletine sahip olup, C6-C3-C6
karbon yapistyla karakterize edilen polifenolik maddelerdir (Panche ve ark 2016). Iki

aromatik halka ve ili¢ karbonluk bir kopriiden olusan molekiiler yap1 sayesinde
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flavonoidler, gesitli alt gruplara 6rnegin flavon, flavonol, flavanon vb ayrilabilir
(Kumar ve Pandey 2013). Flavonlar, C halkasinda 2,3 ¢ift bagi ve 4-oxo grubu igeren
flavonoid grubudur. Kuersetin, kampferol ve mirisetin gibi bilesenler bu gruba dahildir
ve giiclii antioksidan ile antiinflamatuar 6zelliklere sahiptirler (Panche ve ark 2016).
Flavanonlar ise C halkasinda 2,3 ¢ift bagi bulunmayan ancak 4-oxo grubu iceren
bilesiklerdir. Hesperetin ve naringenin flavanon grubu orneklerindendir ve hem
antioksidan hem de metabolik diizenleyici etkiler gosterirler (Panche ve ark 2016).
Flavonoller, flavonlara benzer yapiya sahip olmakla birlikte ekstra hidroksil gruplari
icerirler. Kampferol ve kuersetin bu gruba ornek olarak verilebilir. Bu bilesikler,
serbest radikal siipiiriicii etkileriyle one cikarlar (Agati ve ark 2012). izoflavonlar,
flavonoidlerin B halkasinin C3 pozisyonundan C2 pozisyonuna kaymasiyla farkli bir
yapiya sahip olup genistein ve daidzein gibi bilesenleri igerir. Ostrojen benzeri etkileri
nedeniyle hormon diizenleyici 6zellik gosterirler (Cassidy ve ark 2006).
Antosiyaninler, flavyum iyonu yapisina sahip, suda ¢oziinebilen pigmentlerdir ve
bitkilere kirmizi, mavi ve mor renklerini verirler. Siyanosidin (Cyanidin) gibi
bilesenleri kapsayan antosiyaninler giiclii antioksidan ve antiinflamatuar etkilere
sahiptirler (Khoo ve ark 2017). Flavanoller veya katesinler, doymus C halkasina sahip
flavonoid bilesiklerdir ve epikatesin ile katesin gibi bilesenlerden olusur. Bu grup,
ozellikle kardiyovaskiiler koruma saglayan giiclii antioksidan 6zellikleriyle bilinir (Xu
ve ark 2025). Bu bilesikler, antioksidan o6zelliklerinin yani sira antikanser,
antienflamatuar, antimikrobiyal ve antidiyabetik etkilerle de one ¢ikar (Kicinska ve
Jarmuszkiewicz 2020). Flavonoidlerin yapisinda yer alan hidroksil gruplari, serbest
radikalleri dogrudan etkisiz hale getirebilme yetenekleri sayesinde, oksidatif stresin
neden oldugu hiicresel zararlar1 azaltmada 6nemli rol oynar (Heim ve ark 2002).
Flavonoidlerin saglik iizerindeki olumlu etkileri, molekiiler yapilarindaki hidroksil
gruplarinin sayist ve konumuna, metal iyonlarim1 gelatlama kapasitelerine, Fenton
reaksiyonu gibi siireglerle olusan reaktif oksijen tiirlerini (ROS) nétralize etme
yeteneklerine ve C2-C3 ¢ift bagimin varlig1 gibi yapisal 6zelliklerine bagli olarak
sekillenmektedir. Bu yapisal 6zellikler, flavonoidlerin biyolojik hedeflerle etkilesime
girerek spesifik biyolojik yanitlan tetikleme potansiyelini belirler (Jomova ve ark

2025). Flavonoidler, yalnizca serbest radikalleri dogrudan nétralize etmekle kalmaz,
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ayn1 zamanda endojen antioksidan sistemleri de uyararak redoks homeostazina katk1
saglarlar (Boots ve ark 2008). Bu siireclerin cogu, Nrf2 sinyal yolunun aktive edilmesi
ile gerceklesir. Nrf2’nin niikleer translokasyonu, antioksidan yanit elementlerini
(ARE) aktive ederek antioksidan ve sitoprotektif genlerin ekspresyonunu artirir
(Scapagnini ve ark 2011). Flavonoidler, IL-1p, TNF-a ve IL-6 gibi proinflamatuar
sitokinlerin ekspresyonunu baskilayarak noroenflamatuar yanit1 azaltabilirler (Chen ve

ark 2022).

Flavonoidlerin hiicresel diizeydeki koruyucu etkileri, sadece serbest radikalleri
temizlemekle sinirli kalmayip, mitokondriyal fonksiyonlarin siirdiiriilebilirligine de
katki saglamaktadir. Ozellikle quercetin gibi flavonoidlerin, mitokondriyal membran
potansiyelini koruyarak ROS iiretimini sinirlandirdig:r ve bu sayede hiicresel hasari
azalttig1 gosterilmistir (Davis ve ark 2009). Flavonoidlerin Nrf2 yolunu aktive ederek
mitokondriyal biyogenezi destekledigi ve bu sayede norodejeneratif hastaliklarda
oksidatif hasar1 azalttig1 gosterilmistir (Villavicencio Tejo ve Quintanilla 2021). Bu
mekanizmalar dogrultusunda, flavonoidlerin yalnizca akut stres yanitlarinda degil,
aynt zamanda uzun vadeli mitokondriyal stabilitenin korunmasinda da terapotik
potansiyel tasidigi bildirilmektedir (Boots ve ark 2008).Flavonoidlerin alt siniflari,
gidalardaki bollugu, tirettikleri metabolitler ve olas1 saglik etkileri bakimindan farklilik

gosterir (Sergiel 2024).

Besin yoluyla alinan flavonoidlerin fizyolojik etkileri, sadece yapisal
cesitliliklerine degil, aynt zamanda biyoyararlanimlarina da baghdir. Sindirim
sisteminde emildikten sonra Karacigerde Faz II metabolizmasiyla glukuronidasyon ve
stilfatlama siireglerine girerek sistemik dolasima katilirlar (Manach ve ark 2005). Bu
metabolitler, plazma proteinlerine baglanarak hedef dokulara taginabilir ve 6zellikle
merkezi sinir sisteminde ¢esitli biyolojik aktiviteler gosterebilir (Del Rio ve ark 2013).
Flavonoidlerin metal iyonlari1 ile kompleks olusturma yetenekleri, 6zellikle demir
(Fe**/Fe**) ve bakir (Cu*") gibi gecis metalleriyle olan etkilesimleri sayesinde
antioksidan aktivitelerine 6nemli katkilar saglar. Bu komplekslesme, metal iyonlarinin
Fenton reaksiyonu gibi serbest radikal iiretim yollarina katilimini engelleyerek

oksidatif stresin azaltilmasina yardimci olur (Cherrak ve ark 2016)
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Flavonoidlerin noroprotektif etkileri, hiicre i¢i stres yanitim1 diizenleyen
MAPK, PI3K/Akt ve Nrf2 gibi sinyal yollari iizerinden etki gosterebilir (Costa ve ark
2016). Flavonoidlerin bilissel islevleri desteklemede rol oynayabilecegi; o6zellikle
noronlar1 oksidatif strese bagli hasardan koruyarak ve noroenflamasyonu baskilayarak
O0grenme ve hafiza siireclerini iyilestirdigi bildirilmistir (Spencer 2008). Bu etkiler
flavonoidlerin sinir sistemi hastaliklarinda terapotik potansiyellerini artirmaktadir
(Vauzour ve ark 2008). Giincel ¢alismalar, kaempferol gibi flavonoidlerin endoplazmik
retikulum (ER) stresine bagli hiicresel hasar1 azaltabildigini gostermektedir. Bu etki,
GRP78, CHOP ve caspase-12 gibi ER stres belirteclerinin ekspresyonunun azalmastyla
iliskilidir (Abdullah ve Ravanan 2018).

1.9.1. 3°,4’-Dihydroxyflavonoid

Flavonoid ailesinde yer alan 3°,4’-dihydroxyflavonoidler, B halkasinda 3’ ve 4’
konumlarinda yer alan hidroksil gruplartyla tanimlanir (Rice-Evans ve ark 1996).

Bu molekiiler konfigiirasyon, katekol benzeri yapilar olusturarak flavonoidlerin redoks
potansiyelini artiran temel faktdrlerden biridir (Rice-Evans ve ark 1996). Bu motif,
flavonoidlerin serbest radikalleri etkisizlestirmesini saglayan hidrojen ve elektron
dondrliigii islevini yerine getirir (Heim ve ark 2002). Flavonoidlerin antioksidan etkisi,
yalnizca serbest radikalleri dogrudan nétralize etme kapasitelerine degil, ayn1 zamanda
hiicresel antioksidan savunma sistemlerini aktive etme yeteneklerine dayanmaktadir

(Pietta 2000).

