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1. OZET

MER TIiROZIN KINAZ’IN YENIDOGAN HiPOKSi iSKEMi MODELINDE
AKUT DONEM ETKILERININ ARASTIRILMASI

Yenidogan hipoksik iskemisi (YHI), perinatal dsnemde morbidite ve mortalitenin en
onemli sebeplerindendir. Maruz kalinan oksijen eksikligine bagli olarak 6liimden
mental ve motor rahatsizliklara kadar kalic1 hasara neden olabilmektedir. Hipoksik
iskeminin (HI) patofizyolojik siirecleri oksijensiz kalan dokuda inflamasyon, ndronal
eksitotoksisite, hiicresel apoptoz ve mikroglial aktivasyon oldugu goriilmektedir. Bu
patofizyolojik slireglerin anlasilmasi ve engellenmesine yonelik ¢alismalar, uzun
donemde meydana gelebilecek geri dondiiriillemez sonuclarin da 6niine gecilmesini

saglayabilecek niteliktedir.

MerTK’nin beyin hasar1 sonrast 6zellikle subakut donemde ifadesinin artmasi bize
MerTK’nin dejeneratif siireclerin yaninda YHI sonrasi beynin olusan kosullara
yeniden modellenmesinde kritik bir rolii oldugunu diisiindiirmektedir. MerTK’nin bu
slireglere etkisinin arastirilmasi1 amaciyla MerTK knockout farelerin yaninda olasi
genetik degisikliklerin sonuglara olan etkilerinin en aza indirgenmesi i¢in spesifik
MerTK inhibitériic. UNC2025’de kullanilmistir. Bu tez ¢alismasinda MerTK
inhibisyonunun; hasar hacmi, noéronal sagkalim ve DNA fragmantasyonunda
dogrudan bir etkisi oldugunu goéstermektedir. Buna ek olarak, MerTK
inhibisyonunun efferositoz ve pro-inflamatuvar sitokin salinimiyla apoptotik
hiicrelerin ~ sayisin1  arttirdigr  diisiiniilmektedir.  Veriler bir biitiin  olarak
degerlendirildiginde, MerTK nin YHI patofizyolojisindeki fonksiyonunun tam olarak
anlasilabilmesi amaciyla daha detayli molekiiler ¢aligmalar yapilmasi gerektigini

gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: MerTK, UNC2025, Yenidogan hipoksi iskemisi,

Bu tez, TUBITAK tarafindan 1001 proje kapsaminda 121S601 nolu proje tarafindan

desteklenmistir.
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2. ABSTRACT

EFFECTS OF MER TYROSINE KINASE ON ACUTE INJURY PROGRESS
AFTER NEONATAL HYPOXIA ISCHEMIA

Neonatal hypoxic ischemia (NHI) is one of the most important causes of morbidity
and mortality in perinatal period. It causes permanent damage from death to mental
and motor disorders depending on the oxygen deficiency being exposed to.
Pathophysiological processes of hypoxic ischemia (HI) include inflammation,
neuronal excitotoxicity, cellular apoptosis, and microglial activation in the tissue.
Studies aimed understanding and preventing pathophysiological processes that have
been capable of preventing irreversible consequences which may occur in chronic

period. Albeit no effective treatment against NHI has been opposed so far.

The increase in the expression of MerTK after brain injury, especially in the subacute
period, demonstrated that MerTK plays a critical role in remodeling the conditions
that occur after NHI, as well as the degenerative processes. In order to study the
effect of MerTK on these mechanisms, MerTK knockout mice were used along with
the specific MerTK inhibitor This thesis suggests that MerTK inhibition has a direct
effect on the volume of injury, neuronal survival, and DNA fragmentation. In
addition, MerTK inhibition is thought to increase the number of apoptotic cells
through efferocytosis and pro-inflammatory cytokine release. Taken together, the
data suggest that more detailed molecular studies are needed to fully understand the
function of MerTK in the pathophysiology of NHI.

Keywords: MerTK, UNC2025, Newborn hypoxic ischemia

This thesis was supported by the TUBITAK project No: 121S601within the scope of
the 1001 project.
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3. GIRIS VE AMAC

Yenidogan hipoksi-iskemisi (YHI), oksijen yoksunlugundan kaynaklanan
beyin hasaridir ve uzun stireli sekeller ve sosyo-ekonomik yiikler bakimindan 6nde
gelen pediyatrik norolojik kosullardan birisidir. Yapilan istatistiklere gore hipoksi
iskemi insidansinin degismekte oldugu ve her 1000 canli dogumdan 4’e kadar
ulastigini gostermektedir ve bu oran yilda yaklasik dort milyon ¢ocukta bu durumun
goriilebilecegini gostermektedir [1, 2] Oksijensiz kalmis yenidoganlarin neredeyse
%20-50’si yenidogan doneminde Olmekte ve hayatta kalanlarda ise ciddi saglik
sonuglart ve kalic1 hasarlar goriilmektedir [2]. Yenidoganin ¢esitli fizyolojik telafi
edici mekanizmalara sahip olmasina ragmen, kalici bir hipoksi ndrolojik bozukluk

durumuna yol acabilmektedir.

