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OZET

Sicanlarda Olusturulan Deneysel Serebral Iskemi/Reperfiizyon Hasar1 Uzerine

Intranazal Salusin-p Uygulamasinin Etkilerinin Arastirilmasi

Amag: Intranazal Salusin-B uygulamasinin serebral iskemi/reperfiizyon (SI/R)
hasarindaki muhtemel koruyucu etkilerinin arastirilmasi amaclandi.

Materyal ve metot: Calismada 27 adet Sprague Dawley 1rki erkek sigan kontrol,
SI/R ve SI/R+ Salusin-B olmak iizere ii¢ gruba (n=9) ayrild1. Kontrol disindaki gruplara
90 dakikalik serebral iskemi (SI) ve sonrasinda 3 giin reperfiizyon uygulandi. SI’den bir
saat sonra intraperitoneal yolla SI/R grubuna hidroksietil seliiloz, SI/R+Salusin-B
grubuna ise intranazal olarak 300nM Salusin-B infiizyonu uygulandi. Ug giinliik
reperfiizyon boyunca si¢anlara norolojik defisit skorlama (NDS), rotarod, yapiskan
cikarma ve kavrama giicii testleri yaptirildi. Deney sonunda hayvanlar dekapite edilerek
beyin dokular1 alindi. Alinan beyin dokularinda TTC boyama yontemi ile infarkt alan,
Western Blot yontemi ile apoptoz (BCL-2) ve otofaji (Beclin-1, ATGS5, ATG7 ve p62)
proteinlerinin seviyeleri belirlendi.

Bulgular: Kontrol ve SI/R+Salusin-f gruplarinin NDS skoru ve yapiskan gikarma
siiresi, SI/R grubuna gore diisiik; rotarodda kalma siiresi ve kavrama giicii yiiksekti
(p<0.05). Infarkt alanminin SI/R grubunda, kontrol ve SI/R+Salusin-p gruplarma kiyasla
bliyiik oldugu belirlendi (p<0.05). BCL-2, Beclin-1, ATGS5 ve ATG7 protein
seviyelerinin, SI/R+ Salusin-B grubunda SI/R grubuna gore yiiksek ve p62 protein
seviyelerinin azaldig1 tespit edildi (p<0.05).

Sonug: Salusin-B’ nin NDS’yi diisiirdiigii goriildii. Davranis testlerinde de denge-
motor koordinasyonu, somatosensor ve gii¢ kaybini iyilestirdigi saptandi. Bunlarin yani
sira apoptotik protein seviyelerinde apoptozu inhibe edecek ydnde otofajik protein
seviyelerinde otofajiyi indiikleyecek yonde etkiledigi tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, Salusin-B, Serebral Iskemi, Otofaji
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ABSTRACT

Investigation of the Effects of Intranasal Salusin-p Administration on

Experimental Cerebral Ischemia/Reperfusion Injury in Rats

Aim: The aim was to investigate the potential protective effects of intranasal
Salusin-f administration in cerebral ischemia/reperfusion(I/R) injury.

Material and method: The Sprague Dawley male rats included in the study were
divided into three groups (n=9): control, I/R, and I/R+Salusin-f. In the groups other than
the control, a 90-minute ischemia was applied. One hour after ischemia, the I/R group
received intraperitoneal hydroxyethyl cellulose, while the I/R+Salusin-f group was
administered 300 nM Salusin-f intranasally. During the three-day reperfusion period, the
rats underwent NDS, rotarod, sticky label removal, and grip strength tests. At the end of
experiment animals were decapitated and brain tissues were collected. In collected brain
tissues, infarct area was determined using TTC staining, and the levels of apoptosis (BCL-
2) and autophagy (Beclin-1, ATG5, ATG7, and p62) proteins were analyzed using
Western Blot method.

Results: The NDS score and sticky label removal time of the control and
I/R+Salusin-B groups were lower, while the rotarod endurance time and grip strength
were higher compared to the I/R group (p<0.05). The infarct area in the I/R group was
found to be larger compared to the control and I/R+Salusin-f groups(p<0.05). The levels
of BCL-2, Beclin-1, ATG5, and ATG7 proteins were higher in the I/R+Salusin-p group
compared to I/R group, while the levels of p62 proteins were lower(p<0.05).

Conclusion: It was observed that Salusin-B reduced neurological deficit score.
Behavioral tests showed improvement in balance-motor coordination, somatosensory
functions, and strength loss. Additionally, it was found that Salusin-f reduced the infarct
area caused by I/R injury. Furthermore, Salusin-p was found to inhibit apoptosis by
affecting apoptotic protein levels and induce autophagy by influencing autophagic protein
levels.

Keywords: Apoptoz, Salusin-f3, Cerebral Ischemia, Autophagy
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

AMPA : a-Amino-3-Hidroksi-5-Metil-4-izoksazolpropiyonik Asit
BAX : BCL-2 ile iliskili X

BCA : Bisinkoninik Asit

BCL-2 : B Hiicreli Lenfoma-2

BSA : Bovine Serum Albiimin

IKA : Internal Karotid Arter

KKA : Kommon Karotid Arter

NDS : Norolojik Defisit Skorlama

NMDA : N-Metil-D-Aspartat

OSAO : Sag Orta Serebral Arterin Okliizyonu
PBS : Fosfat Tampon Soliisyonu

PVDF : Poliviniliden Floriir

SDS : Sodyum Dodesil Siilfat

Si : Serebral Iskemi

TNF : Timor Nekroz Faktori

TTC : 2,3,5-Trifenil Tetrazolium Kloriir
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1. GIRIS

Inme, beynin damarlarinda olusan bir ttkamklik ya da kanama sonucu, beynin
belirli bir bolgesine ya da tamamina oksijen ve besin maddelerinin yeterince ulasamamasi
durumunda meydana gelir. Beynin farkli bolgelerinde ¢esitli fonksiyon kayiplarina yol
acabilir (1). En yaygin norolojik hastalik olan inme tiim diinyada ikinci 6liim nedenidir
(2). Inme; denge, hareket, konusma, yutma, idrar yapma ve diskilama gibi temel
islevlerde bozulmalara yol agarak genis bir norolojik rahatsizlik yelpazesi olusturur ve
saglik sistemi iizerinde biiyiik bir mali yiikk meydana getirir (3). Serebral iskemi (Si),
beyne kan tasiyan damarlarin ani tikanmasiyla, oksijen ve glikoz temininde aksama
yasanmasi sonucu meydana gelen ve hiicresel metabolizmayi olumsuz etkileyen ciddi bir
klinik tablodur (4). Reperflizyon ise ¢esitli mekanizmalar sonucu tikanan kan akiginin
diizenlenmesi ile iskemik bélgenin yeniden oksijenlenmesi olayidir. Reperfiizyonun, Si
nedenli asir1 metabolik stresi hafifletmesi, dolayisiyla doku hasarini azaltmasi beklenir.
Ilging bir sekilde reperfiizyon sonrasi olusan doku hasari sadece iskemi sonucunda olusan
doku hasarmdan fazladir. Yani SI’yi takip eden reperfiizyonun enfarktiis boyutunu
arttirarak serebral hasar1 siddetlendirdigi goriiliir (5, 6). Serebral iskemi/reperfiizyon
(SI/R) hasarindan en ¢ok etkilenen bdlge kor (¢ekirdek) bolgesidir ve buray: gevreleyen
alan penumbra alani olarak adlandirilir (7). Kor bdlgesinde daha kalici hasarlar olusurken,
perifere gidildikge bu hasarin hafifledigi goriilmiistiir. Bundan dolayr penumbra,
potansiyel olarak kurtarilabilir bir alan olarak nitelendirilmistir (8).

SI/R hasarinin iyilestirilmesiyle amaciyla yapilan farkli yaklagimlar mevcuttur (9,
10). Bu yaklagimlarda arasinda farmakolojik olanlar daha yaygindir. Ve bunlara ek olarak
iskemik hasarin iyilestirilmesinde umut vadeden ajanlar ile ilgili caligmalar da devam
etmistir (11, 12).

Salusin-B, bir insan cDNA kiitiiphanesinin in silico analizini kullanarak tespit
edilmis gii¢lii bir biyoaktif peptittir. Salusin-f benzeri immiinoreaktivite daha sonra insan
plazmasinda ve idrarinda gosterilmistir (13). Salusinlerin liretimi; kalp, beyin, bagirsak
ve damar yapilar1 dahil olmak {izere pek cok farkli dokuda gerceklesmektedir (14).
Salusin-p, sistemik parasempatik stimiilasyon ve negatif kardiyotropik inotropizm
aracilifiyla aracilik edilen hipotansif ve bradikardik etkiler dahil, kombine sistemik ve
lokal biyolojik eylemler uygular (15). Santral Salusin-f, antidipsogenezi indiikleyerek,

kan basincin ylikselterek ve vazopressin, oksitosin sekresyonunu uyararak hemodinamik



homeostaz1 diizenler (13). Salusin-f'nin periferik aktiviteleri, gii¢lii proaterosklerotik
etkilerini ve kardiyak yeniden sekillenmenin baskilanmasini igerir. Bu tiir giiglii biyolojik
aktivitelere ek olarak, belirli insan hastaliklar1 i¢in bir biyobelirte¢ olarak da onerilmistir
(16). Immiinohistokimyasal boyama yontemleriyle, beynin epitel hiicre tabakasinin hem
Salusin-o. hem de Salusin-f sentezleyebildigi ortaya konmustur. Metabolik sendrom
gelistiginde, bu peptitlerin sentezinde azalma meydana gelmis ve bu azalma, dolasimdaki
salusin diizeylerine de yansimistir. Benzer sekilde, karacigerde yer alan Kupffer hiicreleri
ile hepatoselliiler hiicrelerin de her iki salusin tiiriinii iretebildigi belirlenmistir.
Metabolik sendrom kosullarinda, karacigerdeki Salusin-o ve Salusin-f diizeylerinde de
beyin dokusundakine benzer sekilde diisiis gozlenmistir. Dolasimdaki Salusin-a ve
Salusin-f konsantrasyonlarinin metabolik sendrom sirasinda azalmasi, bu parametrelerin
glukoz diizeyi, HDL-C, hipertansiyon, trigliserid ve bazal metabolizma hiz1 gibi ATP-III
tan1 kriterlerine eklenerek, hastaligin tani ve takibinde potansiyel bir biyobelirte¢ olarak
kullanilabilecegini gostermektedir (17). Salusin-a ve Salusin-f'nin oksidatif hasar ve
timor nekroz faktorii(TNF)-a seviyeleri iizerindeki etkileri ile kaspaz-3 ekspresyonu
tizerindeki baskilanmasi, bu iki hormonun anti ilseratif ajanlar olarak hizmet
edebilecegini gostermektedir (18). Salusinler, vaskiiler diiz kas fibroblast hiicrelerinin
proliferasyonunda 6énemli roller oynar ve ayrica kardiyomiyositlerin apoptozunu inhibe
etme yetenegine sahiptir (19). Salusin-f’nin farelerde intranazal uygulamasinin
Parkinson hastaliginda ortaya ¢ikan nérodejenaratif bozukluklar diizelttigi gosterilmistir
(20). Cakar ve ark. yaptiklari bir calismada Multiple Skleroz (MS) hastalarinda Salusin-o
ve Salusin-f seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla yiiksek oldugunu gostermislerdir (21).
Bobrek iskemi-reperfiizyon hasarinda Salusin-o ve Salusin-B uygulamasi antioksidan
enzim aktivasyonunu arttirdifi ve lipid oksidasyonunu azalttigi gosterilmistir (22).
Yapilan bir calismada 256 hastanin analizine dayanarak Salusin-a ve Salusin-f'nin
koroner arter hasar1 veya darligi izerindeki etkilesim etkisini ortaya koydugu ve koroner
aterosklerozu degerlendirmede potansiyel bir belirte¢ olarak Salusin-f'nin Salusin-a'ya
{istiin oldugunu gosterilmistir (23). Planlanan bu tez ¢alismasinda, Salusin-p'nin SI/R
hasarinda tedavi edici etkinligi olup olmadigmin ve Salusin-'nin, SI/R hasar1 nedenli
denge motor koordinasyonu, somatosensor ve gii¢ kaybini iyilestirip iyilestirmeyeceginin

incelenmesi amag¢lanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Beynin Kanlanmasi

Insan beyni viicut agirhiginin yaklasik %2-3’liik bir kismin1 olusturur. Toplam kalp
debisinin %15' gibi kiiciik bir yiizdeye ihtiya¢c duymasina ragmen istirahatte toplam
oksijen tiiketiminin %?20'sini tiiketir (24). Sinir hiicreleri ve glial yapilarin, membran
potansiyelinin korunmasi ve ndrotransmitter islevlerinin devami gibi temel siiregleri
stirdiirebilmek adina kesintisiz bir sekilde aktif kalmalar1 gerekmektedir. Tim bu
islemlerin sorunsuz ve diizenli bir sekilde gerceklestirilebilmesi i¢in beyin hiicreleri,
viicudun diger organlarina oranla ¢cok daha fazla oksijen ve enerjiye gereksinim duyar
(25). Beyin tiim bu islemleri gerceklestirmek igin gerekli olan enerjiyi glukozun
oksidasyonundan saglar (26).

Insan beyni, dakikada 100 g beyin dokusu basima 3,5 ml O tiiketir. Bu deger
uyaniklik ve uyku donemleri boyunca sabit kalir. Beyin i¢indeki oksijen tiikketimi oldukca
dinamik ve bolgeye 6zgiidiir. Gri madde, beyaz maddeden iki kat daha fazla oksijen
tiikketir ve en yiiksek tiiketim medial oksipital lobda meydana gelir (27).

Beyne kan temini, sirastyla akisin %70 ve %30'unu saglayan iki internal karotid
arterleri (IKA’lar) ve vertebrobaziler sistem aracilifiyla saglanir. Vertebral arterler,
subklavian arterlerden kaynaklanir ve baziler arteri olusturmak iizere birlesir. Bu baziler
arter daha sonra tekrar boliinerek IKA'larla anastomoz yapan ve beynin tabaninda Willis

Poligonu adi verilen bir sistem olusturan arka serebral arterleri olusturur (28).

