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Beyin iskemi-Reperfiizyonu Olusturulan Si¢anlarda 3°,4’-Dihydroxyflavonol Uygulamasinin

Matriksmetalloprotein Okludin, Klaudin ve Beta Aktin Diizeylerine Etkisi

Delal Ezgi Akinci
Fizyoloji Anabilim Dal

YUKSEK LIiSANS TEZIi / KONYA-2025

Iskemi sirasinda etkilenen bélgeye kan akimi ve enerji substratlarinin diisiisii ve iskemi sonrasi
bu molekiillere ani maruz kalma reperfiizyon olarak isimlendirilir. Iskemi kadar reperfiizyonun da hiicre
ve dokulara zarar1 olabilmektedir. Bu calismanin amaci erkek sicanlarda beyin I/R ve 1 haftalik siireli
3',4'-Dihydroxyflavonol tedavisinin frontal korteks ve hipokampiis dokusunda matriks metalloprotein
(MMP), okludin, klaudin ve B- aktin diizeylerine olan etkisini belirlemekti. 28 adet Wistar-albino tipi
erkek sicandan olugan deney gruplari su sekilde olusturuldu: 1-Kontrol grubu (n=6): Bu gruptaki
hayvanlara herhangi bir anestezi ve cerrahi islem yapilmadi.

2-Sham Grubu (n=6): Bu gruptaki hayvanlarda genel anestezi olusturulduktan sonra karotid arter
bolgeleri acilip kapatildi. Uygulama sonrasi 1 hafta siireli ¢oziicii uygulamasi yapildi (1 ml DiOHF
¢oziiciisii).

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

4-Iskemi-Reperfiizyon + DiOHF Grubu (n=8): Genel anestezi altinda siganlarda karotid arterler
30 dakika ligasyonla iskemi yapildiktan sonra reperfiizyon ve sonrasinda 1 hafta siireli DIOHF takviyesi
yapildi.

Bir haftalik tedavi sonrasi genel anestezi altinda hayvanlar oldiriilerek frontal korteks ve
hipokampiis dokular1 alindu. ilgili dokularda klaudin, okludin, B-aktin ile MMP-3 ve MMP-9 seviyeleri
incelendi. I/R frontal korteks ve hipokampiiste klaudin ve okludin seviyelerini baskilarken, B-aktin,
MMP-3 ve MMP-9 degerlerini artirid1. 1 hafta boyunca 3',4'-Dihydroxyflavonol uygulamas: I/R ile
olusan bozulmalar diizeltti.

Calisma sonuglar1 I/R sonrasi 1 hafta siireli 3',4'-Dihydroxyflavonol tedavisinin fokal beyin
[/R’nin frontal korteks ve hipokampiiste olusturdugu yapisal hasar gostergelerindeki degisimleri belirli
oranda diizelttigini ortaya koymaktadir.

Anahtar Sozciikler: iskemi/Reperfiizyon; 3',4'-Dihydroxyflavonol; klaudin, okludin, p-aktin,
MMP-3, MMP-9 ve sican
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SUMMARY
REPUBLIC OF TURKIYE
SELCUK UNIVERSITY
HEALTH SCIENCES INSTITUTE

Effect of 3',4'-Dihydroxy flavonol Supplementation on Matrixmetalloprotein, Claudine,
Occludine and B-Actine Levels in Rats with Brain Ischemia-Reperfusion

Delal Ezgi Akinci
Department of Physiology

MASTER’S THESIS / KONYA-2025

The reduced blood flow and energy substrates to the affected area during ischemia and sudden
exposure to these molecules after ischemia is called reperfusion. Reperfusion can be as damaging to
cells and tissues as ischemia. This study aims to examine the effects of brain I/R and 1-week 3',4'-
Dihydroxyflavonol treatment on Matrix metalloproteins (MMP), occludin, claudin, and B-actin, levels
in frontal cortex and hippocampus tissue in male rats. Experimental groups consisting of 28 Wistar-
albino type male rats were formed as follows: 1-Control group (n=6): No anesthesia or surgical
procedure was applied to the animals in this group. 2-Sham Group (n=6): After general anesthesia was
created in the animals in this group, the carotid artery regions were opened and closed. After the
application, solvent application was performed for 1 week (1 ml DiOHF solvent). 3-Ischemia-
Reperfusion Group (n=8): After isolating the carotid arteries in rats under general anesthesia, they were
ligated for 30 minutes and ischemia and then reperfusion was performed.

4-Ischemia-Reperfusion + DiIOHF Group (n=8): After ischemia was performed by ligating the
carotid arteries in rats under general anesthesia for 30 minutes, reperfusion was performed and then
DiOHF supplementation was performed for 1 week.

After one week of treatment, the animals were sacrificed under general anesthesia and frontal
cortex and hippocampus tissues were taken. The levels of claudin, occludin, B-actin and MMP-3 and
MMP-9 were examined in the relevant tissues. While I/R suppressed the levels of claudin and occludin
in the frontal cortex and hippocampus, it increased the levels of B-actin, MMP-3 and MMP-9. 3'4'-
Dihydroxyflavonol supplementation for 1 week corrected the deteriorations caused by I/R.

The study results show that 1 week of 3',4'-Dihydroxyflavonol treatment after I/R corrects the
changes in structural damage indicators caused by focal brain I/R in the frontal cortex and hippocampus
to a certain extent.

Keywords: Ischemia/Reperfusion; 3',4'-Dihydroxyflavonol; claudin, occludin, B-actin, MMP-
3, MMP-9 and rat
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1. GIRIS
1.1. iskemi

Yerel kan akisinin azalmasi ya da bloke edilmesiyle ortaya ¢ikan iskemide;
beynin beslenmesini saglayan kan akimmin kisitlanmasina sebep olan bir
pihtilagsma olay1, emboli veya hipoperfiizyon sonucu dokulara yetersiz glikoz ve
oksijen ulasir (Gonzalez ve ark 2007). Bunun sonucunda merkezi sinir sisteminde
sinaptik bosluga salinan ndrotransmitter olan glutamatin anormal artigi, asidoz
toksisitesi ve iyon dengesizligi, oksidatif stres, inflamasyon, apoptoz, peri-
enfarktiis depolarizasyon gibi farkli zamanlarda gerceklesen patofizyolojik siirecler
noronlar, glialar ve endotelyal hiicre hasari veya oliimiine yol agabilmektedir
(Gonzalez ve ark 2007).

Iskemi ve sonrasinda yeniden kan akimiyla olusan reperfiizyonla olusan hasar
kalp, beyin, bobrekler, akciger, iskelet kasi ve karaciger lizerinde organ tahribatiyla

sonuglanabilir (Chamoun ve ark 2000).

1.1.1. iskemik Beyin Hasarimin Olusum Siireci

Insanda toplam viicut kiitlesinin %2’si, tiiketilen oksijen miktarma gére ise
%20’lik kismi1 kapsayan beyin (Edvinsson ve Krause 1993); néron plazma
membraninda depolarizasyon (zarin pozitif potansiyele donmesi), repolarizasyon
(dinlenim durumuna geri donme) ve hiperpolarizasyon (denge durumundan daha
da negatiflesme) gibi potansiyellerle iyon dengesini korur. Olusturulan aksiyon
potansiyelleriyle uyar: sinir lifleri arasinda elektriksel ve kimyasal sinaps olarak

aktarilir.

Bu siirecte pre-sinaptik membrandaki vezikiilde bulunan ndrotransmitterler
post-sinaptik membrandaki reseptdriine baglanarak post-sinaptik membranda bir
dizi reaksiyonun baslamasini saglar. Tim bu olaylar igin ATP gerekmektedir.
Beyin oksidatif fosforilasyonla ATP iiretmek i¢in oksijene ihtiya¢c duymaktadir
(Hall ve Guyton 2016).

Noronlarin plazma membraninda bulunan Na*/ K* ATPaz iyon pompasi igin
bile beynin tirettigi enerjinin %70’i kullanilmaktadir (Edvinsson ve Krause 1993).

Ayrica ekstraselliiler sividaki kalsiyum konsantrasyonu, intraselliiler sivinin



yaklagik 10* kat1 yogunluktadir. Noronlarda istirahat durumunda membran zari
kalsiyuma gegirgen olmadigi i¢in kalsiyumun zar potansiyeline bir katkis1 yoktur.
Ancak duysal reseptorler, dentrit, akson sonlanmalarinda bulunan voltaj kapili
kalsiyum kanallar1 ya da post-sinaptik hiicre membranindaki ligant kapili kalsiyum

kanallarinin ag¢ilmasi depolarizasyonla sonuglanabilir (Hall ve Guyton 2016).

Iskemi nedeniyle enerjinin yetersiz olmasi plazma membraninda bulunan
Ca* ATPaz pompasinin hiicre i¢i kalsiyum dengesini korumasini engeller. Hiicre
i¢i kalsiyum konsantrasyonunun yiikselmesi kalsiyum bagimli proteazlari, lipazlar
ve DNAazlan aktiflestirir (Edvinsson ve Krause 1993). Bu durum hiicrelerin
katabolizma nedeniyle 6limiiyle sonuclanir. Temel bilesenlerin yeniden sentezi
icin de ATP olmadigindan dolay1 bu yikici enzimler hiicrenin nekrozuna neden olur

(Doyle ve ark 2008).

Endothelium endothelial injury - .
E_1= =) - E & s & 1= )

Nellh’W —. TIGAR | DRAM
T MMPs_—"
944-/,{2 ROS = (HIFD)——» [BNIP3 || NIx

3 Pro-inflammatory ) )\
DAMPs 3 zfxﬁ& — cytokines PT‘YTs:\
Microglial cell erforin — 5| pe2
oglal cel T TNF @

§ »X&
@ '\“‘, ) ~
P TAR @ERR) ———XO000K

— T
Damaged neuron/astrocyte Nucleus

Excitatory amino
acid release

. .
Glutamate

Inflammatory response l
/ Autophagy

g FAS activation

Bd-2 —

NADPH oxidation
Xanthine oxidase
Arachidonic acid pathway

Cytochrome C " .
> release — Caspase activation

Apoptpsis

Protein oxidation
Cell death Lipid peroxidation
DNA damage

Oxidative stress

Sekil 1.1. Iskemi sonucu beyinde olusan glikoz-oksijen yoksunlugu sonucu Na-K
pompasinin iglevini gerceklestirememesi sonucu olugan membran depolarizasyonu;
glutamatin stirekli salinimina neden olur. Hiicre i¢i artan kalsiyum inflamasyon,
otofaji ve apoptozis gibi hiicre 6liimiine neden olan sinyal yollarimi tetikler (Zhu ve
ark 2022).

Ozetle; oksijen ve glikoz yoklugu astrositlerden glutamat salinimina sebep

olarak noronlarda eksitotoksik sinyalizasyon aktive olur. Bu siire¢ ndronal hasara



ve noron Oliimiine yol agarak mikroglialari etkinlestirir. Hem olusan noronal hasar
hem de periferik bagisiklik hiicrelerinin MSS’ye tasinmasi mikroglialarin
aktivasyonunu gii¢lendirerek daha fazla hasara sebep olur. Pro-inflamatuar
sitokinlerin salinmasi néron hasarini arttiran endotel aktivasyon ve kan beyin
bariyerinin bozulmasiyla sonuglanir. Lokositlerin iskemik bolgeye akin etmesi
artmig sitokin salinimina ve noéroinflamasyona yol acar. Bununla birlikte
noronlardan ‘Help me’ sinyalleri salinir. Amag astrositleri ve mikroglialari koruyan
faktorlerin salmimudir. Iskemik kaskad karmasik bir dizi olaydan olusmaktadir.
Tam anlamiyla aciklamak miimkiin degildir. Ancak bununla ilgili baz1 modeller

onerilmistir (Fisher ve Savitz 2022).
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Sekil 1.2. iskemik kaskad &zeti (Fisher ve Savitz 2022).

1.1.2. Oksidatif Stres

Oksidatif stres beyin iskemisinde néronlarda doku hasari ve hiicre 6liimiinde
etkilidir. Normal sartlar altinda mitokondri hiicre i¢i artmig Ca*™, Na* ve ADP
diizeylerine kars1 reaktif oksijen tiirleri (ROS) tiretir. Noronlarda diger organlara
gore daha diisiik seviyelerde endojen antioksidan oldugundan dolayr ROS’a kars1

nispeten daha savunmasizlardir (Coyle ve Puttfarcken 1993). Bunun yani sira
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mitokondriler ROS’a kars1 hassas olup oksidatif stres mitokondriyal iglevi bozabilir
(Li ve ark 2016). Siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSHPx),
katalaz enzimleri {tretilen ROS’lar1 temizler. Yapilan bir g¢alismada SOD
tirlerinden olan konjuge SODI1 enzimi, fokal beyin iskemisi yapilan siganlarda

infarkt hacmini azaltmada olumlu sonug¢ vermistir (He ve ark 1993).

I/R’de H202, OH, Oz gibi reaktif oksijen tiirleri birikmektedir. Iskemi
sonucu antioksidan savunmalar etkisizlestigi i¢in OH radikali hizla artarak hiicre
membranlar1 da dahil olmak {izere protein yapilara zarar verir ve dolayisiyla lipit

peroksidasyonunu da aktive eder (Dorweiler ve ark 2007).

Iskemi sonrasi reperfiizyon mitokondride artmis ROS iiretimiyle beraber
endojen antioksidanlarin bu radikaller tarafindan tiiketilmesi hiicre ici ROS’ta daha
fazla bir artisa neden olur. Gergeklestirilen ¢alismada iskemik dokularda ROS’ un
lipitler, proteinler ve niikleik asitler gibi makromolekiillerle oksidatif hasara
dogrudan katildig1 ve hiicresel 6liimle sonuglanabildigini gostermistir (Sugawara
ve Chan 2003).

Indirgenmis glutatyon (GSH) antioksidanlar1 yenilemektedir (Kontos 1985).
Wistar albino si¢anlarla yapilan bir ¢aligmada antioksidan sistemin eritrosit GSH
seviyelerinin iskemi reperfiizyon grubunda baskilandigi bildirilmistir (Dasdelen ve
ark 2021).

Kan damarlarinin yakininda olusan siiperoksit, NO ve peroksinitrat gibi
radikallerin iiretimindeki artis reperflizyon siiresince artar ve reperfiizyonun sebep
oldugu hasarda oOnemli rol alir. Bunlar matris metalopreteazlar1 (MMP)
etkinlestirerek damar duvarinin biitiinliglinii bozar, kan beyin bariyerinin
gecirgenligini arttirir.  Yine oksidatif stres sonucu noétrofiller ve I8kositler
serebrovaskiiler sisteme yogun olarak toplanir bunun sonucunda damar

gecirgenligini arttiran enzimler serbest hale gelir (Crack ve Taylor 2005).

Endotelyal hiicrelerde eNOS’lardan diisiik konsantrasyonlarda salgilanan
nitrik oksitin (NO), damarlarda dilatasyon, 16kosit adhezyonunu inhibe edici, hiicre
ici sinyal yolaklarinda diizenleyici islevleri vardir (Hein ve ark 2003). I/R
durumunda artan siiperoksit radikalleriyle NO tepkimeye girer ve toksik

peroksinitrit ve nitrojen trioksit olusumuna neden olur. Boylelikle ortamdaki



endojen NO azaldig1 i¢gin NO’nun koruyucu etkileri de ortadan kalkar ve ROS
olusumu tetiklenir (\VVaghasiya ve ark 2010).

Serebral iskemi ve 30 dakikalik ardisik reperfiizyon uygulanan geng ve yash
sicanlarda beynin farkli kisimlarinda lipit peroksidasyonunda ve ROS iiretiminde
belirgin bir artig, antioksidan enzim sistemlerinde azalma gézlemlenmistir. Ayrica
incelenen beyin bolgeleri arasinda hipokampiis en fazla sekilde etkilenen bolge

olarak bildirilmistir (Ghosh ve ark 2013).
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Sekil 1.3. Iskemik hiicre &liim yollar1 (Lipton 1999). Oksijen metabolizmasinin
inhibisyonuyla dogrudan baglantili olan iskemik hiicre 6liimii karmagik bir siirecin
sonucu olusur. pH’in diismesi, ATP molekiiliiniin tilkenmesi ve yeniden
tiretilememesi, mitokondriden salinan serbest radikaller, sodyum-potasyum
pompasinin ATP yoklugundan dolayi islevini yerine getirememesi nedeniyle hiicre
i¢i sodyum konsantrasyonunun artmasiyla depolarizasyon olusumu. Bunlar iskemi

stirecinde gerceklesir ve hasara sebep olan siirecin pargalaridir.