Norodejeneratif ve noroinflamatuar stireglerde TAM’larin roliine dair kanitlar
hizla artmaktadir. TAM reseptorleri negatif mediyatdr gibi davranarak asir
proinflamatuvar sitokin salgilanmasinin 6niine ge¢cmektedir. Ayrica TAM agonisti
Gas6’nin anti-inflamatuvar ve noroprotektif etkilere sahip oldugu bilinmektedir [3].
Ancak Gas6 TAM reseptdr ailesinin temel agonisti oldugundan Gas6 aktivasyonuyla
biitiin bir TAM ailesi aktive olmaktadir ve gelismekte olan beyine 6zellikle hasar
sonrasinda ne gibi etkilerinin olacagi bilinmemektedir. Bununla beraber, TAM
reseptorleri normal yasam siirecinde noral kok hiicre canliligini, proliferasyonunu ve

noronal farklilagmaya yardimei oldugu bilinmektedir [4].

TAM ailesinin her liyesinin beyin hiicrelerindeki ifade edilme diizeyleri de
birbirlerinden farklidir. TAM reseptorlerinden olan Mer Tirozin Kinaz (MerTK) en
yiiksek seviyede astrositlerde ifade edilir ve apoptotik hiicrelerin fagositozu,
inflamasyon ve bagisiklik sisteminin  diizenlenmesinde islevleri oldugu
bilinmektedir. Inflamasyon, beyin hasar1 sonrasi olusan patofizyolojik siireclerin en
onemlilerinden olup anti-enflammatuar ajanlarin veya immunosupressantlarin hasari
anlamli derecede azalttigi bilinmektedir. MerTK fizyolojik ve patolojik kosullarda
hiicre sagkalimi ve homeostazisinde hiicre gocii, fagositozu, metabolik {irlinlerin

ortadan kaldirilmasi gibi 6nemli gorevler aldig1 diisiiniilmektedir. MerTK nin her ne
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kadar beyinde apoptotik hiicrelerin fagosite edilmesinde gorev aldigi bilinse de YHI
sonrasindaki patofizyolojik siiregler ile ilgili bilinenler yeterli degildir. MerTK
inhibitorleri gelistirilmekte olup bu inhibitdrler ile MerTK nin etkilerini anlamaya
yonelik literatlirdeki c¢alismalarin  biiyiik bir kismi kanser iizerine oldugu
goriilmektedir ve norodejeneratif hastaliklar {izerine etkisini gosteren bir ¢alisma

bulunmamaktadir.

Beyin hasar1 sonrasi subakut donemde MerTK’nin dokulardaki ifadesi
artmaktadir. Buna bagli olarak, MerTK’nin ndrodejeneratif siireglerde ve beyin
plastisitesinde kritik bir role sahip oldugu diisiiniilmektedir. Bu tez kapsaminda,
MerTK inhibisyonunun akut yenidogan hipoksik iskemisindeki fonksiyonunun
arastirilmast  hedeflenmistir. Hasar hacmi, atrofi, noéronal sagkalim, DNA
fragmantasyonu analizleri ile iskemik hasarin derecesi, sitokin ve kemokin

profillerinin analizi ile ise inflamatuar siireglerin degerlendirilmesi amaglanmustir.
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4. GENEL BILGILER

4.1. Yenidogan hipoksi iskemisi

Insan beyni, iskelet kas1 veya kalp gibi mekanik isler yapmamasima ragmen
viicuttaki metabolik olarak en aktif organlardan biridir. Beyin dokusunun yiiksek
oksijen tiikketim hizi géz Oniline alindiginda, oksidatif metabolizmanin devamlilig
i¢in kan yoluyla kesintisiz bir substrat kaynagina bagimlidir [5]. Oksijenin neredeyse
tamami1 beyinde karbonhidratlarin oksidasyonunu saglamak amaciyla kullanilir [6].
Glikoz, beynin birincil metabolik substratidir ve oksidatif metabolizmay1 siirdiirmek
icin gerekli glikoz ve oksijen depolar1 olmadan, homeostatik beyin fonksiyonu hizla
kaybolur. Bu nedenle diger organlara kiyasla beyin dokusundaki dolasim
bozukluklar1 patolojik sonuglarini siddetlendirmektedir [5].

Yenidogan hipoksi-iskemisi (YHI), dogumda veya sonrasinda beyin dokusuna
yeterli oksijen ve kan akisi saglanamamasina bagli nérolojik bir durumdur [7].
YHIi’nin sebepleri tam olarak bilinmese de oksijen ve besin bakimindan plasentanin
yetersiz kalmasi, dogumda olusabilecek dolagim problemleri, dogum sonrasindaki
kalp ve solunum problemlerinin yol ag¢tig1 diisiiniilmektektedir. 2015 yilinda yapilan
bir calismaya gore, gelismis iilkelerde YHI gériilme siklig1 1000 dogumda 1 ila 8
arasinda degisirken, az gelismis iilkelerde 1000 canli dogumda 26'ya kadar
cikmaktadir [8]. Neonatal HI'dan kurtulan hastalarin %5-10'unda kalici motor
bozukluklar ve %20-50'sinde ergenlige kadar devam eden duyusal veya bilissel
anormallikler goriiliir [9]. Hayatta kalanlarda, beyin hasari sebebiyle uzun vadede
epilepsi, serebral palsi, Alzheimer’s, Parkinson gibi norodejeneratif hastaliklar ortaya
¢ikmaktadir [10, 11]. Yogun bakim ve solunum destegi teknolojilerinin ilerlemesine
bagli olarak yenidoganlarin hayatta kalma orani1 artmis olsa da popiilasyonda artan
bir engellilik yiikii olusturmustur. Buna ragmen, mevcut olan 6nleyici veya koruyucu
tedaviler ¢cok az sayida ve yetersizdir. Kompleks patofizyolojisi ve genis semptom
spektrumu sebebiyle klinikte hastalligin tespiti zorlasmaktadir. YHI sirasinda ve
sonrasinda kullanilmak amaciyla yeni ndroprotektif tedaviler gelistirilmesi biiytiik