2.2. Willis Poligonu

Willis poligonuna iligkin ilk tanimlamalar, Roma dénemine kadar uzanmaktadir.
Bu yapinin, Herophilus ve Galen tarafindan "Rete Mirabile" (harikulade ag) olarak
adlandirildigr bilinmektedir. Orta Cag'da El-Razi ve Ibn-i Sina gibi islam diinyasimin
onemli hekimleri, bu yapiin anlasilmasina katki saglamis; Ronesans doneminde ise
Leonardo da Vinci, Vesalius ve Sylvius gibi anatomistler, konuya iligkin bilgileri daha da
gelistirmistir. Tk kesin tanimlama, 1664 yilinda Thomas Willis tarafindan yapilmistir ve
bu yapiya Willis Poligonu ad1 verilmistir (29). Willis Poligonunun islevi, beyni iskemiden
korumaktir. Bu yapi, iki taraftan gelen kanmn beynin farkli boliimlerine esit sekilde

dagilmasini saglar ve beynin arterlerinden birinin tikanmasi durumunda, calisma



mekanizmasi sayesinde beynin her bolgesinin beslenmesi devam eder. Boylece, beynin
kan dolagimi durmaksizin siirdiiriilmiis olur (29).

Willis Poligonu beynin tabaninda yer alan, beyne stirekli ve diizenli kan akisi
saglayan ana yapidir. Willis halkasi bir arteriyel poligondur ve a. karotis interna ve a.
basilaris arterlerinin dallarindan olusan bir vaskiiler halkadir. Bu halka, anterior serebral
arterlerin bilateral A1 segmentlerinden, bu 2 arteri birbirine baglayan anterior iletisim
arterinden (Ing. Anterior communicating artery), posterior serebral arterlerin bilateral P1
segmentlerinden ve IKA posterior serebral arterlere baglayan posterior iletisim
arterlerinden olusur (30).

Beyne yatay olarak yerlestirilmis bir ta¢ hayal ederek Willis Poligonu’nu
gorsellestirebiliriz. Iki ana atardamar, internal karotisler, frontal bolgeye kan génderirken,
daha az onemli iki damar, baziler atardamarda birlesen vertebral atardamarlar, posterior
tarafi besler. Boyle bir tag veya halka benzeri yerlesim, kan akisini serebrum boyunca ¢ok
verimli ve oldukga giivenli bir sekilde dagitir (31). Willis Poligonu’nda yer alan damarlar

Sekil 2.1°de gosterildi.

Anterior serebral arter

Internal karotid arter

" ——Middle serebral arter

——Posterior serebral arter

Baziler arter

Vertebral arter

Sekil 2.1. Willis poligonu (32).

Sican ve insan Willis Poligonu, biiyiik 6l¢iide benzer olsa da serebral halkada
morfolojik farkliliklar mevcuttur (Sekil 2.2). Insan Willis Poligonundaki anterior serebral
arterler sicanlarda bulunmamakta, sicanlardaki olfaktér arterler de insan Willis
Poligonunda yer almamaktadir. Siganlarda IKA’larin Willis Poligonu’na katilmas1 dikkat
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cekmektedir. Bunun aksine insanlarda IKA’lar Willis Poligonu’na dahil olmadan dallanir

(33).

Anterior Kommunikan Arter Sk
Olfaktor Arter

/

Anterior Serebral Arter

Orta Serebral Arter

Internal Karotid Arter

Posterior Kommunikan Arter

Posterior Serebral Arter

Basiller Arter

insan Willis Poligonu Sigan Willis Poligonu
Sekil 2.2. insan ve sicanlarda Willis poligonu yapist
2.3. inme

Inme, Diinya Saglik Orgiitii tarafindan, belirgin bir neden olmaksizin, serebral
dolasim bozukluguna bagli olarak ortaya ¢ikan, ani baslangi¢li ve odaklanmis norolojik
kayiplarla seyreden klinik bir sendrom seklinde tanimlanmaktadir. Semptomlar, 24
saatten uzun silire devam edebilir veya Oliimle sonuglanabilir. Sendromun siddeti, tam
tyilesme, kismi iyilesme, agir engellilik ve 6liim gibi farkli sonuglar1 igeren genis bir
degiskenlik gosterir (2). Inme, kiiresel dlcekte dliim nedenleri arasinda ikinci sirada yer
almakta olup, kalici sakatlik ve is giicii kaybina yol agmasi agisindan ise baglica
nedenlerden biridir (34). inme, hemorajik inme ve iskemik inme/SI olarak adlandirilan
iki sekilde goriilebilir. SI, tiim inmelerin yaklasik %71°i gibi biiyiik bir kismini, hemorajik
inme ise yaklasik %29 unu olusturmaktadir (35).

2.3.1. Hemorajik inme

Hemorajik inme beyne giden kan damarlarinin zarar gérmesi ve/veya yirtilmasi
sonucu meydana gelen beyin kanamasi olarak tanimlanabilir (36). Hemorajik inmelerin
nedenleri arasinda, yiiksek tansiyon ve damar anormallikleri baglica etkenlerdir. Ayrica,
amfetamin ve kokain gibi uyusturucu maddelerin kullanimi, sigara i¢me ve kanama
bozukluklar1 da diger 6nemli nedenlerdir. Antiplatelet ve kan sulandirici ilaglar da beyin
i¢ci kanama riskini artiran ilaglar arasinda yer alir (36). Hemorajik inme olusumunda en
sik rastlanan nedenler hipertansiyon ve damar yapisindaki anormalliklerdir. Ayrica,

amfetamin ve kokain gibi yasadis1 maddelerin kullanimu, tiitiin tiiketimi ve kan pihtilagsma
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bozukluklar1 da bu durumun gelismesine katkida bulunan diger etkenlerdir. Antiagregan

ve antikoagiilan ilaglar da intrakranial kanama riskini arttiran ilaglardir (37).

2.3.2. iskemik inme/Serebral iskemi

Si (inme), genellikle beynin bir boliimiine giden kan akismin bir damarin
tikanmasi sonucu aniden kesilmesiyle oksijen ve glikoz yoksunlugunun meydana gelmesi
ve bunun sonucunda olusan asir1 metabolik stres bi¢gimi olarak tanimlanabilir (4).

Bu olusan damar tikanikliginin birincil nedenleri kan damarlarinin duvarlarinda
plak olusumu ve kanin damar igerisinde pihtilasarak tromboz veya emboli olusumudur.
Bu plaklarin olusumunu tetikleyen etkenler ise, kanda bulunan kolesterol, trigliserit ve
diger maddelerin (kalsiyum, hiicresel atiklar vb.) vaskiiler duvarlarda birikmesidir. Damar
duvarlarindaki hasar sonucu kanda bulunan pihtilagsma faktorlerinin etkisiyle tromboz
meydana gelir. Tromboz ise damar ¢eperine yapisarak piht1 veya emboli olusumuna neden
olur (38).

Epidemiyolojisi

Diinya genelinde inme, 6liimlerin ve engelliligin en yaygin ikinci nedenidir (39).
25 yas ve bu yas1 gecmis olan yetiskin erkek ve kadinlarda yasam boyu inme riski 1/4
olarak bildirilmistir. Yas ilerledik¢e inme riski artmaktadir. Inme goriilme siklignmn en
yiiksek oldugu bolgeler arasinda Dogu Asya, Orta Avrupa ve Dogu Avrupa 6n plana
cikmaktadir (39). Inmeye bagl Sliimlerin ve engelliligin toplam sayis1 yiiksektir ve her
gecen zamanda bu say1 da artmaktadir (39). Cinsiyet dagiliminda ise yasam boyu inme
riski kadinlarda erkeklere kiyasla daha yiiksektir (40).

Nedenleri ve Risk Faktorleri

Literatiirdeki ¢aligmalar incelendiginde bazi demografik 6zelliklerin, metabolik
dengedeki bozukluklar ile kronik hastaliklarin ve olumsuz yasam tarzinin SI’ye neden
olabilecegi ve/veya SI igin risk faktorii olabilecegi belirlenmistir (41). Risk faktorleri

modifiye edilebilir ve modifiye edilemez faktorler olarak iki temel gruba ayrilir (42, 43).

Modifiye edilemez risk faktorleri arasinda yas, cinsiyet, irk, aile dykiisii ve
gecmisteki saglik sorunlart yer almaktadir. Erkekler i¢in 45 yas, kadinlar i¢in ise 55 yas
ve lizeri, bu durum klinik anlamda dikkate alinmas1 gereken kritik bir risk faktorii olarak
tanimlanmaktadir. Ayrica, erkeklerde SI riski kadinlara kiyasla daha yiiksektir. Irk
acisindan, siyahi, Japon ve Cinli bireylerde, beyazlara oranla bu risk artmaktadir. Aile

Oykiisli de onemli bir rol oynar; ¢evresel ve genetik faktorler, bireylerin riskini artirabilir.



Ote yandan, daha &nce iskemik atak ya da iskemik inme gegirmis olan kisilerin, tekrar SI
yagsama olasilig1 daha ytiksektir (42, 43).

Kesinlesmis faktorler arasinda hipertansiyon, diyabet, hiperinsiilinemi ve glukoz
intolerans1 gibi metabolik bozukluklar yer alirken, kardiyak patolojiler, hiperlipidemi ve
sigara kullanimi da risk artirict unsurlar arasinda bulunmaktadir. Ayrica, asemptomatik
karotis stenozu ve orak hiicreli anemi gibi durumlar da bu faktorler arasinda sayilmaktadir
(42, 43).

Kesinlesmemis Faktorler ise daha belirsizdir ve bireyler arasinda degiskenlik
gosterebilir. Alkol kullanimi, obezite, beslenme aligkanliklari, fiziksel inaktivite gibi
yasam tarzi faktorleri risk olusturabilir. Ayrica, hiperhomosistinemi, ila¢g kullanimi ve
bagimliligi, hormonal tedavi, fibrinojen diizeyleri ve inflamasyon gibi biyolojik faktorler
de bu grupta yer almaktadir (42, 43).

Patofizyolojisi

Si, beynin oksijen ve besinlerden yoksun kalmasi sonucu gelisen ve beyin
hiicrelerinde ciddi zararlara yol agan bir durumdur. Bu durum, serebral kan akiminin %80
oraninda azalmasiyla karakterize edilir. SI, motor koordinasyonunda bozukluklar ve duyu
kayiplar1 gibi semptomlarla kendini gosterebilir. Beyne ulasan kan akisinin azalmast,
beyin hiicrelerinin islevlerini tam olarak yerine getirememesine sebep olur (44, 45).

Serebral kan akisindaki azalma olmasinin sonucunda ndéronlarin islevlerinde
bozulmalar meydana gelmektedir. Serebral kan akisinin %20 seviyelerine diismesi
nedeniyle, canli hiicreler oksijen ve glikoz ihtiyaglarini karsilayamaz hale gelir. Bunun
yant sira, ndronlarin islevlerinin bozulmasi sonucu iyonik denge bozulur ve hiicrelerin
enerji ihtiyact karsilanamaz. Iskemik hasar meydana geldiginde, beyne ulasan kan
akisinda azalma olur (46). Beyne giden kan akiminin azalmasi, néronlarin geri doniisii
olmayan hasarlarla karsilasmasina neden olmaktadir (47). Beyin dokusuna kan akiginin
engellenmesi, noronlarin metabolik fonksiyonlarinin aksamasina ve oksijen eksikligi
gelismesine sebep olur. Bu oksijen yetersizligi, beyin hiicrelerinde ¢esitli zincirleme
mekanizmalarin tetiklenmesine yol agar ve beyinde infarkt alan1 (dokunun zarar gordiigii
bolge) olusur (48).

Kaskad mekanizmalarin tetiklenmesi, Na’/K® ATPaz pompasindaki islev
bozukluklarindan kaynaklanir. Bu bozukluklar, néron membraninin polaritesini bozar ve

membrani depolarize eder. Depolarizasyon sonucu, voltaj-bagimli Ca*? kanallar1 acilir ve



presinaptik Ca*? kanallarinin etkinlesmesiyle, eksitator aminoasitler hiicre dis1 alana
salinir (49).

Eksitator aminoasitlerin post-sinaptik terminalden geri alimi enerji bagimli bir
mekanizmadir. Enerji yetersizligi durumunda bu siire¢ aksar ve hiicre disina salinan Ca**
iyonlar1 sinaptik aralikta birikim gosterir. Biriken Ca?* iyonlar1, post-sinaptik ndronlarda
uyarict etkiler yaratir. Ayrica, Ca*" iyonlarinin post-sinaptik uctan geri alimi igin
glutamatin varlig1 gereklidir. Iskeminin olusmasi, hiicre disindaki glutamatin artmasina
neden olur (50).

Glutamat kaynakli uyarimin gergeklesebilmesi i¢in, N-metil-D-aspartat (NMDA)
ve a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropiyonik asit (AMPA) reseptorlerinin
aktivasyonu gereklidir (51). Boylece, iyonotropik NMDA glutamat reseptorlerinin
etkinlesmesiyle hiicre i¢ine Ca** iyonlarinin girisi artar. NMDA reseptorleri araciligiyla
Ca?'nin post-sinaptik ugtan geri alimi, uzun siireli potansiyasyonun tetiklenmesini saglar.
Glutamatin NMDA reseptorleri tizerinden Ca?" aliminmi1 artirmasi, hiicrelerin nekroz
yoniinde hasar gérmesine neden olur. Ayrica, glutamat uyarisi AMPA reseptorleri
tizerinden Na* ve Cl iyonlarinin hiicre i¢ine girisini kolaylastirir. Bu iyonlarin hiicre i¢ine
girisi, suyun osmotik olarak hiicre i¢ine ¢ekilmesine yol agarak beyin dokusunda 6dem
gelisimine zemin hazirlar (52).