1.2. Iskemi Sonras1 Reperfiizyon

Iskemi sirasinda etkilenen bolgeye kan akimi ve enerji substratlarinim diisiisii
ve iskemi sonrasi bu molekiillere ani maruz kalma reperfiizyon olarak isimlendirilir.
Iskemi kadar reperfiizyonun da hiicre ve dokulara zarar1 olabilmektedir. Iskemi
sonrasi hiicreler arasi bariyerler bozulur ve inflamatuar hiicre gociinii kolaylastiran
adhezyon molekiillerinin saliniminda artis olur. Reperfiizyonun yeniden
saglanmasiyla inflamatuar hiicreler hasarli alana yapisabilirler. Boylece
inflamasyona destek veren maddeler hiicre baglantilar1 arasinda farkli hiicrelere
aktarilabilir (Bonventre ve Zuk 2004). Reperfiizyon sonrast ROS {iretimi 6zellikle
O2 iretimi olduk¢a hizlidir. NO, O2 ile tepkime vererek néronal oliime sebep
olabilir (Hata ve ark 2000). Reperfiizyonla oksijenin tekrar saglanmasi hasarli
mitokondri, ksantiz oksidaz ve nitrik oksit sentaz enzimleri ROS iiretimini asir
arttirir. Bu sistemlerin olusturdugu hasar hiicre 6liimii tizerinde etkilidir (Dorweiler
ve ark 2007).

Iskemik inmeli kisilerde erken reperfiizyon ve beyin dokusunun
kurtarilmasiyla iskemik dokudaki nekroz boyutu azalabilir ve klinik tablo
iyilesebilir (Schaller ve Graf 2004).

1.3. Iskemide Kan Beyin Bariyer (KBB) Biitiinliigii

KBB, beyin homeostazinin korunmasinda onemli rol alir. MSS’yi kan
yoluyla gelen eksojen ve endojen maddelerden korur. KBB endotel hiicreler
arasindaki siki baglanti proteinleriyle korunur (Benz ve Liebner 2020). Okludin ve
klaudinler siki baglant1 proteinlerinin hiicre dis1 bilesenini olusturmaktadirlar ve
KBB olusumu igin gereklidirler (Sonoda ve ark 1999). Klaudin-5, ZO-1 ve okludin
sik1 baglant1 proteinleri arasinda en dnemlileridir. Calismalardan bazilar1 hipoksi
durumunda KBB gecirgenliginin genellikle bu proteinlerle iliskili oldugunu

gostermistir (Aggarwal ve ark 2018).

Whnt/B-katenin sinyal yolu KBB gelisimini kontrol eder ve klaudin, ZO-1
diizeyini arttirarak KBB fenotipini gii¢lendirir (Wang ve ark 2016). Iskemide KBB
bozulmasi oksidatif stres, inflamasyon ve MMP aktivasyonu ile iliskilidir. Sik1
baglanti proteinlerinin disfonksiyonu da iskemide KBB’nin bozulmasinin nedenleri
arasindadir (Bernardo-Castro ve ark 2020). MMP’ler sik1 baglanti proteinlerini ve

hiicre dis1 matris bilesenlerini pargalar (Yang ve Rosenberg 2011).



MMP-9 geri dondiiriilemez bir hasara yol agabilir. Beyinde dncelikli olarak
aktif olan MMP’ler MMP-3 ve MMP-9’dur. Aktivator protein-1 (AP-1) ve NF-kB
transkripsiyon bolgeleri MMP-3 ve MMP-9 olusumunda rol alir. MMP-9 aktif olan
MMP-3 tarafinda aktive edilir. Inflamasyon siirecinde salinan sitokinler MMP’leri

etkiler. MMP’ler ve sitokinler inflamasyonda artar (Yang ve Rosenberg 2015).
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Sekil 1.4. (Yang ve Rosenberg 2015). Reperfiizyon hasari KBB’nin iki asamali
acilmasina neden olur. Erken ag¢ilma, MMP-2’nin aktivasyonuyla reperfiizyonun
baslangicindan birka¢ saat sonra gerceklesir. Bu ilk asama gecici ve geri
dondiiriilebilirdir. 24 ve 72 saat sonra inflamatuar yanit MMP-3 ve MMP-9
indiiklenmesine neden olarak damarlarda geri doniisiimsiiz hasar birakir (Yang ve

ark 2011).

1.4. iskemi/reperfiizyon Hasarinda Okludin, Klaudin, g-aktin ve MMP’lerin
Rolii

1.4.1. MMP-3 ve MMP-9’un I/R Hasarindaki Rolii

Cinko baglayici proteolitik enzim ailesinden olan MMP tiirlerinden MMP-9,
merkezi sinir sisteminde siki baglanti proteinlerini parcalayarak KBB’nin
bozulmasina neden olur (Yang ve ark 2007). Serebral iskemi sonrasi MMP-9

ekspresyonu artar ve KBB hasar1 olusmasinda rol alir (Kamada ve ark 2007).



Pro-MMP-9 aktif forma MMP-3 varliginda doner (Yang ve Rosenberg 2015).
Beyinde aktif MMP’lerden biri olan MMP-3 artisiyla KBB hasar1 olusur ve
periferdeki inflamatuar sitokinlerin beyin hiicrelerine geg¢mesiyle bu durum

noroinflamasyon ve néronal 6liim ile sonuglanir (Zhao ve ark 2006).

Sicanlarda serebrovaskiiler diiz kas hiicrelerinde I/R‘den sonra MMP-9
ekspresyonunun arttig1 goriilmiistiir (Maddahi ve ark 2009). Akut iskemik inmede
artmis MMP-9 seviyelerinin mortalite ve major sakatlik riskiyle iliskili oldugu da
diistiniilmektedir (Zhong ve ark 2017). MMP-9 seviyeleri beyin 6demi ve
hemorajik doniisiimle iliskili bulunmustur (Wang ve ark 2020). iskemi sonrasi
hemorajik kanama riski olan hastalar1 ayirt etmek i¢cin MMP-9 degerlerini test

etmek yararl olabilir (Wang ve ark 2018).

I/R sonucu salinimi artan sitokinlerden TNF-o ve IL-1’in matris
metalloproteinazlar tetikledigi ve seviyelerinde artisa neden oldugu bildirilmigtir

(Kimura-Ohba ve Yang 2016, Qiu ve ark 2021).

Akut iskemide rt-PA uygulamasi ve LOX-1/MMP-9 inhibisyonunun inme
tizerindeki etkilerinin arastirildigi bir ¢aligmada; 12 ve 24 saatlik reperfiizyon
sirasinda c¢esitli inflamasyon belirteclerinin arttigi ve kan bariyer biitlinligi
belirteglerinin mRNA seviyelerinin ise azaldigi bildirilmistir. MMP-9 seviyelerinde
de artis oldugu belirtilmistir. Beyin mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde LOX-
1/MMP-9 inhibisyonunun MMP-9 seviyelerini, inflamasyonu ve MMP-9
aktivasyonunu azalttigini rt-PA tedavisiyle norolojik fonksiyonda olumlu bir etki
saglayarak iskemik inmenin olumsuz etkilerini hafiflettigi goézlemlenmistir

(Arkelius ve ark 2024).

Ayrica siganlar iizerinde yapilan baska bir ¢alismada sonuglar MMP-2 ve
MMP-9 aktivitesinin I/R hasarryla énemli bir sekilde arttigini gosterdi. Iskemi ve
histon deasetilaz 1 (HDACT1) iliskisinin incelendiginde, HDAC1 disfoksiyonunun
iskemi sonrast ROS seviyelerini arttirarak MMP-2 ve MMP-9 aktivitelerini daha da
arttirdigi bildirilmistir (Wang ve ark 2023).

1.4.2. Okludin ve Klaudinin I/R Hasarindaki Rolii

I/R hasar1 sonucu salinan sitokinler kan beyin bariyer biitiinliigiinli saglayan
okludin, klaudin ve ZO-1 gibi sik1 baglant1 proteinlerine zarar vererek gegirgenligi

arttirabildigi rapor edilmistir (Han ve ark 2019).



102 erkek Sprague Dawley sican1 kullanilan bir calismada iskemik sicanlarda
toplanan beyin dokusunda ZO-1 ve okludin seviyelerinde azalma goriildi ve
I/R’nin kan beyin bariyerine zarar verdigi gézlemlendi. Calismada amag iskemi ve
histon deasetilaz 1 (HDACI1) iliskisinin incelenmesiydi. HDAC1 disfoksiyonunun
iskemi sonrast ZO-1 ve okludin gibi sik1 baglant1 proteinlerinin yikimiyla KBB

hasarini arttirabilecegi sonuglarina ulagilmistir (Wang ve ark 2023).

Transmembran proteini ve ilk izole edilen zar proteini olan okludin, endotel
hiicre siki baglanti proteinlerinin 6nemli bir bilesenidir. KBB gecirgenliginin

korunmasinda rol alir (Feldman ve ark 2005).

]

- bozunma

Hemoraji, 6dem,
inflamasyon j

SINIR HASARI

Sekil 1.5. Serebral iskemide kan beyin bariyer biitiinliigiiniin bozulmasi (Liu ve ark
2021).

1.4.3. B-aktin

Hiicrelerde kiiresel monomer yapida ve filamentli polimerizasyon yapisinda
bulunan B aktin dkaryotik hiicrede yaygin ve bol bulunan bir proteindir. B aktinin 2
formu vardir. G-aktin ve F-aktin. Hiicre dis1 formlar1 da mevcuttur. (Hiicre dist
matriste, viicut sivisinda serbest sekilde bulunma ve hiicre zarinin dis ylizeyiyle
baglant1 kurma) (Sudakov ve ark 2017). Aktinin hiicre dis1 ortamlarda bulunmasi

hiicre yikimi ya da aktif aktin iiretimi nedeniyle olabilir (Kaczmarek ve ark 2013).



Inme riski belirteci olarak B aktin incelendiginde; akut serebral enfarktiis
grubunda [ aktin seviyelerinin akut olmayan gruba gore anlamli olarak daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir (Zhang ve ark 2016). B aktinin sercbral iskemi siirecinde

artisinin nereden kaynaklandigi net degildir.

Sicanlarda yapilan ¢alismada, 2 saatlik fokal serebral iskemiyi izleyen 24
saatte B-aktinin parcalandigi tespit edilmistir (Ye ve ark 2018). Hipoksik iskemi
sonucu prematiire sicanlarda beyaz cevherdeki F-aktinin membrandaki igerigi

azalmig ve plazma konsantrasyonu artmustir (Li ve ark 2007).
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Sekil 1.6. Iskemi sonucu oksidatif stres, kalsiyum birikimi ve aktin oksidasyonu
sonucu B-aktin filamentleri bozulur. Reperfiizyon evresinde sitoskeletal ¢okme,

mitokondri hasar1 ve apoptoz meydana gelir.

Aktin baglayici protein olan drebrin, eksitotoksisitenin neden oldugu beyin
hasar1 sonucu pargalanir (Chimura ve ark 2015). Drebrin konsantrasyonu dendritik
dikenlerde aktin polimerizasyonunu degistirerek sinaptik ileti lizerinde etkin rol
oynar. In vivo ve in vitro ¢alismalarda serebral iskemi durumunda da drebrin

parcalanmasi gdzlemlenmistir (Simon ve ark 1984).

Iskemi ve hipoksi durumunda aktin monomer halinden polimerizasyon haline
dinamik olarak gecer. F-aktin capraz bagli bir kasilma demetidir ve aktin
kasilmasina sebep olabilen, hiicre morfolojik kasilmasina ve hasarli baglanti
olusumuna yol agabilen stres lifleri olusturarak endotel bariyer gecirgenligini

arttirir (Dudek ve Garcia 2001). F-aktin demeti endotel hiicrelerin sikiligini ve
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KBB’yi korumak i¢in 6nemli olan siki baglant1 proteinlerini stabilize etmek i¢in

hiicre-hiicre sinirinda bulunur (Alhadidi ve ark 2016).

Dejeneratif néronlarda F-aktin azalmasi ve gegici agregasyonu yaygindir.
Global serebral iskemili sicanlarda reperfiizyon sonrast hipokampal CAl
noronlarinda F/G-aktin orani azalmistir ve F-aktindeki azalma iskemik hasarin

ilerlemesiyle baglantili bulunmustur (Guo ve ark 2019).

Kofilaktin ¢cubuklar1 (CAR), kofilin-1 ve aktinin 1:1 agregatlaridir. Iskemik
kosullara maruz kalan noéronlarda CAR olusumu gozlenmistir. Kofilin-1 asir1
ekspresyonu kofilin-aktin ¢ubuk olusumunu baslatarak sinaptik yapi1 ve islevi
bozabilir ve CAR olusumunu uyarabilir (Jang ve ark 2005). Oksijen-glikoz
yoksunlugu sonucu olusan iskemide ATP tiilkenmesinin CAR olusumu i¢in gerekli
olmadig1 anlagilmistir. Oksijen-glikoz yoksunlugu sonucu olugan CAR, hem
glutamat reseptor antagonistleri hem de NADPH oksidaz inhibitorleri tarafindan
engellenmistir. Bu yol oksijen-glikoz yoksunlugunda iskemide CAR olusumunun
biyokimyasal yolagini agiklar. Iskemik inmede CAR’lar ndrit kaybina neden olur

(Mai ve ark 2024).

Hipokampal CA1 alt bolgesinde sicanlarda iskemiden dolay: filament6z F-
aktinin azaldig1 ve yine CAl boélgesinde F-aktin/G-aktin oraninda belirgin bir
azalma mevcuttur. F-aktin hasari iskeminin gelisimiyle es zamanl olarak ilerler
(Zhang ve ark 2022).

Aktin-spesifik bir metiltransferaz olan SET domain protein 3 (SETD3),
serebral I/R hasar1 sonucu sigan néronlarinda azaldig: tespit edilmistir. SETD3
baskilanmasi I/R kaynakli ndronal 6liimii arttirmaktadir. SETD3 diizeylerindeki
diisiis ve aktin polimerizasyonunun artmasinin iskemik néronal 6liime kars1 koruma

sagladig1 rapor edilmistir (Xu ve ark 2021).

1.5. Sitoskeletal Koruma

Iskemik kosullarda oksijen ve glikoz eksikligi nedeniyle ATP’nin azalmasi,
hiicre i¢i kalsiyum birikimi ve oksidatif stres gibi faktorler aktin filamentlerinin
yapisal biitiinliigiinii bozmakta ve bu durum hiicre morfolojisinde ciddi sorunlara
neden olmaktadir. Aktin hiicre iskeletinin en 6nemli bilesenlerinden biri olup G-
aktin (monomer) ve F- aktin (filament6z) formlarda bulunur. Fizyolojik kosullarda

bu ikisi arasinda siirekli bir denge mevcuttur. Ancak iskemi sirasinda bu denge
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bozulmakta olup F-aktin miktarinda azalma goriilmektedir. Sonug itibariyle endotel
hiicrelerde stres lifleri olusur, hiicreler arasindaki baglantilar zayiflar ve KBB

gecirgenligi artar (Dudek ve Garcia 2001, Li ve ark 2023).

Literatiirde flavonoidlerin, sitoskeletal yapi iizerinde dogrudan etkileri
oldugu; RhoA/ROCK2 sinyal yolunu baskilayarak aktin filamentlerinin
dagilmasini engelledigi ve hiicre bariyer islevini destekledigi bildirilmistir (Ning ve
ark 2024).

e Oksijen-glikoz yoksunlugu
e ATP azalmasi
e Ca?* birikimi

v
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77 RhoA/ROCK2
¥4 Aktivasyonu
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Sekil 1.7. Flavonoidlerin iskemide sitoskeletal koruma mekanizmasi.
Flavonoidler RhoA/ROCK2 yolunu baskilayarak aktin filament stabilitesini
korur (Ning ve ark 2024).

1.6. Flavonoidler

Fito-besin elemanlar1 olarak tanimlanan meyve ve sebzelerde farkli renklerde
bulunan 8000°den fazla ¢esidi tamimlanan flavonoidler ya da diger adiyla
biyoflavonoidlerin saglik tizerinde olumlu etkileri bulunmaktadir. Anti-inflamatuar
Ozellikleri sayesinde bagisiklik sisteminde antioksidan olarak fayda

saglamaktadirlar (Grimble 1994, Jeena ve ark 2013).

Antioksidan sistemler, mitokondri icinde serbestlenen ROS’lara karsi

hiicreyi korur. Antioksidan mekanizmanin ¢alisma sistemindeki bir aksaklik
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dokularda dejeneresyonu arttirarak sagligi bozan bir hasar olusturur. Yapilan bir¢ok
calisma flavonoidlerin antioksidan mekanizmay1 destekledigini gostermektedir.
Mast hiicrelerine kars1 antiinflamatuar etki eden kuarsetin (Bell ve ark 2015), kalp
kas1 ve mitokondriyal zarlarda bulunan lipit bilesenlerini koruyan koenzim Q10,
‘evrensel antioksidan’ lipoik asit, C ve E vitaminini destekleyen ayrica
antioksidanlar icerisinde onemli bir rolii olan glutatyon flavonoidlere ornek
gosterilebilir. Sinerjistik bir ¢alismayla ROS etkisini bloke eden antioksidan
mekanizmaya dogal besinlerde ve takviyelerde bulunan flavonoidlerin destekleyici
etkisi bulunmaktadir (L.Kathleen Mahan 2019). Flavonoidlerin MSS ve MSS tiirev
hiicrelerini koruduguna dair kanitlar mevcuttur (Youdim ve ark 2002). insan
beyninin endotel hiicreleri, sigan (b.ENDS) ve farelerin (RBE4) beyin endotel hiicre
bolgelerinde bazi flavonoidlerin kan beyin bariyerini gegtikleri yine flavonoidlerin

endotel KBB ile pozitif etkilesime girdigi bildirilmistir (Youdim ve ark 2003).