Onem arz etmektedir.
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Hipoksik-iskemik beyin hasari mekanizmalarinin yani sira olast terapotik
midahalelere dair giincel bilgilerimizin biiyiik bir kismi, yetiskinlerde deneysel inme
modellerine iliskin kapsamli bir literatiirden kaynaklanmaktadir. Dolayisiyla, doku
enerji rezervlerini tiiketmeye yetecek siddette bir serebral hipoksik-iskemik olay1
hizla asidoz, glutamat eksitotoksisitesi, reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve oksidatif
stresin takip ettigi, bunu da uzun siireli gecikmis hiicre 6limii veya apoptoz ve
inflamasyonun izledigi artik iyi bilinmektedir [12]. Fakat yetiskin beyninde elde
edilen verilerin yeni dogan hayvanlara uygulanmasi bir celiski dolayisiyla
engellenmistir. Olgunlasmamis beyin ¢ogunlukla YHI’nin zararli etkilerine karsi
'direngli' olarak kabul edilirken, ayn1 zamanda beynin spesifik gelisim asamasina
bagli olarak yaralanmaya karsi hassasiyet donemleri de sergilemektedir. Dahasi,
gelismekte olan beyne yonelik hipoksik veya hipoksik-iskemik bir etki, sonraki

olgunlagmay1 etkileyerek yetiskin beyni i¢in uzun siireli sonuglar doguracaktir.

4.1.1. Enerji metabolizmasi

Beyin, glikoz metabolizmasi agisindan sasirtict derecede aktif bir dokudur;
hayati fonksiyonlarini siirdiirmek icin saglanan enerjinin neredeyse tamami glikoz
oksidasyonundan elde edilir [13]. Ancak olgunlasmamis beyindeki serebral glikoz
metabolizmasinin, HI sirasinda enerji yetersizligine karst hem direng hem de
hassasiyet olusturacak sekilde yetiskinlerden farkli oldugu bilinmektedir [2]. Ayrica,
yetersiz glikoz varligi veya artan enerji ihtiyact gibi durumlardan elde edilen
bulgular, beynin yakit se¢eneklerinde statik olmadigini géstermistir [14]. Beyin,
enerji ithtiyaglarii gidermek amaciyla glukoz harici laktati ve keton govdelerini, -

hidroksibutirat veya asetoasetati, kolaylikla kullanabilir [2].
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Sekil 4.1.1.1. Beyindeki enerji metabolizmasinin KBB, astrosit ve néronlar arasi

dongiisi [15].

Bu substratlarin dolasimdan beyne tasinmasina iki integral membran proteini
ailesi aracilik eder: kolaylastiric1 glukoz tasiyici proteinleri (GLUT) ve protona bagl
monokarboksilik asit tasiyict proteinleri (MCT) [16, 17]. Bu ailelerin memeli
beyninde baslica belirlenmis olan izoformlar1t GLUT1 ve GLUT3 ile MCT1 ve
MCT2’dir. GLUT1 birincil olarak glikozun kan-beyin bariyeri boyunca
taginmasindan sorumludur ve GLUT3 glikozun néron igine alimini kontrol eder [18].
Serebral glukoz tiikketimi dogum sonrasi ilk haftalarda yetiskin degerinin yalnizca
onda biri kadardir ve GLUT seviyeleri de benzer sekilde diisiiktiir [2]. Ancak, keton
cisimleri ilk 2 hafta siiresince serebral metabolik ihtiyacin 6nemli bir bolimiinii
saglar. Ayrica MCTI1 ifadesi kan beyin bariyerinde (KBB) cok yiiksek olup
neredeyse tiim hiicre tiplerinde, astrosit, noron ve glialarda, eksprese edilirken MCT2
ifadesi noronlarla sinirlandirilmistir [19]. Kemirgenlerde yapilan c¢alismalar,
kemirgen siitlinlin yliksek keton icerigi sebebiyle postanatl donemde ilk iki haftada
emziren kemirgenlerin keton gvdesi kullanimmin maksimuma ulastigini ve serebral
mikrodamarlardaki MCT1 ekpresyonu da arttigin1 gostermektedir [20]. Boylelikle,
sadece keton gdovdelerinin beyne tasinmasi kolaylastirilmakla kalmayip, laktik asidin
alimma ve uzaklastirnlmasina de katkida bulunabilir. Beynin olgunlasarak ana
oksidatif kaynak olarak glukoza gecisi, KBB’deki MCT1, GLUT1 ve ozellikle

noronal GLUT3 seviyesinin azalarak yetiskin diizeyine ulagmasini saglar [21].
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Dolayisiyla yenidogan beyni, diisiik glukoz tasima kapasitesi ve hem keton govdesi

hem de laktat tasima icin yiiksek kapasite ile karakterize edilir.