Bunun yani sira hiicreye yiiksek diizeylerde Ca™ akisi Ca™ homeostazinin
bozulmasina ve eksitotoksisiteye neden olur. Hiicre igine NMDA reseptorii kaynakli Ca™
girisi hiicredeki Ca*’a bagimli proteaz, lipaz ve endoniikleazlar1 aktive eder. Bu
enzimlerin aktivasyonu da hiicre iskeleti, hiicre zar1 ve DNA gibi hiicresel bilesenlerin ve
dolayisiyla hiicresel fonksiyonun bozulmasma neden olur (53). Meydana gelen bu
mitokondriyal disfonksiyon hiicresel islevlerin kaybedilmesine ve noronal hasara yol
acar. SI/R nedenli noronal hasarin en yogun oldugu bélge kor (¢ekirdek) bdlgesidir. Bu
bolgeyi ¢evreleyen alan ise penumbra alani olarak isimlendirilir (7). Kor bolgesindeki
hasar daha fazla kalic1 olurken, penumbra alaninda olusan hasarin hafifleyebildigi ve
hiicresel faaliyetlerin devam ettigi goriilmiistiir. Bu sebepten dolayr penumbra alani,
kurtarilabilir bir alan olarak nitelendirilmis ve ¢aligmalar i¢in bir hedef haline gelmistir
(8). Bir de bu calismalar iskemik hasarin iyilesme siirecinde penumbradaki otofajik ve
apoptotik aktivitenin 6nemli rol oynadigini gostermistir (54).

Si’nin meydana gelmesinin ardindan, beyin hiicrelerinde bir dizi &liim

mekanizmasi devreye girer. Eksitotoksisite ve oksidatif stres gibi faktorler, hiicrelerin



asirt uyartlmasina neden olur bunun sonucu olarak da hiicreler normal islevlerini yerine
getiremez. Bu siireg, hiicre zarinin potansiyelinde bozulmalara ve hiicre igindeki kalsiyum
iyonlarmin asir1 birikimine sebep olur. Asir1 Ca*birikimi, hiicrelerin zarar gérmesine ve
sonunda nekroz ad1 verilen kontrollii olmayan bir 6liim bi¢gimine yol agabilir. Bunun yani
sira, hiicreler bazen daha kontrollii ve programlanmis savunma mekanizmalar1 devreye
sokarak, apoptoz (programlanmis hiicre Oliimii) ve otofaji (zarar gormiis hiicresel
yapilarin yok edilmesi) gibi siireglerle hayatta kalmaya calisir. Bu mekanizmalar,
hiicrenin biitiinliigiinii korumak amaciyla zarar gérmiis yapilar1 temizlemeye yonelik bir

savunma stratejisi olarak islev goriir (Sekil 2.3) (55).

3Na‘*

Sekil 2.3. Na+/K+ Pompasinin islevinde bozulma
Apoptoz

Apoptoz, programlanmis hiicre 6liimiidiir. Baslica hiicre biiyiime ve gelisimini
diizenleyen, ayn1 zamanda cesitli hastaliklarin patofizyolojisinde 6nemli rol oynayan
temel bir mekanizmadir (55). Apoptoz, dokulardaki hiicre sayisinin dengede tutulmasini
saglayan bir homeostatik mekanizmadir (56). Iskemi gibi bircok nérolojik hasarin
patofizyolojisinde de bu mekanizma rol oynamaktadir. Bu siire¢, pro-apoptotik ve anti-
apoptotik genler arasindaki sinyal iletimleriyle diizenlenir. Pro-apoptotik genler, hiicre
Oliimiinii tesvik eder. Anti-apoptotik genler ise bu siireci engellemeye ¢alisir. Bu dengenin
bozulmasi, hiicre 6liimiiniin ya da hayatta kalmasinin belirlenmesinde 6énemli bir rol
oynar ve norolojik hasarlarin ilerlemesiyle dogrudan iligkilidir (57).

Arastirma bulgulari, iki ana apoptotik yolun mevcut oldugunu ortaya koymaktadir.
Bunlardan ilki, ekstrinsik yol olarak bilinen 6liim reseptorleri araciligiyla gerceklesen
yoldur. Ikincisi ise intrinsik yol olarak adlandirilir ve mitokondriyal siireclere dayalidur.
Bu iki yol, hiicre 6liimiinii tetikleyen farkli mekanizmalar1 igerir ve her biri belirli sinyal
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yollar1 ve protein etkilesimleri ile diizenlenir (58). Mitokondri stabilitesinin bozulmast,
icsel uyarilari tetikleyerek bazi sinyal yollarini aktive eder. Ayni zamanda, hiicre zarindaki
Olimle iliskili reseptorler, ornegin TNF, Fas/CD95 ve TRAIL, uyarilarak dissal
(ekstrinsik) sinyal mekanizmalarin1 baslatir. Bu siirecler, hiicre dliimiinii tetikler (59). SI
sirasinda, ekzitotoksisite nedeniyle NMDA ve AMPA reseptorlerinin asir1 uyarilmasi,
hiicrede fazla Ca™ birikimine yol agar ve bu da cesitli sinyal yollarin1 tetikler (60).
Mitokondriyal (intrinsik) yolla gerceklesen hiicre 6liim siiregleri, Beclin-2 (BCL-2)
protein ailesi tarafindan kontrol edilmekte ve diizenlenmektedir. Bu aile, hiicre 6liimiini
tetikleyen ve engelleyen proteinleri igerir ve mitokondriyal membranin gegirgenligini
etkileyerek apoptotik siireci baglatir. BCL-2 protein ailesinin bazi iiyeleri hiicreyi
apoptoza kars1 koruyan anti-apoptotik etki gosterirken, diger {iyeleri pro-apoptotik
ozellikleriyle hiicre 6liim siirecini baslatic1 yonde rol oynamaktadir (61).

Mitokondri membraninda yer alan BCL-2 (B hiicreli lenfoma-2) ailesinin bazi
tiyeleri, BCL-2, Bcl-XL, Belw gibi anti-apoptotik proteinler, mitokondriyal membranin
biitiinliigiinii korumaya yardime1 olurken; BAX (BCL-2 ile iliskili X), BAK, BAD, BIM,
BID gibi pro-apoptotik proteinler, membranin par¢alanmasina neden olur. Anti-apoptotik
proteinler, mitokondriyal membranin gecirgenligini artirarak sitokrom C salinimini
tetikler (62).

Sitokrom C salmimi, hiicre igine giren Ca™ iyonlar: ile baslar. Bu iyonlar,
mitokondri membraninda bulunan anti-apoptotik BCL-2 proteinini parcalayarak pro-
apoptotik BID’i aktive eder. Aktive olan BID, BAD ile etkilesime girerek mitokondriyal
membranda por olusumuna neden olur. Bu porlar araciligiyla mitokondriden sitokrom C
ve ¢esitli apoptoz indiikleyici faktorler salinir. Sitoplazmaya gecen sitokrom C, apoptotik
proteaz aktivasyon faktorii-1 ve prokaspaz-9 ile birleserek apoptozom kompleksinin
olusumunu saglar. Apoptozom, yiirtitiicli kaspazlardan biri olan kaspaz-3'ii aktive ederek
DNA hasari ile sonuglanan apoptoz siirecini baslatir (63).

Ekstrinsik yolak, 6lim reseptorleri araciligiyla aktive olan bir siirectir ve bu
yolakta en 6nemli rolii TNF ailesi iistlenir. Hiicre zarinda bulunan 6liim reseptdrlerine
TNF ailesine ait bir ligandin baglanmasi, mitokondri aracili bir yol gerekmeksizin
kaspazlarin dogrudan aktive edilmesine neden olur. Bu baglanma, kaspaz kaskadinin
baslatilmasina yol agar ve sonug olarak kaspaz 8 ve kaspaz 10 gibi ilk kaspazlar aktive
olur. Ardindan, bu aktif kaspazlar kaspaz-3'i etkinlestirir. Kaspaz-3 proteaz enzimi,

mitokondri membraninin biitiinliiglinii bozarak hiicredeki DNA iizerinde ciddi hasarlara
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yol agar. Sonug olarak, bu siire¢ apoptoz olarak bilinen programlanmis hiicre 6liimiine
neden olur ve hiicrenin yapisal biitlinliigii bozulur. Bu mekanizma, viicutta gereksiz ya da
hasar gormiis hiicrelerin ortadan kaldirilmasi i¢in 6nemli bir savunma mekanizmasi
olarak islev goriir (64). SI’de apoptozun seyri Sekil 2.4’te gdsterildi.
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Sekil 2.4. S’de apoptozun seyri (65).
Otofaji

Otofaji (otofagositoz), Yunanca “kendisini yemek™ manasina gelmektedir. Yanlis
katlanmis proteinler ve hasarli organeller sitoplazmik molekiilleri lizozomal
degradasyona yonlendirir. Yani otofaji hiicreleri gereksiz stres ve uyumsuz hiicre
sinyallerinden muhafaza eden hiicre diizeyinde savunma mekanizmalarindan biridir (66).
Otofaji, hiicresel yenilenme ve homeostazin saglanmasinda gorev alan; yapi taslar ile
enerji liretimini destekleyen dinamik bir yeniden kullanim mekanizmasidir (67). Hiicre
icinde yikim, iiretim ve hiicre i¢i maddelerin geri doniisiimiinii diizenleyen otofaji
mekanizmasinin tanimlanmasi1 1960'li yillara kadar uzanir. Ancak, otofajinin genetik
temellerini anlamaya yonelik arastirmalar 1990'larin ortalarina kadar yapilmamigtir. 1992
yilinda Ohsumi ve ekibi, mayalar {izerinde gergeklestirdikleri ¢alismalar sonucunda
otofaji ile ilgili 30 farkli ATG (autophagy-related) genini tanimlamislardir. Bu kesif,
otofajinin genetik yapisinin anlagilmasi agisindan 6nemli bir kilometre tas1 olmustur (68).

Otofajide yer alan proteinler, ilk olarak mayalar {izerinde yapilan arastirmalarla
bulunmus ve ardindan Okaryotlarda gergeklestirilen ¢alismalarla bu proteinlerin
benzerleri tanimlanmistir (69). Otofaji slirecine katilan ii¢ ana protein Beclin-1, LC3 ve
p62° dir (70). Beclin-1, hiicrede birden ¢ok islevi olan 6nemli bir molekiildiir. Beclin-1,

otofajinin baglatilmas1 ve ilerlemesi, endositoz, strese karsi yanit, yaslanma ve hiicre
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Olumii gibi birgok hiicresel siirecte kilit rol oynamaktadir. Beclin-1 hiicrede ¢ok islevi
olan 6zel bir molekiildiir (71). Kisacasi, Beclin-1 otofajinin diizenlenmesinde merkezi bir
rol oynayan temel proteinlerden biri olup, bu siirecin dinamikligini yansitan anlamli bir
gosterge olarak kabul edilir (72, 73).

LC3 proteini, Neighbor of BRCA1 gene 1 (NBR1) proteini ve p62, otofagozomun
gelisim stirecinde, hiicre i¢indeki organellerin ile proteinlerin tasima ve paketlenmesinde
kritik bir rol oynamaktadir. Bu proteinler, hiicre icinde hasar gérmiis veya islevini yitirmis
yapilar1 taniyarak, otofaji siireci i¢in gerekli olan organellerin ve proteinlerin dogru bir
sekilde kargolanmasini ve otofagozomlara yonlendirilmesini saglar. Bu mekanizma,
hiicrenin hayatta kalabilmesi ve saglikli islevlerini siirdiirebilmesi i¢in hayati 6neme
sahiptir (74). p62, otofajiyle etkili bir sekilde bozulan 6zel bir substrattir; yani otofaji
stireci diizgiin bir sekilde baslar ve tamamlanirsa, p62 seviyesi azalir. Hiicre i¢indeki p62
miktari, otofajinin etkinligiyle zit orantilidir. Bu sebepten dolayi, hiicrede p62 birikimi,
otofajik siirecin baskilandigini veya bozuldugunu ifade eden iyi bir gosterge olarak kabul
edilir. Bu durum, otofajinin diizglin isleyip islemedigini belirlemede Onemli bir

biyomarkerdir (75). SI’de otofaji seyri Sekil 2.5’te gosterildi.
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(ATGS: otofaji iliskili gen 5, ATG7: otofaji iliskili gen 7)
Sekil 2.5. SI’de otofaji siireci

2.4. Salusinler

Salusin-a 28 aminoasitten olugsurken Salusin-f§ 20 aminoasitten olusan ¢ok islevli
biyoaktif endojen peptidlerdir (76). Salusin’in kesfi, ilk kez 2003 yilinda Shichiri ve
calisma arkadaglar1 tarafindan, tam uzunlukta bir cDNA kiitiiphanesinin in silico
analizleri sirasinda gerceklestirilmistir (15). Hem Salusin-a hem de Salusin- Torsin

Family 2A (TOR2A) geninin alternatif kirpilmasi ile meydana gelen preprosalusin isimli
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prekiirsorden olusur. Preprosalusin 242 aminoasite sahiptir, N- terminalindeki 26
aminoasitlik peptidin ayrilmasi sonucunda 216 aminoasitlik prosalusin meydana gelir.
Prosalusinin C- terminalinin proteolizi sonrasinda da 28 aminoasitlik Salusin-a ve 20
aminoasitlik Salusin-f olusur (15, 77). Salusinler, bobrekler, damar sistemi, merkezi sinir
sistemi, monositler ve makrofajlar dahil olmak iizere insan, sican ve fare gibi farkl
hayvan tiirlerinin ¢esitli dokularinda sentezlenip eksprese edilen molekiillerdir.
Preprosalusin ise 6zellikle insan damar diiz kas hiicreleri ve endotel hiicreleri gibi damar
yapisinin 6nemli bilesenlerinde yiiksek seviyelerde iiretilip ifade edilmektedir. Bu
proteinlerin varligi, viicutta c¢esitli fizyolojik siire¢lerde onemli roller iistlendiklerini

gostermektedir (15).

2.4.1. Salusin-p

Salusin-f, 20 aminoasitten olusan ve preprosalusin Onciisiinden tiireyen peptid
yapisinda bir hormondur (15, 78). Salusin, farkli doku ve organlarda sentezlenmekte olup,
merkezi sinir sistemi basta olmak iizere ¢esitli bolgelerde bulunmasi dogrulanmaistir (79).

Yapilan biyokimyasal ¢aligmalar, Salusin-B'nin toplam 20 amino asitten olusan
peptid yapisina sahip bir hormon oldugunu ortaya koymustur. Bu peptidin yapist, prolin,
alanin, lizin, histidin, triptofan, 16sin, arjinin, fenilalanin, 1zolésin ve glisin gibi amino
asitlerin birlesiminden olusmaktadir. Salusin-f, amino terminalinde (NH:) alanin ile
baslayip, karboksil terminalinde (COOH) prolin ile sona eren bir zincir yapisina sahiptir

(Sekil 2.6) (79).