Narda bulunan bir flavonoid olan fisetin, hiicresel mekanizma sistemi olan
Nrf2-ARE yolunu etkinlestirerek ROS seviyelerini azaltip antioksidan enzim
seviyelerini arttirarak oksidadif stres lizerinde olumlu etki gdstermistir. Sican
kullanilarak yapilan bu calisma polifenollerin iskemi sonrasi ndroplastisiteyi ve

iyilesmeyi destekleyebilecegi fikrini gliglendirmistir (Zheng ve ark 2008).

1.6.1. Flavonoidlerin Beyne Ulasma Asamalar:

Bagirsak emilimi

Flavonoid emiliminin ilk safthalar1 bagirsakta gerceklesir. Sindirim sirasinda
enzimatik reaksiyonlar sonucu flavonoidler genelde glukuronidasyon, siilfatasyon

veya metilasyon gibi yolaklarda metabolize olur (Scalbert ve Williamson 2000).

Kan dolasimina gecis

Flavonoidler portal dolasima gegerek karacigere ulasir. Karacigerde suda
¢Oziinlir hale gelerek metabolize edilmis formlar1 kan dolasimi yoluyla taginir

(Manach ve ark 2004).
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Kan beyin bariyeri

Kan beyin bariyeri her maddenin gegisine izin vermez. Flavonoidlerin bazi
metabolitleri aktif tasiyict proteinler veya pasif difiizyon yoluyla kan beyin
bariyerinden gegcebilir (Youdim ve ark 2003).
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Sekil 1.8. KBB’den gegen flavonoid gruplarindan 6rnek gecis yollari. Reseptor

aracili endositoz, lipid membran flizyonu, makropinositoz, endositoz yollar: (Yu ve
ark 2025).

Beyinde tasinma

Bariyeri astiktan sonra flavonoidler genelde sinir hiicreleri, astrositler ve
mikroglia gibi hiicreler tarafindan alinir. Burada antioksidan, antiinflamatuar ve
noroprotektif etkiler gdosterirler. Aynm1 zamanda beyin hiicrelerindeki sinyal

yolaklarini diizenleyerek ndrotransmitter tiretimine katki saglarlar (Spencer 2009).

Noroprotektif etkiler

Flavonoidler beyinde oksidatif stresi azaltir, inflamasyonu baskilar ve sinir
hiicrelerinin yasamasini destekler. Ogrenme, hafiza ve bilissel fonksiyonlari

gelistirdigi ortaya ¢ikan ¢alismalar da mevcuttur (Williams ve Spencer 2012).
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1.6.2. Flavonoidler ve I/R

Flavonoid fisetinin I/R hasari {izerindeki etkileri incelenmek igin farelerle
yapilan c¢aligmada sonuglar umut vericidir. Fisetin I/R sonucu olusmus protein
hasarmi hafifletmis ve MCAO/R ve oksijen-glikoz yoksunlugunun neden oldugu
ubikitinlenmis protein agregasyonu ve noronal 6limii 6nlemistir. Ubqlnl beyin
dokularinda proteastazi arttirarak I/R hasarinin azalmasina katki saglar (Gu ve ark

2024).

Bir flavonoid olan morinin fokal iskemi iizerindeki etkisini arastiran
calismada; morin tedavisinin serebral iskemi iizerinde olumlu etkileri gézlemlendi.
Antioksidan seviyelerinin yiikseldigi, proinflamatuar sitokinlerin mRNA
ekspresyonunun azaldigi, apoptoz ve inflamasyonun baskilandigi bildirilmistir.
Ayrica siganlarda iskemi sonrast hipokampiis ve kortikal alanlarda asir serbest
radikal olusumundan dolayr motor aktivite ve fleksiyon testlerinde azalma
goriilmiistiir. Morin uygulamasi norolojik hasarlar1 hafifleterek motor aktiviteyi
onemli Ol¢iide diizelttigi gézlemlenmistir (Chen ve ark 2017).

Tablo 1.1. Baz1 flavonoidlerin I/R hasarma etkileri.

Flavonoid Etki Mekanizmas1 Hedef MMP  iskemide Etkisi ~ Kaynak
Antioksidan, NF- Noronal hasar1 ve (Lee ve ark

Quercetin kB inhibisyonu MMP-9 | O0demi azaltir. 2011).
Caspase-3/9 Apoptoz (Choi ve
Kaempferol aktivasyonu, anti- MMP-9 | baskilanir,
. Ahn 2008).
inflamatuar koruyucudur.
UV ve
Fisetin ROS/MAPK yolu MMP-3 |, inflamasyon (Jang ve
baskisi MMP-1 | kaynakli hasar1 ark 2023).
azaltir.
Anti-inflamatuar, (Ota-Elliott

Sudachitin mikrogliay1 inhibe Belirtilmemis ]jze;ﬁﬁmfarktlm ve ark

eder 2024).

Shuangshen Ningxin formiilii geleneksel Cin tibbinda miyokardiyal I/R
hasarinin tedavisinde kullanilmaktadir. 45 dakikalik iskemi ve 24 saatlik
reperfiizyon saglanan sicanlara 7 giin SSNX uygulanmistir. SSNX’in

mitokondriyal membran hasarini azaltabilecegi, mitokondriyal apoptozu inhibe
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ettigi, endotel fonksiyonu korudugu ve I/R hasarimi hafifletebilecegi calismada
gozlemlenen sonuglardandir (Liu ve ark 2024). Serebral I/R’li siganlara kaempferol
tedavisi yapilmistir. Tedavi sonucu serebral enfarktiis hacminin azaldigi, iskemi
sonrasi inflamasyon ve KBB hasarinin hafifledigi goriilmistiir. Ayrica
transkripsiyon faktorii NF-kB, p65 fosforilasyonu ve transpozisyonunu azaltarak
pro-inflamatuar proteinlerin ekspresyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Li ve ark
2019). Prosiyadin B2 serebral iskemili siganlarda norolojik bozukluklar1 ve KBB
hasarin1 hafifletir (Wu ve ark 2015). Izosakuranetinin I/R durumunda kan beyin
bariyeri hasarindaki etkisi incelendiginde, kullanilan Evan Blue sizintisinin 6nemli
Ol¢iide azaldig1 tespit edilmistir (Janyou ve ark 2024). Erkek Wistar siganlarinin
kullanildig: bir ¢aligmada sicanlar sham ve iskemik olmak {izere 4 gruba ayrilmistir.
Fokal beyin iskemisi icin karotis arterlerde 60 dakika boyunca kan akimi
durdurulmustur. Iskemiyi takiben 2 hafta boyunca siganlara 1-2 ml/kg dozlarinda
Kombucha ¢ay1 gavaj yoluyla uygulanmistir. Kombucha ¢ayinda bulunan bitkiler
fenolik bilesikler olusturmaktadir. Caligmanin sonucunda; beyin o6demi ve
anfarktiis hacminin belirgin derece azaldig1 ayrica kan ve beyin malondialdehit
(MDA) seviyelerinin de azaldig1 gozlemlenmistir. Bu uygulamanin motor engelleri
iyilestirdigi, periferik kandaki notrofil sayisinin azalttigmi bildirildi (Mesgari-
Abbasi ve ark 2024).

Iskemi sonrast 6- gingerol ile tedavi edilen sicanlarda korteks ve
hipokampiisteki enfarktiis hacminin azaldig1 gézlemlenmistir. Tedavi olmaksizin
beyin iskemisi korteks ve hipokampiisiin alt bolgelerinin tiimiinde néronal hasara

neden olmustur (Kongsui ve Jittiwat 2023).

Seksen dort yetiskin Sprague- Dawley siganinin kullanildigi bu ¢alismanin
amaci, bir flavonoid olan quercetinin giinliik takviyesi ve kombine egzersiz
egitimiyle iskemik sigan beyinlerinde fonksiyonel bir iyilesmenin saglanip
saglanamayacagimin belirlenmesiydi. Siganlar dinlenme kontrollii orta serebral
arter oklliizyonu (MCAO), quercetin tedavili MCAO, egzersiz egitimli MCAO ve
egzersiz egitimi ile beraber quercetin tedavili MCAO seklinde gruplara ayrilmistir.
Egzersiz egitimi ve quercetin ile tedavinin; oksidatif stresi ve enfarktiis hacmini
onemli Ol¢iide azalttigi, antioksidatif ve antiapoptotik sinyallesmeyi arttirdigi ve
motor fonksiyonu iyilestirdigi bulgular1 elde edilmistir. Quercetin, antioksidatif ve

antiapoptotik sinyallemeyi arttirmak igin PI3/Akt aktivitesinin yukar1 regiile
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olmasiyla beyin iskemisinden sonra egzersiz aracili fonksiyonel iyilesmeyi

arttirmistir (Chang ve ark 2014).

Glycyrrhiza uralensis ’in bileseni isoliquiritigenin (ISL) bir flavonoiddir. ISL
anti-inflamatuar, antioksidan, anti-apoptik etkiler gosterir (Peng ve ark 2015). Bu
etkileri géz Oniine alinarak ISL’nin I/R iizerindeki etkilerin incelemek amaciyla
fareler tizerinde gercgeklestirilen calismada; ISL oksidatif stresi azaltmis,
mitokondriyal disfonksiyonu iyilestirmistir. Nrf2 yolunun aktivasyonu ve
mitokondriyal islevin geri kazandirarak néronal apoptozu Onledigi bildirilmistir
(Lan ve ark 2024). Kuvvetli néroprotektif etkilere sahip bir flavonoid Chrysin
MCAO model si¢anlarda, serebral I/R hasarinda ferroptozu, HIF-1a/CP dongiistinii
hafifletmistir. Bu mekanizma hipoksiye bagli faktér la ve seruloplazmin (CP),
oksidasyon reaksiyonlar1 ve demirin tasinmast icin kritiktir. HIF-1a
ekspresyonunun artmasi serebral I/R hasarini agirlastirmaktadir (Shang ve ark
2024).

Flavonoid tiiri olan formononetin, I/R hasar1 olan si¢anlarda beyin
dokusundaki disfonksiyonu ve patolojik sorunlari hafifletebilecegi, apoptoz alanini
azaltabilecegi tespit edilmistir. Ayrica PARP-1/PARG/Iduna sinyal yolagim
diizenleyerek I/R hasarimi iyilestirmistir (Luo ve ark 2024). PARP-1’nin I/R
hasarinda artmis oldugu ve formonentinin bu proteini PARP1 inhibitorii ile azalttigt
goriilmiistiir. Iduna’nin ise I/R hasarint PARP-1’den farkli olarak hafifletebilecegi
kesfedilmistir (Xu ve ark 2019).

1.6.3. Flavonoidlerin I/R Hasarinda MMP-3 ve MMP-9’a Etkisi

Flavonoid alt grubundan olan soya izoflavonlarinin iskemi/reperfiizyon (I/R)
hasarinin serebral korteksteki etkisinin arastirildigi 120 fare {izerinde yapilan
calisma sonucunda iskemi nedeniyle matrix metalloprotein 9 (MMP-9)
ekspresyonu artmistir. Calismada soya izoflavon grubundaki ndérolojik eksiklik
skorunun iskemi/reperfiizyon grubuna gore anlamli derecede diisiik oldugu
goriilmiistiir. Soya izoflavonlari, MMP-9 ekspresyonunu inhibe etmistir (Li ve ark
2023).

Flavonoid alt grubundan olan kalikozin-7-O-p-D-glukozidi (CG) izoflavon
tedavisi uygulanan sicanlarda CG, in vitro beyin mikrovaskiiler endotel hiicreleri

ve in vivo MCAO I/R sigan modelinde enfarktiis hacmini, histolojik hasar1 ve kan

17



beyin bariyeri gecirgenligini 6nemli derecede azaltmistir. MMP’lerin (MMP-2 ve
MMP-9) ekspresyonunu ve aktivitelerini belirgin sekilde inhibe etmistir (Fu ve ark
2014).

Carthamus tinctorius L. (CTL) olarak adlandirilan aspir bitkisinin
flavonoidlerinin MCAQO’lu siganlarda MMP’ler ve I/R’de apoptoz iizerindeki
etkilerini arastiran c¢alismada, TIMP1’in (metaloproteinaz 1’in doku inhibitorii)
hayvan I/R modelinde azaldig1 goriilirken CTL bunu arttirmistir. MMP’lerin CTL
tarafindan regiilasyonunun, TIMP1’in asag1 regiilasyonuyla negatif iliskili
olabilecegi iddia edilmistir. Sonuglar CTL’nin MMP’leri diizenleyip apoptozu
bloke ederek I/R hasari lizerinde faydali etkileri olabilecegini diisiindiirmektedir

(Chang ve ark 2020).

Sprague-Dawley siganlari tlizerinde R. Laevigata Michx meyvesindeki
flovonoid bakimindan zengin ekstratin (FRE) serebral I/R hasarina kars1 koruyucu
etkileri arastirildi. FRE’nin agiz yoluyla uygulanmasi sonucunda hayatta kalma
prevelanst artmig, I/R’nin vermis oldugu hasar hafiflemistir. Ayrica hasari
destekleyen MMP-9 ve diger etken degerleri de azalma gostermistir (Zhang ve ark
2013).

Bir tiir flavonoid olan baicilinin serebral iskemi felcinde gecikmis t-PA (doku
plazminojen  aktivatorii) tedavisiyle hemorajik transformasyonu (HT)
zayiflatabilecegi diisiiniilmiis ve erkek Spragu-Dawley sicanlari lizerinde test
edilmistir. Baicalin ile 6liim oranlar1 6nemli derecede azalmis, t-PA aracili kan
beyin bariyer bozulmasi ve HT nin iyilestigi goriilmiistiir. Bunun yaninda baicalin

MMP-9 ekspresyonunu ve aktivitesini inhibe etmistir (Chen ve ark 2018).

E. breviscapus enjeksiyonunun, flavonoidlerinin ve kafeoil bilesenlerinin
MCAO siganlar iizerinde etkisi aragtirilmistir. E. breviscapus enjeksiyonu,
flavonoid ve kahve asidi bilesikleri igermektedir. Calisma sonucunda iskemik beyin
dokusunda MMP-9 ekspresyonunun azaldigi goézlemlendi (Liu ve ark 2021).
Sprague-Dawley siganlariyla yapilan bir ¢aligmada bir tiir flavonoid olan
Pinocembrin (PCB) siganlara 6n tedavi olarak uygulanmistir. Beyin 6demi ve
enfarktlis iyi derecede azalmistir. 6 saatlik iskemiyi takiben davranig sonuglari
iyilesme gostermistir. MMP-9 ve MMP-2 aktivasyonlarini engellemistir (Ma ve ark
2018).
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Herba Epimedii’den tiiretilen bir flavonoid olan inside Il (ICS I1) tedavisi
sicanlarda, I/R sonrasinda kan beyin bariyer bozulmasini énemli derecede azalttigi,
MMP2/9 ekspresyonunu ve aktivitesini azaltip TIMP1 ekspresyonunu da arttirdigi
sonuglarina ulagilmistir (Liu ve ark 2020). Morin’in iskemili siganlarda MMP-9
ekspresyonunu  baskiladigi  gorilmistir (Khamchai ve ark  2020).
YangXueQingNaoWan (YXQNW) ilact 11 Cin bitkisinden olusan bir karigimdir.
Farelere iskemi sonrasi tPA ve YXQNW (0,72 g/kg) uygulandi. Uygulanan bu
ilaglarin makrofajlardan MMP-9 salinimini1 baskiladigi bildirilmistir (Yao ve ark
2024).

Trilobatin (TLB), Lithocarpus polystachyus Rehd yapraklarindan izole edilen
bir flavonoid bilesigidir. Bu c¢alismada TLB’nin KBB {izerindeki koruyucu
etkilerinin MMP9’un asir1  ekspresyonuyla ortadan kalktigi, MMP9’un
baskilanmasiyla KBB iizerindeki yararli etkilerinin gliglendigi sonucuna

ulagilmistir (Feng ve ark 2024).