Beynin gelisimsel siireclerinde hem GLUT hem MCT ekspresyonu siki bir
sekilde diizenlenir. Hi siiresince, beynin glukoz kullanimi yiiksek seviyerele ulastig
icin glukoza olan bagimliligi da artar [21]. Yapilan galismalar, P7 sican beyninde
glukoz tasiyicilarinin diisiik konsantrasyonda olmasi, gelisimin bu sathasinda
serebral glukoz kullanimini smirli kilmaktadir [22]. HI sirasinda beyin glukoz
konsantrasyonlarinin biiyiik Ol¢iide azalmasi yenidoganlarin hasar sonrasi hayatta
kalma yetenegini arttigini diistindiirmektedir. Yetigkin beyninde ise bu durum ters bir

etki yaparak doku hasarinin siddetlenmesine sebep olur [19].

4.1.2. Glutamat eksitotoksisitesi ve oksidatif stres

Uyarict amino asitler (EAA), glutamat ve aspartat, memeli beyninde
gerceklesen hizli sinaptik iletimin biiyiik bir boliimiinii olusturmaktadir. Normal
sartlar altinda glutamat presinaptik sinir terminallerinde, ndronal depolarizasyon ile
salinimi uyarilana kadar tutulur [23]. Sinaptik bosluga salindiktan sonra
norotransmitterler, sinapslar1 ve sinir terminallerini saran astrositlerdeki glutamat
reseptorleri tarafindan hizlica alinarak geri kazanim ig¢in sinir terminaline
gonderilmeden &nce glutamine doniistiiriiliir [24]. Hi'ye bagh olarak hiicresel enerji
depolarimin tiiketilmesi, noéron ve glia depolarizasyonuna ve merkezi sinir sistemine
asir1 miktarda uygulandiginda eksitotoksisiteye sebep oldugu bilinen EAA’lerin
hiicre dis1 alana salimma yol acar [25]. EAA'lar, gri ve beyaz cevherin hassas
alanlarindaki noéronlar ve astrositler {izerinde ifade edilen iyonotropik N-metil-D-
aspartat (NMDA) ve a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropiyonik asit
(AMPA) reseptorlerini aktive eder [26]. EAA reseptorlerinin  ekspresyonu
olgunlasmamis beyinde yiiksek olup, gelisim siirecinde kritik gorevlere sahiptir.
Yenidogan beyni, yetiskin beynine gére NMDA reseptor aracili eksitotoksisiteye
duyarliligr yiiksektir [27].
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Sekil 4.1.2.1. HI sonucu olusan beyin hasarindaki NMDA aktivasyonu kaynakli

sinyal yolaklar1 [28].

Eksitotoksisite sonucu asir1 aktiflesen NMDA reseptorleri ve kalsiyum
gecirgen AMPA reseptor kanallari, néronlarin hiicre i¢i depolardan asir1 kalsiyum
salinimini stimiile eder [29]. Bu durum, kalpain aktivasyonu, reaktif oksijen tiirleri
(ROS) sentezi, noronal nitrik oksit sentaz (nNOS) indiikklenmesi ve mitokondriyel
disfonksiyon gibi asagi yonlii sinyal yollarini baslatarak hiicre nekrozu veya

apoptozu ile sonuglanir [30, 31].

Yapilan arastirmalar, caplain'in kalsiyum aracilifiyla etkinlestirilmesinin,
normal sartlarda diisiik hiicre i¢i kalsiyum seviyelerini koruyan membran NCX Na+
/Ca2+ degistiricisini tahrip ederek de bu siirece katkida bulundugunu ortaya
koymaktadir [32]. Olgunlasmamis beyinde nNOS ve indiiklenebilir NOS (iNOS)
seviyeleri yetiskin beyine gore daha yiiksektir. Artan nitrik oksit (NO) diizeyleri hem
pozitif hem de negatif olarak modiilasyona agiktir [33]. NO’nun siiperoksit ile
reaksiyonu lipid peroksidasyonunu arttirirken, radikal ara maddelerin bazilarini
temizleyerek lipid peroksidasyonunu inhibe ederek yag asidi zincir yayilma
reaksiyonlarini durdurabilir [34, 35]. Buna ek olarak, nNOS’un kalsiyum yoluyla
etkinlestirilmesi ve agir1 kalsiyum yiiklenmesi mitokondrinin islevsiz kalmasina ve
ROS iiretimine yol agmaktadir [36]. Mitokondriden serbest birakilan sitokrom C ve
Fas aktivasyonu da kaspazlarin etkinlestirilmesine neden olarak apoptoza zemin

hazirlar [37].
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4.1.3. Apoptotik siirecler