Ozellikle 3°,4’-dihydroxyflavonoid yapisina sahip flavonoidlerin, Nrf2/ARE
yolunu aktive ederek hiicre i¢i redoks dengesini koruyan endojen antioksidanlarin
ekspresyonunu artirdig1 gosterilmistir (Xu ve ark 2022). Bu flavonoid alt grubuna dahil
olan quercetin, luteolin ve kaempferol gibi molekiiller, noéroprotektif etkileri ile de
dikkat c¢ekmektedir (Spencer 2008). Bu grup i¢inde yer alan DiOHF, hem B
halkasindaki 3°,4” hidroksil gruplar1 hem de flavonollerin karakteristik 3-hidroksil
yapisini igerir. Bu yapisal biitiinlilk, DiIOHF’e giiclii bir antioksidan etki saglamanin

yaninda, metal iyonlarin1 baglama yetenegi de kazandirir (Williams ve ark 2004).
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Yakin zamanda yapilan deneysel c¢alismalarda, 3',4'-dihydroxyflavonol
(DiOHF)'iin serebral iskemi-reperfiizyon modeli gibi oksidatif stresin yogun oldugu
durumlarda hiicre i¢i dengeyi korudugu ve apoptoz olusumunu engelledigi
gosterilmistir (Dasdelen ve ark 2024). Uziim g¢ekirdegi proantosiyanidin ekstresi
(GSP), CHOP, GRP78 ve kaspaz-12 gibi endoplazmik retikulum stres belirte¢lerinin
ekspresyonunu azaltarak noronal apoptozu baskilamistir. Bu bulgular, yapisal olarak
benzer olan DiOHF gibi flavonoidlerin de benzer etki mekanizmalarina sahip
olabilecegini  diisiindiirmektedir (Fu ve ark 2019). Tim bu veriler,
3’,4’dihydroxyflavonoid yapisina sahip bilesikleri 6zellikle DiOHF’ nin ¢ok yonli
noroprotektif etkiler gosterebilecegini ve serebral iskemi-reperfiizyon gibi karmagik
patofizyolojik durumlarda terapétik potansiyel tasidigini ortaya koymaktadir. Iskemi-
reperfiizyon (I/R) hasari, serebral dolasimim gegici olarak kesintiye ugramasi ve
ardindan yeniden saglanmasi sonucu gelisen, oksidatif stres, inflamasyon ve hiicre
oliimii ile karakterize kompleks bir siiregtir (Kalogeris ve ark 2012). Bu siirecte reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) asir1 iiretimi, hiicre i¢i redoks dengesinin bozulmasina,
mitokondriyal disfonksiyona ve endoplazmik retikulum stresine neden olur (Li ve ark

2025).

Hayvan deneyleri, DiOHF tedavisinin I/R hasar1 sonrasi ndronlarda apoptoz
oranin1 Onemli Olgiide azalttigin1 gostermektedir (Cetin ve ark 2025). Kognitif
fonksiyonlara etkisi acisindan da umut verici bulgular elde edilmistir; DiOHF
uygulanan ratlarda Morris su labirenti testi gibi davranigsal testlerde biligsel
performansin anlaml sekilde iyilestigi bildirilmistir (Wang et al., 2024). DiOHF ve
DiOHF-6-SA, reperfiizyon sonrasinda kalp kasilma fonksiyonunu iyilestirmis, LDH
salmmminm1 azaltmig ve eNOS ekspresyonunu korumustur (Qin ve ark 2011).
DiOHF'nin, geg¢ici global iskeminin neden oldugu mekansal 6grenme ve hafiza
bozukluklarini diizelttigi, ancak anksiyete benzeri davranislar lizerinde belirgin bir
etkisinin bulunmadigi goriilmiistir (Oz ve ark 2017). 3',4'-Dihidroksiflavonol
(DiOHF), iskemi-reperfiizyon sonras1 vaskiiler fonksiyonlari iyilestirme potansiyeline
sahip bir flavonoiddir. Yapilan ¢alismalar, DiOHF'nin oksidatif stresi azaltarak ve

nitrik  oksit biyoyararlanimin1 artirarak vaskiiler genislemeyi destekledigini
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gostermektedir (Chan ve ark 2003). Uygulanan DiOHF tedavisinin, iskemi ve
reperfiizyonun neden oldugu serebellum ve hipokampiisteki apoptoz artisin1 anlaml
diizeyde baskiladig1 ve bu etkinin 6zellikle tedavinin iskemiden 6nce uygulanmasi

durumunda belirgin oldugu tespit edilmistir (Dasdelen ve ark 2024).

1.9.2. Flavonoidlerin CHOP Uzerine Etkileri

CHOP (C/EBP homologous protein), ER stres yaniti1 siirecinde yer alan ve
0zellikle uzun siireli stres kosullarinda apoptoz mekanizmalarini devreye sokan temel
transkripsiyon faktorlerinden biridi. PERK-elF2a-ATF4 yolaklar1 iizerinden aktive
edilen CHOP, protein katlanma bozukluklar1 durumunda proapoptotik genlerin

ifadesini artirarak hiicre 6liimiine neden olur (Oyadomari ve Mori 2004).

Naringenin tedavisi, deneysel travmatik beyin hasar1 modelinde CHOP
diizeylerini azaltarak ER stresini hafiflettigi gosterilmistir (Deng ve ark 2021).
Kaempferol uygulamasinin, d-GalN/LPS ile olusturulan akut karaciger yetmezligi
modelinde CHOP ekspresyonunu azaltarak ER stres kaynakli hiicre o6liimiini
simirladigt ve GRP78 seviyelerini artirdigi rapor edilmistir (Wang ve ark 2019).
Scutellaria baicalensis bitkisinden elde edilen baicalein, oksidatif hasar1 azaltarak ve
hiicre Olimiini dlizenleyen mekanizmalar1 etkileyerek noroprotektif faydalar
saglamaktadir.  Ozellikle CHOP ekspresyonunun inhibisyonu, baicaleinin
antiapoptotik etkilerinin temel mekanizmalarindan biridir. Baicalein uygulanan spinal
kord I/R modeli farelerde, CHOP diizeylerinin anlaml 6lgiide azaldign ve bunun
apoptotik siireci baskiladigi gdzlemlenmistir (Wu ve ark 2020). Uziim cekirdegi
proantosiyanidinleri (GSP) gibi polifenolik yapida flavonoidler de CHOP diizeylerini
azaltarak endoplazmik retikulum stresine bagli apoptozu baskilamis ve noronlari
korumustur. Bu etkinin, flavonoidlerin ER saperon proteinleri ve oksidatif stresle
iliskili sinyal yollarin1 modiile edici 6zellikleri ile iliskili oldugu 6ne stiriilmektedir (Fu
ve ark 2019). I/R, PERK yolu ile iliskili olan p-PERK, ATF4 ve CHOP proteinlerinin
ekspresyonunu artirmaktadir. Hiperglisemik serebral I/R hasarinda kuersetinin
noroprotektif etkisi; kan glukoz diizeylerinin diisiiriilmesi, apoptozun baskilanmasi ve

ER stresinin inhibisyonu ile iliskilidir (Yang ve ark 2025).
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3’,4’-Dihidroksiflavonol (DiOHF), tunikamisin ile olusturulan endoplazmik
retikulum stresine karsi insan endotel hiicrelerinde koruyucu etki gostermis; bu etki
CHOP ve GRP78 gibi stresle iligkili proteinlerin ekspresyon diizeylerini azaltarak
apoptozun engellenmesiyle iligskilendirilmistir (Lau ve ark 2018). CHOP’un hiicre
6liim yollarindaki temel rolii, onu hedefleyen biyolojik miidahaleleri terapétik agidan
onemli hale getirmektedir. Flavonoid tiirevleri, bu baglamda CHOP ekspresyonunu
baskilayarak endoplazmik retikulum stresine bagli apoptozu azaltabilmekte ve iskemik
beyin hasar1 gibi durumlarda noroprotektif potansiyel gostermektedir (Choi ve ark

2010, Fu ve ark 2019).

1.9.3. Flavonoidlerin HSP70 Uzerine Etkileri

Hsp70, hiicre i¢i protein homeostazin1 korumada kritik rol oynayan bir
molekiiler saperondur; proteinlerin katlanmasina yardimci olur, agregasyonu onler ve
stres kosullarinda yanlis katlanmis proteinlerin yeniden katlanmasini veya yikimini
destekler (Daugaard ve ark 2007). Hsp70, iskemik hasar gibi stresli durumlarda
hiicrelerin korunmasinda kritik bir rol oynar (Shao ve ark 2019). Baicalin’in, global
serebral iskemi-reperfiizyon modelinde HSP70 ekspresyonunu artirdigi, ayni zamanda
GABAerjik sistem iizerinde diizenleyici etki gostererek ndroprotektif yanitlar
destekledigi bildirilmistir (Dai ve ark 2013). Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve oksijenin
(O2) varligi, HSP70 gibi sinyal yollarinin etkili sekilde engellenmesiyle STAT3'iin
artan ifadesi cisplatin ile tedavi edilen siganlarda makrofajlarin anti-inflamatuar tip 2
fenotipe doniismesini saglayarak bobrekteki oksidatif stres, inflamasyon ve hiicre
Olimiinii 6nemli Olgiide azaltmistir (Saad ve ark 2024). Silymarin’in mezenterik
iskemi-reperfiizyon modelinde HSP70 diizeylerini yiikselterek doku iizerindeki
oksidatif stres yiikiinii azalttig1 ve hiicresel stres yanitint modiile ettigi rapor edilmistir
(Demir ve ark 2014). Kirmiz1 sarapta bulunan polifenolik bilesiklerin, miyokardiyal
iskemi-reperfiizyon hasar1 sonrasinda HSP70 ekspresyonunu tesvik ederek
kardiyomiyositleri oksidatif hasardan korudugu belirlenmistir (Sato ve ark 2002).
HSP70, hiicre i¢i proteinlerin katlanmasini diizenlemenin yani sira, apoptoz
mekanizmalarin1 baskilayarak hiicre sagkalimimi artirir. Bu nedenle, flavonoidlerin
HSP70 seviyelerini azaltmasi, 6zellikle kanser tedavisinde faydali bir strateji olabilir.
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Ornegin hesperetin, akciger kanseri hiicrelerinde HSP70 proteinini baskilayarak
mitokondriyel apoptoz yolunu aktive etmis, boylece hiicre 6liimiinii desteklemistir
(Tanaka ve ark 2022). Buna karsilik, naringenin gibi bazi flavonoidler ise endotel
hiicrelerinde HSP70 diizeylerini artirarak yiiksek glukoz kaynakli oksidatif hasari
azaltmis ve hiicreleri koruyucu bir etki gostermistir (Zhang ve ark 2022). HSP70
proteini, miyokardiyal iskemi sonrasinda kardiyomiyositlerin hayatta kalmasini
destekleyerek oksidatif stresi azaltir. Flavonoidlerin ise HSP70 ekspresyonunu
artirarak bu koruyucu siireci modiile ettigi preklinik modellerde gosterilmistir (Zhao
ve ark 2007). Flavonoidler, iskemi-reperfiizyon kaynakli hiicresel stres durumlarinda
HSP70’in indiiksiyonunu artirarak protein katlanma siirecini destekler, mitokondriyal
fonksiyonu korur ve apoptozu baskilar; bu mekanizma, bu bilesiklerin potansiyel

terapotik etkilerini agiklamada énemlidir

1.9.4. Flavonoidlerin GRP78 Uzerinde Etkileri

Endoplazmik retikulum (ER), protein katlanmasi, kalsiyum dengesi ve lipid
biyosentezi gibi hayati hiicresel islevlerin gergeklestigi bir organeldir. Bu islevlerin
bozulmasi durumunda, hiicre ‘Katlanmamis Protein Yanit1 (UPR)’ isimli adaptif yanit
mekanizmasini devreye alarak hayatta kalmaya g¢alisir GRP78, UPR’in merkezi
regiilatorlerinden biri olup aym1 zamanda ER stresine karsi erken donemde artig

gosteren onemli bir biyobelirtectir (Lee 2005).