Luteolin-7-O-B-D-glukuronid (LGU) flavonoid 6zellikli ana aktif monomer
bilesigidir. LGU, iskemik sicanlarda artmis MMP-9 ekspresyonunu 6nemli dlciide
iyilestirerek azaltmistir (Fan ve ark 2024). Erigeron breviscapus Hand-Mazz
bitkisinden elde edilen bir flavonoid olan Scutellar (Scu) tarafindan uyarilan
mitofajinin MMP kaybini ve asir1 mito-ROS iiretimini sinirlayabilecegi ve bunun
oksidasyon/antioksidan  sisteminin  dengesini korumada yararli oldugu
gosterilmistir. Scu’nun ATP iretimini ve NA*/K*-ATPaz aktivitesini arttirma

etkileri, mitofaji indiiksiyonu ile iligkili bulunmustur (Yang ve ark 2024).

Geleneksel Cin tibb1 epimedium’un aktif bilesigi olan Icariin (ICA), in vivo
metabolizmaya ugrayarak Icaritin’i {retmektedir. ICT akur serebral I/R
durumlarinda ICA’ya gore norolojik hasar1 daha etkili azaltir (Wu ve ark 2021).
Yapilan deneylerde ICT 6n korumast mPTP’nin ac¢ilmasini ve I/R hasartyla artan
MMP artisin1 6nemli oranda engeller (Zhou ve ark 2024). mPTP, i¢ mitokondriyel
zarda bulunan ve patolojik kosullarda birikmis ROS’u serbest birakan voltaj

bagimli bir anyon kanalidir (Zorov ve ark 2014).

Vitexin, ali¢ bitkisinin kurutulmus yapraklarindan elde edilen biyoaktif

flavonoid bilesigidir. Insan beyin mikrovaskiiler endotel I/R hasar modelinde
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Vitexin etkileri incelendiginde MMP ekspresyonunu inhibe ettigi tespit edilmistir
(Cui ve ark 2019).

Iskemik inme gegiren ve rt-PA tedavisi uygulanan hastalara hesperidin
etkileri incelenmistir. Semptomatik intraserebral hemoraji (SIH) insidansinin
artmast, rt-PA’nin etkisini 6nemli 6l¢iide engellemektedir. Hesperidinin 7 gilinliik
tedavisiyle inme hastalariin iyilesme seviyeleri artmigtir. Hesperidin takviyesi ile
SIH’yi azaltarak rt-PA tedavisinin etkinligini arttirmistir. Ayrica MMP-2 ve MMP-
9 diizeylerinda azalmay1 tesvik etmistir (Qin ve ark 2020).

rt-PA alan inme hastalarina elma, cilek, salatalik, hurma, sogan gibi
besinlerde bulunan biyoaktif flavonoid olan fisetin tedavisi sonucu MMP-2 ve
MMP-9 seviyelerinde belirgin olarak azalmistir (Wang ve ark 2019). Baicalinin
gecikmeli t-PA tedavisiyle iskemik beyinlerde MMP-9 ekspresyonunu ve
aktivitesini engelledigi gosterilmistir (Chen ve ark 2018). Kalikozin ve glikozit
formu olan kalikosin-7-O-B-D-glukozit (CG) bir izoflavondur. MCAO I/R si¢an
modellerinde CG tedavisi MMP’lerin ekspresyonunu ve aktivitelerini 6nemli
dlciide engellemistir (Fu ve ark 2014). Rosa laevigata MICHX meyvesinden elde
edilen flavonoid ozellikli 06ziit (FRE), serebral I/R hasarinda MMP-9
ekspresyonunu azalttig1 belirlenmistir (Zhang ve ark 2013). Nobiletin antioksidan
ve antiinflamatuar etkileriyle bilinir. Nobiletin (NOB) I/R’li siganlarda MMP-9

seviyelerini azaltmistir (Zhang ve ark 2016).

Fokal iskemi uygulanan si¢anlarda quersetin tedavisi, MMP-9 aktivitesi
tizerinde inhibitor etki gostermistir boylece iskemi sirasinda olugsan KBB hasari
hafiflemistir (Lee ve ark 2011). Rutin flavonoid bir glikozittir. Rutin ile tedavi
edilen iskemik sicanlarda MMP-9 ekspresyonu iskemik kontrol grubuna gore
onemli derecede azalmistir (Jang ve ark 2014). Yesilcay polifenolii epigallokatesin
gallat (EGCG) iskemi sonrasi farelere uygulanmistir. Iskemi nedeniyle

ekspresyonu artan MMP-9, EGCG uygulamasiyla azalmistir (Park ve ark 2010).

MMP-2 ve MMP-9 seviyelerinin degerlendirildigi ve EGCG uygulanan tiim
hastalarda hem MMP’ler hem de Ulusal Saglik Enstitiileri inme 6lgegi skorlari
arasinda giiclii bir korelasyon bulunmustur. Bu sonu¢ MMP-2 ve MMP-9’un
plazma seviyelerinin azalmasina atfedilmistir (Wang ve You 2017). Kuersetin

uygulanan iskemik farelerde beyinde MMP-9’un yiikselmesi azalmistir (Cho ve ark
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2006). Es zamanl rt-PA tedavisi ve EGCG uygulanan I/R’li sigan modellerinde;
EGCG rt-PA’nin yan etkilerini hafifletmis ve MMP’lerin ekspresyonunu asagi
dogru diizenlemistir (You 2016).

Polifenollerin in vivo ve in vitro post-iskemi neovaskiilerizasyon tizerindeki
etkileri incelenmistir. Yiiksek dozda (yaklasik 7 bardak) kirmizi sarap polifenolik
bilesikleri (RWPC) ile tedavi edilen siganlar, sol bacakta femoral arter ligatiiriine
maruz kalmistir. ki hafta sonra siganlarda daha diisik MMP aktivasyonu
belirlenmistir (Baron-Menguy ve ark 2007). Cin bitkisi Ophiopogon japonicus’un
aktif homoizoflavonoidinin  (MO-A) I/R fiizerindekileri etkileri incelenmek
istenmistir. Sigan modelleri kullanilan ¢alismada, MO-A’nin MMP-9’u baskiladig:
gozlemlenmistir (Lin ve ark 2015). Baska bir ¢alismada deneysel iskemik inmede
naringenin si¢anlarda MMP-9 ekspresyonunu asagi diizenlemistir (Bai ve ark
2014).

1.6.4. Flavonoidlerin I/R Hasarinda p-aktin Uzerindeki Etkisi

ROCK2 ekspresyonundaki belirgin bir artigin, serebral iskeminin sebep
oldugu norolojik hasardaki etkisinden yola ¢ikilarak farelerde Huyou
flavonoidlerinin etkisi primer hipokampal noéronlar iizerinde incelenmistir.
Calismada yiiksek doz flavonoidlerin en iyi etkiyi gostermedikleri ancak yiiksek ve
orta dozun kii¢iikk dozlardan daha etkili oldugu fark edilmistir. Bu durum
flavonoidlerin birden fazla bilesen igermesi ve zayif asit karakterli olmasiyla
aciklanabilir. RhoA-Rock2 sinyal yolunun anormalligi F-aktin
depolimerizasyonunu azaltip hiicresel hipoksi ve glikoz yoksunlugunun sebep
oldugu hiicre iskeleti hasarin1 engeller. Sonuclar Huyou flavonoidlerinin serebral
iskeminin 6nlenmesi ve tedavi secenegi olabilecegine isaret etmektedir (Zheng ve
ark 2023).

Oksijen-glikoz yoksunlugunda farelerin néronlarinin noritlerinde kisalma ve
kirilma olmustur. Citrus paradise cv. Changshan-huyou oziitlerinden elde edilen
flavonoid olan TFC tedavisi, farelerde ndrit hasarini tersine ¢evirmistir. Ayrica
sahte operasyon grubuna gore tedavi uygulanan model grubunda (ki model
grubundaki orta doz uygulanan grup, iyilesmenin en belirgin oldugu gruptur)

kofilin fosforilasyonu azalmis ve G-aktin/F-aktin oran1 6nemli derecede artmigtir

(Zheng ve ark 2023).
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YQFM, geleneksel Cin tibbinda kullanilan 3 bitkiden olusan bir regetedir.
YQFM bilesenlerinin kas disi miyozin agir zincir kinaz IIA’yi etkiledigi
bulunmustur. Sican feokromositoma hiicreleri ndéronlar1 taklit etmek icin
kullanilmistir. Iskemik farelere uygulanan YFQM kas dis1 miyozin agir zincir kinaz
[IA aracili ATG9A yolagini diizenleyerek beyin I/R hasarimi hafifletmistir (Su ve
ark 2022).

Penumbra bolgesindeki apoptoz I/R hasarinin erken déneminde olusan hiicre
6lim mekanizmasidir. Alpinia oxyphylla Miq'in (AOM) MCAO’dan 3 giin sonra
mitokondriyle iligkili apoptozun nasil etkilendigi arastirilmistir. Alpinia oxyphylla
Miqg flavonoid bilesikleri i¢eren bir bitkidir. Siganlarla yapilan ¢alisma sonucunda
peri-infarkt kortekste apoptotik hiicre 6liimiinde 6nemli iyilesmeler goriilmistiir.
Reperfiizyondan 3 giin sonra sitokrom C’de azalma tespit edilmistir. Katepsin
B/aktin, sitokrom C/aktin, kazpaz-3/aktin,  mitokondriyal p53/HSP60 ve
Bax/HSP60 boliimlerinde azalma gozlemlenmistir (Tsai ve ark 2022). Lithocarpus
polstachyus Rehd. Bitkisinin ana bileseni trilobatin (TLB) tedavisinin siganlarda
MCAO kaynakl1 kiiltiir astrositlerde I/R hasarma kars1 TLR4, Nrf2 ve Sirt3
yollartyla noroinflamatuar ve oksidatif yanitlar1 diizenleyerek koruma sagladig:
sonuglarina ulasilmistir. Ayrica sitoplazmik Nrf2 seviyesi sitoplazmik [-aktine
normalize edilmistir (Gao ve ark 2020). Aktif mikroglial hiicreler, iskemik felgten
sonra fazla miktarda inflamatuar araci salgilamaktadir. 108 Spragu-Dawley
siganlarina Scutellarin enjeksiyonu sonucu I/R hasarinda mikroglia aracili
noroinflamasyonun hafifledigi goézlemlenmistir. BV-2 mikroglia, scutellarin
tedavisinden sonra ciddi morfolojik degisime ugramistir. F-aktin etiketlemesi, aktin
floresan yogunlugunun artmasina neden olmus ve BV-2 mikroglianin morfolojisini

degistirdigi gozlemlenmistir (Yuan ve ark 2015).

Na-K-CI es tastyicisi (NKCC) hiicresel iyon homeostazinda ve sonrasinda
hiicre i¢i s1v1 birikmesinde rol alan bir transmembran protein ailesidir (Haas ve
Forbush 111 2000). NKCCI1 aktin siteskeletonu ile etkilesime girer ve NKCCl1
baskilanmasiyla F-aktin de azalir (Schiapparelli ve ark 2017). Yarali endotel
hiicrelerinde bulunan F-aktin stres lifleri KBB biitlinliigiiniin bozulmasinda rol alir
(Shi ve ark 2016). Hipoksik iskemik siganlarda vitexin kullaniminin F-aktin stres

lifi olusumunda bir azalma sagladig1 sonucuna varilmistir (Luo ve ark 2018).
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1.6.5. Flavonoidlerin I/R Hasarinda Okludin ve Klaudin Proteinlerine Etkisi

Flavonoid alt grubundan olan soya izoflavonlarmin serebral korteksteki
iskemi/reperflizyon (I/R) hasari iizerindeki etkisinin arastirildig: 120 fare tizerinde
yapilan c¢alisma sonucunda iskemik grupta okludin ekspresyonu azalmstir.
Calismada soya izoflavon grubundaki norolojik  eksiklik  skorunun
iskemi/reperfliizyon grubuna gore anlamli derecede diisiikk oldugu goriilmistiir.
Soya izoflavonlari okludin ekspresyonunu yukari dogru regiile etmistir. Bu sonug
soya izoflavonlarinin I/R sonrasinda ndrolojik fonksiyonlar1 iyilestirebilecegini

diistindiirmektedir (Li ve ark 2023).

Apium graveolens Linn, Cin kerevizi tohumlarindan elde edilen DL-3-n-
butilfatalid (NBP) bir ¢calismada kronik serebral hipoperfiizyon sigan modellerinde
tedavi yontemi olarak kullanilmigtir. Sonuglar NBP nin KBB hasarin1 doza bagh
olarak iyilestirebilecegini gostermistir. NBP iskemik beyinde klaudin-5 ve ZO-1
ekspresyonunu arttirmistir.  Ayrica siki baglantilarin (TJ) ultra yapisindaki

degisikligi onledigi tespit edilmistir (Wang ve ark 2016).

E. breviscapus enjeksiyonunun, flavonoidlerinin ve kafeoil bilesenlerinin
MCAO siganlar iizerinde etkisi arastirilmistir. E. breviscapus enjeksiyonu,
flavonoid ve kahve asidi bilesikleri icermektedir. Calisma sonucunda si¢anlarin
iskemik beyin dokusunda klaudin-5 ekspresyonunun azaldigi goézlemlendi.
Okludinin ekspresyon seviyesi de 6nemli derecede azalma gostermistir. Kan beyin

bariyer biitiinliigiinii korumada fayda gosterdigi diisiiniilmektedir (Liu ve ark 2021).

Bir narenciye bitkisi olan Yuzu’nun ana bilesenlerinden olan Hesperidin
(HSP), polifenollerin flavonoid grubunun bir liyesidir. Farelerle yapilan ¢alismada
HSP’nin antioksidan aktivitesiyle kludin-5 bozulmasii ve ZO-1 (zonula okludens-
1) yeniden dagitimini bloke ederek hipoksi sirasinda kan bariyer bozuklugunu
hafiflettigi sonuglarina ulagilmistir (Lee ve ark 2020). Bu ¢alisma kan beyin bariyeri
ve norodejeneratif hastaliklarla iliskili tedavi yontemlerine katki agisindan 6nemli

calismalardandir.

Liquiritin (LQ) tibbi bitki olan Glycrrhiza uralensis Fisch. Ex DC.’den elde
edilen bir flavonoiddir. In vivo bir ¢alismada LQ’nun iskemi I/R nedeniyle azalan
Z0O-1 ve Kklaudin-5 ekspresyonunu arttirabilecegi ve KBB biitiinligiinii

koruyabilecegi yoniinde olumlu izlenim uyandirmistir (Li ve ark 2021). Coix’ten
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elde edilen bir polifenolik bilesik olan Coicis Semen flavonoid bilesenleri de
icermektedir. Coicis Semen’in fareler lizerinde iskemi kaynakli potansiyel etkileri
incelenmistir. Coicis Semen, oksidatif stresi engelleyerek TGFB1/ALK-
1/SMAD1/5/8 sinyal yolunun aktivasyonuyla anjiogenezi tetikleyerek I/R’ye kars1
koruma sagladigi gozlemlenmistir. Bunun yaninda MCAO farelerde ZO-1 ve
oKludin ekspresyonunu da arttirmistir (Du ve ark 2021). Morin’in iskemili
siganlarda siki baglanti proteinlerinin (okludin, klaudin, ZO-1) degradasyonunu be
KBB gegirgenligini azalttigi gorilmiistir (Khamchai ve ark 2020). Nomilin
(NOM), turunggil kaynakli flavonoid bir limonoid bilesenidir. NOM un I/R hasarli
sicanlardaki etkileri arastirilmistir. NOM tedavisinin hiicre Oliimiinii, laktat
dehidrojenaz ve ROS salinimini azalttigi, MCAO sicanlarda beyin 6demini,
enfarktiis alanin1 ve nérolojik bozukluklar1 hafiflettigi gézlemlenmistir. Ayrica
NOM tedavisinin, MCAO siganlarda kan beyin bariyer hasarini hafifletmesi ZO-1
ve okludin-1 gibi siki baglanti proteinlerinin kaybinin hafiflemesiyle iliskili
olabilecegi disiiniilmektedir (Shi ve ark 2019).

Juglanin, Polygonum aviculare’den elde edilen flavonoid bir glikozittir.
Juglanin ile tedavi MCAO farelerinde norolojik skoru diizelterek farelerde iskemik
beyin hasarini azaltmis, ayrica siki baglanti protein transkripsiyonunda ve in vivo
iskemi tarafindan indiiklenen ekspresyonda azalma gozlemlenmistir (Liu ve ark
2020). Okludin ve ZO-1 ekspresyon diizeylerindeki degisiklikler kan beyin bariyer
gecirgenligi icin dnemlidir. Bu ¢alismada da flavonoid baicilinin siki baglantilarda
gosterdigi etkiye benzer etkiler goriilmistir (Zhu ve ark 2012). Herba
Epimedii’den tiiretilen bir flavonoid olan inside II (ICS II) tedavisi siganlarda, I/R
sonrasinda kan beyin bariyer bozulmasini1 6nemli derecede azalttigi, sik1 baglanti
proteinleri okludin ve ZO-1 ekspresyonunu da arttirdig1 sonuglarina ulasilmigtir
(Liu ve ark 2020). YangXueQingNaoWan (YXQNW) ilact 11 Cin bitkisinden
olusan bir karisimdir. Farelere iskemi sonrasi tPA ve YXQNW (0,72 g/kg)
uygulandi. Uygulanan bu ilaglarin siki baglanti proteinlerinin (okludin, klaudin)
azalmis ekspresyonunu ve dejenerasyonunu inhibe ederek KBB hasarin1 hafiflettigi

bildirilmistir (Yao ve ark 2024).