Hiicre oliimii biyokimyasal ve morfolojik Sl¢iitlere dayanarak apoptotik veya
nekrotik olarak smiflandirilir [38]. Nekrotik 6liim genellikle ciddi bir hasar sonucu
meydana gelir ve membran biitiinliiglinde bozulma, sitoplazmik igerigin hiicre disi
bosluga yayilmasi ve sekonder bir enflamatuar yanit ile nitelendirilir [39]. Apoptoz
ise hiicrenin kendini imha ettigi, oldukga diizenlenmis ve enerji gereksinimi olan bir
stirectir [38]. Niikleer kondansasyon ve kontraksiyon baslangigta gerceklesirken,
membranlar ve organeller son evrelere gelinceye kadar intakt kalirlar. Hiicresel
kalintilar apoptotik gévdeler olarak tomurcuklanarak ¢evre hiicreler tarafindan alinir
[39, 40]. Fakat bircok bulgu HI sonucu gelisen apoptozun morfolojik olarak
gelisimsel apoptozdan farkli sekilde gerceklestigini ve melez nekrotik-apoptotik
fenotiplerin meydana geldigini gostermektedir [41]. Aksine, biyokimyasal agidan,
yapilan arastirmalarin birgogu Hi'de apoptotik siireglerin devreye girdigi konusunda
hemfikirdir [2]. Yetiskin beynine kiyasla yenidogan beyninde kaspaz-3, APAF-1,
Bcl-2 ve Bax gibi apoptozun temel elemanlari daha fazla diizenlenir ve patolojik
durumlarda da 6nemli bir role sahiptir [42, 43]. Cogu memeli hiicresinde apoptoz,
Kaspaz-3, -6 veya -7'nin asag1 yonde aktivasyonuna onciiliikk eden bir sistein proteaz
ailesi olan kaspazlari icerir. Kaspaz-3, MSS'de temel yiiriitiici gibi goriinmektedir ve
aktivasyonu, hiicrenin yasamsal faaliyetlerinini devamliligl i¢in elzem olan c¢ogu
substratin hiicre i¢inde degradasyonuna yol acar [44]. Kaspaz-3 hem intrinsik hem de
ekstrinsik (reseptdr aracili) yolaklarla aktive edilebilir. Intrinsik mekanizma sitokrom
C salinimini ve 'apoptozom' formasyonu sonucunda kaspaz-9 aktivasyonunu kapsar.
Ekstrinsik mekanizma ise Fas-ligandinin reseptoriine baglanarak kaspaz-8'in
boliinmesine ve kaspaz-3'lin aktivasyonuna yol agmasidir [45]. Kaspaz sistemlerinin
Hi'ye yanit olarak gelismekte olan beyinde devreye girdigine dair ok sayida kanit
bulunmaktadir. Kaspaz-3, -8 ve -9 aktivitelerinin tamami artmakta ve asagi yonlii
substratlari olan ICAD ve poli(ADP-riboz)polimeraz parcalanmaktadir [42, 46].
Buna ilaveten, genis kapsamli bir inhibitoriin uygulanmasiyla ya da endojen kaspaz
inhibitérii XIAP'in transgenik artisiyla kaspaz-3 etkinligi ve HI hasarinin énemli

oranda azaltilabilecegi belirtilmistir [47, 48].
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4.1.4. inflamasyon ve sitokin salinimi

Hi, ilk hasardan sonra birka¢ hafta siirebilecek enflamatuar siirecleri
tetiklemektedir. Mikroglia, beyinde bulunan yerlesik bagisiklik hiicreleridir ve
aktivasyonu HI durumunda enflamatuar yanitlarin ilk asamasidir [49]. Fagositoz,
inflamatuar ve anti-inflamatuar sitokinlerin iiretimi, antijen sunumu ve kan-beyin
bariyerinin (BBB) bozulmasina yol agan matriks metalloproteinaz (MMP) salinmasi
gibi makrofaj benzeri islevler gelistirirler [50]. Boylece periferik 16kositler beyne
nifuz eder ve bagisiklik acisindan normalde korunakli olan beyin ortama,
inflamasyonu ve beyin hasarini daha da siddetlendiren sistemik yanitlara acik hale
gelir [51]. Hi hasarm meydana gelmesinden hemen sonra yenidoganlar dogustan
gelen bir immiin tepki baslatir [52]. Bu yanit, hem astrosit hem de mikroglialarin
yarali noronlar ve glial hiicreler tarafindan aciga ¢ikarilan pro-enflamatuar aracilar,
sitokinler ve ROS ile aktive edilmesini saglar [53]. Mikroglialarin M1 fenotipi néron
Oliimiiniin artmasina yol actig1 diisiiniildiiglinden mikroglialarin klasik aktivasyon
fenotipini  diizenlemeye yonelik ilgi gittikge artmaktadir [54]. Hastalik
modellerindeki deneysel bulgular da hipoksinin indiikledigi noroinflamasyonda
mikroglia aktivasyonunun oOnemini vurgulamaktadir. Gelisen beyindeki ameboid
mikroglia Hi'ye siddetli bir yanit vererek yarali dokuda birikir ve glutamat, NO ve
ROS ile beraber yiiksek seviyede enflamatuar sitokin (TNF-a, IL-1pB, vb.) tireterek
oligodendrosit dliimlerine, aksonal bozulmaya ve immatiir BBB'nin zarar gérmesine
neden olur [55, 56]. Mikroglia gibi bagisiklik sisteminin endojen hiicreleri ve
muhtemel istilact hiicreler erken donemde toksik olabilir, fakat sonrasinda
antienflamatuar sitokin, trofik faktdr salimimi ve yarali hiicrelerin fagositozu
araciligiyla hasarin ileriki safhalarinda koruyucu bir fenotipe gecis yapabilirler [57,
58]. Nitekim, mikroglia hiicrelerinin ortadan kaldirilmasi, yenidogan kemirgenlerde
fokal iskemi sonrasinda enflamatuar sitokin ve kemokin salinimiyla hasari

siddetlendirerek mikroglialarin néroprotektif etkileri oldugunu géstermektedir [59].