Flavonoidler, hiicresel islevleri modiile etme ve gesitli hastalik siireglerini
lyilestirme potansiyeline sahip dogal bilesiklerdir. Bu bilesiklerin, o6zellikle
endoplazmik retikulum (ER) stresine karsi hiicrelerin adaptif yanitlarini diizenleme
yetenegi one ¢ikmaktadir. GRP78 (Glukoz-Regiile Edilen Protein 78), ER stresine
kars1 hiicresel bir savunma mekanizmasinin anahtar diizenleyicisidir. Ornegin luteolin,
insan kolon kanseri hiicrelerinde endoplazmik retikulum stresini baskilayarak GRP78
diizeylerini anlamli sekilde azaltmistir. GRP78 seviyelerindeki diisiis, CHOP ve
caspase-12 ekspresyonunun da azalmasina neden olmus ve bu sayede hiicresel
sagkalim artmistir (Omar ve ark 2016). Quercetin, flavonol sinifina ait bir flavonoid

olup, ER stresini azaltarak GRP78 ekspresyonunu diisiirebilir. Bir c¢alismada,
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quercetin'in GRP78, GADDI153 ve sitozolik sitokrom C diizeylerini diisiirdiigii
bildirilmistir. Bu etki, quercetin'in antioksidan 6zellikleri ve ER stresini dogrudan
modiile etme kapasitesiyle iligkilidir (Keylani ve ark 2022). Bununla birlikte bazi
flavonoidlerin GRP78’1 artirica etkiler gdsterebildigi de bildirilmektedir. Naringenin,
yiiksek glukozla indiiklenen insan endotel hiicrelerinde GRP78 ekspresyonunu
artirarak hiicresel stresle basa c¢ikma kapasitesini giliclendirmistir. Bu bulgu,
flavonoidlerin etkisinin hiicresel baglamin kosullarina gore degisebilecegini
gostermektedir. GRP78’in yiikselmesi bazi durumlarda hiicrede hasar degil, aksine
homeostazin saglanmasina yardimci olabilir (Yan ve ark 2023). Ayrica, liziim
cekirdegi proantosiyanidin ekstresi (GSP) gibi polifenolik bilesikler, GRP78 ve CHOP
gibi stres belirteclerinin baskilanmasinda etkili bulunmustur. Fu ve arkadaslarinin
(2019) calismasinda, GSP tedavisi, noronal hiicrelerde ER stres kaynakli apoptozun
azaltilmasi yoluyla hiicre kaybinin 6nlenmesinde etkili bulunmustur. Bu durum,
flavonoidlerin hem ER stresine karst savunma sagladigini hem de noérodejeneratif
stireglerde terapotik potansiyel tasidigini gostermektedir (Fu ve ark 2019).

Baicalein’in  hepatoseliiller karsinom hiicrelerinde uygulandig1 calismalarda,
endoplazmik retikulum stresi araciligtyla hem apoptoz hem de otofajinin uyarildigi, bu
siiregte GRP78 diizeylerinde artis oldugu bildirilmistir (Wang ve ark 2014). Uziim
cekirdegi ekstresi, sisplatin kaynakli nefrotoksisite modelinde GRP78 ve caspase-12
diizeylerini diisiirerek ER stresine bagli apoptotik siireci sinirlamistir (Gao ve ark
2014). ikariin (ICA), geleneksel Cin tibbinda kullanilan Epimedium bitkisinden elde
edilen bir flavonoiddir. ICA'nin, glikozla diizenlenen protein 78 (GRP78) ifadesini
baskiladig1r gosterilmisti. Bu bulgular, ICA’nin endoplazmik retikulum stresi
araciligiyla gelisen inflamasyonu engelleyerek iskemik inme karsisinda néroprotektif

etki gosterebilecegini diisiindiirmektedir (Zheng ve ark 2022).

1.9.5. Flavonoidlerin Bcl-2 Uzerindeki Etkileri

Bcl-2 proteini, mitokondriyal zarm biitiinliigiinii koruyarak hiicresel 6lim
sinyallerini engelleyen 6nemli bir anti-apoptotik faktordiir (Youle ve Strasser
2008).Bu protein, 6zellikle sitokrom ¢ saliniminit 6nleyerek kaspaz kaskadinin aktive

olmasini engeller ve hiicre sagkalimini destekler (Cory ve Adams 2002). BCL2 ailesi
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proteinleri, islevsel rollerine ve BH (BCL-2 homoloji) alan1 sayisina gore ii¢ temel
gruba ayrilir: anti-apoptotik etkili ¢ok alanli proteinler (6rnegin BCL2, BCL-XL,
BCL-w, MCL1, BCL2A1 ve BCLB), pro-apoptotik etkili cok alanli proteinler (BAK,
BAX ve BOK) ve yalnizca BH3 bolgesini tastyan pro-apoptotik proteinler (BID, BIM,
BAD, BIK, NOXA, PUMA, BMF ve HRK). Bu ayrim, Bcl-2 ailesinin apoptozun
diizenlenmesinde ¢ok yonlii bir kontrol noktasi olusturdugunu gostermektedir (Vogler

ve ark 2025).

Flavonoidlerin sinyal yolaklari iizerindeki etkisi, hiicresel ortamin durumuna
gore degisiklik gosterebilir. Ozellikle PI3K/Akt yolunun aktivasyonu Bcl-2
ekspresyonunu artirarak hiicre sagkalimini desteklerken; bu yolun inhibisyonu, Bcl-2
diizeylerinde azalmaya ve apoptozun hizlanmasina yol acabilir (Datta ve ark 1997,
Song ve ark 2005). Siganlarda yapilan bir deneysel serebral I/R modelinde,
kaempferol uygulamasinin Bcl-2 diizeylerini anlamli sekilde artirdigi, buna karsin Bax
ve caspase-3 ekspresyonunu azalttig1 belirlenmistir. Bu degisiklikler, iskemik alanda

apoptotik hiicre sayisinin azalmasina katkida bulunmustur (Verma ve ark 2024).

Quercetin’in apoptotik mekanizmalar tizerindeki etkileri, 6zellikle Bcl-2 ailesi
proteinlerinin regiilasyonu yoluyla belirgin hale gelmektedir. Niu ve ark. (2011), HL-
60 hiicrelerinde yaptiklar1 ¢alismada, quercetin’in Bcl-2 ekspresyonunu azalttigini ve
aynt zamanda pro-apoptotik Bax protein diizeyini artirarak hiicre Oliimiini
indiikledigini bildirmistir (Niu ve ark 2011). Benzer sekilde, fisetin adl1 flavonoid,
insan prostat kanseri hiicrelerinde Bcl-2 diizeylerini baskilamis ve buna karsilik
proapoptotik faktor olan kaspaz-3 aktivitesini artirmistir (Khan ve ark 2008). Buna
karsilik bazi flavonoidler, 6zellikle oksidatif stres veya iskemik kosullar altindaki
hiicre modellerinde, Bcl-2 ekspresyonunu artirarak hiicreyi koruyucu etki
gostermektedir. Ornegin {iziim ¢ekirdegi proantosiyanidinleri (GSP), oksijen-glikoz
yoksunlugu/reoksijenasyon (OGD/R) uygulanan N2a hiicrelerinde Bcl-2 diizeylerini
artirmig ve apoptotik belirtegleri baskilamistir (Fu ve ark 2019). Nobiletin,
iskemikreperfiize beyin dokusunda uygulandiginda, Bcl-2 diizeylerini artirarak
mitokondriyal zar stabilitesini korumus; bu sayede apoptoz sinyallerinin yayilimini

engellemistir.
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Ayn1 zamanda p53 ve Bax gibi pro-apoptotik molekiillerde baskilanma gézlenmistir
(Yasuda ve ark 2014). Icariin ve tiirevi icaritin, orta serebral arter okliizyonu (MCAOQO)
modeliyle olusturulan iskemik beyin hasarinda Bcl-2 proteininin yukar1 regiilasyonunu
saglamis ve bu durum, noéronlarda sagkalim oranlarinin artmasiyla iliskilendirilmistir

(Wu ve ark 2021).

Sonug olarak, flavonoidlerin Bcl-2 iizerindeki etkileri ¢ift yonliidiir: bazi
bilesikler anti-apoptotik Bcl-2 proteinini baskilayarak hiicre 6liimiinii kolaylastirirken,
bazilar1 ise bu proteini artirarak hiicreyi koruma egilimindedir. Bu durum,
flavonoidlerin tedavi edici potansiyelinin hedef hiicre ve hastaliga gore dikkatle

degerlendirilmesini gerekli kilar (Kumar ve Pandey 2013).