Sekil 2.6. Salusin-fB'nin amino asit dizilimi (79).
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Salusin-f’nin intravendz uygulanmasiyla birlikte bradikardi ve ani gelisen
hipotansiyonun ortaya ¢iktig1 rapor edilmistir (80). Salusin-f hipotansiyona neden olan
bir peptittir ve bu hipotansiyonu vazodilatasyon olusturmadan yapar (81).

Bu peptit, kolinerjik sistem yoluyla antiadiposit etkisini gosterirken,
kardiyomiyosit biiylimesini inhibe ederek hipotansiyon, bradikardi ve kardiyak
disfonksiyon gelisimine yol acar (82, 83).

Yapilan bir ¢alismada beynin epitel hiicre tabakasinin Salusin-B'y1 sentezledigi
immiinohistokimyasal boyama ile gosterilmistir (17).

Salusinlerin inflamasyon ve inflamatuvar hastaliklarla iliskisinin incelenmesine
yonelik cesitli aragtirmalar gergeklestirilmistir. Behget ve Psoriasis hastaligi olanlarda
serum Salusin-f diizeyleri yliksek bulunmustur (84). Bir in vitro ¢alismada tiimdr nekroz
faktorii-a  (TNF-a) ve lipopolisakkarit ile uyarilmasi sonucu monosit/makrofaj
hiicrelerinden Salusin-f salinimini indiikledigi gosterilmistir (85). In vitro ¢alismalarda
Salusin-B'nin NF-kB aktivasyonu ile inflamasyonu artirdigi bildirilmistir. Multiple
Skleroz (MS) hastaliginda nérodejeneratif siirecte proinflamatuar sitokinler , adezyon
molekiilleri ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) firetiminin arttig1 gosterilmistir. Bu
siiregte sitokin salinimmin NFkB sinyal yolu iizerinden gergeklestigi bilinmektedir.
Yapilan calismada, Salusin-f diizeyleri MS hastalarinda saglikli bireylere gore daha
yiiksek bulunmustur (21).

Salusin-B’nin viicuttaki hem ndronal proliferasyonu, ndrogenezi arttirict ve
noroinflamasyonu azaltici hem de SI/R nedenleri arasinda yer alan metabolik
parametreleri iyilestirici rolleri, SI/R hasarmi hafifletebilecegini akla getirmektedir.
Yapilan bir caligmada Salusin-f verilen Parkinson hastaligi olan farelerin tedavi
edilmemis Parkinson hastalig1 farelere kiyasla telde asili kalarak daha fazla zaman
gecirdigini gostermislerdir. Parkinson hastaligi olusturulan fare modelinde Salusin-f'nin
intranazal olarak uygulanmasi, dopaminerjik néronlarin ndroproteksiyonunu gdosterdi
ayrica beyin ortast dopamin néronlarinin sagkalimini artirdi. Bu sonuglar Salusin-f'nin
Parkinson hastasi farelerinin motor fonksiyonlarini iyilestirdigini géstermistir ve Salusin-
B'nin Parkinson hastalarinin tedavisi i¢in terapotik bir ilag olarak gelistirilebilecegini
diistindiirmistiir (20).

Salusin- damar yapisindaki diiz kas hiicrelerinin ve fibroblastlarin ¢ogalmasi i¢in
uyar1 olusturur, c-myc ve c-fos gibi genlerin iiretimini arttirir. Olusan bu olay

aterosklerozda tanimlayicidir. Salusin-f, aterosklerotik siireci uyarir, endotelyal hiicre
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inflamasyonunu indiikler ve bunlarin sonucu olarak endotel disfonksiyonuna yol acar
(86).

Salusin-B'nin ratlarda koroner iskeminin sebep oldugu miyokard enfarktiisiine
sebep oldugu gosterilmistir (87). Yapilan invitro deneylerde Salusin-f'nin NF-kB
sinyalleri ile VCAM-1, ICAM-1, selektinler, MCP-1, IL-1 ve nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz-2 dahil proinflamatuar molekiillerin ekspresyon
seviyelerini, oksidatif stresi ve insan umblikal ven endotel hiicrelerinde (HUVEC) THP-
1 monosit yapigsmasini arttirdigini gostermistir (86). Salusin-B’nin in vitro insan vaskiiler
diiz kas hiicrelerinde ACAT-1 ve VCAM-1 iiretimi ile birlikte kopiik hiicre olusumuna
neden oldugu bildirilmistir (88).

LDL reseptdor geni baskilanmig fare ateroskleroz modelinde Salusin-f’nin
mRNA’sinin arttigi dolayis1 ile protein sentezinde artisa yol agtigi; Salusin-f’nin
subkutan enjeksiyonu sonrasinda bu farelerdeki aterosklerotik plaklarin genisledigi ve
buradaki lipid birikimlerini ¢ogalttig1 gosterilmistir (89). Damar baglanmasi ile sigan
karotis arterlerinde intimal hiperplazi olusturuldugunda Salusin-B’nin engellenmesi ile bu
intimal kalinlagmada miktar azaldig1 gosterilmistir (88).

Anti-Salusin-f inflizyonu uygulanan sicanlarda, bu inflizyon uygulanmayan
siganlara gore anjiyogenez siirecinin daha yogun sekilde aktive oldugu gézlemlenmis,
ancak vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii A (VEGF-A) ekspresyonunda bir degisiklik
olmadig1 belirlenmistir. (90).

Yapilan arastirmalarda Salusin-f'nin mide ve bagirsakta varligi ortaya konmustur
(15). Yapilan bir ¢alismada, etanol ile indiiklenen mide hasar1 sonrasinda Salusin-f§
uygulamasinin etkilerine bakilmistir ve Salusin-B'nin oksidatif hasar ve TNF-a seviyeleri
tizerindeki etkileriyle kaspaz-3 ekspresyonunu baskiladigi, bu nedenle antiiilseratif
ajanlar olarak kullanilabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Kaspaz-3 ekspresyonunun baskilanmasi,
Salusin-B'nin, iilserlesmis dokularda apoptoz (programlanmis hiicre 6liimii) siirecini
azaltabilecegini gosterir. Kaspaz-3, apoptozda dnemli bir enzim oldugundan, bu enzimin
baskilanmasi, hiicre koruyucu bir etkiyi isaret eder. Salusin-f3, reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) iiretimini azaltarak, oksidatif strese bagli doku hasarin1 ve apoptozu Onleyebilir.
Salusin-fB, pro-inflamatuar bir sitokin olan TNF-a seviyelerini diisiirerek, inflamasyonu
azaltabilir ve bununla birlikte doku hasarin1 engelleyebilecegi diisiiniilmiistiir (18).

Yapilan bagka bir calismada ise Salusin-f’nin N-terminal dizelerinin antimikrobakteriyel
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etkisinin giliglii oldugu ileri siiriilmiistir (91). Literatiir verilerine gore Salusin-f3
uygulamalarinin iskemi sonrasi kalp dokusunda infarkt alanin1 azalttig1 bildirilmistir (92).

Yapilan baska bir c¢alismada yumurtalik kanseri dokularinda Salusin-f8
ekspresyonunun belirgin bir sekilde arttigi gosterilmistir ve Salusin-f'nin yumurtalik
kanserindeki prognostik énemini tanimlanmakta, Salusin-f'nin yumurtalik kanseri igin
yeni bir prognostik biyomarker olabilecegini diisiindiirmektedir (93).

Bobrek dokusunda varligr tespit edilmis (37) olan Salusin-Bf'nin iskemik
reperfiizyonlu bobrekte etkilerinin arastirildigi bir calismada, siiperoksit dismutaz (SOD)
ve plazma glutatyon ve eritrosit glutatyon peroksidaz (GSH-PX) enzim aktivitelerini
artirdigi buna karsilik malondialdehit (MDA), timor nekroz faktorii-alfa (TNF-a),
interlokin-6 (IL-6) ve interlokin-1 (IL-1B) seviyelerini azalttig1 gdzlenmis. Salusin-f'nin
iskemiye ugramis bobrekte kreatinin (Cre) diizeyini diistirerek bobrek iskemi hasarima
kars1 koruyucu rol oynadigr ileri stiriilmiistiir (25).

Salusin-o ve Salusin-f'nin bobrekler de dahil olmak iizere bircok dokuda,
insanlarda ve si¢anlarda gosterilmis olmasina ragmen (15, 94) Saglikli insanlarin serum
ve idrarinda Salusin-o ve Salusin-f'nin normal seviyeleri bildirilmistir (95).
Bobreklerdeki hasarli tiibiiller ve endotel hiicreleri TNF-a, IL1P ve IL-6 dahil olmak
tizere sitokinler iiretir. Salusin-f'min iskemik reperfiizyonlu bobrekte -etkilerinin
incelendigi bagka ¢alismada, Salusin-f uygulamasinin proinflamatuar sitokinlerden olan
TNF-o, IL1B ve IL-6 seviyelerini normale dondiirdiiglinii bulunmustur. Bu ¢alismada, I/R
grubunda inflamatuar hiicre infiltrasyonunun arttigini, Salusin-f uygulamasinin ise
inflamatuar hiicre infiltrasyonunu azalttig1 bulunmustur. Bu nedenle, Salusin-f'nin TNF-
a, ILIB ve IL-6'nin yiikselmis seviyelerini ve bdbrekte kreatinin (Cre) diizeyini
diisiirdiigii dolayisiyla bobrek iskemi hasarina karsi koruyucu rol iistelenebilecegi ileri

siiriilmiistiir (22).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Deneyin Yapildig1 Merkez

Calismadaki uygulamalarin tamami Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafinca 06.01.2022 tarihinde yapilan toplanti sonucu 2022/1-4
sayil1 karar1 ile onaylanan ve 13242 HAYBIS kayit numaral etik kurul protokoliinde
belirtildigi sekilde yapildi. Calismada Sprague Dawley 1rki, ortalama agirliklar:1 250-300
g agirhginda, 3 aylik toplam 27 adet erkek sigan kullanildi. Calisma siiresince tiim
siganlar sicakligr 21£2°C’ de sabit tutulan ortamda barindirildi. Siganlarin bulundugu
ortam i¢in 12 saat aydinlik/12 saat karanlik dongiisii uygulandi. Hayvanlara ad libitum
olarak beslenmeleri i¢in pellet halindeki standart sican yemi, su ihtiyaglari i¢in ise normal
musluk suyu verildi. Calisma siiresince deney hayvanlarinin beslenme ve bakimi, Si
modelinin olusturulmasi, norolojik muayeneleri, rotarod ve yapiskan ¢ikarma davranig
testleri Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma
Merkezi’nde (INUTF-DEHUM), 2,3,5-trifenil tetrazolium kloriir (TTC) Boyama ve
Western Blot analizleri Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali

arastirma laboratuvarlarinda gergeklestirildi.

3.2. Deney Gruplarindaki Hayvan Sayilarinin Belirlenmesi

Deneylerde kullanilacak sican sayisi http://biostatapps.inonu.edu.tr/ yazilim
sistemi kullanilarak (I. Tip hata miktar1 (alfa) 0.05, testin giicii (1-beta) 0.8, etki
blytikligl 0.88 ve alternatif hipotez (H1) iki yonlii iken bu test kullanilarak anlamli bir
fark bulunabilmesi i¢in gerekli olan minimum 6rneklem biiytlikliigli her grupta 9 olmak

lizere toplamda 27 olmalidir.) hesaplanmistir.

3.3. Deney Hayvanlarinin Rasgele Gruplara Yerlestirilmesi

Mevcut tez proje ¢alismasinda taraf tutma (yanlilik) problemlerini en aza indirmek
icin rasgele atama ve ¢ift korleme yontemleri kullanildi. Bu baglamda, deney
hayvanlariin bu tez ¢aligmasinda incelenen deney ve kontrol gruplarina yerlestirilmesi
rasgele atama (randomizasyon) yontemlerinden rasgele tahsis kurali kullanilarak
Fakiiltemiz Biyoistatistik ve Tip Bilisimi Anabilim Dali tarafindan gelistirilen rasgele

atama yazilimi ile yapildu.
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3.4. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Deney Tasarim

Calismaya dahil edilen tiim siganlar Kontrol, SI/R, SI/R+Salusin-p olmak iizere
rastgele atama yontemiyle 3 gruba ayrildi.

1. Kontrol Grubu: Bu grupta bulunan hayvanlara ii¢ giin 6n/alistirma davranis

testleri yaptirildi. Testlerin tamamlandig: ertesi giinii bu gruba ait hayvanlara sadece
KKA (kommon karotid arter), IKA (internal karotid arter) ve EKA (eksternal karotid
arter) izolasyonu ile cerrahi operasyon taklidi yapildi fakat OSA damarinin okliizyonu
yapilmadi. Bu cerrahi operasyonu takip eden ii¢ giinde de norolojik defisit skorlama
(NDS), rotarod ve kavrama giicii testleri yaptirildi. Ugiincii giin o giine ait tiim davranis
testleri tamamlandiktan sonra hayvanlar dekapite edilerek beyin dokular1 alindi. Alinan
beyin dokularinda TTC boyama yontemi ile infarkt alan hesaplandi. Western Blot
yontemi ile de apoptotik (BCL-2, ) ve otofajik (Beclin-1, ATGS ve p62) proteinlerin
seviyeleri belirlendi.

2. SI/R Grubu: Bu gruptaki hayvanlara ii¢ giinliik 6n/alistirma davranis testleri

yaptirildi. Bu testlerin ertesi giinii bu gruba ait hayvanlara SI/R yapildi ve bu cerrahi
operasyonu takip eden ii¢ giinde de NDS, rotarod ve kavrama giicii testleri yaptirildi.
Ucgiincii giin o giine ait tiim davranis testleri tamamlandiktan sonra hayvanlar dekapite
edilerek beyin dokular1 alindi. Alinan beyin dokularinda TTC boyama yontemi ile infarkt
alan hesaplandi. Western Blot yontemi ile de apoptotik (BCL-2 ve ) ve otofajik (Beclin-
1, ATGS, ATG7 ve p62) proteinlerin seviyeleri belirlendi.