Mikroglialara benzer sekilde makrofajlar da MSS'nin ¢esitli bolgelerinde yasar
ve gelisim siirecinin erken evrelerinden beri erigkin MSS'de bulundugu kabul edilen
mikroglialarin aksine dolagimdaki monositler tarafindan devamli yenilenebilir [60].

Buna karsin, yapilan bir calismada, iskemik beyinde 6lmekte olan mikroglialarin,
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periferik monositler veya makrofajlarin yarali bolgeye niifuz ederek mikroglial

fenotipler kazanmasiyla yenilenebilecegini 6ne siirmektedir [61].

Astrositlerin aktivasyonunun Hi'de hem yikici hem de iyilestirici etkileri
oldugu diisiiniilmektedir. Insan yenidoganin beyninde astrositler 20 ila 23 haftalik
gestasyona kadar reaktif hale gelmez ve yaralanma uyarilarina duyarl degildir [62].
Yetigkin iskemi modellerinde elde edilen bulgularla paralel olarak, P7 sigan
yenidoganlarinda astrositler iskemik ¢ekirdek igerisinde nadir olarak gozlenirken,
Hi'den 24 saat sonra penumbra alanlarinda yogun olarak goriilmektedir [63]. Reaktif
astrositler 1L-6, TNF-o, IL-1a ve B ve interferon y gibi pro-enflamatuar sitokinler
tiretebilir [64]. Genel olarak, sitokinlerin rolleri pleiotropiktir ve genel etkilerin
iskemik hasar durumunda pro- veya anti-inflamatuar olup olmadig:, HiE'ye kiyasla
daha genis veri bulunan yetiskin modellerinde bile tartismalidir. Sitokinlerin
seviyelerindeki ani yiikselmeler, noronal hiicrelerin apoptozunu indiikleyerek, toksik
NO diizeylerini ylikselterek ve norogenezi inhibe ederek iskemik hasari
siddetlendirmektedir [51]. YHI'li bebeklerin P1, P3 ve P7'deki periferik kan
numunelerinde IL-1B ve TNF-a seviyeleri kontrol grubuna oranla daha yiiksektir ve
IL-1B seviyeleri YHI siddeti ile pozitif korelasyon igindedir [65]. Ayrica, erken
proenflamatuar donemdeki bulgular, trombosit aktiflestirici faktoriin, IL-1p, IL-18 ve
bunlarin aktivasyonunu saglayan kaspaz-1'in inhibisyonu beyin hasarini 6nledigini
gostermektedir [66, 67]. IL-1'in YHI patolojisinde fonksiyonel olarak yikici
olduguna dair en giiglii kanit, kemirgenlerdeki YHI modellerindeki IL-1 reseptdr

antagonisti uygulamasinin néroprotektif potansiyeliyle saglanmistir [68].

4.2. TAM reseptor ailesi

Reseptor tirozin kinazlar (RTK), hiicrenin yasamsal siireclerini etkileyen
sitoplazmik sinyal kaskadlarmin baslatilmasinda 6nemli role sahip olan bir grup
transmembran proteindir. RTK’lar hiicre dis1 sinyal molekiillerini taniyarak dimerize
olur ve i¢ alandaki tirozin kalintilarinin fosforile olmasiyla ¢esitli hiicre igi sinyal
yolaklarmin aktivasyonunu saglar [69]. Normal fizyolojik siireclerin Kkilit
diizenleyicileri olan bu reseptorler, ¢cok sayida sinir sistemi hastaliginin gelisiminde
ve ilerlemesinde kritik role sahiptir [70]. Buna ek olarak, artan RTK ekspresyonunun

bir¢ok kanser tiiriiniin gelisimine sebep oldugu bilinmektedir [71].
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RTK’lar, kinaz bolgesindeki amino asit sekansinin farkliligina ve hiicre
disindaki bolgelerinin yapisal benzerligine dayanarak 20 farkli grupta smiflandirilir
[72]. TAM reseptér alt grubu; immiinite, sinir ve damar fonksiyonlarinin
homeostazisini korumasindaki O6nemi sebebiyle son zamanlarda artan bir ilgi

gormiistiir [73].

TAM reseptor ailesi doku homeostazinin saglanmasi, immiin cevabin
diizenlenmesi, fagositoz, apoptotik hiicrelerin temizlenmesi gibi 6nemli fizyolojik
gorevlere sahiptir ve hakkinda en ¢ok ¢alisma tiimor olusumunda gerceklestirilmistir.
Farkl1 kanser tiirlerinde, TAM kinazlarin asir1 ekspresyonunun oldugu bildirilmistir.
Bu reseptorlerin tiimor hiicrelerinde indiiklenmesi hayatta kalimi, kemorezistansi ve
hareketliligi destekler. Inhibisyonu ise antitiimér bagisikligi ve kemosensitiviteyi

arttirirken, hiicrelerin canliligin1 ve metastatik potansiyeli azaltir [74, 75].

Norodejeneratif ve noroinflamatuar hastaliklarda TAM’larin roliine dair
kanitlar hizla artmaktadir. Bu tirozin kinazlarin, mikroglial aktivasyonu ve fagositozu
etkileme kapasitesiyle Parkinson hastaligimin patogenezinde rol oynayabilecegi
diistiniilmektedir. Ayrica, Alzheimer hastaliginin belirteci olan amyloid birikiminin
mikroglial aktivasyon ile temizlenmesinde de etkilidir [76]. Buna ragmen, TAM
ailesinin ve ligandlarinin sinir sistemindeki fonksiyonlari yeterli bir sekilde

calisiimamistir.