Sprague-Dawley siganlartyla yapilan bir caligmada bir tiir flavonoid olan
Pinocembrin (PCB) sicanlara 6n tedavi olarak uygulanmistir. PCB c¢alisma

sonucunda Okludin ve klaudin-5 bozulmalarini engellemistir (Ma ve ark 2018).
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Isorhamnetin flavonol bir aglikondur. Deneysel iskemik fel¢ modelli farelerde
isorhamnetin tedavisinin enfarktiis hacmini azalttig1, apoptozu baskiladig1r ve
ndrolojik fonksiyon iyilesmesini destekledigi gdzlemlenmistir. Isorhamnetin
tedavisi kan beyin bariyer gegirgenligini azaltarak 6demi hafifletmistir. Farelerde
beyni iskemik hasara kart korumustur. Okludin, ZO-1 ve klaudin-5 dahil siki
baglanti proteinlerinin gen ekspresyonunu yukart dogru regiile etmistir (Zhao ve
ark 2016). Erkek Sprague Dawley siganlarina 120 dakika sutiirlerle engellenen
dolasim sonrasi tekrar reperfiizyon saglanmistir ve bu sicanlar farkli gruplara
ayrilarak Panax Notoginseng’den elde edilen saponin tirii bir bilesik olan
notoginsenoside (NG)’nin farkli dozlarda tedavisi uygulanmistir. NG-R1(20
mg/kg) tedavisi KBB’yi i¢in 6nemli siki baglanti proteinlerinden olan ZO-1 ve
okludinin iskemi grubundaki azalmis MRNA ekspresyonunu arttirmistir (Zhang ve
ark 2024).

Trilobatin (TLB), Lithocarpus polystachyus Rehd yapraklarindan izole edilen
bir flavonoid bilesigidir. TLB’nin si¢anlarda iskemik hasara karsi kan bariyer
biitiinliigiinii korudugu, noéronal kaybi onledigi, ZO-1, okludin, klaudin 5 siki

baglant1 proteinlerini arttirdigi yapilan ¢alismada goriilmistiir (Feng ve ark 2024).

Geleneksel Cin tibbinda kullanilan bitkilerden birinin monomeri olan
Naringenin (NAR), beyin oksidatif hasarinda koruyucu bir etkiye sahip oldugu
bilinen bir bilesendir. NAR’1In KBB biitiinliiglinii koruyup koruyamadiginin
anlagilmasi i¢in fareler iizerinde bir calisma yapilmistir. NAR beyin bariyeri
gecirgenligini azaltmis ve ZO-1, okludin, Klaudin 5 siki baglanti proteinlerini
yukari regiile ederek KBB hasarini iyilestirdigi gosterilmistir (Yang ve ark 2025).
Pueraria lobata Cin tibbinda kullanilan bir bitkidir. Bu bitkinin polisakkaritleri
(PLP, PLP-1, PLP-3 ve PLP-7) ana aktif bilesenlerdir. Erkek fareler iizerinde
yapilan ¢alismada PLP-3’iin beyin-bagirsak aksinda iskemik beyin hasari
tizerindeki koruyucu etkileri incelenmistir. PLP-3 ndronal hasar1 hafifletmis,
enfarktiis alanini belirgin sekilde azaltmistir. Ayrica PLP-3’{in, ZO-1 ve okludinin
ekspresyonunu ve goblet hiicre sayisini arttirarak bagirsak bariyer biitiinligiini
etkili bir sekilde onardig1 goriilmiistiir. Beyindeki apoptozis néron sayis1 azalmis,
patolojik degisiklikler hafiflemis ve kan beyin bariyeri onarilmistir (Zhang ve ark
2025).
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Luteolin-7-O-B-D-glukuronid (LGU) flavonoid 6zellikli ana aktif monomer
bilesigidir. Siganlarda I/R hasarinda KBB gecirgenligi tizerinde LGU etkisi
incelendiginde sonuglar, LGU’nun I/R iizerinde koruyucu etkileri oldugunu
gostermistir. LGU, iskemik sicanlarda azalmis siki baglanti proteinleri olan ZO-1

ve okludin diizeylerini iyilestirmistir (Fan ve ark 2024).

Safflower sarisi, safflower yapraklarindan elde edilen suda ¢oziinen bir
flavonoiddir. Iskemik farelere uygulanan hidroksisafflor saris1 A (HSYA) nin KBB
hasarini azaltabilecegi, HSY A uygulanan iskemik farelerin beyinlerindeki néronal
yapilarin iyileserek yogun sinir yapilari oldugu ifade edilmistir. Okludin, Klaudin
ve ZO-1’in ekspresyonu da artmistir (Lv ve Fu 2018).

Geleneksel Cin tibbinda kullanilan Shouhui Tongbian Kapsiilleri (SHTB),
sekiz geleneksel Cin bitkisinden olusur. Sicanlara 5 giin boyunca SHTB ile 6n
tedavi uygulanan ¢alismada amag SHTB nin MCAO/R hasari tizerindeki koruyucu
etkilerini tespit etmektir. Sonuglara gére SHTB si¢canlarda MCAO/R hasarini
Onleyen ve beyin patolojisini iyilestiren bir etki gdstermistir. Lipit metabolizma
bozukluklarni iyilestirdigi icin oksidatif stresi azatmis ve beyin hasarmi
hafifletmistir. KBB’ni koruyan ZO-1 ve okludin ekspresyonunu yukari regiile
etmistir. SHTB yine bagirsak mikrobiyotasini diizenledigi i¢in klaudin-5 ve ZO-1

proteinlerini arttirarak bagirsak bariyerini de iyilestirmistir (Wei ve ark 2025).

Vitexin, ali¢ bitkisinin kurutulmus yapraklarindan elde edilen biyoaktif
flavonoid bilesigidir. Insan beyin mikrovaskiiler endotel I/R hasar modelinde
Vitexin etkileri incelendiginde; Vitexin’in inflamasyonu hafiflettigi, KBB
biitiinliigiinii koruyabildigi ve siki baglanti proteinlerinin ekspresyonunu arttirdigi

belirtilmistir (Cui ve ark 2019).

Pinocemberin, flavonoid ailesine ait bir flavanon bilesigidir. Fokal serebral
iskemi olusturulan siganlarda Pinocemberin’in koruyucu etkileri incelenmistir. Siki
baglanti proteinlerinden okludin ve ZO-1’deki iskemik azalmalar inhibe edilmistir
(Gao ve ark 2010). Hipoksik iskemik siganlarda vitexin kullanimmin KBB
biitiinliigiinii ZO-1 ekspresyonunu arttirarak iyilestirdigi sonucuna varilmigtir (Luo

ve ark 2018).

Cin bitkisi Ophiopogon japonicus’un aktif homoizoflavonoidinin (MO-A)

I/R {izerindekileri etkileri incelenmek istenmigtir. Sigan modelleri kullanilan
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caligmada, MO-A’nin klaudin-3 ve klaudin-5 ekspresyonunu geri kazandirdigi
gozlemlenmistir. Bu sayede KBB hasarin1 hafifletmistir (Lin ve ark 2015). Luteolin
flavonoidinin yetigkin erkek siganlarda iskemideki etkisini degerlendiren ¢alismada
luteolinin; beyni iskemik hasardan koruyarak oksidatif stresi ve apoptozu azalttigi
ayrica klaudin-5 regiilasyonunu yukar1 dogru ¢ikardigi goriilmiistiir (Qiao ve ark
2012).

Turunggil polimetoksi falavonoidlerinden biri olan Nobiletin (NOB),
sicanlarda KBB hasarinda iyilestirici etkiler gostererek iskemiye karsi koruma
saglamistir. Ayrica klaudin-5 ekspresyonunu da arttirmistir (Zhang ve ark 2013).
Deniz iiziimii ve bazi otlarda bulunan bir flavonoid olan isorhamnetin, deneysel
inmeli farelerde kan beyin bariyerini iyilestirmistir. Okludin, klaudin-5 ve ZO-1
ekspresyonunu da arttirmistir (Zhao ve ark 2016). Yine baska bir ¢alismada
deneysel iskemik inmede naringenin si¢anlarda klaudin-5 ekspresyonunu yukari
diizenlemistir (Bai ve ark 2014). Baicalin’in iskemi durumunda KBB gegirgenligi
tizerindeki etkilerini inceleyen in vitro c¢aligmada; baicalin siki baglanti
proteinlerinden klaudin-5 ve ZO-1 proteinlerinin ekpresyonunu desteklemistir (Zhu
ve ark 2012). Soya izoflavonu ile 6n tedavi edilen ve sonra iskemi olusturulan
siganlarda, tedavi edilmeyen gruba gore azalan okludin ekspresyonu diizelmistir (Li
ve ark 2023). Naruritin (NAR) turunggillerde bulunan bir flavonoiddir. I/R 6ncesi
farelerde 6n tedavi olarak 7 giin NAR kullanilmistir. Farelerde I/R hasar1 sonrasi
sik1 baglant1 protein ekspresyonu artarak KBB fonksiyonu diizenlenmistir (Luo ve
ark 2024).

1.7. Beyin I/R Hasan Uzerinde 3’,4’-Dihidroksiflavonol Etkisi

Sentetik flavonoid olan 3°,4’-dihidroksiflavonol (DIOHF), I/R modelli bazi
calismalarda etkisi incelenmek igin tedavi araci olarak kullanilmistir. DIOHF,
siganlarda serebral I/R hasarinda artan kaspaz-3 ve AQP4 diizeylerini asagi regiile
etmistir. Ayrica artan IL-10 seviyelerini de iyilestirmistir (Aladag ve ark 2024).
Global serebral I/R hasar1 sonucu olusan hafiza bozuklugu DIOHF tedavisi sonucu
onemli derecede iyilesme gostermistir (Oz ve ark 2017). I/R, siganlarda retinada
lipid peroksidasyonuna neden olarak retinanin histolojik dokusunda bozulmalar
meydana getirmistir ancak DIOHF tedavisiyle retina hasari ve nérogenezis de

olumlu degisimler olmustur (Cetin ve ark 2025).
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2. GEREC VE YONTEMLER

2.1. Hayvan Gruplari ve Calisma Plam

Bu arastirma, Selcuk Universitesi Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma
Merkezi Etik Kurulu’nun 31.05.2024 tarihli ve 2024-32 say1li onay1 dogrultusunda
gergeklestirilmistir. Caligmada kullanilan hayvanlar ayni merkezden temin edilmis
olup, biyokimyasal analizler Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim
Dal1, Molekiiler Fizyoloji Laboratuvari’nda yiiriitilmistiir. Arastirmada, her biri
10-12 haftalik, yaklasik 300400 gram agirliginda, erkek Wistar-albino tiiriinde
toplam 28 sican kullanilmistir. Deneysel protokol o6ncesinde tiim hayvanlar,
standart laboratuvar kosullarinda (22 + 2°C sicaklik, 12 saat aydinlik/12 saat
karanlik dongiisii) barindirilmis; standart laboratuvar diyeti ile beslenmis ve suya

ad libitum erisim saglanmaistir.

Hayvanlar randomizasyon yontemiyle dort deney grubuna ayrilmistir.
Deneysel prosediir kapsaminda, kontrol grubu hari¢ diger gruplara genel anestezi
amactyla Ketamin HCI (60 mg/kg) ve Xylazine HCl (5 mg/kg) kombinasyonu
intraperitoneal yolla uygulanmistir. Anestezi saglandiktan sonra, boyun
bdlgesinden ventral orta hat insizyonu ile sag ve sol karotid arterler, vagus siniri ve

iliskili ¢evresel dokular dikkatli bir sekilde diseke edilerek izole edilmistir.

1. Kontrol grubu (n=6): Bu gruptaki hayvanlara herhangi bir anestezi veya
cerrahi miidahale uygulanmamustir.

2. Sham grubu (n=6): Genel anestezi altinda karotid arterler agilip
kapatilmis, ardindan 1 hafta boyunca 1 ml DIOHF ¢oziiciisii (1 ml-findik
yagi ve %5 DMSO) uygulanmustir.

3. Iskemi-Reperfiizyon (I/R) grubu (n=8): Karotid arterler izole edilerek
30 dakika siireyle ligate edilmis ve ardindan reperfiizyon saglanmstir.
Reperfiizyonu takiben 1 hafta boyunca 1 ml DiIOHF ¢oziiciisii (1 ml-findik
yagi ve %5 DMSQO) uygulanmistir.

4. 1/R + DiOHF grubu (n=8): 30 dakikalik ligasyon sonrasi reperfiizyon
uygulanmis, ardindan 1 hafta siireyle DiOHF takviyesi (10 mg/kg)
yapilmustir.

Grup 2’de Sham operasyonu ve ¢oziicii takviyesi (1 ml-findik yagi ve %10
DMSO) (1 hafta), grup 3 de ise yine I/R takiben ¢6ziicii (1 ml-findik yag1 ve %10
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DMSO) uygulamasi yapildi (1 hafta). Grup 3 ve 4’de karotid arterler ligate edilerek
30 dk siiren fokal gecici serebral iskemi ve takiben reperfiizyon olusturuldu. 4.
Gruptaki hayvanlara reperfiizyonu takiben1 hafta siireli 10 mg/kg dozunda DiOHF

periton i¢i verildi.

Sekil 2.1. Sagdaki boyun bolgesinden ventral orta hat insizyonu ile sag ve sol
karotid arterler, vagus siniri ve iliskili ¢evresel dokular dikkatli bir sekilde diseke
edilerek izole edilen ve 30 dakika ligate edilen sigan modeli, soldaki ise periton i¢i

DiOHF uygulamasi yapilan sigan modeli.

Deneylerin bitiminde hayvanlar genel anestezi altinda kalplerinden kan
alindiktan sonra servikal dislokasyonla oldiiriilerek beyinde frontal korteks ve
hipokampiis dokularinda Metalloprotein (3 ve 9), klauidin, okludin ve beta aktin
seviyeleri belirlendi.

Sekil 2.2. Genel anestezi altinda si¢anlarin ¢ikarilan beyninden frontal korteks ve

hipokampiis dokular1 alind1.
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Tiim cerrahi iglemler genel anestezi altinda gergeklestirilmis ve hayvanlara
etik kurallar dogrultusunda miidahalede bulunulmustur. Calismada kullanilan
dozlar, siireler ve uygulama protokolii daha dnce yayimlanmis benzer literatiirlere

dayandirilmistir.

2.2. Hipokampiis Ve Frontal Korteks Dokularindan RNA izolasyonu

Real-Time PCR ile MMP-3, MMP-9, okludin, klaudin, B-aktin genlerinin
ifadesinin belirlenmesi i¢in 6ncelikli olarak total RNA izole edildi. Bu izolasyonun

gerceklesmesi i¢in de hazir ticari kit (Bio Basic; Kanada) kullanildi.

Hipokampiis ve frontal korteks dokularindan 25-50 mg arasinda alindi ve 1
ml lizis buffer (miRNA Extractor ilave edilerek buz iizerinde homojenizator
(SONOPULSmini20, BANDELIN; Almanya) yardimiyla tamamen parcalarina
ayrildi. Homojenizasyondan sonra orneklerin gerektigi sekilde parcalandigindan
emin olmak ic¢in ornekler oda sicakliginda 5-10 dakika bekletildi. Bu islem
tamamlandiktan sonra 4 °C’de 10 dakika 12.000xg’de 2 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonunda 6rnek 3 faza ayrildi. Ornekte RNA igeren siipernatant kismi temiz
bir 1,5 ml RNAaz icermeyen santrifiij tiipiine alindi. 1,5 hacminde %100 etanol

ilavesi yapild1 ve pipet ile yukari-asagi hareket ettirilerek homojenizasyon saglandi.

Olusan ¢ozelti kit igerisinde bulunan Spin Kolonuna alinarak 12,000xg’de 2
dakika boyunca santrifiij edildi. Bu islemle niikleik asit molakiilii kolona sabitlendi.
Spin Kolona 0,5 ml RPE Soliisyonu ilave edilerek 30 saniye 12,000xg’de santrifiij
gerceklesti. Birkag kez tekrar eden bu igslemin ardindan yeni bir 1,5 ml santrifiij
tiipiine kolon yerlestirildi. Uzerine 50 pl RNAaz icermeyen su eklenerek 2 dakika
boyunca bekletildi. Sonra 30 saniye 12000xg’de santrifiij edildi. Olusan RNA
¢oOzeltisi -20°C’de muhafaza edildi.