3. Si/R+Salusin-B(300 nM): Bu gruptaki hayvanlara ii¢ giinliik 6n/alistirma

davranis testleri yaptirildi. Bu testlerin ertesi giinii bu gruba ait hayvanlara SI/R yapild:
ve R’dan bir saat sonra her hayvan i¢in 300nM olacak sekilde 3 giin boyunca intranazal
olarak Salusin-f uygulandi. Bu cerrahi operasyonu takip eden 3 giinde de ndrolojik defisit
skorlama (NDS), rotarod ve kavrama giicii testleri yaptirildi. Ugiincii giin o giine ait tiim
davranis testleri tamamlandiktan sonra hayvanlar dekapite edilerek beyin dokular1 alindi.
Alinan beyin dokularinda TTC boyama yontemi ile infarkt alan hesaplandi. Western Blot
yontemi ile de apoptotik (BCL-2 ve ) ve otofajik (Beclin-1, ATGS5, ATG7 ve p62)

proteinlerin seviyeleri belirlendi.

3.5. Hayvanlarin Anesteziye Alinarak Cerrahi Operasyonlara Hazirlanmasi

Siganlar intramiiskiiler yolla 70 mg/kg ketamin, 8 mg/kg uygulanmasi ile anestezi

altina alind1 daha sonra si¢canlarin parmak kistirma yanitlarina bakilarak anesteziye girip
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girmedigi degerlendirildi. Anesteziye girmis olarak belirlenen hayvanlarin boyun
bolgesindeki yaklasik 3x4 cm?’lik alan tiras edildi ve cilt goriiniir hale getirildi. Griiniir
hale getirilen bolge povidon iyot soliisyonu ve %70’lik etanol ile dezenfekte edilerek

cerrahi islemlere baslandi.

3.6. Serebral iskemi Modelinin Olusturulmasi

Hayvanlarin cerrahi operasyonlarina anestezi uygulamasi tamamlandiktan ve
hayvanlar tamamen anesteziye girdikten sonra baslandi. Hayvanlarin uyaranlara yanitsiz
ve deney esnasinda rutin solunumlarina devam ediyor olmasi dikkate alindi. Deney
boyunca hayvanlarin viicut sicakliklar1 36.5-37 °C’de sabit tutulacak sekilde kontrol
edildi. Fokal SI modeli Koizumi intraluminal filaman teknigi kullanilarak sag orta
serebral arterin okliizyonu (OSAO) ile olusturuldu. Modelin sematik gosterimi Sekil
3.1’de yer almaktadir.

o sl 7
OSA OSA OSA

EKA EKA

s — Trakea == — Trakea s — Trakea

= KKA

KKA — —

KKA: kommon karotid arter, EKA: eksternal karotid arter, IKA: internal karotid arter, OSA: orta serebral
arter, 1: KKA ve EKA’daki kan akis1 tamamen kesilir ve IKA klemplenir, 2: KKA’da kiigiik bir kesi
acilir, 3: IKA klempi acilarak KK A’da agilan kesi icerisinden IKA boyunca OSA’ya ulasana dek ucu

silikonlu naylon ip gonderilir ve OSA kan akisi kesilir, 4: ucu silikonlu naylon ip ¢ikarilarak reperfiizyon

saglanir.

Sekil 3.1. Deneysel SI/R modelinin sematik gosterimi

Model olusturulurken, hayvanlar sirtiistli pozisyonda yatirildi orta hattin 5-6 mm
sagina 3-4 cm uzunlugunda cilt lizerinden vertikal yonde kesi yapildi. Bu kesi ile
stiperfisyel fasyaya ulagilarak altinda yer alan sternohyoid, digastrik ve sternomastoid
kaslarma ulasildi. Bu kaslarin daha derininde kalan sag KKA, IKA ve EKA kendilerini
cevreleyen vagus siniri ve dokulardan izole edilerek ortaya ¢ikarildi. Kontrol grubunda

bu asamadan sonra acilan kesi bolgesinden dikisler atildi. Dikisi takip eden 1 saatin
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sonunda bu gruba ait hayvanlara intraperitoneal yolla 1 ml %0,9’luk izotonik sodyum
kloriir ¢ozeltisi (serum fizyolojik soliisyon) verildi.

SI/R ve SI/R+ Salusin beta gruplarinda ise izolasyondan sonra KKA’dan iki EKA ve
IKA’dan birer tane her biri yaklasik 5’er cm uzunlugunda olan 5-0 ipek siiturlar gegirildi.
EKA proksimalden, KKA da distalden baglanarak buradaki kan akisi ilerleyen asamada
KKA’da acilacak keside kan kaybi olmamasi icin durduruldu. IKA gecici olarak bir
mikrovaskiiler klemp yardimiyla ile klemplendi. IKA ve EKA bifurkasyonun 1 mm
proksimalinden sag KKA’e bir kesi acildi. OSAO igin ucu silikon ile kalinlastirilmis olan
yaklasik 0.39 mm ¢apinda 4/0 naylon ip bu kesi bolgesinden damar igine sokularak IKA’e
dogru yoneltildi. Ip IKA klempe ulastiginda klemp kaldirildi ve OSA dogrultusunda yaklasik
18-20 mm ilerletildi.

Ucu silikonlu Naylon ip 90 dk boyunca damar igerisinde bekletilerek OSAO
saglandi ve ilgili bolgede serebral kan akisi kesildi. Bu siirede hayvanlar 1s1 minderi
tizerinde bekletilerek rektal prob yardimiyla viicut sicakliklari korundu. Doksan
dakikanin sonunda ucu silikonlu naylon ip geri ¢ekilerek reperfiizyon saglandi.

90 dakika sonunda anestezi etkisi gecen hayvanlara ek anestezi yapildi. Hayvanlar
anestezi altindayken dikisler atild1 ve uyandiklarinda kafeslerine alindi. Reperfiizyondan1
saat sonra hayvanlara intraperitonal yolla 1’er ml (gruplarina gore) serum fizyolojik ya

da intranazal olarak Salusin-f3 verilerek cerrahi isleme son verildi.
3.7. Norolojik Defisit Skorlama ve Davrams Testleri

3.7.1. NDS Testi

NDS testi, Bederson skorlama metodu kullanilarak gerceklestirildi. Hayvanlarin
norolojik durumlariin gozlemlenmesi (Sekil 3.2) Reperfiizyon basladiktan 24 saat sonra
gruplardaki tim hayvanlara uygulandi. Modifiye edilmis Bederson skorlama metoduna

gore norolojik duruma karsilik gelen puan sistemi Tablo 3.1°de gosterildigi gibidir.
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Tablo 3.1. Bederson skorlama metoduna gore norolojik duruma karsilik gelen puan

sistemi
Puan Norolojik Durom
O Puan  Saglkl norolojik durum (defisit yok)
1 Puan  Kuyrugundan tutulup kaldinldiginda kontralateral 6n ayakta fleksiyvon,
2Puan  Kontralateral 6n ayakta fleksiyon ve lateral itmeye kars: azalmus direng
3Puan  Yirirken kontralateral yone dogru daire ¢izme
4 Puan  Kuyrugundan tutulup kaldinldiginda dénme hareketi veya nibet aktivitesi
5Puan  Spontan olarak yiiriivememe

Sekil 3.2. Hayvanlarin ndrolojik durumun gézlemlenmesi

3.7.2. Rotarod Testi

Rotarod cihazi kendi etrafinda donen ve 4 kulvarli silindir bir banttan

olusmaktadir. Bu bandin doniis hizi, ivmesi ve siiresi ayarlanabilmektedir. Bu test ile

donen bir bant lizerine yerlestirilmis hayvanin diismeden kalabildigi siire olciilerek

hayvanlarin cerrahi islemler ve Si sonrasi denge motor koordinasyonu degerlendirildi.

Tiim gruplardaki hayvanlarin cihaza ve teste alisabilmesi icin cerrahi operasyonlari

oncesinde 3 giin boyunca her birine 900 saniye (15 dakika) siiresince 5 rpm’de (Sekil

3.3.) on alistirma uygulamalar1 yaptirildi. Testlere cerrahi operasyonun ertesi gilinii

baslandi ve 3 giin boyunca her giin ayn1 saatlerde yaptirildi. Gruplardaki tiim hayvanlar

bireysel bolmelerine donen ¢ubugun tersi yoniinde yerlestirildi (Sekil 3.3). Akabinde
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rotarod cihazi 300 saniye (5 dakika) icerisinde 4 rpm’den 40 rpm’ye ¢ikacak sekilde
ayarland1 (Sekil 3.3) ve sicanlarin bu ivmeli harekette donen bandin {lizerinde kalabildigi
siire Ol¢iildii. Bu 6l¢iim her bir sican i¢in 5 dakika araliklarla 3 kez tekrarlandi. Giinliik

tekrarl 6l¢iimlerin ortalamasi alinarak ve giinler arasi karsilastirma yapildi.

On alistirma
uygulamasi igin cihaz,
15 dakika boyunca
5 rpm sabit hiza
ayarland.

Cerrahi islemler sonrasi
rotarod testi igin cihaz,
300 saniye igerisinde
4 rpm’den 40 rpm’ye
¢ikacak sekilde ivmeli
hiza ayarlandi

Sekil 3.3. Rotarod cihazinin ayarlanmasi ve hayvanlarin yerlestirilmesi
3.7.3. Yapiskan Cikarma Testi

Yapiskan ¢ikarma testi hayvanlardaki somatosensoriyel duyarliligi dlger. Bu test
hayvanlarin cerrahi operasyonlarindan sonraki duyusal durumlarini incelemek i¢in tercih
edilen bir yéntemdir. Testi yapmak iizere her hayvanimn sol én ayaginm (SI modeli sag
OSAO ile olusturuldugu icin) distal radial yiiziine esit boyutlarda kesilmis (1x1 cm?)
yapiskan etiketler yapistirildi ve hayvanin yaptigi temizleme hareketiyle bu etiketi
cikartmas1 beklendi. Bu siiregte kronometre ile siire tutularak hayvanin davraniglar
gozlemlendi. Etiketi hissederek temizlemeye basladig: ilk an (saniye cinsinden) not
edildi. Her bir etiket siiresi en fazla 120 saniye ile sinirlandirildi. Tiim hayvanlara cerrahi
operasyonlardan once 3 giin boyunca giinde 1 kez yapiskan testi alistirmasi yapildi.
Cerrahi operasyonlarin ertesi giliniinden itibaren yani Reperflizyon saglanmaya
basladiktan 24 saat sonra 3 giin boyunca her giin ayni saatlerde giinde 1 kez her hayvana
yapiskan testi yapildi ve hayvanlarin yapiskani ¢ikartabildigi siire kaydedildi. Her bir
hayvan i¢in tiim testler giin-giin karsilastirildi.
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3.7.4. Kavrama Giicii (Grip Strenght) Testi

Kavrama giicii testi, hayvanlarin ekstremite kuvvetlerini Newton-metre cihazi
(Glig Mukavemet Test Cihazi) ile 6lgmek i¢in kullanilan bir testtir. Bu Ol¢liim ile
hayvanlarin néromotor durumlar1 degerlendirilir. Degerlendirmede standardizasyonu
saglamak i¢in tiim hayvanlar kuyruklarinin tabanindan ¢ubugun yukarisina dogru tutuldu
ve asag1 dogru hareket ettirilerek gubugun ortasindan iyice kavramasi saglandi. Govde ve
alt ekstremiteler yere paralel (yatay) bir bicimde tutularak hayvan kavradigi cihaz
cubugunu birakana kadar ¢ekildi, biraktiginda tamamlandi. Bu islem her hayvanin her
testinde ayni sekilde gerceklestirildi ve hayvan cihaz ¢ubugunu birakmadan hemen
onceki en biiylik deger hayvanin gii¢ degeri kabul edildi.

Bu test giinliik olarak her hayvana iist ekstremitelerin ikisi, yalizca sag ve yalnizca
sol ekstremitelere ayr1 ayr1 5’er tekrarla yapildi. Yorulma birikiminin 6niine gegmek icin
hayvanlar her test arasindaki zaman araligi 1 dakika olacak sekilde dinlendirildi.
Hayvanin iist (6n) ekstremitelerinden her birinin (her bir pengenin) 6lgiimii ayni1 deneysel
prosediir ile yapilarak birbirinden bagimsiz olarak degerlendirildi. Olgiimii yapilmayan
pengenin, Ol¢limii yapilan diger pengenin sonucunu etkilememesi i¢in test sirasinda
kontralateral penge tutularak yapildi. Yapilan 5 tekrarl test sonuglar1 arasindan en biiyiik
3 Ol¢limiin (gram cinsinden) ortalamasi alinarak sonuclar hayvanin agirligina gore
oranlanarak (gli¢/agirlik orani) normalize edildi. Daha sonra sol 6n kavrama kuvveti ile
sag on kavrama kuvveti oranlanarak (Sol 6n kavrama kuvveti / Sag 6n kavrama kuvveti)
normallestirildi. Elde edilen verilerin giivenilirligi ve standardizasyonu i¢in bu test deney
siiresi boyunca ayni kisiler tarafindan gercgeklestirildi. Test sonucunda elde edilen veriler

ile gruplarin mevcut motor fonksiyon kayiplar1 degerlendirildi.