1.9.6. Flavonoidlerin Bax Uzerine Etkileri

Flavonoidler, oksidatif stres, inflamasyon ve apoptoz gibi temel hiicresel
stireglerde 6nemli diizenleyici roller tistlenen dogal bilesiklerdir (Panche ve ark 2016).
Apoptotik sinyal yolaklar1 iizerindeki diizenleyici etkileri sayesinde, 6zellikle
mitokondriyal yolak araciligiyla programlanmis hiicre oliimiinii yonlendirdikleri
bildirilmektedir. Bu etkiler, cogunlukla Bax gibi pro-apoptotik proteinlerin ekspresyon

diizeylerini modiile etmeleri yoluyla ortaya ¢ikmaktadir (Mahmoud ve ark 2019).

Carvacrol’iin MCF-7 hiicrelerinde apoptotik siireci Bax ve p53 artisiyla
gliclendirip, Bcl-2 ekspresyonunu baskiladigi gdsterilmistir (Moradipour ve ark 2022).
Yiiksek glukoz kaynakli mitokondriyal disfonksiyon modelinde morin uygulamasi,
Bax ekspresyonunun azalmasina ve mitokondriyal biitiinliiglin korunmasia katki
saglamis, boylece hiicre dliimiinlin engellenmesine yardimci olmustur (Kapoor ve

Kakkar 2012).

Quercetin’in, MCF-7 hiicrelerinde mitokondriyal apoptozu tesvik ederek Bax
diizeylerini artirdig1 ve Bcl-2 ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir (Duo ve ark 2012).
Benzer sekilde, apigenin’in A549 akciger kanseri hiicrelerinde DNA hasar1 olusturarak
Bax ekspresyonunu artirdigi, Bel-2 diizeylerini diisiirdiigii ve bu dengenin caspase-9

ile caspase-3 aktivasyonu yoluyla apoptozu baslattig1 belirlenmistir (Lu ve ark 2010).
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I/Rhasarin1 takiben artan BAX seviyeleri chuju bitkisinin toplam flavonoid

bilesenlerinin (TFCJ) etkisiyle bu durum tersine ¢evrilmistir (Wang ve ark 2021).

Luteolin’in, HCT-15 kolon kanseri hiicrelerinde G2/M fazinda hiicre
dongiisiinii  durdurdugu, Bax ve kaspaz-3 protein diizeylerini artirirken, Bcl-2
seviyelerini azalttig1 ve mitokondriyal yolla apoptozu aktive ettigi gosterilmistir (Krifa

ve ark 2014).

Hesperetin, mitokondriyal yolla apoptozu tetikleyerek kanser hiicrelerinde
hiicre 6liimiinii destekleyen 6nemli bir flavonoiddir. Yapilan bir ¢alismada, hesperetin
uygulanan MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde Bak ve Bax gibi pro-apoptotik
proteinlerin ekspresyon diizeylerinde anlamli bir artis gézlenmistir. Aynt zamanda Bcl-
2 gibi anti-apoptotik proteinlerin seviyelerinde belirgin bir azalma rapor edilmistir
(Parhiz ve ark 2015). Fisetin, bircok meyve ve sebzede bulunan dogal bir flavonoiddir

ve gliclii antioksidan, antiinflamatuvar ve antikanser 6zellikler sergiler.

Yapilan caligmalar, fisetinin insan oral skuaméz hiicreli karsinom hiicrelerinde
proapoptotik Bak, Bax ve Bad proteinlerinin ekspresyonunu artirdigini; buna karsilik
Bcl-

2 diizeylerini azalttigin1 ve mitokondriyal yolla apoptozu tetikledigini gostermistir (Li
ve ark 2017). Jaceosidin, Artemisia argyi bitkisinden elde edilen dogal bir flavonoid
olup, U87 glioblastoma hiicrelerinde p53 ve Bax proteinlerinin ekspresyonunu
artirarak mitokondriyal yolla apoptozu tetiklemis; hiicre dongiisiinii G2/M fazinda

durdurarak tiimdr hiicrelerinin proliferasyonunu baskilamistir (Khan ve ark 2012).

Iskemi-reperfiizyon (I/R) hasar1, mitokondriyal yoldan apoptozu aktive eden
pro-apoptotik proteinlerin, 6zellikle de Bax’1n ekspresyonunun artisiyla karakterizedir.
Bu siiregte flavonoidlerin Bax iizerindeki diizenleyici etkileri, onlarin
noro ve kardiyoprotektif potansiyelinin temel mekanizmalarindan biri olarak
degerlendirilmektedir.Wistar siganlarinda yapilan deneysel bir modelde, kaempferol
uygulamasinin Bax ve kaspaz-3 diizeylerini baskiladigi, buna karsilik anti-apoptotik
Bcl-2 seviyelerini artirdi1 gdsterilmistir. Bu molekiiler degisikliklerin, I/R sonrasi

miyokard dokusunda apoptoz oranim diislirdiigli ve dokunun korunmasina katki
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sagladigi rapor edilmistir (Verma ve ark 2024). Dogal bir flavonoid olan didymin
yapilan caligmalarda BAX ekspresyonunu onemli oOlgiide diisiirmiistiir (Li ve ark

2022).

Benzer sekilde, dogal bir flavonoid olan mangiferinin uygulanmasi, kalp
dokusunda oksidatif stresin azalmasi ile birlikte Bax ekspresyonunun baskilanmasina,
ayni zamanda Bcl-2 proteininin artisina yol agmistir. Bu etki mitokondriyal stabilitenin
korunmasi ve kardiyomiyosit sagkaliminin desteklenmesi agisindan 6nem tagimaktadir
(Verma ve ark 2024). Dracocephalum moldavica L. bitkisinden elde edilen total
flavonoid ekstrakti (TFDM), I/R hasari modelinde Bax diizeylerini diisiirerek,
mitokondriyal yoldan apoptoz siirecini belirgin bicimde inhibe etmistir. Ek olarak, Bcl-
2 artis1 ve kaspaz-3, -7 ve -9 aktivitelerinin azalmasi, bu flavonoid kompleksin anti-
apoptotik etkisini pekistirmistir (Zeng ve ark 2018). Orta serebral arter okliizyonu
(MCAO) ile olusturulan serebral iskemi modelinde ise icarin ve icaritin adli
flavonoidlerin kullanimi, néronlarda Bax ekspresyonunu azaltmis, Bcl-2 diizeylerini
yiikseltmis ve TUNEL pozitif hiicre sayisini anlamli diizeyde diistirmiistiir. Bu
sonugclar, bu bilesiklerin beyin dokusunda apoptotik siireci baskilayarak néroprotektif

etki sagladigint gdstermektedir (Wu ve ark 2021).

37



2. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Selguk Universitesi Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi
Etik Kurulu tarafindan 28.06.2024 tarihinde 2024-41 nolu Etik onay1 ile
gerceklestirilmistir. Deneysel islemler ve cerrahi miidahaleler, Selguk Universitesi
Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde gergeklestirilmis, biyokimyasal
analizler ise Tip Fakiiltesi, Fizyoloji Anabilim Dali Molekiiler Fizyoloji
Laboratuvari’nda yiiriitiilmiistiir. Caligmada, her biri 10-12 haftalik, 300-400 gram
agirhiginda, erkek Wistar-albino tiiriinde toplam 28 sican kullanilmistir. Deney siireci
oncesinde hayvanlar, standart laboratuvar diyetiyle beslenmis ve suya serbest erisim
saglanmistir. Deney ortami, 22 + 2 °C sicaklik ve 12 saat aydinlik / 12 saat karanlik

dongiisiinde sabitlenmistir.
2.1. Hayvan Gruplan

Toplam 28 adet Wistar-albino tiirii erkek sicanlar iizerinde gerceklestirilen

arastirmada gruplar su sekilde olusturuldu.

1-Kontrol Grubu (n=6): Bu gruptaki hayvanlara herhangi bir anestezi ve cerrahi

islem uygulanmamuisir.

2-Sham Grubu (n=6): Bu gruptaki hayvanlarda genel anestezi olusturulduktan
sonra karotid arter bolgeleri agilip kapatilmigtir. Uygulama sonras1 1 hafta siireli

¢oziicli uygulamasi yapilmistir (1 ml DiOHF c¢oziiciisii).

3-Iskemi-Reperfiizyon Grubu (n=8): Genel anestezi altinda sicanlarda karotid
arterler izole edildikten sonra 30 dakika siireyle ligate edilerek iskemi yapilmustir,

takibinde reperfiizyon gerceklestirilmistir.

4-Iskemi-Reperfiizyon + DiOHF Grubu (n=8): Genel anestezi altinda sicanlarda
karotid arterler 30 dakika ligasyonla iskemi yapildiktan sonra reperfiizyona izin

verilmistir. 1 hafta siire ile DIOHF takviyesi yapilmistir.
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2.2. Hayvanlar Uzerindeki Prosediirler

Grup 2, 3, 4’1 olusturan hayvanlar Ketamin HCI 60mg/kg ve Xylazine HCI
Smg/kg karisimi periton i¢i uygulanarak genel anesteziyi takiben boyun orta hat ventral
insizyonu ile sag ve sol karotid arter; vagus siniri ve ¢evre dokulardan dikkatli bir
sekilde izole edilmistir. Grup 2’de sham operasyonu ve ¢oziicli takviyesi (1 mlfindik
yagi ve %10 DMSO) (1 hafta), grup 3 de ise yine I/R takiben ¢6ziicii (1 mlfindik yagi
ve %10 DMSO) uygulamast yapilmistir (1 hafta). Grup 3 ve 4’de karotid arterler ligate
edilerek 30 dk siiren fokal gecici serebral iskemi ve takiben reperflizyon
olusturulmustur. 4. Gruptaki hayvanlara reperfiizyonu takibenl hafta siireli 10 mg/kg
dozunda DiOHF periton i¢i verilmistir. Deneylerin bitiminde hayvanlar genel anestezi
altinda kalplerinden kan alindiktan sonra servikal dislokasyonla oldiiriilerek
serebellum dokular1 alinmistir. Bu ¢alismada serebellum dokusunda GRP78, Hsp70,
Bax. Bcl2, Ddit3, Gapdh gen ifade seviyelerine bakilmaistir.