4.2.1. TAM reseptorlerinin yapisi, ligandlar1 ve ekspresyon profilleri

TAM reseptor ailesi Tirozin kinaz reseptorii 3 (Tyro3), Axl ve Mer olmak
lizere li¢ ana liyeyi icerir. Yapisal olarak adhezyon molekiilii benzeri hiicre disi
bolge, tek gecisli a-helikal transmembran bélge ve korunmus hiicre i¢i tirozin kinaz
alanindan olusurlar. Kinaz alanindaki korunmus sekans, KW(I/L)A(I/L)ES,
reseptOriin aktiflesmesi ve asagi yonlli sinyal aktariminda kritik bir motif olarak
kabul edilir [71]. Hiicre dis1 bolge yapisindaki iki immunoglobulin (Ig) benzeri ve iki
fibronektin-tipIII (FNIII) alan hiicre-hiicre baglantilarinin kurulmasinda onemli
oldugu distinilmektedir [77].

TAM reseptorlerini diger RTK’lardan ayiran en 6nemli fark spesifik ligand

profiline sahip olmalaridir. TAM kinazlar Gas6 adi verilen biiyiime faktori
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tarafindan aktive edilebilirler [78]. Yapilan ¢aligmalar, erken embryonik dénemde
ifadesi az olsa da zamanla artarak yetiskin noéronlarda ekspresyon seviyesinin
yiikseldigini gostermistir [79]. Gas6 serebral kortex, hipokampiis, serebellum,
thalamus gibi beyin bolgelerindeki noron ve endothel hiicreler tarafindan eksprese
edilir [80]. Yapisal olarak homolog olan Protein S, Tyro3 ve Mer reseptorlerinin
ligandidir ancak Axl icin degildir. Protein S ifadesi MSS’ de diisiik seviyede olsa da
hipokampiis, derin kortexteki piramidal noronlar, astrositlerde varlig1 bilinmektedir

[81].

TAM ailesinin tiim tiyeleri gelismekte olan ve yetiskin sinir sisteminde ifade
edilmektedir. Yetiskin merkezi sinir sisteminde (MSS) en genis ekspresyona sahip
olan Tyro3’tiir. Siganlarda Tyro3 ifadesi embryonik donemde ¢ok diisiikken, ikinci
postnatal donemde O6nemli dl¢lide artarak yetiskin MSS’de sabit seviyeye ulastigi
bilinmekte olup sinaptogenez ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir [82]. Periferik sinir
sisteminde (PNS), dorsal kok gangliyonu ndronlarinda ve Schwann hiicrelerinde
ayrica hematopoietik hiicrelerden platelet ve makrofajlarda da eksprese edilmektedir
[83, 84]. Axl ve Mer, Tyro3’e kiyasla daha diisiik seviyede olsa da gelisimsel
stireglerde sabit diizeyde ifade edilir [85]. Axl ekspresyonunun PNS’nde Schwann
hiicrelerinde, serebellum ve hipokampiiste oligodendrositlerde, astrositlerde ve
mikroglialarda var oldugu bilinmektedir [86, 87]. Axl ifadesi ¢ogunlukla epitel
hiicrelerde goriiliirken, Mer daha spesifik olarak hematopoietik kokenli hiicrelerde
eksprese edilir [88]. Bunlar arasinda monosit, makrofaj, platelet, dendritik ve dogal

oldiiriicti hiicreler en bilinen 6rneklerdir [89].

4.2.2. MerTK fonksiyonlari ve etkili oldugu sinyal yolaklar:

TAM ailesinin bir liyesi olan MerTK'nin fonksiyonlari, yenidogan hipoksik
iskemisinde patofizyoloji ve muhtemel terapdtik miidahalelerle iliskilendirilebilir.
MerTK’nin ' YHI sonrasinda olii ve Olmekte olan hiicrelerin  temizlenmesi,

immiinolojik toleransin siirdiiriilmesi ve inflamasyon igin kritik bir 6neme sahiptir.

Astrositlerde ve mikroglialarda yliksek seviyede eksprese edilen MerTK,
apoptotik hiicreleri tanima ve onlarla etkilesime girebilme kabiliyetine sahiptir [90].
MerTK ile apoptotik hiicrelerin ylizeylerindeki Gas6 veya Protein S ligandlari
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etkilesimi efferositoz sistemini tetikler [91]. Spesifik ligandlarinin varliginda
aktiflesen MerTK, aktin iskeletinin diizenlenmesi ve fagositoz i¢in gereken PI3K/Akt
ve MAPK/ERK yolaklarimi indiikler [92, 93]. Ayrica, makrofajlardaki apoptotik
hiicre fagositozunu saglayan ana reseptdor MerTK’dir ve inhibisyonu apoptotik hiicre
temizligini tamamen ortadan kaldirir [94]. MerTK'nin artan bdliinmesi yetiskin
sistemik lupus eritematozusda (YSLE) hastalik aktivitesi ile korelasyon gosterir ve
bu durum YSLE'de goriilen apoptotik hiicre temizligindeki 6nemli eksikligin sebebi
olabilir [95, 96].