3.8. Hayvanlarin Dekapite Edilmesi ve Beyin Dokularinin Alinmasi

Ugiincii giin davranis testleri tamamlandi ve daha sonra hayvanlar dekapite edildi.
Dekapitasyon isleminden sonra kafatasi tizerindeki deri ve kas tabakalar1 makasla kesildi
ve foramen magnum ortaya ¢ikarildi. Sag ve sol taraflardan foramen magnumun igine
makasin bir ucu ile girilerek kafatas1 kemigi kesildi. Bu agama gergeklestirilirken beyine
dokunmamaya dikkat edildi. Kesilen kafatas1 kemigi ayni dikkatle pens yardimiyla
kaldirilarak beyinle baglantis1 (meninges zar1) kesilerek beyinden ayrildi ve yerinden
cikarildi. Ardindan ucu kiint bir pens ile optik ve trigeminal sinir baglantilar1 kesilerek

beyin bulundugu yerden ¢ikarildi. Beyin dokusunun alinmasi islemi olabildigince hizli ve
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0zenli gergeklestirildi. Alinan beyin dokular1 analizlerin yapilacagi zamana kadar uygun

muhafaza kosullarinda (-80 °C’de) muhafaza edildi.
3.9. Analizlerin Yapilmasi

3.9.1. TTC Boyama ile Beyin infarkt Alaninin Gosterilmesi

TTC NADH, dehidrogenazlar ve diaforazlar ihtiva eden dokularda formazan
pigmentlerini indirgeyen kristal yapili bir kimyasaldir ve dehidrogenazlarin substrati olan
bir redoks indikatoriidiir. Suda kolayca ¢dziinebilen ve normalde beyaz olan TTC, canli
hiicrelerin mitokondrilerinde proton alicisi rolii iistlenerek siiksinat dehidrogenaz enzimi
TTC’yi 1,3,5-trifenil formazan’a indirger ve dokuya formazanin rengi olan kirmizi-
pembe rengini verir. Canlilik aktivitelerini yitirmis dokularin hiicrelerinde ise
dehidrogenaz  enzimleri bozuldugundan TTC indirgenemeyecegi ve doku
boyanamayacagi icin beyaz renkte kalir. Bu 6zelligi nedeniyle canli ve cansiz dokularin
ayriminda TTC ile boyama yontemi yaygin kullanilan yontemlerdendir.

Davranis testleri tamamlanmis siganlarin dekapitasyonu ile alinan beyin dokulari
kuru buz iizerinde donduruldu. Kesitler bregmanin +4 mm anteriyoru ve —6 mm
posteriyoru araliginda koronal olarak 2 mm araliklarla 6 dilim kesit alind1. Alinan kesitler
icerisinde Fosfat Tampon Soliisyonu (PBS) ile %1°lik konsantrasyonda hazirlanmis TTC
olan petri kabi igerisine alindi.

Igerisinde %1°lik TTC’ye maruz birakilmis beyin kesitleri olan petri kabi 37 °C’de
inkiibe olmak {izere etlive alindi. Bu inkiibasyon islemi karanlikta ve 30 dakika siiresince
gerceklesti. Akabinde beyin dilimleri %4’liik ile 12 saat siiresince fikse edildi.

Fiksasyon isleminin ardindan TTC ile boyanmis kesitlerin fotograflar ¢ekildi ve
goriintliler bilgisayara aktarildi. Kesit goriintiilerindeki kontralateral hemisferdeki tiim
alan (A) ve inspilateral hemisferdeki saglikli alan (B) Image J uygulamas1 kullanilarak
belirlendi. Belirlenen bu alanlar ile infarkt alan yiizdesel olarak (%C) su formiille

hesaplandi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Infarkt alanin yiizdesel olarak hesaplanmasi

3.9.2. Western Blot Yontemi ile Apoptotik ve Otofajik Proteinlerinin

Seviyelerinin Belirlenmesi

Western Blot analizleri Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi’nde bulunan Beyin
Arastirmalari laboratuvarinda yapildi. Siganlarin beyin dokularinda apoptotik (BCL-2) ve
otofajik (Beclin-1, ATG5 ATG7 ve p62) proteinlerin seviyeleri belirlendi. Yapilan

Western Blot analizinin genel olarak prosediirii Sekil 3.5°te gosterildi.

1- BCA Analizi ile 2- Numunelere Yiikleme 3- Numunelerin SDS 4- Elektroforez 5- Transfer (Blotlama)
Protein Miktar Tayini Tamponlarinin EkI i Jel’e Yiiklenmesi islemi islemi
Yiikleme Tamponu .
= : \
S al) N\ =
- &.‘/ _ o - — e
! — Illllll\- - ~ —
¥— Numune o Z -1- &
6- Bloklama islemi 7- Primer Antikor ile 8- Sekonder Antikor ile 9- Membranin
Inkiibasyon Inkiibasyon Goriintiilenmesi

Sekonder Antikor

Antijen—~-— Primer Antikorﬁ > Antijen Antijen ‘

Bloker ~ o0 — . —_—
(Siit Tozu) ‘ L Membran ‘ L Bloklanmig ~ Bloklanmus
Membran Membran L |

Primer Anlikor—] ‘ '

Sekil 3.5. Western Blot analizine genel bakis

Protein izolasyonu ve Miktar Tayini

Dekapitasyondan sonra muhafaza edilmek icin -80°C’lik dondurucuya alinan
beyin dokular1 analiz dncesi oda 1sisina gelmesi i¢in dondurucundan ¢ikartildi. Dokular
oda 1s1sina geldikten sonra her hayvana ait beyin dokusundan 100-150 mg olacak sekilde

beyin dokusu hassas terazide tartilarak alindi. Alinan dokulara 10 kati oraninda hazirlanan
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RIPA Lysis Buffer ve proteaz inhibitor kokteyl ¢ozeltisinden 1’er ml eklendi ve dokular
doku homojenizatorii kullanilarak homojenize edildi. Homojenizasyon islemi siiresince
numunelerin diisiik sicaklikta kalmalar1 saglanarak protein yikimi engellendi.
Homojenizasyonun ardindan homojenatlar 15 000 rpm’de +4°C’de 5 dk santrifiij edildi
ve Western Blot analizlerinde kullanilmak iizere siipernatant kisimlar1 alindu.

Alman siipernatantlarin ihtiva ettigi total protein miktar1 tayini Bisinkoninik Asit
(BCA) analiz kiti kullanilarak yapildi. BCA protein miktari, ticari kit kullanilarak tayin
edildi. Oncelikle kit igerisinde bulunan 1 ml hacmindeki, 2 mg/ml’lik Bovine Serum
Albiimin (BSA) diliie edilerek c¢esitli konsantrasyonlarda BSA standart ¢ozeltileri
hazirlandi. Kit igerigindeki Reaktif A ve Reaktif B 50/1 oraninda karistirilarak ¢alisma
reaktifi hazirlandi.

BSA’nin diliie edilmesiyle hazirlanan standartlar ve protein konsantrasyonlari
Ol¢iilmek istenen numuneler 50 pl ¢ift tekrar olacak sekilde mikroplaka kuyucuklarina
eklendi. ilaveten kuyucuklara 100 pl ¢alisma reaktifi ilave edildi. Mikroplaka hafifce
calkalanarak 37°C’ye ayarlanmis etiivde 30 dakika boyunca inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra kuyucuklarda meydana gelen renk degisiminin absorbansi
mikroplaka okuyucuda (Bio-tek, ABD) 562 nm dalga boyunda o6lgiildii. Elde edilen
sonuglar ile BSA standartlarinin absorbanslarindan yararlanilarak konsantrasyon-
absorbans grafigi ¢izildi ve grafik denklemi belirlendi. Numune absorbanslar1 grafik
denklemine yerlestirilerek her bir numunenin total protein miktar1 mg/ml cinsinden
hesaplandi.

SDS Jelin Hazirlanmasi ve Proteinlerin Elektroforez islemi

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) jel hazirlanirken kullanilan reaktifler belirtili
hacimlerde karistirildi. Jel hazirlanirken TEMED ve APS’nin jelin donmasini baglatmasi
ozelliginden dolay1 karisima en son eklenmesine dikkat edildi. Ilaveten APS her jel
hazirliginda taze hazirlandi. SDS Jel, Running Jel (%10) ve Stacking Jel (%5) adli ayn1
reaktiflerin farkli oranlariyla hazirlanan iki jelden olusturuldu. Bu iki jelden ilk olarak
hazirlanan Running Jel (%10) pipet ile Western Blot jel kasetinin camlarinin arasina
dokiiliirken hava kabarciklarinin olusmamasina dikkat edildi ve jelin iist kisminin havayla
temasin1 engellemek i¢in iist yiizeyine izopropanol eklendi. 30-60 dk jelin donmasi i¢in
beklendi. Running Jel (%10) hazirliginda kullanilan reaktifler ve hacimleri Tablo 3.2°de

verildi.
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Tablo 3.2. Running Jel (%10) hazirliginda kullanilan reaktifler ve hacimleri

Kullanilan Reaktifler Hacimleri (1 kaset jel icin)
1.5 M Tris HCI (pH 8.8) 1250 pl
Distile Su 2000 pl
% 40’hik Akrilamid/Bis-Akrilamid 1670 ul
% 20’lik SDS 25 ul
%10°luk APS 25l
TEMED 2.5l

Running Jel (%10) donduktan sonra iist kistmdaki izopropanol dokiildii. Ardindan
Tablo 3.3’te yer alan reaktifler ile belirtilen hacimlerde Stacking Jel (%5) hazirland1 ve
hazirlanan jel donmus Running Jel (%10)’in {izerine dokiildii. Ardindan her bir
kuyucugun 50 pL hacimli olmasina izin veren 10 kuyucuklu tarak kasetteki camlar
arasina, jel iizerine (i¢ine) yerlestirildi. Polimerizasyon islemi ile jelin donmasi i¢in jeller

30-60 dk kaset standinda bekletildi.

Tablo 3.3. Stacking Jel (%5)’in hazirlanmasinda kullanilan reaktifler ve hacimleri

Kullanilan Reaktifler Hacimleri (1 kaset jel icin)
1. M Tris HCI (pH 6.8) 375l
Distile Su 2088 ul
% 30’Lik Akrilamid/Bis-Akrilamid 506 pl
% 20’lik SDS 15 pl
%10’luk APS 15 pl
TEMED 1.5l

Elektroforez Islemi

Jele yiiklenecek numunelerin her biri i¢in 50 pg protein ihtiva edecek hacim
hesapland1 ve elde edilen miktar kadar numune alindi. Alinan numune iizerine %0.05
Bromphenol blue, %30 gliserol, %10 SDS, 0.25 M Tris-HCI, %5 B-merkaptoetanol
oranlarinda hazirlanan Ornek Yiikleme Tamponu eklendi. Tamponu olusturan
bilesenlerden B-merkaptoetanol tampon igerisine en son (0rnek jele yiiklenecegi zaman)

ilave edildi.
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SDS deterjaninin proteinlere baglanarak proteinleri negatif yiiklii hale
getirebilmesi i¢in numuneler 10 dakika boyunca 95 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon
sirasinda jel kasetleri elektroforez tankina uygun bir bi¢imde yerlestirildi ve jel kasetleri
arasina sizdirmamasina dikkat edilerek yiiriitme tamponu dokiildii.

Jel kasetlerine takilmig taraklar ¢ikarildi ve yiiriitme tamponu kuyucuklarin iizerini
gececek seviyeye gelene kadar eklenmeye devam edildi. Her jelin ilk kuyucuguna 3 pl
hacminde protein molekiil agirlik markeri (ab116029; Abcam, Ingiltere) yiiklendi. Diger
kuyucuklara da Ornek Yiikleme Tamponu eklenmis numuneler yiiklendi. Yiikleme
isleminin tamamlanmasi ardindan elektroforez tanki uygun seviyeye kadar yiiriitme
tamponu ile doldurularak gii¢ kaynagina baglandi. Gii¢ kaynagi 100 voltta 130 dakika
siireye ayarlanarak elektroforez baslatildi. Yiikleme tamponu ilave edildikten sonra mavi
renk alan numuneler elektroforez siirecinde jeldeki akislari izlendi ve uygun noktada gii¢
kaynag1 durdurularak elektroforez asamasi sonlandirildi.

Transfer (Blotlama) ve Bloklama Islemleri

Jele yliklenmis be elektroforezle akisi gergeklestirilmis numunelerin membrana
transferi i¢in poliviniliden floriir (PVDF) yapili membranlar kullanildi. Transfer islemi
yapilirken yari-kuru transfer yontemi uygulanda.

Blotlamaya baslamadan 6nce PVDF yapili membranlar jele uygun olciilerde
kesildi ve ¢ok kisa bir siire (yaklasik 30-60 sn) metanolde ve 2 dk da transfer
soliisyonunda bekletildi. PVDF yapili membranlarin transfere hazir hale gelmesi ardindan
jeller elektroforez tankindan c¢ikarildi ve ince bir spatula yardimiyla kaset camlari
birbirinden dikkatlice ayrildi. Bu asamada jel kaseti olusturan iki camdan birinden
ayrilirken diger camin iizerinde kaldi. Jelin iizerinde bulunan fazlalik boélgeler spatula
yardimuiyla kesilerek atildi ve jel lizerinde kaldig1 camdan distile suyla yikanarak ayrildu.

Bu sirada ic¢inde soguk transfer tamponu bulunan bir kap igerisine blotlama
asamasinda kullanilmak {izere transfer kagitlar1 (whatman kagitlar1) konularak soguk
transfer tamponu ile 1slanmasi saglandi. Transfer cihazinin ilgili bolmesine iist iiste iki
kat transfer tamponu ile 1slatilmis transfer kagidi yerlestirildi. Kagitlar arasinda olusan
hava kabarciklarin1 ¢ikarmak i¢in iizerinden rulo ile gecilerek diizlestirildi. Bu transfer
kagitlarinin lizerine PVDF yapili membran yerlestirildi ve bir kez daha rulo ile
diizlestirildi. PVDF yapili membranin iizerine elektroforez asamasi tamamlanarak
kasetten ayrilmis jel yerlestirildi ve {lizerine iki adet daha transfer kagidi konularak yine

hava kabarciklar1 rulo yardimu ile ¢ikarildi. Transfer cihazinin ilgili b6lmesi, bu bélmeye
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ait 6zel kapagi ile kapatilarak cihaza yerlestirildi. Cihaz 25 volt 7 dk siireye ayarland1 ve
transfer igslemi tamamland.

Transfer islemi ardindan membrana gegen non-spesifik baglanmalar1 engellemek
lizere yapilan bloklama islemi membranin oda sicakligi kosullarinda bir calkalayici
yardimiyla 1 saat boyunca %>5’lik siit tozu ile muamelesi seklinde gerceklesti.

Primer Antikor ile Inkiibasyon

Primer antikorlar, %5’lik BSA (%0,1 Tween 20 iceren TBS c¢ozeltisi i¢inde
hazirland1) ile primer antikora 0zgii kilavuzlarinda Onerilen konsantrasyonlarda
hazirlandi. Membranlar hazirlanan bu primer antikorlar (ATGS, ATG7, Beclin-1, p62,
BAX, BCL-2 ve Cleaved B-Aktin (1:500),) ile +4 °C’de karistiricida bir gece boyunca
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi membranlar 3 defa 10 dk boyunca TBS-T ¢ozeltisi ile
yikandu.