2.3. Real-Time qPCR Analizi

Serebellumdan RNA izolasyonu

Real-Time qPCR analizi ile DCX ve BDNF genlerinin ifade belirlemek i¢in

Once ticari bir kit (Bio Basic; Kanada) kullanilarak total RNA izole edildi.

Serebellum dokulari tartildi, her dokudan 25-50 mg Ornek alindi ve bir
homojenizatéor (SONOPULSmini20, BANDELIN; Almanya) kullanilarak buz
tizerinde 1 ml lizis tampon (miRNAExtractor) eklenerek parcalandi. Homojenize
edilen drnekler 5-10 dakika oda sicakliginda tamamen par¢alanmalarindan emin olmak
icin bekletildi ve tamamen pargalanmayan Ornekler tekrar homojenize edildi. Daha
sonra homojen hale getirilmis 6rneklere 0.2 ml (200 pl) kloroform ilave edildi ve 30
saniye vorteks yapildi. Devaminda Ornekler kit kilavuzunda belirtildigi gibi
12000xg'de 4°C'de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiijleme ile 6rnekler {i¢ faza, bir alt
organik faza, denatiire proteinler ve gDNA igeren bir orta faza ve RNA iceren bir tist

sulu faza ayrildi. Ust RNA igeren faz toplandiktan sonra temiz bir RNaz icermeyen 1,5
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ml hacminde santrifiij tlipline aktarildi. 1,5 hacim %100 etanol eklendikten sonra ve
pipet yardimiyla iyice karistirildi. Elde edilen karisim kit igerisinde bulunan Spin
Kolonuna aktarildi ve 12000xg'de 2 dakika santrifiij edildi. Daha sonra Spin kolona
0,5 ml RPE soliisyonu eklendi ve tekrar 12000xg'de 30 saniye santrifiij edildi. Bu adim
birka¢ kez tekrarlandiktan sonra kolon yeni bir 1,5 ml santrifiij tiipline yerlestirildi,
tizerine 50 pl RNaz igermeyen su ilave edildi ve 2 dakika oda sicakliginda birakildi.

Daha sonra 12000xg'de 30 saniye santrifiij edildi.

Sonucunda olusan RNA'larin safligin1 ve miktarin1 belirlemek hedefiyle
Nanodrop (SMA 1000, Merinton, Cin) kullanildi. Optik yogunluklarina (OD260/280)
gore OD260/280 orani hesaplandi. 1,9'un lizerinde degerlere sahip RNA'lar calismada
kullanildi. Elde edilen total RNA'lar -20°C'de cDNA sentezinde kullanilmasi amaciya

saklandi.

cDNA Sentezi

Elde edilen total RNA'daki mRNA, ticari kit (OneScript Plus, ABM; Kanada)
kullanilarak cDNA'ya doniistiiriildii. Her 6rnekten esit miktarda RNA alind1 ve tiretici
firma tarafindan Onerilen protokolde agiklanan adimlar sirayla uygulandi. Tablo 2.3’te
belirtildigi gibi cDNA sentez karisimi elde edildi. Ardindan, bu karisimdan 10 pl alinip,
10 ul RNA o6rnekleri iizerine ilave edildi.

Her bir tiip dikkatlice karistirildiktan sonra Thermal Cycler (Bio-Rad, ABD)
cithaz ile kitte belirtilen protokol ile revers transkripsiyon programi g¢alistirildi. Bu
program Oncelikle 55°C'de 15 dakika cDNA sentezi ve ardindan 85°C'de 5 dakika
denatiirasyon ve +4°C'de bekleme basamagini icermektedir. Elde edilen cDNA miktari
ve safligin1 belirlemek i¢in nanodrop (SMA 1000, Merinton, China) kullanildi ve
ornekler qPCR gerceklestirene kadar -20°C'de sakland1
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GRP78, HSP70, CHOP, BAX ve BCL2 Genlerinin Ifade Diizeylerinin

Belirlenmesi

Real-Time qPCR reaksiyonlar1 hazirlanirken standart egriler ¢izmek igin 1/1,
1/2, 1/4, 1/8, 1/16 ve 1/32 diliisyon oranlar1, herhangi bir miidahaleye tabi tutulmamis
hayvanlarin (kontrol grubu) serebellum dokularindan elde edilen cDNA ornekleri

kullanilarak hazirlanda.

Ayrica primerlerin uygun sicaklikta baglanabilmesi i¢in sicaklik araliklari test
edilerek standardizasyon yapildi. Hedef gen ifadesinin mRNA diizeyinde analizi i¢in

kullanilan primerler, {iretici firmadan (Sentebiolab, Tiirkiye) temin edildi (tablo 2.4).

Oligomer (Tiirkiye) firmas: tarafindan sentezlenen GAPDH, referans geni
olarak kullanildi. Calismada her reaksiyonda yaklasik 50 ng primer kullanildi (Tablo
2.3)

Tablo 2.3. Real Time PCR i¢in kullanilan primerler.

Gen Primer dizisi Fonksiyonu
GRP78 ileri 5’-GGATAAGAGAGAGGGAGAGAAGA-3’ Hedef gen
GRP78 Geri  5’-CCCAGATGAGTGTCTCCATTAG-3’ Hedef gen
BAX lleri 5’-TTTGCTACAGGGTTTCATCCA-3’ Hedef gen
BAXGeri 5’-TCCACATCAGCAATCATCCTC-3’ Hedef gen
BCL2 Ileri 5’-CAAGAATGCAAGCACATCCA-3 Hedef gen
BCL2 Geri 5’-CACGATCTCCCGGTTATCATAC-3’ Hedef gen
HSP70 ileri 5’-CTTCGTGGAGGAGGTTCAAGAG-3’ Hedef gen
HSP70 Geri 5’-GCGTGATGGACGTGTAGAA-3’ Hedef gen
CHOP lleri 5’-CTCCAGATTCCAGTCAGAGTTC-3’ Hedef gen
CHOP Geri S’TGCCACTTTCCTCTCATTCTC-3" Hedef gen
GAPDH ileri = 5’-GGGCCAAAAGGGTCATCATC-3 Referans gen
GAPDH Geri  5’-AACCTGGTCCTCAGTGTAGC-3’ Referans gen
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PCR reaksiyonlari i¢in hazir ticari kit (BlasTaq 2X qPCR Master Mix, ABM,
Kanada) kullanildi. Reaksiyonlar toplam1 20 pl hacimde gergeklestirildi. Reaksiyon
icerigi asagidaki tabloda agiklandigi gibi hazirlandi.

Bilesim Miktar
Master Mix (Enzyme, dNTP, Mg, buffer and water) 10 ul
cDNA Sl
Ileri primer Il
Geri primer Ll
Niikleaz icermeyen H20 3ul

PCR kosullar1 primerlerin optimizasyonu sonrasinda su sekilde ayarlandi.
95°C'de 3 dakika enzim aktivasyonu, denatiirasyon 95°C'de 10 saniye, baglanma ve
polimerizasyon 60°C'de 1 dakika, dongii sayis1 40 olarak ayarlandi. Tiim reaksiyonlar,
CFX Connect Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, ABD) kullanilarak
gerceklestirildi. Livak ve Schmittgen (2001) tarafindan gelistirilen 2-AACT yontemi

kullanilarak qPCR analizi sonuglar1 degerlendirildi.

2.4. Istatistik

Istatistik analiz SPSS istatistik programi kullanilarak gerceklestirildi. Sonuglar
ortalama =standart sapma olarak tanimlandi. Gruplar arast karsilastirma icin
KruskalWallis variyans analizi kullanildi ve p<0,05 seviyesi i¢cin Mann-Whitney U-

testi uygulandi. P<0,05 seviyesi istatistik olarak dnemli kabul edildi.
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3. BULGULAR

Arastirma gruplarina ait serebellum GRP78 degerleri tablo 3.1 ve Grafik 3.1°de
verilmisti. Mevcut ¢alismada serebellum GRP78 seviyeleri incelendiginde 1/R
grubunda Olgiilen parametre anlaml sekilde artarken, DiOHF uygulamasi bu artis
baskilayarak seviyeleri kontrol grubuna yakinlagtirmis ve potansiyel ndroprotektif

etkisini ortaya koymustur.

Tablo 3.1. Serebellum dokusunda GRP78 degerleri

Grup N Ortalama =+ Standart Sapma
Kontrol 6 1.03 £0.28b
Sham 6 1.08 £ 0.30b
I/R 8 1.84 £ 0.84a
I/R + DiOHF 8 1.12+1.03b

Farkli harflerle gosterilen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardi (p <
0,05).

Serebellum Dokusundaki GRP78 Degerleri (2-AAct)

2,5

1,5

1
0,5

Kontrol Sham i/R + DiIOHF
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Grafik 3.1. Serebellum dokusunda GRP78 degerleri. GRP78 diizeyleri I/R grubunda
artarken DIOHF uygulamasi bu artis1 tersine gevirerek GRP78 ekspresyonunda diisiis

saglamistir.

Serebellum HSP70-1A° degerleri tablo 3.2 ve grafik 3.2°de sunulmustur.
Deney gruplari arasinda karsilastirma yapildiginda ilgili dokudaki HSP70 seviyeleri
I/R ile artarken, sonrasinda DiOHF uygulamasi artmis olan bu parametreyi tekrar

diistirmiustiir (P<0.05).

Tablo 3.2. Serebellum dokusunda HSP70-1A degerleri

Grup N Ortalama + Standart Sapma
Kontrol 6 1.09 £ 0.28b
Sham 6 1.77+£0.71b
I/R 8 6.10 = 0.59a
I/R + DiOHF 8 2.38+£0.31b

Farkl1 harflerle gosterilen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p <
0,05).