RNA'’larin miktar1 ve saflik durumunun tespit edilmesi amaciyla nanodrop
(SMA 1000, Merinton, China) cihazindan yararlanildi. Bu sathada optik
dansitelerinden hareketle (OD260/280) OD260/280 oran1 hesaplanarak elde edilen
verilerden 1,9 ve iistii RNA’lar ¢alismada kullanildi.
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2.3. cDNA’larin Elde Edilmesi

Ulagilan total RNA i¢cindeki mRNA’y1 cDNA’ya doniistiirmek amaciyla hazir
ticari kit (OneScript Plus, ABM, Canada) kullanildi. Her 6rnek i¢in esit miktarda
RNA kullanildi. Protokole uygun sekilde basamaklar sirasiyla yapildi. Tablo
2.1.’deki gibi cDNA sentez karisimi hazirlandi.

Tablo 2.1. mRNA’dan cDNA elde etmek igin uygulanan cDNA sentez karigimi

Bilesen Miktar
5X RT Buffer 4 Ml
Dntp 1Ml
Primers 1 Ml
OneScript Plus RTase 1Ml
Nuclease free H20 3 Ml

Sonrasinda her 6rnek i¢in 10p mevcut karisimdan alinip RNA {izerine
koyuldu. Tim tiipler dikkatlice karigtirildiktan sonra Thermal Cycler (Biorad,
ABD) cihaziyla kitte verilen protokol ile revers transkripsiyon programi ¢alistirildi.
Belirtilen program ilk 6nce 55°C’de 15 dakika cDNA sentezi ve sonrasinda

85°C’de 5 dakika denatiirasyon ve +4°’de bekleme basamagini1 kapsamaktadir.

Saptanan cDNA miktar1 ve safligim1 belirlemek i¢in nanodrop (SMA 1000,
Merinton, China) kullanildi. qPCR gerceklestirene kadar -20°’de muhafaza edildi.

2.4. Genlerin Ifade Diizeylerinin Belirlenmesi

Real-Time PCR reaksigyonlart hazirlandigi zaman standart egrilerin
cizilebilmesi i¢in herhangi bir prosediir uygulanmayan (Kontrol grubu) dokulardan
alinan cDNA 6rneginden 1/1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 ve 1/32 oranlarinda seri diliisyonlar
hazirlandi. Real-Time PCR uygulanarak egriler ¢izildi ve primerin uygun
sicakliklarda baglanabilmesi i¢in sicaklik araliklar1 degistirilip denenerek

standardizasyon uygulanda.

Hedef genlerin mRNA diizeyinde ekspresyon analizinde kullanilam primerler
Tiirkiye’de faaliyet gosteren Oligomer firmasinda sentezlenerek temin edildi.
Referans gen olarak ise Oligomer (Tiirkiye) firmasinda sentezlenen GADPH
kullanildi. Caligmada kullanilan her primer, her bir reaksiyonda takriben 200 ng
seklinde uygulandi.
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Tablo 2.2. Gergek zamanlli PCR i¢in kullanilan primerler

Gen Primer dizisi Fonksiyonu
MMP-3 Geri | CAGGGTCCAGAGTTAGATTTG Hedef Gen
/ Reverse

MMP-3 Ileri / | AGTCTACAAGTCCTCCACAGA Hedef Gen
Forward

MMP-9 Geri | GTCAGAACCGACCCTACAAAG Hedef Gen
/ Reverse

MMP-9 ileri / | CCCAACCTTTACCAGCTACTC Hedef Gen
Forward

Okludin Geri | GAGACAGGAAACGGATGGTATT Hedef Gen
/ Reverse

Okludin fleri | TGCTGGAGAAGTGAGAGAGA Hedef Gen
/ Forward

Klaudin Geri /| TGGTGTTGGGTAAGAGGTTG Hedef Gen
Reverse

Klaudin Ileri /| AGGTCTGGCGACATTAGTGG Hedef Gen
Forward

B-aktin  Geri/ | TCAGTAACAGTCCGCCTAGAA Hedef Gen
Reverse

B-aktin Ileri /|GTGTGGATTGGTGGCTCTATC Hedef Gen
Forward

GADPH Geri/ | 5’-AACCTGGTCCTCAGTGTAGC-3’ |Referans Gen

Reverse

GADPH fileri /| 5>-GGGCCAAAAGGGTCATCATC-3’ |Referans Gen

Forward

PCR reaksiyonlar icin ticari kit olarak temin edilen BlasTaq 2X qPCR
Master Mix (ABM, Kanada) kullanildi. Her bir reaksiyon toplamda 20 pl hacminde
hazirlandi. Reaksiyon karisimi; 10 pl Master mix (enzim, dNTP, Mg, tampon ve su
igerir), 5 ul Cdna, 1 plileri primer, 1 pl geri primer ve 3 ul RNAaz icermeyen sudan
olusacak sekilde hazirlanmistir. Primer optimizayonlarinin ardindan PCR kosullari;
enzim aktivasyonu i¢in 95°C’de 3 dakika denatiirasyon igin 95°C’de 10 saniye,
baglanma ve uzama i¢in 60°C’de 1 dakika olarak belirlenmis ve toplamda 40 dongii
calistirilmigtir. Tim reaksiyonlar CFX96 TouchTM Real-Time PCR Detection
System (Bio-Rad, ABD) cihazi ile gergeklestirildi.

gPCR analizlerinin sonuglari, Livak ve Schmittgen (2001) tarafindan

erceklestirilmis olan 22T yontemiyle analiz edildi (Livak ve Schmittgen 2001).
g Y Y
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2.5. istatistik

Istatistik analiz SPSS istatistik programi kullanilarak gergeklestirildi.
Sonuglar ortalama +standart sapma olarak tanimlandi. Gruplararas: karsilagtirma
icin Kruskal-Wallis variyans analizi kullanildi ve p<0,05 seviyesi i¢in Mann-

Whitney U-testi uygulandi. P<0,05 seviyesi istatistik olarak 6nemli kabul edildi.

33



3. BULGULAR

3.1. Frontal Korteks Dokusunun Sonug¢lari

Frontal korteks bolgesindeki siki baglant1 proteini olan klaudin seviyeleri
Tabloda 3.1. ve Grafik 3.1.’de gosterilmektedir. Gruplara arasi karsilastirma
yapildiginda; kontrol, sham ve iskemi -Reperfiizyon + DiOHF gruplari arasinda
istatiksel olarak anlamli farklilik yoktu. Ancak I/R gergeklestirilen 3. grubun bu
parametresi diger gruplardan daha diisiik olarak belirlendi (p<0,01).

I/R ile azalan klaudin degerleri DiOHF takviyesi ile diizelmistir (p<0,01).

Tablo 3.1. Frontal korteks klaudin seviyeleri (2*(-AACY)).

Gruplar Ortalama+SS
Kontrol 1,21+0,61 a
Sham 1,26+0,56 a
Iskemi-Reperfiizyon 0,7+0,28 b
iskemi-Reperﬁjzyon + DiOHF 1,31+0,51 a

*Farkli harfleri tasiyan gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik vardir
(a>b; P<0,01).

Frontal Korteks Klaudin (2*(-AACt))

2 a a a
1.8
1.6
1.4
1.2 b

0.8
0.6
0.4
0.2

Kontrol Sham iskemi-Reperfiizyon Iskemi-Reperfiizyon
+ DIOHF

Grafik 3.1. I/R ile azalan klaudin degerleri DiOHF takviyesi ile diizelmistir
(p<0,01).
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I/R ile artan B-aktin seviyeleri DIOHF takviyesi ile azald1 (p<0,001).

Tablo 2’de frontal kortekste Olciilen B-aktin seviyeleri gosterilmektedir. I/R
grubunda diger gruplara kiyasla daha yiiksek B-aktin seviyeleri 6l¢iildii. Bu durum
I/R grubunun B-aktin ekspresyonunu arttirdigini gostermektedir. Fakat DiOHF
uygulamasiyla bu artis baskiland1 (p<0,001). Kontrol, Sham ve I/R + DiOHF

gruplar1 arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik yoktur.

Tablo 3.2. Frontal korteks B-aktin seviyeleri.

Gruplar Ortalama+SS
Kontrol 1,1+0,26 b
Sham 1,01+0,14 b
Iskemi- Reperfiizyon 1,84+0,07 a
Iskemi-Reperfiizyon+ DIOHF |0,85+0,2 b

*Farkli harfleri tagiyan gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik vardir
(a>b; P<0,001).

Frontal Korteks Beta-aktin (2" (-AACt))
2,5
1,5

a
b
b
) . ' -
0

Kontrol Sham iskemi- Reperfiizyon iskemi Reperfiizyon+
DiOHF

o

Grafik 3.2. DiOHF uygulamasiyla B-aktin artis1 baskilandi (p<0,001).
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Tablo 3.3.’de frontal kortekste oOlgiilen MMP ekspresyon diizeyleri
verilmektedir. I/R grubunda MMP-3 ekspresyonu istatiksel olarak anlamli sekilde
arttr. Kontrol, Sham ve I/R + DiOHF gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli
farklilik yoktur. DIOHF uygulamasi I/R ile artan MMP-3 ekspresyonundaki artigi
baskilad1 (p<0,01).

Tablo 3.3. Frontal korteks MMP-3 ekspresyon diizeyleri (2*(-AACY)).

Gruplar Ortalama+SS
Kontrol 1,03+0,29 b
Sham 0,87+0,10 b
Iskemi-Reperfiizyon 1,92+0,22 a
Iskemi-Reperfiizyon + DiOHF |0,84+0,04 b

*Farkli harfleri tasiyan gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik vardir
(a>b; P<0,01).

Frontal Korteks MMP-3 (2*(-AACY))

2.5
a

2

1.5 b
b b

1 I
) L . .

0

Kontrol Sham iskemiReperfiizyon IskemiReperfiizyon +
DiOHF

Grafik 3.3. DIOHF uygulamasi I/R ile artan MMP-3 ekspresyonundaki artisi
baskiladi (p<0,01).
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I/R grubundaki MMP-9 ekspresyon seviyeleri diger gruplara gore istatiksel
olarak anlaml1 derecede yiiksektir. Kontrol, Sham ve I/R + DiOHF gruplari arasinda
istatistiksel olarak fark yoktur. Bu sonuglar DiOHF uygulamasi MMP-9
ekspresyonundaki artig1 baskiladi ve bu enzimin diizeyini fizyolojik sinirlara geri

cekti (Tablo 3.4.; p<0,001).

Tablo 3.4. Frontal korteks MMP-9 ekspresyon seviyeleri (2*(-AACt)).

Gruplar Ortalama+SS

Kontrol 1,17+£0,48 b
Sham 0,98+0,19 b
Iskemi-Reperfiizyon 1,8+0,25 a
Iskemi-Reperfiizyon + DiOHF 0,71£021 b

*Farkli harfleri tasiyan gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik vardir

(a>b; P<0,001).

Frontal Korteks MMP-9 (2*(-AACY))

b
1.5 } b
: |
0‘5 .
—

0

Kontrol Sham iskemi-Reperfiizyon Iskemi-Reperfiizyon
+ DIOHF

Grafik 3.4. DIiOHF uygulamasi MMP-9 ekspresyonundaki artisi baskiladi
(p<0,001).
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I/R grubunda frontal korteksteki okludin diizeyleri istatistiksel olarak
anlamli sekilde azalma gostermistir. Kontrol ve Sham gruplarinda okludin
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktu. I/R + DiOHF grubunda
okludin diizeyleri anlamli olarak en yiiksek seviyede bulunmus olup hatta kontrol

ve sham gruplarindan dahi istatistik olarak daha yiiksek seviyelere ulast.

DiOHF uygulamasi frontal korteks okludin diizeylerini arttird1 (Tablo 3.5.;
p<0,001).

Tablo 3.5. Frontal korteks okludin diizeyleri (2(-AACY)).

Gruplar Ortalama+SS

Kontrol 1,04+0,34 b
Sham 0,86+0,08 b
Iskemi-Reperfiizyon 0,49+0,31 c
Iskemi-Reperfiizyon+ DiOHF 1,25+0,37 a

*Farkl harfleri tagiyan gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik vardir
(a>b>c; P<0,001).

Frontal Korteks Okludin (2"(-AACY))

1.8 a
1.6
b
1.4
1.2
b
1
C

0.8
0.6
0.4
0.2

0

Kontrol Sham iskemi-Reperfiizyon iskemi-Reperfiizyon+
DiOHF

Grafik 3.5. DIOHF uygulamasi frontal korteks okludin diizeylerini arttirdi
(p<0,001).
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3.2. Hipokampiis Dokusunun Sonuclari

Hipokampiis I/R grubunda B-aktin diizeyleri istatistiksel olarak anlamli
sekilde artti. Kontrol ve Sham gruplarinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktur.
DiOHF grubunda B-aktin diizeyleri anlaml1 derecede diisiiktii.

DiOHF iskemiyle indiiklenen B-aktin artisin1 baskiladi hatta bazal diizeyin
altina diistirdii (Tablo 3.6.; p<0,003).

Tablo 3.6. Hipokampiis Beta-aktin diizeyleri. (2*(-AACY)).

Gruplar Ortalama%SS

Kontrol 1+0,61 b
Sham 0,93+0,61 b
Iskemi-Reperfiizyon 1,37+0,07 a
Iskemi-Reperfiizyon + DiOHF 0,48+0,19 c

*Farkli harfleri tasiyan gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik vardir
(a>b>c; p<0,003).

Hipokampiis Beta-aktin (2"(-AACY))

1.8
E b b

],6 T _ a
1.4
1.2

1
0.8 C
0.6
0.4 =

0

Kontrol Sham iskemi-Reperfiizyon Iskemi-Reperfiizyon
+ DIOHF

Grafik 3.6. DiOHF iskemiyle indiiklenen (-aktin artigini baskiladi (p<0,003).
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Tablo 3.7.°de gosterilen degerler farkli gruplardaki hayvanlarin
hipokampiiste dlgiilen kaludin diizeyleridir. Hipokampiiste I/R grubunda klaudin
diizeyleri 6nemli derecede azaldi. Kontrol ve Sham gruplari arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik yoktur. /R + DiOHF grubunda kaludin diizeyleri

korundu ve kontrol grubundaki seviyenin de {izerine ¢ikt1 (p<0,01).

Tablo 3.7. Hipokampiis klaudin diizeyleri (2°(-AACt)).

Gruplar Ortalama+SS

Kontrol 0,93+0,20 b
Sham 0,72+0,15 b
Iskemi-Reperfiizyon 0,03+0,03 c
Iskemi-Reperfiizyon + DiOHF 1,06£0,20 a

*Farkl1 harfleri tasiyan gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik vardir
(a>b>c; p<0,01).

Hipokampiis Klaudin (2”(-AACY))

1.4 a
1.2 b

1 b
0.8
0.6
0.4

O -_— T -

Kontrol Sham iskemi-Reperfiizyon Iskemi-Reperfiizyon
+ DIOHF

Grafik 3.7. I/R + DiOHF grubunda kaludin diizeyleri korundu ve kontrol
grubundaki seviyenin de lizerine ¢ikt1 (p<<0,01).
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Hipokampiis okludin diizeyleri I/R grubunda istatistiksel olarak anlamli
derecede azaldi. Kontrol ve Sham gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik yoktur. DiIOHF uygulamasi, okludin diizeylerinde iskemik hasar sonucu
olusan azalmay1 diizeltti. Ayrica buna ek olarak okludin seviyeler kontrol

grubundan dahi yiiksek degerlere ulasti (Tablo 3.8.; p<0,001).

Tablo 3.8. Hipokampiis okludin diizeyleri (2*(-AACt)).

Gruplar Ortalama+SS

Kontrol 2,00£1,22 b
Sham 1,78+1,23 b
Iskemi-Reperfiizyon 1,05+0,38 C
Iskemi-Reperfiizyon + DiOHF 3,78+0,92 a

*Farkl1 harfleri tasiyan gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik vardir
(a>b>c; p<0,001).

Hipokampiis Okludin (2*(-AACt))

5 a
4.5
4
- b
35 ” b
3
2,5
2
C
1.5
1
0
Kontrol Sham iskemi-Reperfiizyon iskemi-Reperfiizyon +
DiOHF

Grafik 3.8. DIOHF grubunda okludin seviyeler kontrol grubundan dahi yiiksek
degerlere ulast1 (p<0,001).
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Hipokampiis I/R grubunda MMP-3 ekspresyonu diger gruplara gore
istatistiksel olarak anlamli derecede artti. Kontrol ve Sham gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur. DiOHF uygulamast MMP-3
ekspresyonunu belirgin bir sekilde diisiirdii (p<0,001). Ancak kontrol grubundaki
seviyeye kadar indiremedi (Tablo 3.9.)