Sekonder Antikor ile Inkiibasyon

Sekonder antikorlar, %5°lik BSA (%0,1 Tween 20 igceren TBS ¢ozeltisi i¢inde
hazirlandi) ile hazirlandi. Primer antikor inkiibasyonundan sonra oda sicakliginda 3 defa
10 dk TBS-T ¢ozeltisi ile yikanan membranlar yikamanin ardindan tiim primer antikorlar
icin Anti-rabbit IgG HRP-linked sekonder antikoru (1:1000) ile oda sicakliginda
karistiricida 1 saat inkiibasyona birakildi, Sekonder antikor inkiibasyonu tamamlandiktan
sonra membranlar yine 3 defa 10 dk TBS-T ¢ozeltisi ile yikandi.

Membranin Goriintillenmesi

Sekonder antikor inkiibasyonu sonrasi 3 kez yikamanin ardindan membran temiz
bir pens ile 151k gegirmeyen bir kaba alinarak Western ECL Substrate icerisindeki
sollisyonlarinin 1/1 oranindaki karisimi (Thermo Scientific, ABD, kat. n0:32106) ile
muamele edildi. Membran iizerindeki protein bantlar1 Sygene G:BOX goriintiileme cihaz
yardimila goriintiilendi. Protein bantlar1 daha sonra Image J (Version 4.03.05, Sygene,

Cambridge, Ingiltere) yazilimi ile hesaplandi.

3.10. istatistiksel Analizler

Calisma sonunda elde edilen veriler IBM SPSS statistics version 24.0 for
Windows paket program ile istatistiksel olarak analiz edildi. Istatistiksel analiz siirecinde
Shapiro Wilk testi kullanilarak elde edilen verilerin normal dagilima uygunlugu
degerlendirildi. Analizler Kruskal Wallis H testi ile yapildi, gruplar arasi

karsilagtirmalarda 6nemli farklilik belirlendiginde Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney
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U testi kullanildi. Nicel veriler ortalama deger + standart sapma ile 6zetlendi ve p<0.05

degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

30



4. BULGULAR

4.1. Salusin-p’nin NDS ve Davrams Testleri Uzerine Etkisi

4.1.1. Salusin-p>nin NDS Uzerine Etkisi

Intranazal olarak uygulanan Salusin-B’nin SI/R modeli olusturulan gruplarda NDS
lizerine etkisi Sekil 4.1°de verildi. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda, bu skorun
SI/R grubuna gore Salusin-B uygulanan grupta anlamli olarak diistiigii belirlendi

(p<0.05).
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Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade
edildi. a ve b birbirinden farkli olup farkli harfler gruplar arasindaki istatistiksel farki gostermekte, ayni
harfler istatistiksel olarak fark olmadigin belirtmektedir; *°p<0.05

Sekil 4.1. Salusin-f’nin NDS {izerine etkisi
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4.1.2. Salusin-p’nin Rotarod Test Siiresi Uzerine Etkisi

Intranazal olarak uygulanan Salusin-B’nin rotarod test siiresi {izerine etkisi Sekil
4.2°de verildi. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda bu siirenin SI/R grubunda kontrol
grubuna gore anlaml bir diisiis gosterdigi (p<0.05), Salusin-p grubunda ise SI/R grubuna
gore artig gosterdigi ve bu artisin anlamli oldugu belirlendi (p<0.05).
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ROTAROT TEST SURESI (SN)
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30 F

Kontrol SIR SI/R + Salusin-p

(Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade
edildi. a, b ve c birbirinden farkli olup farkli harfler gruplar arasindaki istatistiksel farki gostermekte, ayni
harfler istatistiksel olarak fark olmadigini belirtmektedir; »>°p<0.05)

Sekil 4.1. Salusin-B’nin rotarod test siiresi lizerine etkisi
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4.1.3. Salusin-p’nmin Yapiskan Cikarma Siiresi Uzerine Etkisi

Intranazal olarak uygulanan Salusin-B’nin yapiskan ¢ikarma siiresi {izerine etkisi
Sekil 4.3’te verildi. Bu siire SI/R grubunda kontrol grubuna gére istatistiksel olarak
anlaml sekilde daha yiiksek, Salusin-p grubunda SI/R grubuna gére istatistiksel olarak
anlamli sekilde daha diisiiktii. (p<0.05). Salusin-f grubunda kontrol grubuna kiyasla
yapigkan c¢ikarma siiresinde azalma goriilmiistiir fakat istatistiksel olarak anlaml

bulunmamaistir (p>0.05).
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Kontrol SI/R SI/R + Salusin-p

Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade
edildi. a, b birbirinden farkli olup farkli harfler gruplar arasindaki istatistiksel farki gostermekte, ayni

harfler istatistiksel olarak fark olmadigim belirtmektedir; *° p<0.05

Sekil 4.2. Salusin-f’nin yapiskan ¢ikarma siiresi tizerine etkisi
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4.1.4 Salusin-p’nmin Kavrama Giicii (Grip Strenght) Testi Uzerine Etkisi

Intranazal olarak uygulanan Salusin-p’nmn kavrama giicii (grip strenght) testi
tizerine etkisi Sekil 4.4’te verildi. Bu test ile hesaplanan sol penge kavrama giicii agirlik
oran1 SI/R grubunda kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu ve Salusin-f uygulanan

grupta bu oranin SI/R grubuna gére anlamli olarak artt181 belirlendi (p<0.05).
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Kontrol SI/R SI/R + Salusin-p

(Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade
edildi. a, b, ¢ birbirinden farkl1 olup farkli harfler gruplar arasindaki istatistiksel farki gostermekte, ayni
harfler istatistiksel olarak fark olmadigimi belirtmektedir; #*¢ p<0.05).

Sekil 4.3. Salusin-’nin kavrama giicii (grip strenght) testi ile hesaplanan sol penge/sag
penge kavrama giicli orani lizerine etkisi
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4.2. Salusin-p’nin infarkt Alam1 Uzerine Etkisi

Intranazal olarak uygulanan Salusin-B’nin infarkt alan {izerine etkisi Sekil 4.5’te
verildi. SI/R grubunda meydana gelen infarkt alannin, Salusin-B uygulanmas ile azaldig

ve bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p<0.05).

Kontrol SI/R  SI/R + Salusin-§
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Kontrol SI/R  SI/R + Salusin-p

Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade
edildi. a, b birbirinden farkli olup farkli harfler gruplar arasindaki istatistiksel farki géstermekte, ayni

harfler istatistiksel olarak fark olmadigim belirtmektedir; #°p<0.05

Sekil 4.4. Salusin-f’nin infarkt alan {izerine etkisi

4.3. Salusin-p’nin Apoptotik ve Otofajik Protetin Seviyeleri Uzerine Etkisi

4.3.1. Salusin-p’min Apoptotik Protein Seviyeleri Uzerine Etkisi

A. Salusin-p’nin BCL-2 Protein Seviyeleri Uzerine Etkileri

Intranazal olarak uygulanan Salusin-B’nin beyin dokusundaki BCL-2 protein
seviyesi iizerine etkisi Sekil 4.6’da verildi. SI/R grubunda bu seviye kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde diisiiktii. Salusin-B uygulanan grupta ise SI/R

grubuna gore BCL-2 seviyesinin azaldig: belirlendi (p<0.05).
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Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade
edildi. a ve b birbirinden farkli olup farkli harfler gruplar arasindaki istatistiksel farki gostermekte, ayni
harfler istatistiksel olarak fark olmadigin belirtmektedir; *°p<0.05).

Sekil 4.5. Salusin-f’nin BCL-2 protein seviyesi iizerine etkisi
4.3.2. Salusin-p’min Otofajik Protein Seviyeleri Uzerine Etkisi

A. Salusin-p’nin Beclin-1 Protein Seviyeleri Uzerine Etkileri

Intranazal olarak uygulanan Salusin-B’nm beyin dokusundaki Beclin-1 protein
seviyesi iizerine etkisi Sekil 4.7°de verildi. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda SI/R
grubunda bu seviye kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde diisiik
oldugu Salusin-p uygulanan grupta ise SI/R grubuna gére Beclin-1 seviyesinin azaldig
belirlendi (p<0.05).
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Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade
edildi. a ve b birbirinden farkli olup farkli harfler gruplar arasindaki istatistiksel farki gostermekte, ayni
harfler istatistiksel olarak fark olmadigin belirtmektedir; #°p<0.05

Sekil 4.7. Salusin-fB’nin Beclin-1 seviyeleri iizerine etkisi

B. Salusin-p’nin ATGS5 Protein Seviyeleri Uzerine Etkileri

Intranazal olarak uygulanan Salusin-B’nin beyin dokusundaki ATG5 protein
seviyesi lizerine etkisi Sekil 4.8’da verildi. Yapilan istatistiksel analizler SI/R grubunda
ATGS protein seviyesinin kontrol grubuna gore diisiik oldugunu gdosterdi. Salusin-f3
uygulanan grupta ise SI/R grubuna gére ATG5 seviyesinin arttig1 belirlendi. Fakat bu

art1s istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.
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Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade
edildi.

Sekil 4.8. Salusin-B’nin ATGS protein seviyesi lizerine etkisi
C. Salusin-p’nin p62 Seviyeleri Uzerine Etkileri
Intranazal olarak uygulanan Salusin-B’ nin beyin dokusundaki p62 protein seviyesi
lizerine etkisi Sekil 4.9°da verildi. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda SI/R grubunda
p62 protein seviyesinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu, Salusin-f uygulanan grupta
ise SI/R grubuna gore bu seviyenin diistiigii belirlendi. Fakat bu istatistiksel olarak

anlamli bulunmadi.
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Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar Bonferroni

diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade
edildi.

Sekil 4.9. Salusin-f’nin p62 protein seviyesi lizerine etkisi
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5. TARTISMA

Si beyne giden damarlarin tikanmasi sonucu serebral kanlanmanin azalmasi
ve/veya kesintiye ugramasiyla meydana gelen yogun noéronal hasar ile karakterize
patofizyolojik siirectir. NDS, SI/R olusumu sonras1 meydana gelen nérolojik bozukluklari
inceleyen bir skorlama yontemidir ve bu yontemde cogunlukla Baderson skorlama
metodu kullanilmakta bdylece hayvandaki SI/R hasarina bagli olarak gelisen ndrolojik
bozukluklar tespit edilebilmektedir (96). Infarkt alan hesaplamast TTC boyama
metoduyla dokudaki canli ve cansiz bolgelerin ayrimi ile cansiz doku alaniin tespiti
esasina dayanip SI/R’nin neden oldugu hasarm bilyiikliigiinii gostermektedir (97).
Davranis testlerinden rotarod SI/R nedenli denge-motor koordinasyon kaybinmn
degerlendirilmesini saglar (98). Yapiskan ¢ikarma testi somatosensoriyel kaybin
belirlenmesini saglar (99). Kavrama giicii testleri ise 6n pencelerde kavrama giicii
kaybinin degerlendirilmesini saglamaktadir (100).

Salusin-B’nin viicuttaki hem noéronal proliferasyonu, ndrogenezi arttirict ve
noroinflamasyonu azaltici hem de SI/R nedenleri arasinda yer alan metabolik
parametreleri iyilestirici rolleri SI/R hasarini hafifletebilecegini akla getirmektedir (20).
Parkinson hastalik modeli olusturulmus farelerde intranazal Salusin-f uygulanan gruptaki
farelerin telde asili kalma siirelerinin Parkinson hastalik modeli olusturulmus gruptaki
farelere gore arttigi bildirilmistir. Bu sonuglar Salusin-f'nin Parkinson hastalik modeli
olusturulmus farelerde motor fonksiyonlarini iyilestirdigi seklinde yorumlanmistir (20).
Yaptigimiz calismada Salusin-f’nin rotarod test siiresini uzattii, yapiskan ¢ikarma
stiresini kisalttig1 ve gii¢ testi sonuglarini iyilestirdigini belirledik. Buradan yola ¢ikarak
motor fonksiyonlarini iyilestirdigi yorumu yapilabilir.

Apoptoz, hiicre ¢ekirdeginde biiziisme ve kromatin yogunlagmasi ile baglayan ve
bunu sitoplazmada vakuol olusumu ile yogunlagmanin takip ettigi programli hiicresel
olim siirecidir (101). Bu siiregte rol alan sirasiyla anti-apoptotik ve pro-apoptotik
proteinlerden olan BCL-2 ve BAX proteinleri dne ¢ikmaktadir (102, 103). SI/R siirecinde
BCL-2 protein seviyesi diiserken BAX protein seviyesinde artis goriiliir. Bu durum SI/R
stirecinde apoptotik aktivitenin artigina ve buna bagli ndronal hasara neden olur (104).
Calismamizda, Salusin-B uygulanan grupta anti-apoptotik BCL-2 proteini seviyesi SI/R

grubuna gore daha diisik bulunmustur. Salusin-f uygulamasinin anti-apoptotik
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proteinlerden olan BCL-2 protein seviyesini diisiirerek apoptozu indiikledigi sonucu elde
edilmistir.

Yapilan bir ¢aligma Salusin-f'nin yiiksek glikoz ile indiiklenen insan retinal kilcal
endotel hiicrelerinde Kaspaz-3 ve BAX'In ekspresyonlarinda belirgin sekilde artis , BCL-
2 ekspresyonunda ise azalma gozlenmis bunlar goz Oniine alininca Salusin-B'nin
inflamasyonu ve apoptozu siddetlendirdigini diisiinmiislerdir (105).