Serebellum Dokusundaki HSP70-1A Degerleri (2-AAct)

7
6
5
4
3
2
|
0
Kontrol Sham i/R + DIOHF

-1

Grafik 3.2. Serebellumda HSP70-1A degerleri., iskemik-reperfiizyon (I/R) grubunda
artmis olup, DiOHF wuygulamasi bu artis1 kismen geri dondiirerek HSP70

ekspresyonunda diisiis saglamistir.
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Serebellum CHOP degerleri tablo 3.3 ve grafik 3.3’de sunulmustur. Deney
gruplar1 arasinda karsilastirma yapildiginda ilgili dokudaki CHOP seviyeleri I/R ile
artarken, sonrasinda DiOHF uygulamasi artmis olan bu parametreyi tekrar azaltmistir.

(P<0.05)

Tablo 3.3 Serebellum dokusunda CHOP degerleri

Grup N Ortalama + Standart Sapma
Kontrol 6 1.13£0.57b
Sham 6 1.90 +0.21b
/R 8 6.10+1.56a
I/R + DiOHF 8 2.68+0.89

Farkl1 harflerle gdsterilen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml fark vardir (p <
0,05).

Serebellum Dokusundaki CHOP Degerleri (2-AAct)

= B I i

Kontrol Sham i/R + DIOHF

Grafik 3.3. Serebellumda CHOP degerleri. CHOP diizeyleri, I/R grubunda belirgin
sekilde artmis olup, DiOHF uygulamasi bu artis1 azaltarak CHOP ekspresyonunda
diisiis saglamistir.
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Serebellum dokusndaki BCL-2 degerleri Tablo 3.4 ve Grafik 3.4’de verilmstir.
I/R grubunda BCL-2 diizeyi anlaml1 sekilde diiserken, DiOHF uygulamasi bu diisiisii
tersine ¢evirmistir. Kontrol ve sham gruplarinda benzer BCL-2 seviyeleri gozlenirken,
I/R grubunda belirgin bir azalma izlenmis; I/R + DiOHF grubunda ise BCL-2 diizeyi
hem kontrol grubuna hem de I/R grubuna gore artis gdstermistir. Bu bulgu,
DiOHF’nin  anti-apoptotik BCL-2 proteini tizerindeki  diizenleyici

etkisini desteklemektedir.

Tablo 3.4. Serebellum dokusunda BCL-2 degerleri

Grup N Ortalama + Standart Sapma
Kontrol 6 2.19 +£0.76b
Sham 6 2.09+0.31b
I/R 8  0.82£0.29a
I/R + DiOHF 8 3.18+0.33b

Farkl1 harflerle gosterilen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p <
0,05).

Serebellum Dokusundaki BCL2 Degerleri (2-AA€t)

3,5

b b
2,5
2
a
1,5
1
0,5

Kontrol Sham i/R i/R + DIOHF

Grafik 3.4. Serebellum dokusundaki BCL-2 degerleri. BCL-2 diizeyleri I/R grubunda
belirgin sekilde azalirken, DiIOHF uygulamasi bu azalmay tersine ¢evirerek BCL-2

ekspresyonunda anlamli bir artis saglamstir.
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Aragtirma gruplarina ait serebellum dokusundaki BAX degerleri tablo 3.5 ve

grafik 3.5 de gosterilmistir. I/R grubunda BAX ekpresyonu anlamli derecede artarken,

DIOHF uygulamasi bu artis1 belirgin sekilde azaltmistir. Bu bulgu, DIOHF nin

apoptotik siire¢ tizerindeki diizenleyici etkisini desteklemektedir.

Tablo 3.5. Serebellum dokusunda BAX degerleri

Grup N Ortalama + Standart Sapma
Kontrol 6 1.53 £0.29b
Sham 6 1.70 £0.39b
I/R 8  3.55+0.66a
i/R + DiOHF 8 2.26 0.80b
Farkl1 harflerle gosterilen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p <
0,05).
Serebellum Dokusundaki BAX Degerleri (2-AACt)
4,5
4
3,5
3
2,5
2
1,5
1
0,5
0

Kontrol Sham i/R + DIOHF

Grafik 3.5. Serebellum dokusundaki BAX degerleri. I/R grubunda Bax diizeyleri
anlamli sekilde artarken, DiIOHF uygulamasi bu artis1 belirgin bigimde azaltmistir.
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4. TARTISMA

Gergeklestirilmis olan c¢alismanin bulgularina bakildiginda sicanlarda fokal
beyin I/R ile endoplazmik retikulum stresinde 6nemli gostergelerden olan GRP78,
HSP70 ve CHP gibi molekiillerde belirgin artiglarin oldugu gmriilmektedir. Ayni
zamanda I/R sonrasi 1 hafta siireli DiOHF takviyesi ile artmis olan parametrelerde
belirgin azalmalar tespit edilmistir. Calismada ayrica apoptotic yolaklarda énemli
molekiiller olan Bcl-2 ve Bax parametreleri de degerledirildi. Bax I/R ile artarken, Bcl2
seviyeleri baskilandi. Ancak DiIOHF uygulamasi degismis olan apoptotik parametreleri

diizeltti.

Arastirmada ilk olarak endoplazmik retikulum stresiyle iliskli olarak GRP78
seviyeleri degerlendirildi. Bu parametre beyin I/R’sine bagl olarak serebellum
dokusunda 6nemli bir artig gostermis olmasina ragmen 1 haftalik DiOHF uygulamasi
degisen GRP 78 seviyelerini diizeltmistir. Endoplazmik retikulum (ER), protein
katlanmasi, kalsiyum dengesi ve lipid biyosentezi gibi hayati hiicresel islevlerin
gerceklestigi bir organeldi. Bu islevlerin bozulmasi durumunda, hiicre ‘Katlanmamis
Protein Yaniti (UPR)’ isimli adaptif yanit mekanizmasini devreye alarak hayatta
kalmaya ¢aligir. GRP78, UPR’1n merkezi regiilatdrlerinden biri olup ayn1 zamanda ER

stresine kars1 erken donemde artis gosteren 6nemli bir biyobelirtectir (Lee 2005).

Flavonoidler, hiicresel islevleri modiile etme ve gesitli hastalik siireglerini
tyilestirme potansiyeline sahip dogal bilesiklerdir. Bu bilesiklerin, o6zellikle
endoplazmik retikulum (ER) stresine karsi hiicrelerin adaptif yanitlarini diizenleme
yetenegi one ¢ikmaktadir. GRP78 (Glukoz-Regiile Edilen Protein 78), ER stresine
kars1 hiicresel bir savunma mekanizmasinin anahtar diizenleyicisidir. Bir flavonoid
olan luteolin, insan kolon kanseri hiicrelerinde endoplazmik retikulum stresini
baskilayarak GRP78 diizeylerini anlaml sekilde azaltmistir. GRP78 seviyelerindeki
diisiis, CHOP ve kaspaze-12 ekspresyonunun da azalmasina neden olmus ve bu sayede
hiicresel sagkalim artmistir (Omar ve ark 2016). Quercetin, flavonol smifina ait bir
flavonoid olup, ER stresini azaltarak GRP78 ekspresyonunu diisiirebilir. Bir ¢aligmada,

quercetin'in GRP78, GADDI153 ve sitozolik sitokrom C diizeylerini diistirdiigii
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bildirilmistir. Bu etki, quercetin'in antioksidan 6zellikleri ve ER stresini dogrudan
modiile etme kapasitesiyle iliskilidir (Keylani ve ark 2022). Bununla birlikte
bazi  flavonoidlerin GRP78’1 artiric etkiler gosterebildigi de

bildirilmektedir. Naringenin, yiiksek glukozla indiiklenen insan endotel hiicrelerinde

GRP78 ekspresyonunu artirarak hiicresel stresle basa c¢ikma kapasitesini
giiclendirmistir. Bu bulgu, flavonoidlerin etkisinin hiicresel baglamin kosullarina gore
degisebilecegini gdstermektedir. GRP78’in yiikselmesi baz1 durumlarda hiicrede hasar
degil, aksine homeostazin saglanmasina yardimci olabilir (Yan ve ark 2023). Ayrica,
tiziim ¢ekirdegi proantosiyanidin ekstresi (GSP) gibi polifenolik bilesikler, GRP78 ve
CHOP gibi stres belirteglerinin baskilanmasinda etkili bulunmustur. Fu ve ark. nin
(2019) calismasinda ise GSP tedavisi, noronal hiicrelerde ER stres kaynakli apoptozun
azaltilmast yoluyla hiicre kaybinin onlenmesinde etkili bulunmustur. Bu durum,
flavonoidlerin hem ER stresine karsi savunma sagladigint hem de norodejeneratif
stireglerde terapotik potansiyel tasidigini gostermektedir (Fu ve ark 2019). Baicalein’in
hepatoseliiler karsinom hiicrelerinde uygulandigi c¢alismalarda, endoplazmik
retikulum stresi araciligiyla hem apoptoz hem de otofajinin uyarildigi, bu siiregte
GRP78 diizeylerinde artis oldugu rapor edilmistir (Wang ve ark 2014).