Tablo 3.9. Hipokampiis MMP-3 ekspresyon diizeyleri (2°(-AACt)).

Gruplar OrtalamazSS

Kontrol 2,56+0,75 ¢
Sham 2,32+0,16 c
Iskemi-Reperfiizyon 5,16+£1,28 a
Iskemi-Reperfiizyon + DiOHF 3,34+0,62 b

*Farkl1 harfleri tastyan gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik vardir.
(a>b>c; p<0,001).

Hipokampiis MMP-3 (2~ (-AACT))

7 a

=

L¥5]

C
| :
o N

Kontrol Sham iskemi-Reperfiizyon iskemi-Reperfiizyon +
DiOHF

3]

—_

Grafik 3.9. DiOHF uygulamast MMP-3 ekspresyonunu belirgin bir sekilde
diisiirdii (p<0,001).
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Hipokampiis /R grubunda MMP-9 ekspresyonu Tablo 3.10.’da da
gosterildigi gibi istatistiksel olarak anlamli sekilde artti. Kontrol ve Sham gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur. DiOHF uygulamas1t MMP-
9’yun artmis ekspresyonunu Snemli derecede azaltti (p<<0,001). Ancak kontrol

grubunun seviyelerine ¢ekemedi.

Tablo 3.10. Hipokampiis MMP-9 diizeyleri (2*(-AACY)).

Gruplar Ortalama+SS

Kontrol 2,02+0,58 ¢
Sham 2,43+0,29 ¢
Iskemi-Reperfiizyon 3,59+0,72 a
Iskemi-Reperfiizyon + DiOHF 2,8240,80 b

*Farkli harfleri tagiyan gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik vardir.
(a>b>c; p<0,001).

Hipokampiis MMP-9 (2~ (-AACT))

45 a

4 b
3.5

3 C C
2.5

2
1.5

1
:

0 . .

Kontrol Sham Iskemi-Reperfiizyon Iskemi-Reperfiizyon +
DiOHF

Grafik 3.10. DiOHF uygulamasit MMP-9’yun artmis ekspresyonunu 6nemli
derecede azaltt1 (p<<0,001).
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4. TARTISMA

Gergeklestirilmis olan arastirmanin bulgularina bakildiginda siganlarda
olusturulan deneysel fokal iskemi-reperfiizyonla birlikte hem frontal korteks hem
de hipokampiis dokusunda yapilan cerrahi uygulama ile kan beyin bariyeri yapisi
ve fonksiyonunda onemli etkilere sahip olan molekiillerde degisikliklerin ortaya
ciktig1 goriilmektedir. Bunlar arasinda okludin ve kaludin degerleri I/R ile
baskilanirken, beta-aktin ile MMP-3 ve MMP-9 degerleri artis gostermistir. Ancak
cerrahi uygulama sonrasi 1 hafta boyunca periton i¢in DiOHF uygulamasi meydana

gelen degisiklikleri diizeltmistir.

Arastirmada ilk olarak degerlendirilen molekiiller KBB fonksiyonunda
Oonemli yapisal proteinler olan klaudin ve okludin siki baglanti proteinleridir.
Yapilan degerlendirme sonucunda her iki molekiiliin deneysel beyin iskemi-
reperfiizyonuyla birlikte calisilmis olan beyin dokularinda belirgin diizeyde

azaldig1 tespit edildi.

Flavonoid alt grubundan olan soya izoflavonlarinin  serebral
iskemi/reperflizyon (I/R) hasar1 tizerindeki etkisinin arastirildigi ve fareler iizerinde
gerceklestirilmis  olan bir calisma sonucunda iskemik grupta okludin
ekspresyonunun azaldigi rapor edilmistir. Ancak bu arastirmada soya
izoflavonunun 1/R‘ye bagh olusan azalmasini tedavi sonrasi yukariya dogru
diizenledigi belirlenmistir (Li ve ark 2023). Benzer sekilde yapilan bir beyin iskemi
reperfiizyon ¢alismasinda da KBB yapisinda 6nemli fonksiyonu olan kaludin-5 ile
Z0O-1 tanimlanmasinin baskilandig1r ancak kereviz tohumundan elde edilen bir
flavonoid olan DL-3-n-butilfatalid (NBP) kronik serebral hipoperfiizyon sigan
modellinde KBB hasarin1 doza bagimli olarak iyilestirmistir (Wang ve ark 2016).

Liu ve ark. (2021) tarafindan yapilan bir arastirmada da benzer sekilde beyin
I/R kaludin seviyelerini baskilarken tedavi edici ajan olarak kullanilan E.
breviscapu’dan edilen flavonoidin orta serebral arter okliizyonuyla olusturulan
beyin iskemi-reperfiizyonunda faydali bir etki olusturdugu goriilmistiir.
Narenciyelerde yogun olarak bulunan ve bir flavonoid olan Hesperidin (HSP)’in
farelerde beyin iskemi reperfiizyonunda azalan klaudin ve ZO-1 diizeyleri iizerine

olumlu etkilere sahip oldugu tespit edilmistir (Lee ve ark 2020).
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Liquiritin (LQ) tibbi bitki olan Glycrrhiza uralensis Fisch. Ex DC.’den elde
edilen bir flavonoiddir. In vivo bir ¢galismada LQ nun iskemi I/R nedeniyle azalan
Z0O-1 ve Kklaudin-5 ekspresyonunu arttirabilecegi ve KBB biitiinligiinii

koruyabilecegi yoniinde bulgular elde edilmistir (Li ve ark 2021).

Yine bir flavonoid olan Morin’in iskemili sigcanlarda siki baglanti
proteinlerinden olan okludin, klaudin, ZO-1 degradasyonunu onemli sekilde
baskiladig1 goriilmiistiir (Khamchai ve ark 2020). Nomilin (NOM), turunggil
kaynakli flavonoid bir limonoid bilesenidir. NOM tedavisinin, MCAO siganlarda
kan beyin bariyer hasarini hafifletmesi ZO-1 ve okludin-1 gibi siki baglanti
proteinlerinin kaybinin hafiflemesiyle iligkili olabilecegi diisiindiirmiistiir (Shi ve

ark 2019).

OKludin ve ZO-1 ekspresyon diizeylerindeki degisiklikler kan beyin bariyer
gecirgenligi i¢in Onemlidir. Daha 6nceden gerceklestirilmis olan bir aragtirmada
flavonoid baicilin’in sik1 baglant1 proteinleri tizerine olumlu etkilere sahip oldugu
gorilmiistiir (Zhu ve ark 2012). Herba Epimedii’den tiiretilen bir flavonoid olan
inside II (ICS 1II) tedavisi si¢anlarda, I/R sonrasinda kan beyin bariyer bozulmasin
onemli derecede azalttigi, sik1 baglanti proteinleri okludin ve ZO-1 ekspresyonunu

da arttirdig1 tespit edilmistir (Liu ve ark 2020).

Ma ve ark. (2018) tarafindan yapilan bir ¢alismada bir flavonoid olan
Pinocembrinin profilaktik tedavisinin klaudin-5 diizeylerinde I/R bagl olarak

meydana gelen olumsuz degisimleri 6nledigi rapor edilmistir.

Benzer bir beyin-iskemi reperfiizyon ¢alismasinda da okludin ile klaudin-5
diizeylerinde cerrahi uygulama ile ortaya gikan azalmalarin Isorhamnetin tedavisi
kan beyin bariyer gegirgenligini azaltamak suretiyle beyinde olusan 6demi azalttig1

goriilmiistiir (Zhao ve ark 2016).

Erkek Sprague Dawley si¢anlar tizerinde 2 saat siireyle olusturulan iskemi ve
sonrasi reperfiizyona bagli olarak meydana gelen ZO-1 ve okludinin iskemi
grubundaki azalmis mRNA ekspresyonunundaki azalma Panax Notoginseng’den
elde edilen saponin tiirii bir bilesik olan notoginsenoside (NG)’nin farkli dozlarda
tedavisi ile diizelme gostermistir (Zhang ve ark 2024). Trilobatin (TLB),
Lithocarpus polystachyus Rehd yapraklarindan izole edilen bir flavonoid

bilesigidir. TLB’nin sicanlarda iskemik hasara karsi kan bariyer biitiinliglinii
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korudugu, noronal kaybi Onledigi, ZO-1, okludin, klaudin 5 siki baglanti
proteinlerini arttirdigt yapilan calismada (Feng ve ark 2024) tarafindan rapor

edilmistir.

Bir flavonoid olan Naringenin (NAR), KBB biitiinliigii iizerine etkisini
inceleyen bir arastirmada NAR tedavisinin siki baglant1 proteinleri olan ZO-1,
okludin, klaudin diizeylerini yukar1 dogru diizenleyerek koruyucu etki sagladig
goriilmiistiir (Yang ve ark 2025).

Luteolin-7-O-B-D-glukuronid (LGU) flavonoid 6zellikli ana aktif monomer
bilesigidir. Siganlarda I/R hasarinda KBB gegirgenligi tizerinde LGU etkisi
incelendiginde sonuglar, LGU’nun I/R fizerinde koruyucu etkileri oldugunu
gostermistir. LGU, iskemik sicanlarda azalmis siki baglanti proteinleri olan ZO-1

ve okludin diizeylerini iyilestirdi (Fan ve ark 2024).

Geleneksel Cin tibbinda kullanilan Shouhui Tongbian Kapsiilleri (SHTB),
sekiz geleneksel Cin bitkisinden olusur. Sicanlara 5 giin boyunca SHTB ile 6n
tedavi uygulanan ¢alismada ama¢ SHTB nin MCAOJ/R hasari tizerindeki koruyucu
etkilerini tespit etmektir. Sonuglara gore SHTB sicanlarda MCAO/R hasarini
Onleyen ve beyin patolojisini iyilestiren bir etki gostermistir. Lipit metabolizma
bozukluklarint iyilestirdigi i¢in oksidatif stresi azatmis ve beyin hasarini
hafifletmistir. KBB’ni koruyan ZO-1 ve okludin ekspresyonunu yukari regiile
etmistir. SHTB yine bagirsak mikrobiyotasini diizenledigi i¢in klaudin-5 ve ZO-1
proteinlerini arttirarak bagirsak bariyerini de iyilestirmistir (Wei ve ark 2025).

Vitexin, ali¢ bitkisinin kurutulmus yapraklarindan elde edilen biyoaktif
flavonoid bilesigidir. Insan beyin mikrovaskiiler endotel I/R hasar modelinde
Vitexin etkileri incelendiginde; Vitexin’in inflamasyonu hafiflettigi, KBB
biitiinliigiinii koruyabildigi ve sik1 baglant1 proteinlerinin ekspresyonunu arttirdigi

belirtilmistir (Cui ve ark 2019).

Pinocemberin, flavonoid ailesine ait bir flavanon bilesigidir. Fokal serebral
iskemi olusturulan siganlarda Pinocemberin’in koruyucu etkileri incelenmistir. Siki
baglant1 proteinlerinden okludin ve ZO-1"deki iskemik azalmalar inhibe edilmistir
(Gao ve ark 2010). Hipoksik iskemik siganlarda vitexin kullanimmin KBB
biitiinliigiinii ZO-1 ekspresyonunu arttirarak iyilestirdigi sonucuna varilmistir (LU0

ve ark 2018).
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Soya izoflavonu ile 6n tedavi edilen ve sonra iskemi olusturulan siganlarda,
tedavi edilmeyen gruba gore azalan okludin ekspresyonu diizelmistir (Li ve ark
2023). Naruritin turunggillerde bulunan bir flavonoiddir. I/R 6ncesi farelerde 6n
tedavi olarak 7 giin NAR kullanilmistir. Farelerde I/R hasari sonrasi sik1 baglanti
protein ekspresyonu artarak KBB fonksiyonu diizenlenmistir (Luo ve ark 2024).
Bizim gergeklestirmis oldugumuz aragtirmada dncelikle yukarida 6rnekleri verilen
farkl1 beyin iskemi-reperflizyonuna bagli olarak meydana gelen ve KBB
bozulmasina goétiirecek olan okludun ve klaudin diizeylerindeki azalmalar bahse
konu arastirma bulgulartyla benzerlik gostermektedir. Yapmis oldugumuz
calismada sentetik bir flavonoid olan ve degisik beyin iskemi reperfiizyon
modellerinde etkisi arastirilan DiOHF’nin erkek Wistar-albino sicanlarinda 30
dakikalik iskemi ve sonrasmna 1 hafta siireli reperfiizyonla beraber DiOHF
tedavisinin etkisi incelendi. Daha 6nceden kullandigimiz molekiil olan DiOHF’nin
KBB yapist ve fonksiyonunda Onemli molekiiller olan klaudin ve okludin
tanimlanmasini artmis oldugunu belirledik. Dolayisiyla elde etmis oldugumuz
veriler bu flavonoidin tedavideki etkinligi agisindan yeni bir bulgu olarak 6n plana
cikmakta olup farkli flavonoidlerden elde edilmis olan tedavi etkinligine benzerlik

saglamaktadir.

Arastirmamizda diger bir yapisal protein olan ve iskelet yapisinda ile hiicre
i¢i iletisimde onemli bir etkinlige sahip olan B-aktin seviyelerinin deneysel beyin
I/R’da frontal korteks ile hipokampiis dokusundaki degisimi de incelendi bu
parametre her iki dokuda I/R sonucu &nemli bir atis gdsterdi. Aktinin hiicre dist
ortamlarda bulunmasi hiicre yikimi ya da aktif aktin tiretimi nedeniyle olabilecegi

oOne siirilmiistiir (Kaczmarek ve ark 2013).

Inme riski belirteci olarak B aktin incelendiginde; akut serebral enfarktiis
grubunda [ aktin seviyelerinin akut olmayan gruba gore anlamli olarak daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir (Zhang ve ark 2016). Ancak B aktinin serebral iskemi
stirecinde artisinin nereden kaynaklandigi konusunda net bir fikir birligi
bulunmamaktadir. Siganlarda yapilan ¢aligmada, 2 saatlik fokal serebral iskemiyi
izleyen 24 saatte f-aktinin pargalandigi tespit edilmistir (Ye ve ark 2018). Hipoksik
iskemi sonucu prematiire siganlarda beyaz cevherdeki F-aktinin membrandaki
igerigi azalmis ve plazma konsantrasyonu artmugtir (Li ve ark 2007). Aktin

baglayici protein olan drebrin, eksitotoksisitenin neden oldugu beyin hasari sonucu

47



pargalanmis oldugu gorilmistiir (Chimura ve ark 2015). F-aktin demeti endotel
hiicrelerin sikiligini ve KBB’yi korumak i¢in 6nemli olan sik1 baglanti proteinlerini
stabilize etmek i¢in hiicre-hiicre sinirinda bulunur (Alhadidi ve ark 2016).
Dejeneratif noéronlarda F-aktin azalmasi ve gegici agregasyonu yaygindir. Global
serebral iskemili si¢anlarda reperfiizyon sonrasi hipokampal CAl noronlarinda
F/G-aktin oran1 azalmigtir ve F-aktindeki azalma iskemik hasarin ilerlemesiyle

baglantili bulunmustur (Guo ve ark 2019).

Kofilaktin cubuklari (CAR), kofilin-1 ve aktinin 1:1 agregatlaridir. iskemik
kosullara maruz kalan noronlarda CAR olusumu gozlenmistir. Kofilin-1 asir1
ekspresyonu kofilin-aktin ¢ubuk olusumunu baslatarak sinaptik yapi1 ve islevi
bozabilir ve CAR olusumunu uyarabilir (Jang ve ark 2005). Oksijen-glikoz
yoksunlugu sonucu olusan iskemide ATP tiikenmesinin CAR olusumu i¢in gerekli
olmadig1 anlasilmistir. Oksijen-glikoz yoksunlugu sonucu olusan CAR, hem
glutamat reseptor antagonistleri hem de NADPH oksidaz inhibitorleri tarafindan
engellenmistir. Bu yol oksijen-glikoz yoksunlugunda iskemide CAR olusumunun
biyokimyasal yolagini agiklar. Iiskemik inmede CAR’lar nérit kaybia neden olur
(Mai ve ark 2024). Hipokampal CA1 alt bolgesinde siganlarda iskemiden dolay1
filament6z F-aktinin azaldigi ve yine CA1l bolgesinde F-aktin/G-aktin oraninda
belirgin bir azalma mevcuttur. F-aktin hasari iskeminin gelisimiyle es zamanl
olarak ilerler (Zhang ve ark 2022).

RhoA-Rock2 sinyal yolunun anormalligi F-aktin depolimerizasyonunu
azaltip hiicresel hipoksi ve glikoz yoksunlugunun sebep oldugu hiicre iskeleti
hasarin1 engeller. Huyou flavonoidlerinin serebral iskeminin 6nlenmesi ve tedavi

secenegi olabilecegine isaret etmektedir (Zheng ve ark 2023).