Yapilan bir c¢alismada sisplatin ve lipopolisakkarit ile indiiklenen bdbrek
hasarinda Salusin-B’nin rolii arastirilmis ve Salusin-f ekspresyonunun, renal tiibiiler
hiicrelerde sisplatin ve lipopolisakkarit tarafindan indiiklenen bobrek dokularinda yukari
regiile edildigi bulunmustur. Ayrica ¢alismada, sisplatin kaynakli renal tiibiiler hiicre
apoptozu lizerinde Salusin-B’nin yikim veya asir1 ekspresyonunun etkileri incelenmis,
kaspaz-3 aktivitesinde sisplatinin neden oldugu artislar Salusin-p geninin nakavt edilmesi
ile biiytik 6l¢iide azaltilmistir. Bu bulgular, apoptozla iligkili proteinlerin 6l¢timii ile daha
da desteklenmistir. Sisplatin hasari, BAX, kaspaz-3 ve PARP dahil olmak {izere hiicre
apoptozu ile ilgili proteinlerin ekspresyonlarin1 6nemli 6l¢iide artirmis. Bununla birlikte
(106), anti-apoptoz ile iliskili protein Bcl-2 seviyelerini diistirmistiir, Salusin-'nin gen
silinmesi ile bu durum tersine ¢evrilmistir (107). insan gébek kordonu endotel hiicrelerine
yiiksek glukoz uygulanan bir ¢alismada apoptotik proteinlerden olan kaspaz-3 ve BAX
protein seviyesinin arttig1t BCL-2 protein seviyesinin ise azaldigi belirlenmistir. Salusin-
B’nin baskilanmasiyla kaspaz-3 ve BAX protein seviyesinin azaldigi BCL-2 protein
seviyesinin ise arttig1 belirlenmistir. Bu sonuglara bakildiginda Salusin-f3 baskilanmasinin
yiiksek glikoz kaynakli apoptozu azaltt181 bildirilmistir (108). Bizim ¢alismamizda ise SI
kaynakli azalan BCL-2 seviyesinin Salusin-p uygulamasi ile daha da azaldigini tespit
ettik. Elde ettigimiz bu sonuglar Salusin-f'nin inflamasyonu ve apoptozu siddetlendirdigi
yoniindedir.

Otofaji (otofagositoz), hiicreleri gereksiz stres ve uyumsuz hiicre sinyallerinden
muhafaza eden hiicre diizeyindeki savunma mekanizmalarindan biridir (66). Otofajinin
temel tetikleyicileri, SI/R patofizyolojisinde yer alan hiicredeki hipoksik ortam, azalmis
ATP diizeyleri ve mitokondriyal hasardir (109). Buna karsin hiicrede otofajik siirec ile
enerji Uretiminin saglanmas1 ve hiicresel hasarin en aza indirilmesi amaclanir (110).
Otofaji, SI/R hasarinmn ilerlemesinde olduk¢a &nemlidir. Hasarli proteinleri ortadan
kaldirmak ve Si’nin ilk asamasinda hiicrenin hayatta kalmasimi desteklemek icin bir

onarim mekanizmasi gorevi gordiigii ancak asir1 otofajinin de apoptozu destekleyerek
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hiicrenin hayatta kalmasi engelledigi ve bdylece SI/R hasarmi agirlastirdig
bildirilmistir (106). Dolayistyla otofajinin SI/R patofizyolojisiyle tetiklenerek ndronal
hasar1 siddetlendirici mi yoksa enerji iiretiminin saglanmasi yoluyla néronal hasara kars1
koruyucu mu oldugu heniiz tam aydinlatilmamistir (111). Genel kan1 otofajinin faydali
olabilecegi yoniinde olsa da otofajinin hangi diizeyde aktif olmasinin yararl veya zararl
olacagi hususunda heniiz literatiire tatmin edici diizeyde kanitlar sunulamamustir.

Otofajide en kiymetli adim otofagozom olarak isimlendirilen kesecigin olugmasi
daha sonra bu kesecige hedef organel ve proteinlerin segilerek alinmasidir (112). Bu
mekanizmada otuzdan fazla protein gorev alir ve bunlar “Otofaji-liskili Gen (ATG)”
olarak tanimlanmaktadir (113). Otofagozomun olusumunda, uzamasinda, otofagozoma
hedef organel/proteinlerin segici bir sekilde alinmasinda ve otofagozomun kapanmasinda
Beclin-1, ATGS, ATG7 ve p62 proteinleri anahtar rol oynayan proteinlerdir (114, 115).
Beclin-1, otofaji siirecinde otofagozom olusumunun baslamasinda rol oynayan en 6nemli
bir proteindir (116). Beclin-1 otofagozomal membranin olusumunda gerekli oldugu i¢in
otofaji aktivasyonunun belirlenmesinde biyo belirte¢ olarak kullanilmaktadir (117).
ATGS ve ATGT7 proteinleri ise otofajiyi indiikleyen esansiyel proteinlerdir. ATGS5 ve
ATG7 proteinler1 otofagozomal membranin uzamasinda ve kapanmasinda
kritik/esansiyel rol oynamaktadirlar (118). Yapilan bir caligmada otofaji gostergesi olan
ATGS proteininden yoksun farelerde norodejeneratif hasar gelistigi ve bu durumun otofaji
baskilanmasi ile iligkili oldugu tespit edilmistir (119). Yapilan bir diger ¢calismada ATG7
yoksunu farelerde otofaji kaybina bagli olarak norodejenerasyonun meydana geldigi
gosterilmistir (120). Bu caligmalar otofajik aktivitenin baskilanmasinin néronal hasari
artirdigin1 diigiindiirmektedir.

Guo H, ve ark. tarafindan sag orta serebral arterin okliizyonu ile olusturulan
farelerde uzaktan ekstremite iskemik ardkosullama yapilarak iskemik hasarin azaltilmasi
hedeflenmistir. Elde edilen sonuglara gore tedavi grubunda Beclin-1 ile ATGS5 protein
seviyelerinin arttig1 ve p62 protein seviyeleri ile infarkt alanin azaldig1 gérilmistiir (121).
Bu calisma otofajik aktivitedeki artigin SI/R’nin neden oldugu ndronal hasari
hafifletebilecegini diisiindiirmektedir. Salusin-B’min SI/R hasar1 iizerine tedavi edici
etkinligini inceledigimiz ¢alismamizda ATGS5 protein seviyesinin SI/R olusturulan gruba
kiyasla arttig1, p62 seviyesinin ise azaldigin1 bulduk ve bu verilerimizin Salusin-f’nin

otofajik aktiviteyi artirarak SI/R hasarmn azaltabilecegi yoniindedir.
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Yapilan bir ¢aligmada ise otofaji siirecinin baslangi¢ asamasindaki 6nemli bir
diizenleyici molekiil olan Beclin-1, SI’nin hipoperfiizyon hasariyla énemli dlgiide arttig
daha sonra uygulanan Breviscapine ile seviyesinin asag1 regile oldugu ve
Breviscapine’nin sigan felg modelinde Beclin-1 seviyesini diisiirerek noroprotektif bir
etki ortaya koydugu gosterilmistir (122). Bir diger ¢alismada ise Beclin-1’ azalmasinin
otofaji aktivasyonunu inhibe ettigi ve fokal serebral enfarktiisten sonra ipsilateral
talamusa ikincil norodejeneratif hasar1 onledigi bildirilmistir (123). Yapilan baska bir
calismada da Si sonras1 Katalpol uygulamas1 Beclin-1 ekspresyonunu asagi regiile ederek
SI sonrasi noronal yaralanmayr ve asir1 otofajiyi hafiflettizi bulunmustur (124).
Calismamizdan elde etti§imiz veriler, SI sonrasi uygulanan Salusin-B’nin Beclin-1
seviyesini anlamli sekilde azalttig1 ve boylece asir1 otofajik aktivitenin dnlenmesine sebep
olarak SI/R hasarinda Salusin-B’nin iyilestirici etkileri olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Literatiirde Salusin-p’nin /R iizerine etkilerinin incelenip degerlendirildigi
calismalar oldukga siirlidir. Yapilan bir ¢aligmada kardiyak hipertrofisi olan sicanlarin
kalp dokusunda artmis ATGS5 diizeylerinin Salusin-B'nin asag: regiilasyonundan sonra
baskilandig1 gosterilmistir (125). Salusin-B'nin baskilanmasi kardiyak hipertrofisi olan
siganlarin kalbindeki LC3 ve Beclinl diizeylerinin artisini da engellemis ve bu sonuglarla
Salusin-B'nin  asag1 regiilasyonunun, otofaji yoluyla kardiyak hipertrofisini
hafifletebilecegi ortaya konulmustur (125). Baska bir calismada ise otofajinin
uyarilmasmin noroprotektif etkinlik gostererek spinal kord hasarmi azaltabilecegi
bildirilmistir (126). Calismamizda, SI sonrasi Salusin-p uygulamasiyla ATGS protein
seviyesinin artirdii, p62 protein seviyesini ise azaldigimi belirledik ancak bu
degisikliklerin istatistiksel olarak anlamli olmadigim1 gordiik. Buna karsin Beclin-1
protein seviyesinin ise anlamli olarak azaldigim belirledik. Istatistiksel olarak anlamli
olmamakla beraber ATGS protein seviyesindeki artis ve p62 protein seviyesindeki
azalmay1 otofajik aktivitenin diisiik diizeyde uyarildig1 seklinde yorumladik. Bununla
birlikte Beclin-1 seviyesindeki anlamli azalma Salusin-f'nin otofajik aktiviteyi
baskilandig1 anlamina gelmektedir. Asir1 otofajinin apoptozu destekledigi ve hiicrenin
hayatta kalmasini engelledigi bdylece SI/R hasarini agirlagtirdig: yapilan calismalarda
gosterilmistir (106). Bu bakimdan Salusin-f'nin, Beclin-1 seviyesini azaltmasinin asiri
otofajik aktiviteyi engellenmis olabilecegi ve bdylece SI/R hasarmi hafifletici bir etki

ortaya koyabilecegini diisiinmekteyiz
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Mevecut literatiir verileriyle birlikte calisma sonuglarimiz incelendiginde SI/R
sonrasinda Salusin-f uygulamasi ile NDS skorunda azalma, infarkt alanda azalma ve
davranis testleri lizerinde iyilesmeye neden oldu bu etkinin otofajik belirteclerdeki artisin
apoptotik belirteclerdeki artisin dniine gecerek SI sonrasi Salusin-p uygulamasinin SI

hasarina kars1 iyilestirici etkilerinin olabilecegi gdstermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu arastirma, deneysel SI/R modeli olusturulan sicanlarda Salusin-B'nin intranazal
olarak uygulanmasinin etkilerini incelemeyi amagladik. Calismamizin sonuglarina gore
Salusin-p uygulamasi, SI/R nedeniyle norolojik defisit skorlarinda meydana gelen artis1,
etiket ¢cikarma testindeki uzamis siireyi ve infarkt alanin anlamli olarak azalmasina sebep
oldu. Ayn1 zamanda rotarod ve kavrama giicii testlerinde SI/R’ye bagli olarak meydana
gelen azalmalar1 da anlamli diizeyde iyilestirdi. Bu wveriler 1s13inda Salusin-f
uygulamasinin  SI/R  hasrinin olusturdugu néro-motor-koordinasyon fonksiyonlarda
toplam bir iyilesmeye neden oldugu sdylenebilir.

Salusin-f uygulanmasiin etkilerinin apaptoz ve/veya otofaji aracilt m1 olarak
olustugunun gosterilmesi i¢in de BCL2, Beclin-1, ATG5 ve p62 seviyelerini Western
Blot yontemiyle belirledik. SI/R sonrasinda anti-apoptotik BCL2 protein seviyesinde
meydana gelen bir azalmanin, Salusin-B uygulanmasiyla anlamli bir azalma sekline
geldigini gozlemledik. Bu sonucu, Salusin-B uygulamasinin apoptozun siddetlendirdigi
seklinde yorumladik.

Otofajik genlerden Beclin-1 ve P62 protein seviyelerinin Salusin-8
uygulanmasiyla azaldigin1 ancak bu azalmalarin sadece Beclin-1 i¢in anlamli oldugunu
gbzlemledik. Salusin-f uygulanmasi, ATGS protein seviyelerinde ise artis meydana
getirdi ancak bu artig istatistiksel olarak anlamli degildi. Beclin-1 protein seviyelerindeki
anlamli azalmanin asir1 otofajik aktiviteyi baskilayici yonde bir etkiyi gosterdigini
sOyleyebiliriz. ATGS ve p62 protein seviyelerinde meydana gelen ancak anlamli olmayan
degisimler ise kismen otofajik bir aktivitenin bagladig1 seklinde yorum yapmamiza neden
olmustur. Asir1 otofajik aktivitenin hiicresel hasara sebep olduguna dair literatiirde
bilgiler bulunmaktadir. Ancak otofajik biyobelirteglerin (Beclin-1, ATG5 ve p62)
seviyelerinde ne diizeyde bir degisiklik (artma/azalma) oldugunda bunun asir1 otofajik
aktivite olarak degerlendirilecegine dair literatiirde herhangi standart bir 6lgek veya
degerlendirme yontemi bulunmamaktadir. Bu nedenle ¢alismamizdan elde edilen veriler
baglaminda Beclin-1 protein seviyelerinde meydana gelen ve otofajik aktivitenin anlamli
olarak baskilandigina kanit saglayan bu bulgu ile ATG5 ve P62 protein seviyelerinde
meydana gelen ve otofajik aktivitenin artigina isaret eden ancak istatistiksel olarak
anlamli olmayan degisimlerin belki de bir denge olusturarak asir1 otofajik aktiviteyi

dengeledigi diisiintilebilir. Boylelikle norolojik defisit skorlamalarinda, etiket ¢ikarma,
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rotarod ve kavrama giicii testlerinde SI/R kaynakli meydana gelen kayiplarin anlamli
olarak geri kazanilmasina katki yaptigi sdylenebilir. Bununla birlikte, apoptoz yolaginin
sadece anti-apoptotik BLC2 gibi bir belirteg ile belirlenmeye ¢alisilmasi ¢alismamiz igin
bir simirlilik olusturmaktadir. Bax gibi pro-apoptotik ilave belirteclerin seviyelerinin
belirlenmesi ile yolagin daha iyi anlagilabilmesine katki saglayabilir. Calismamiz i¢in bir
diger kisithlik da  histolojik  bir  parametrenin  sunulmamis  olmasidir.
Immunohistokimyasal veya benzeri bir goriintiileme yontemi ile otofajik ve apoptotik
siireclerle ilgili ilave ve destekleyici kanitlar elde etmek miimkiin olabilirdi. Bu
kisitliliklar da dikkate alinarak planlanacak yeni ¢aligmalarla mekanizmaya daha ayrintili

kanitlar saglanabilecektir.
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