Uziim ¢ekirdegi ekstresi, sisplatin kaynakli nefrotoksisite modelinde GRP78 ve
kaspaz-12 diizeylerini diisiirerek ER stresine bagli apoptotik siireci sinirlamistir (Gao
ve ark 2014). Gergeklestirmis oldugumuz arastirmada ise sentetik bir flavonoid olan
3’,4’-dihydroxyflavonol’un deneysel beyin iskemi reperflizyonunda serebellum
dokusundaki GRP78 diizeylerine olan etkisi degerlendirilmistir. Tedavi amaciyla
kullanilan 3°,4’-dihydroxyflavonol daha 6nce herhangi bir arastirmada endoplazmik
retikulum stresine olan etkisi incelenmemistir. Mevcut ¢alismadan elde edilen bu
veriler DIOHF "nin potansiyel I/R durumlarinda tedavi amaciyla kullaniminin GRP78
seviyelerini baskilamak suretiyle potansiyel olarak endoplazmik retikulum stresine
kars1 koruyucu etki saglamakla daha 6nce farkli ¢calismalardan elde edilen ve degisik
flavonoidlerin  tedavi  edici  etkisini  destekler = mahiyettedir.  Ozellikle
3°,4’dihydroxyflavonoid yapisina sahip flavonoidlerin, Nrf2/ARE yolunu aktive
ederek hiicre i¢i redoks dengesini koruyan endojen antioksidanlarin ekspresyonunu

artirdig1 gosterilmistir (Xu ve ark 2022). Bu flavonoid alt grubuna dahil olan quercetin,
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luteolin ve kaempferol gibi molekiiller, néroprotektif etkileri ile de dikkat cekmektedir
(Spencer 2008). Bu grup i¢inde yer alan DiOHF, hem B halkasindaki 3°,4” hidroksil
gruplart hem de flavonollerin karakteristik 3-hidroksil yapisini igerir. Bu yapisal
biitlinliikk, DIOHF’e gii¢lii bir antioksidan etki saglamanin yaninda, metal iyonlarin
baglama yetenegi de kazandirir (Williams ve ark 2004).

Calismada degerlendirilen bir diger parametre de HSP70°di. HSP 70, hiicre i¢i
protein homeostazini korumada kritik rol oynayan bir molekiiler saperondur;
proteinlerin katlanmasina yardime1 olur, agregasyonu onler ve stres kosullarinda yanlis
katlanmig proteinlerin yeniden katlanmasini veya yikimini destekler (Daugaard ve ark
2007). Hsp70, iskemik hasar gibi stresli durumlarda hiicrelerin korunmasinda kritik bir
rol oynar (Shao ve ark 2019). Baicalin’in, global serebral iskemi-reperflizyon
modelinde HSP70 ekspresyonunu artirdigi bildirilmistir (Dai ve ark 2013). Reaktif
oksijen tiirleri (ROS) ve oksijenin (O2) varligi, HSP70 gibi sinyal yollarinin etkili
sekilde engellenmesiyle STAT3"in artan ifadesi, cisplatin ile tedavi edilen sicanlarda
makrofajlarin anti-inflamatuar tip 2 fenotipe doniismesini saglayarak bobrekteki
oksidatif stres, inflamasyon ve hiicre 6liimiinii 6nemli 6l¢iide azaltmistir (Saad ve ark
2024). Silymarin’in mezenterik iskemi-reperfiizyon modelinde HSP70 diizeylerini
yiikselterek doku tizerindeki oksidatif stres ylikiinii azalttig1 ve hiicresel stres yanitini
modiile ettigi rapor edilmistir (Demir ve ark 2014). Kirmizi sarapta bulunan polifenolik
bilesiklerin, miyokardiyal iskemi-reperflizyon hasar1  sonrasinda HSP70
ekspresyonunu tesvik ederek kardiyomiyositleri oksidatif hasardan korudugu
belirlenmistir (Sato ve ark 2002). HSP70, hiicre i¢i proteinlerin katlanmasini
diizenlemenin yani sira, apoptoz mekanizmalarini baskilayarak hiicre sagkalimini
artirir. Bu nedenle, flavonoidlerin HSP70 seviyelerini azaltmasi, 6zellikle kanser
tedavisinde faydali bir strateji olabilir. Ornegin hesperetin, akciger kanseri
hiicrelerinde HSP70 proteinini baskilayarak mitokondriyel apoptoz yolunu aktive
etmis, boylece hiicre oliimiinii desteklemistir (Tanaka ve ark 2022). Buna karsilik,
naringenin gibi bazi flavonoidler ise endotel hiicrelerinde HSP70 diizeylerini artirarak
yuksek glukoz kaynakli oksidatif hasar1 azaltmis ve hiicreleri koruyucu bir etki
gostermistir (Zhang ve ark 2022). HSP70 proteini, miyokardiyal iskemi sonrasinda

kardiyomiyositlerin hayatta kalmasimi1 destekleyerek oksidatif stresi azaltir.
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Flavonoidlerin ise HSP70 ekspresyonunu artirarak bu koruyucu siireci modiile ettigi
preklinik  modellerde  gosterilmistir (Zhao ve ark 2007). Flavonoidler,
iskemireperflizyon kaynakli hiicresel stres durumlarinda HSP70’in indiiksiyonunu
artirarak protein katlanma stirecini destekler, mitokondriyal fonksiyonu korur ve
apoptozu baskilar; bu mekanizma, bu bilesiklerin potansiyel terapétik etkilerini
aciklamada 6nemlidir. Mevcut ¢alismada ise I/R ile degisen HSP 70 diizeyleri DiOHF
takviyesi kontrol degerlerine yaklasmistir. Calismada kullanilan sentetik flavonoid
DiOHF’nin diizenleyici bir islev yapmak suretiyle beyin iskemi reperfiizyonunda
serebellum dokusundaki endoplazmik retikulum stresine karsi koruyucu bir etki

sagladig1 goriilmektedir.

Arastirmamizda ayrica endoplazmik stress cevabina karsi diizenleyici bir
molekiil olarak CHOP proteinindeki degisimler incelendi. Bu protein I/R ile birlikte
artis gosterirken DiIOHF tedavisi ile baskilandi. CHOP (C/EBP homologous protein),
ER stres yanit1 siirecinde yer alan ve 6zellikle uzun stireli stres kosullarinda apoptoz
mekanizmalarini devreye sokan temel transkripsiyon faktorlerinden birisi olarak 6n
plana ¢ikmaktadir. PERK-elF2a-ATF4 yolaklar1 iizerinden aktive edilen CHOP,
protein katlanma bozukluklar1 durumunda proapoptotik genlerin ifadesini artirarak
hiicre 6liimiine neden oldugu daha onceki bir ¢aligmada rapor edilmistir (Oyadomari

ve Mori 2004).

Gergekeeklestirilmis olan bir deneysel calismada bir flavonoid tiirii olan
Naringenin tedavisinin, deneysel travmatik beyin hasart modelinde CHOP diizeylerini
azaltarak ER stresini hafiflettigi gosterilmistir (Deng ve ark 2021). Kaempferol
uygulamasinin, d-GalN/LPS ile olusturulan akut karaciger yetmezligi modelinde
CHOP ekspresyonunu azaltarak ER stres kaynakli hiicre Oliimiinii sinirladigl ve
GRP78 seviyelerini artirdigt rapor edilmisti (Wang ve ark 2019). Scutellaria
baicalensis bitkisinden elde edilen baicalein, oksidatif hasar1 azaltarak ve hiicre
6liimiinii diizenleyen mekanizmalari etkileyerek noroprotektif faydalar saglamaktadir.
Ozellikle CHOP ekspresyonunun inhibisyonu, baicalein’in anti-apoptotik etkilerinin
temel mekanizmalarindan biridir. Baicalein uygulanan spinal kord I/R modeli

farelerde, CHOP diizeylerinin anlamli ol¢lide azaldigi ve bunun apoptotik siireci
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baskiladig1 gdzlemlenmistir (Wu ve ark 2020). Uziim ¢ekirdegi proantosiyanidinleri
(GSP) gibi polifenolik yapida flavonoidler de CHOP diizeylerini azaltarak
endoplazmik retikulum stresine bagli apoptozu baskilamis ve noronlarda 6nemli bir
koruma saglamistir. Bu etkinin, flavonoidlerin ER saperon proteinleri ve oksidatif
stresle iligkili sinyal yollarin1 modiile edici O6zellikleri ile iligkili oldugu One
stiriilmektedir (Fu ve ark 2019).

3’,4’-Dihidroksiflavonol (DiOHF), tunikamisin ile olusturulan endoplazmik
retikulum stresine karsi1 insan endotel hiicrelerinde koruyucu etki gostermis olup; bu
etki CHOP ve GRP78 gibi stresle iliskili proteinlerin ekspresyon diizeylerini azaltarak
apoptozun engellenmesiyle iligkilendirilmistir (Lau ve ark 2018). CHOP’un hiicre
6lim yollarindaki temel rolii, onu hedefleyen biyolojik miidahaleleri terapotik agidan
onemli hale getirmektedir. Flavonoid tiirevleri, bu baglamda CHOP ekspresyonunu
baskilayarak endoplazmik retikulum stresine bagli apoptozu azaltabilmekte ve iskemik
beyin hasar1 gibi durumlarda ndroprotektif potansiyel gostermektedir (Choi ve ark
2010, Fu ve ark 2019). Bizim arastirmamizda ise deneysel fokal beyin
iskemireperflizyonunda 1 hafta siireli DIOHF kullanimi ile CHOP diizeylerinde azalma

tespit edilmis olmasi yukarida belirtilmis olan ¢calismalara benzerlik gostermektedir.

Calismanin son boliimiinde apoptotik siiregleri degerlendirmek i¢cin Bax ve
Bcl-2 proteinlerinin serebellum dokusudaki degisimleri incelendi. Bcel-2 proteint,
mitokondriyal zarin biitiinliigiinii koruyarak hiicresel 6liim sinyallerini engelleyen
onemli bir anti-apoptotik faktordiir (Youle ve Strasser 2008). Bizim arastirmamizda da
beyin I/R’sine bagl olarak bu protein diizeyinde dnemli bir azalma olurken, DiOHF
tedavisi azalmis olan Bcl-2 seviyelerinde 6nemli bir artisa yol agmistir. Bu protein,
ozellikle sitokrom C salinimini 6nleyerek kaspaz kaskadinin aktive olmasini engeller

ve hiicre sagkalimini destekler (Cory ve Adams 2002).