Aktif mikroglial hiicreler, iskemik fel¢ten sonra fazla miktarda inflamatuar
arac1 salgilamaktadir. 108 Spragu-Dawley siganlarina Scutellarin enjeksiyonu
sonucu I/R  hasarinda mikroglia aracili ndroinflamasyonun hafifledigi
gozlemlenmistir. BV-2 mikroglia, scutellarin tedavisinden sonra ciddi morfolojik
degisime ugramistir. F-aktin etiketlemesi, aktin floresan yogunlugunun artmasina
neden olmus ve BV-2 mikroglianin morfolojisini degistirdigi gozlemlenmistir

(Yuan ve ark 2015).
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Na-K-CI es tasiyicist (NKCC) hiicresel iyon homeostazinda ve sonrasinda
hiicre i¢i s1v1 birikmesinde rol alan bir transmembran protein ailesidir (Haas ve
Forbush 111 2000). NKCCI1 aktin siteskeletonu ile etkilesime girer ve NKCCl1
baskilanmasiyla F-aktin de azalir (Schiapparelli ve ark 2017). Yarali endotel
hiicrelerinde bulunan F-aktin stres lifleri KBB biitlinliigiiniin bozulmasinda rol alir
(Shi ve ark 2016). Hipoksik iskemik siganlarda vitexin kullaniminin F-aktin stres

lifi olusumunda bir azalma sagladigi sonucuna varilmistir (Luo ve ark 2018).

Beyin iskemi-reperfiizyonunda B-aktin  diizeylerindeki  degisimlerin
incelendigi ¢alismalarda farkli veriler bulundugu goriilmektedir. Bunlardan bir
kism1 beyin I/R ile f-aktin diizeylerindeki azalmay belirtirken bazi arastirmalarda
ise B-aktin diizeylerinde artislar rapor edilmistir. Bizim arastirmamizda deneysel
beyin I/R ile hem frontal korteks hem de hipokampiis dokusundaki [B-aktin
seviyeleri kontrol gruplarina gore dnemli artis gosterirken 1 hafta stireli tedavi ile
diizelme belirlenmistir. Baz1 arastirmalarda 6zellikle iskemi sonrasindaki 6zellikle
reperfiizyona bagl olarak B-aktin artiginin rapor edilmesi aragtirmamizi destekler
niteliktedir (Zhang ve ark. 2022). Benzer sekilde, oksidatif stresin aktin filament
yapisini bozarak yeniden organizasyon ihtiyacini artirdigi, bu nedenle B-aktin
ekspresyonunun strese bagli olarak yiikseldigi bildirilmektedir (Dohgu ve ark
2005).

Flavonoidlerin antioksidan ve antiinflamatuar etkileriyle bu yaniti
baskilayarak aktin sentezini dolayli yoldan azaltabilecegi belirtmektedir (Shen ve
ark 2022). Ayrica bazi flavonoidlerin aktin polimerizasyonunu diizenleyen
proteinler (kofilin gibi) iizerinden etkili olabildigi ve bu mekanizma aracilifiyla
aktin dinamiklerini degistirdigi belirlenmistir (Zheng ve ark 2023). Zhang ve ark.
(2022) calismasinda, iskemik hasar sonras1 hipokampal CA1 bolgesinde filament6z
F-aktin diizeylerinin reperfiizyon siiresine bagli olarak azaldig1 ve F/G-aktin
oraninda belirgin bir diisis gozlendigi bildirilmistir. Ancak ayni g¢alismada
reperfiizyon siiresindeki uzamanin ayni parametrede artisla sonuglandigi rapor
edilmistir. Bu bulgular, iskeminin aktin iskeleti {izerindeki yikici etkilerini ve
noronal yapinin stabilitesine yonelik tehditleri ortaya koymaktadir. Benzer sekilde,
calismamizda da iskemi-reperfiizyon grubunda beta-aktin diizeylerinde anlamli bir
artis gézlenmistir. Bu artis, iskeminin ardindan hiicre iskeletinde meydana gelen

yeniden yapilanmayi ve olast kompansasyon mekanizmalarini yansitmaktadir.
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DiOHF tedavisi uygulanan grupta ise beta-aktin diizeylerinde belirgin bir azalma
goriilmiistiir. Bu bulgu, DiIOHF'nin aktin iskeletinin diizenlenmesindeki potansiyel
roliinii ve iskemik siireglerdeki patolojik degisiklikleri sinirlamaya yonelik
etkilerini gostermektedir. Flavonoid tedavisinin, iskemik hasar sonucu bozulmus
hiicre iskeleti dinamigini iyilestirebilecegi ve ndronal stabiliteyi koruyabilecegi
diistiniilmektedir. Calismamizda DiOHF’un uygulandig1 grupta B-aktin diizeyinin
kontrol grubunun da altina diismesi, hiicresel yeniden yapilanma ihtiyacinin ortadan
kalktigin1 ve DiIOHF nin aktin sitoskeletal sistemi iizerinde ilgili gen tanimlanmasi

tizerinde baskilayici/dengeleyici bir etkisi olabilecegini gostermektedir.

Arastirmamizda ayrica hiicre yapisi ve KBB agisindan 6nemli etkileri olan
MMP’lerde degerlendirildi. Incelemis oldugumuz parametreler MMP-3 ve MMP-
9 idi. Her iki molekiilde beyin iskemi-reperfiizyonuyla birlikte 6nemli bir artis
gosterdi. Ancak reperflizyonla beraber 7 gilinliik DiOHF uygulamasi I/R’nin
olusturdugu MMP artiglarini 6nemli sekilde baskiladi.

Beyinde aktif MMP’lerden biri olan MMP-3 artisiyla KBB hasar1 olusur ve
periferdeki inflamatuar sitokinlerin beyin hiicrelerine ge¢mesiyle bu durum

noroinflamasyon ve noronal 6liim ile sonuglandigi belirlenmistir (Zhao ve ark
2006).

MMP-9, merkezi sinir sisteminde siki baglanti proteinlerini parcalayarak
KBB’nin bozulmasina neden oldugu (Yang ve ark 2007) ve serebral iskemi sonrasi
MMP-9 ekspresyonu artirmak suretiyle KBB hasar1 olusmasina katkida bulundugu
tespit edilmistir (Kamada ve ark 2007).

Sicanlarda serebrovaskiiler diiz kas hiicrelerinde I/R‘den sonra MMP-9
ekspresyonunun arttig1 goriilmiistiir (Maddahi ve ark 2009). Akut iskemik inmede
artmis MMP-9 seviyelerinin mortalite ve major sakatlik riskiyle iliskili oldugu

diistinilmiistiir (Zhong ve ark 2017).

Akut iskemide rt-PA uygulamasi ve LOX-1/MMP-9 inhibisyonunun inme
tizerindeki etkilerinin arastirildigi bir ¢aligmada; 12 ve 24 saatlik reperfiizyon
sirasinda ¢esitli inflamasyon belirteglerinin arttigi ve kan bariyer biitiinliigii
belirteglerinin mRNA seviyelerinin ise azaldigi bildirilmistir. MMP-9 seviyelerinde
de artis oldugu belirtilmistir. Beyin mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde LOX-

1/MMP-9 inhibisyonunun MMP-9 seviyelerini, inflamasyonu ve MMP-9

50



aktivasyonunu azalttigini rt-PA tedavisiyle ndrolojik fonksiyonda olumlu bir etki
saglayarak iskemik inmenin olumsuz etkilerini azalttigi gozlemlenmistir (Arkelius

ve ark 2024).

Erkek Sprague Dawley sicanlar1 iizerinde gergeklestirilmis olan bir
aragtirmada iskemik siganlarda MMP-2 ve MMP-9 aktivitesinin de I/R hasariyla
onemli bir sekilde arttigi gosterilmistir (Wang ve ark 2023). Serebral I/R’li
siganlara kaempferol tedavisi yapilmistir. Tedavi sonucu serebral enfarktiis
hacminin azaldigi, iskemi sonrasi inflamasyon ve KBB hasarinin hafifledigi
goriilmiistiir. Ayrica transkripsiyon faktorii NF-xB, p65 fosforilasyonu ve
transpozisyonunu azaltarak pro-inflamatuar proteinlerin ekspresyonunu inhibe
ettigi gosterilmistir (Li ve ark 2019). Izosakuranetinin I/R durumunda kan beyin
bariyeri hasarindaki etkisi incelendiginde, kullanilan Evan Blue sizintisinin 6nemli

olglide azaldig tespit edilmistir (Janyou ve ark 2024).

Erkek Wistar sigcanlar iizerinde gergeklestirilen bir aragtirmada 60 dakika
stireli fokal beyin iskemisinde MMP-9 ekspresyonu artmis, fakat izoflavon tedavisi
I/R ile olusan MMP-9 artisin1 baskilamistir (Li ve ark 2023). Flavonoid alt
grubundan olan kalikozin-7-O-B-D-glukozidi (CG) izoflavon tedavisi uygulanan
siganlarda CG, in vivo MCAO I/R sigan modelinde MMP’lerin (MMP-2 ve MMP-

9) ekspresyonunu ve aktivitelerini belirgin sekilde baskilamigtir (Fu ve ark 2014).

Sprague-Dawley siganlari iizerinde R. Laevigata Michx meyvesindeki
flovonoid bakimindan zengin ekstratin (FRE) serebral I/R hasarina kars1 koruyucu
etkileri arastirildig1 bir ¢alismada oral FRE uygulanmasinin hasar1 destekleyen

MMP-9 diizeylerinde azalma gostermistir (Zhang ve ark 2013).

Sprague-Dawley siganlariyla yapilan bir ¢alismada bir tiir flavonoid olan
Pinocembrin (PCB) sicanlardaki profilaktik tedavisi MMP-9 ve MMP-2
aktivasyonlarini baskilamigtir (Ma ve ark 2018).

Trilobatin (TLB), Lithocarpus polystachyus Rehd yapraklarindan izole edilen
bir flavonoid bilesigidir. Bu c¢alismada TLB’nin KBB iizerindeki koruyucu
etkilerinin  MMP-9’un asir1  ekspresyonuyla ortadan kalktigi, MMP-9’un
baskilanmasiyla KBB iizerindeki yararli etkilerinin giiclendigi sonucuna

ulasilmistir (Feng ve ark 2024).
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Luteolin-7-O-B-D-glukuronid (LGU) flavonoid 6zellikli ana aktif monomer
bilesigidir. LGU, iskemik siganlarda artmis MMP-9 ekspresyonunu 6nemli ol¢iide
azaltmistir (Fan ve ark 2024). Erigeron breviscapus Hand-Mazz bitkisinden elde
edilen bir flavonoid olan Scutellar (Scu) tarafindan uyarilan mitofajinin MMP
kaybim1 ve asirt  mito-ROS  diretimini  simirlayabilecegi ve  bunun
oksidasyon/antioksidan  sisteminin  dengesini  korumada yararli oldugu

gosterilmistir (Yang ve ark 2024).

Icariin (ICA), in vivo metabolizmaya ugrayarak Icaritin (ICT)’i tretir. ICT
akut serebral I/R durumlarinda ICA’ya gore ndrolojik hasari daha etkili azaltir (Wu
ve ark 2021). Yapilan deneylerde ICT 6n korumast mPTP’nin agilmasini ve I/R
hasariyla artan MMP artisim1 6nemli oranda engellemis oldugu rapor edilmistir

(Zhou ve ark 2024).

Hesperidinin 7 giinliik tedavisiyle inme hastalarinin iyilesme seviyeleri
artmistir. Ayrica MMP-2 ve MMP-9 diizeylerinda azalmay1 tesvik etmistir (Qin ve
ark 2020).

Rosa laevigata MICHX meyvesinden elde edilen flavonoid 6zellikli 6ziitiin
(FRE), serebral I/R hasarinda MMP-9 ekspresyonunu azalttigi belirlenmistir
(Zhang ve ark 2013). Nobiletin antioksidan ve antiinflamatuar etkileriyle bilinir.
Nobiletin (NOB) I/R’li siganlarda MMP-9 seviyelerini azaltmistir (Zhang ve ark
2016). Soya izoflavonu ile 6n tedavi edilen ve sonra iskemi olusturulan siganlarda,

tedavi edilmeyen gruba gére MMP-9 ekspresyonunda diizelme goriilmiistiir (Li ve
ark 2023).

Fokal iskemi uygulanan siganlarda quersetin tedavisi, MMP-9 aktivitesi
tizerinde inhibitdr etki gostermistir boylece iskemi sirasinda olugan KBB hasari
hafiflemistir (Lee ve ark 2011). Rutin flavonoid bir glikozittir. Rutin ile tedavi
edilen iskemik sicanlarda MMP-9 ekspresyonu iskemik kontrol grubuna gore
onemli derecede azalmistir (Jang ve ark 2014). Yesilcay polifenolii epigallokatesin
gallat (EGCG) iskemi sonrasi farelere uygulanmistir. Iskemi nedeniyle

ekspresyonu artan MMP-9, EGCG uygulamasiyla azalmistir (Park ve ark 2010).

Polifenollerin in vivo ve in vitro post-iskemi neovaskiilarizasyon iizerindeki
etkilerinin incelendigi iskelet kasi iskemisinde daha diisik MMP aktivasyonu

belirlenmistir (Baron-Menguy ve ark 2007). Cin bitkisi Ophiopogon japonicus’un
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aktif homoizoflavonoidinin (MO-A) I/R iizerindekileri etkileri degerlendirildiginde
MO-A’nin MMP-9’u baskiladigi gozlemlenmistir (Lin ve ark 2015). Baska bir
calismada deneysel iskemik inmede naringenin siganlarda MMP-9 ekspresyonunu

asag1 diizenlemistir (Bai ve ark 2014).

Yukarida farkli deneysel modeller ve iskemik inme geciren hastalar
incelendiginde I/R sonucu matriks proteinlerinden olan MMP’lerin 6nemli sekilde
artiglar belirlenmistir. Gergeklestirmis oldugumuz calismada da erkek Wistar
sicanlarda 30 dakika siireli iskemi ve sonrasinda 1 hafta reperfiizyonla birlikte
calisilmig dokular olan frontal korteks ve hipokampiiste MMP-3 ve MMP-9
seviyeleri belirgin artis gostermis olmasi ornekleri verilen benzer g¢alismalarla
uyum gostermektedir. Genel mekanizma olarak 6zellikle MMP-3, MMP-9’un bir
aktivatorii olarak gorev aldigindan ozellikle hipokampiiste MMP-3 artis1 ilgili
dokudaki MMP-9 seviyelerinde daha belirgin artislara sebep olmustur.

Ancak yapilan tedavi ile MMP degerlerinde I/R ile olusan artiglar 6nlenebilir
sekilde baskilanmis olmasi farkli flavonoidlerden saglanmis olan tedavi edici
etkinligi desteklemektedir. Bununla beraber daha onceki caligmalarda benzeri
deneysel modellerde DiOHF kullanilmamis olmasi1 nedeniyle DiOHF nin 6nemli

bir etkinligi olarak 6n plana ¢ikmaktadir.
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5. SONUC ve ONERILER
Bu c¢alismada serebral I/R hasarinin frontal korteks ve hipokampiis
bolgelerinde sebep oldugu degisiklikler ile 3°,4’-dihidroksi flavonol (DiOHF)

uygulamasinin etkileri belirlenmis ve degerlendirilmistir.

I/R; KBB yapist ve fonksiyonunda 6nemli molekiiller olan klaudin, okludin
diizeylerini baskilarken, beta aktin, MMP-3 ve MMP-9 seviyelerini artirmistir.

Ancak reperflizyonla birlikte 1 hafta siireli periton i¢i DiIOHF uygulamasi I/R

ile ortaya ¢ikan degisimleri diizeltmistir.

Yapilan ¢aligmada serebral iskemi sonucu kan beyin bariyer biitiinligiiniin
bozuldugunu ve matriks yikiminin ve aktin iskelet yeniden yapilanmasinin aktive
oldugunu gostermektedir. Bu calismada DiIOHF’un KBB biitiinliiglinii saglayan
sik1 baglant1 protein diizeylerini arttirma ve doku yikimu ile iliskili enzimlerin
ekspresyonu lizerinde baskilayici ve hiicre iskelet biitlinliiglinii saglayan parametre
tizerinde diizenleyici etkileri bulundugu tespit edilmistir. Bunlar DiOHF’nin

potansiyel terapdtik etkilerini gosteren somut bulgular olarak degerlendirilebilir.

Tim bunlar DiOHF’nin 6zellikle KBB biitiinliigiinii koruma konusunda

giiclii bir flavonoid olabilecegi fikrini ortaya atmaktadir.

Ancak gelecekte yapilacak ve ilgili yolaklardaki molekiiler mekanizmay1

aydinlatacak daha detayl ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.
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