Flavonoidlerin sinyal yolaklar: iizerindeki etkisi, hiicresel ortamin durumuna
gore degisiklik gosterebilir. Ozellikle PI3K/Akt yolunun aktivasyonu Bcl-2
ekspresyonunu artirarak hiicre sagkalimimi desteklerken; bu yolun inhibisyonu, Bcl-2
diizeylerinde azalmaya ve apoptozun hizlanmasina yol agabilir (Datta ve ark 1997),

(Song ve ark 2005). Siganlarda yapilan bir deneysel serebral I/R modelinde,
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kaempferol uygulamasinin Bcl-2 diizeylerini anlamli sekilde artirdigi, buna karsin Bax
ve caspase-3 ekspresyonunu azalttig1 belirlenmistir. Bu degisiklikler, iskemik alanda
apoptotik hiicre sayisinin azalmasina katkida bulunmustur (Verma ve ark 2024).
Quercetin’in apoptotik mekanizmalar {izerindeki etkileri, ozellikle Bcl-2 ailesi
proteinlerinin regililasyonu yoluyla belirgin hale gelmektedir. Niu ve ark. (2011), HL-
60 hiicrelerinde yaptiklar1 ¢calismada, quercetin’in Bcl-2 ekspresyonunu azalttigini ve
ayni zamanda pro-apoptotik Bax protein diizeyini artirarak hiicre Oliimiinii
indiikledigini bildirmistir (Niu ve ark 2011). Benzer sekilde, fisetin adl1 flavonoid,
insan prostat kanseri hiicrelerinde Bcl-2 diizeylerini baskilamis ve buna karsilik
proapoptotik faktor olan kaspaz-3 aktivitesini artirmistir (Khan ve ark 2008). Buna
karsilik bazi flavonoidler, 6zellikle oksidatif stres veya iskemik kosullar altindaki
hiicre modellerinde, Bcl-2 ekspresyonunu artirarak hiicreyi koruyucu etki
gostermektedir. Uziim ¢ekirdegi proantosiyanidinleri (GSP), oksijen-glikoz
yoksunlugu/reoksijenasyon (OGD/R) uygulanan N2a hiicrelerinde Bcl-2 diizeylerini
artirmis ve apoptotik belirtecleri baskilamistir (Fu ve ark 2019). Icariin ve tiirevi
icaritin, orta serebral arter okliizyonu (MCAQO) modeliyle olusturulan iskemik beyin
hasarinda Bcl-2 proteininin yukar: regiilasyonunu saglamis ve bu durum, néronlarda

sagkalim oranlarinin artmasiyla iliskilendirilmistir (Wu ve ark 2021).

Sonu¢ olarak, flavonoidlerin Bcl-2 iizerindeki etkileri c¢ift yonliidiir: bazi
bilesikler anti-apoptotik Bcl-2 proteinini baskilayarak hiicre 6liimiinii kolaylastirirken,
bazilar1 ise bu proteini artirarak hiicreyi koruma egilimindedir. Bu durum,
flavonoidlerin tedavi edici potansiyelinin hedef hiicre ve hastalifa gore dikkatle

degerlendirilmesini gerekli kilar (Kumar ve Pandey 2013).

Ozellikle 3’,4’-dihydroxyflavonoid yapisina sahip flavonoidlerin, Nrf2/ARE
yolunu aktive ederek hiicre i¢i redoks dengesini koruyan endojen antioksidanlarin
ekspresyonunu artirdigi gosterilmistir (Xu ve ark 2022). Bu flavonoid alt grubuna dahil
olan quercetin, luteolin ve kaempferol gibi molekiiller, néroprotektif etkileri ile de
dikkat c¢ekmektedir (Spencer 2008). Bu grup i¢inde yer alan DiOHF, hem B
halkasindaki 3°,4” hidroksil gruplar1 hem de flavonollerin karakteristik 3-hidroksil
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yapisini igerir. Bu yapisal biitiinliikk, DiOHF’e giiclii bir antioksidan etki saglamanin

yaninda, metal iyonlarin1 baglama yetenegi de kazandirir (Williams ve ark 2004).

Hayvan deneyleri, DiOHF tedavisinin I/R hasar1 sonras1 ndronlarda apoptoz
oranini 6nemli dl¢lide azalttigin1 gostermektedir (Cetin ve ark 2025). Yakin zamanda
yapilan deneysel c¢alismalarda, 3',4'-dihydroxyflavonol (DiOHF)Yin serebral
iskemireperfiizyon modeli gibi oksidatif stresin yogun oldugu durumlarda hiicre igi
dengeyi korudugu ve apoptoz olusumunu engelledigi gosterilmistir (Dasdelen ve ark
2024). Ancak bahse konu ¢calismada DiOHF kaspazlar iizerinden antiapoptotik aktivite
gostermistir. Bu c¢alisamda ise genellikle antiaopoptotik bir protein olarak
degerlendirilen BCI-2 iizerinden antiapoptotik aktivite gostermistir olmasi belirtilen
calismay1 desteklemektedir. Flavonoidler, oksidatif stres, inflamasyon ve apoptoz gibi
temel hiicresel siire¢lerde Onemli diizenleyici roller listlenen dogal bilesiklerdir
(Panche ve ark 2016). Apoptotik sinyal yolaklar1 lizerindeki diizenleyici etkileri
sayesinde, 0zellikle mitokondriyal yolak araciligiyla programlanmis hiicre 6liimiinii
yonlendirdikleri bildirilmektedir. Bu etkiler, ¢ogunlukla Bax gibi pro-apoptotik
proteinlerin ekspresyon diizeylerini modiile etmeleri yoluyla ortaya g¢ikmaktadir
(Mahmoud ve ark 2019).

Carvacrol’iin MCF-7 hiicrelerinde apoptotik siireci Bax ve p53 artisiyla
gliclendirip, Bcl-2 ekspresyonunu baskiladigi gosterilmistir (Moradipour ve ark 2022).
Chrysin’in hepatoseliiler karsinom hiicrelerinde p53, Bax, Bak ve Bad proteinlerinin
seviyelerini artirdigi; buna karsilik Bcl-2 ekspresyonunu diisiirdiigii ve bdylece
p53/Bcl-2/caspase-9 sinyal eksenini aktive ederek hiicre 6limiinii tesvik ettigi rapor
edilmistir. Luteolin’in, HCT-15 kolon kanseri hiicrelerinde G2/M fazinda hiicre
dongiisiinii  durdurdugu, Bax ve kaspaz-3 protein diizeylerini artirirken, Bcl-2
seviyelerini azalttig1 ve mitokondriyal yolla apoptozu aktive ettigi gosterilmistir (Krifa
ve ark 2014). Iskemi-reperfiizyon (I/R) hasar1, mitokondriyal yoldan apoptozu aktive
eden pro-apoptotik proteinlerin, O6zellikle de Bax’in ekspresyonunun artisiyla
karakterizedir. Bu siiregte flavonoidlerin Bax {izerindeki diizenleyici etkileri, onlarin
noro ve kardiyoprotektif potansiyelinin temel mekanizmalarindan biri olarak

degerlendirilmektedir. Wistar siganlarinda yapilan deneysel bir modelde, kaempferol
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uygulamasinin Bax ve kaspaz-3 diizeylerini baskiladigi, buna karsilik anti-apoptotik
Bcel-2 seviyelerini artirdii gdsterilmistir. Bu molekiiler degisikliklerin, I/R sonrasi
miyokard dokusunda apoptoz oranimi diislirdiigli ve dokunun korunmasina katki

sagladigi rapor edilmistir (Verma ve ark 2024).

Benzer sekilde, dogal bir flavonoid olan mangiferinin uygulanmasi, kalp
dokusunda oksidatif stresin azalmasi ile birlikte Bax ekspresyonunun baskilanmasina,
ayni zamanda Bcl-2 proteininin artisina yol agmistir. Bu etki mitokondriyal stabilitenin
korunmasi ve kardiyomiyosit sagkaliminin desteklenmesi agisindan 6nem tagimaktadir
(Verma ve ark 2024). Dracocephalum moldavica L. bitkisinden elde edilen total
flavonoid ekstrakt1 (TFDM), I/R hasart modelinde Bax diizeylerini diisiirerek,
mitokondriyal yoldan apoptoz siirecini belirgin bigimde inhibe etmistir. Ek olarak, Bcel-
2 artig1 ve kaspaz-3, -7 ve -9 aktivitelerinin azalmasi, bu flavonoid kompleksin anti-
apoptotik etkisini pekistirmistir (Zeng ve ark 2018). Orta serebral arter okliizyonu
(MCAO) ile olusturulan serebral iskemi modelinde ise, icariin ve icaritin adli
flavonoidlerin kullanimi, néronlarda Bax ekspresyonunu azaltmis, Bel-2 diizeylerini
yiikseltmis ve TUNEL pozitif hiicre sayisini anlamli diizeyde diisiirmiistiir. Bu
sonugclar, bu bilesiklerin beyin dokusunda apoptotik siireci baskilayarak néroprotektif
etki sagladigini gostermektedir (Wu ve ark 2021). Calismamizda kullanmis oldugumuz
DiOHF apoptotik protein olan Bax seviyelerin 6nemli diizeyde baskilanmya yol agarak
apoptotizi 6nemli sekiilde azaltmis olmast daha 6nceki farkli deneysel modelde (30
dakika iskemi /30 dakika reperfiizyon) elde edilmis olan antiapoptotik etki ile

benzerlik gostermektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Mevcut caligmanin sonuglari sicanlarda sicanlarda fokal beyin-iskemi
reperfiizyonunda serebellum dokusunda endoplazmik retikulum stresinde onemli
molekiiller olan GRP78, HSP 70 ve CHOP gibi proteinler 6nemli artiglar oldugunu
gostermektedir. Bununla birlikte apoptoziste etkili olan Bcl-2 proteini azalirken, Bax

protein seviyelerinde ylikselmeler goriilmiistir.

Ancak I/R ile birlikte 1 hafta siireli, 10 mg/kg dozda DiOHF takviyesi meydana

gelen degisimleri diizeltmistir.

Gelecekte yapilacak olan ¢alismalarda farkli deneysel modellerle birlikte bu
yolaklardaki molekiiler aracilarin daha detayli bir sekilde incelenmesi mekanizmalarin

derin bir sekilde ortaya konulmasini saglayabilecektir.
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