Mikroglialarda ifade edilen Mertk, miyeloid insan hiicreleri vasitasiyla miyelin
fagositozunda gorev aldigina dair bulgular mevcuttur [97]. MertK’nin noronal hasar
sonrast Schwann hiicrelerinin miyelin atiklariin temizlenmesinde de 6nemli bir rolii
oldugu bilinmektedir [98]. Multiple skleroz (MS) gibi nérodejeneratif hastaliklarda,
demiyelinizasyon siirecinde ortaya c¢ikan miyelin kalintilari, remiyelinizasyon ve
rejenerasyonun gii¢lii bir inhibitorii oldugu disiiniilmektedir [99]. Bunlara ek olarak
MerTK nin Gas6 ile etkinlestirilmesinin, dendritik hiicreler, dogal oldiiriicii hiicreler

ve makrofajlar basta olmak {izere enflamatuar cevabi azalttigi gozlenmistir [100]

MerTK'nin YHi’ne &zgiil katkismi aydinlatmak icin daha fazla ¢alisma
yaptlmasini gerektirse de islevlerinin ve ilgili sinyal kaskadlarinin hedeflenmesi
YHI’nin altinda yatan sistemleri aydinlatmaya ve sonuglarmi hafifletmek igin
potansiyel terapotik yaklasimlarin gelistirilmesine yol acacagi diisiiniilmektedir. Bu
nedenle tez kapsaminda, MerTK’nin YHI iizerindeki etkilerinin arastirilmasi

hedeflenmistir.
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5. MATERYAL METOT

5.1. Deney plani ve deney gruplari

Bu tez caligmasindaki deney hayvani prosediirlerinin tiimii etik standartlara,
ulusal ve uluslararasi kurallara uygun bir sekilde yapilmis olup Istanbul Medeniyet
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan onay alinmistir. Deneylerde
cinsiyet ayirt etmeksizin yeni dogmus 7 giinlik 21 adet Yabamil Tir (WT,
C57BL6/J9) ve 21 adet MerTK Knockout (K/O, (B6;129-Mertktm1Grl/J Strain:
#011122, The Jackson Laboratory) fareleri kullanilmistir. Proje kapsaminda
planlanan deney setleri igin fareler istanbul Medipol Universitesi Saghk Bilim ve
Teknolojileri Aragtirma Enstitiisii biinyesinde faaliyet gosteren Tibbi Arastirma
Merkezi (MEDITAM)’da basarili bir sekilde iiretilmis olup tiim fareler teslim

edilmistir.

Dogum yapan anne farelerin yavrulari yenidogan hipoksi iskemi modeli
uygulanmak tizere degerlendirilmistir. Projede belirlenen amaglara ulasilabilmesi

icin asagida agiklanan 6 farkli deney grubu dizayn edilmistir.

Dogaltiir sham: C57BL/6 farelerinin bogaz kismi cerrahi olarak ac¢ilmis ve
herhangi bir islem yapilmadan tekrardan kapatilmistir. Bu gruba baska herhangi bir

islem uygulanmamistir (n=7).

Dogaltiir HI + tasiyici: C57BL/6 farelere P7°de HI modeli gergeklestirilmis

ve hasar sonrasi 60. saatte UNC2025’in tasiyicist oral gavaj ile uygulanmistir (n=7).

Dogaltiir HI + UNC2025: C57BL/6 farelere P7°de HI modeli
gerceklestirilmis ve hasar sonrasi 60. saatte 65 mg/kg dozunda UNC2025 oral olarak
uygulanacaktir (n=7).

K/O sham: B6;129-Mertktm1Grl/J farelerinin bogaz kismi cerrahi olarak
acilmig ve herhangi bir islem yapilmadan tekrardan kapatilmistir. Bu gruba baska

herhangi bir islem uygulanmamustir (nN=7).
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K/O HI + tasiyici: B6;129-Mertktm1Grl/J farelere P7’de HI modeli
gerceklestirilmis ve hasar sonrast 60. saatte UNC2025’in tasiyicist oral gavaj ile

uygulanmustir (n=7).

K/O HI + UNC2025: B6;129-Mertktm1Grl/J farelere P7°de HI modeli
gerceklestirilmis ve hasar sonrasi 60. saatte 65 mg/kg dozunda UNC2025 oral olarak
uygulanmistir (n=7).

MerTK’nin akut donem etkilerinin ortaya ¢ikartilmasi i¢in farelere hipoksi
iskemi uygulamasindan 60 saat sonra inhibitdr ve tasiyict uygulamalar1 yapilacaktir.
P7°de hipoksi iskemi indiiklenecek ve P14’te deney sonlandirilacaktir. Sakrifiye
edilen hayvanlarin beyinleri hizla c¢ikartilacak ve genel hasar analizi, néronal

sagkalim, apototik hiicre, protein ve gen ¢aligsmalar1 yapilacaktir.

Yenidogan Taslyicl veya )
hipoksi modelinin UNC2025 Deneylerin
indiiklenmesi uygulamasi sonlandiriimasi
] l l
AAAAAAAAA T ] 1
AAAAAAAAAAAA p7 . P10 P14
44444 R o e ", \q ‘

Kammon A ) )
karotid arter Hipoksi ?
iskemisi indiiklenmesi 4 <
| 60dk // 50dk ~) 4

p.

Sekil 5.1.1 Calismanin genel plani.
5.2. Deney hayvam calismalari

5.2.1. Yenidogan hipoksi iskemi modeli

Dogum sonrast 7. giinde hayvanlar cinsiyet gozetmeksizin gaz anestezi
sistemiyle (%1°lik izofloran (NOO15A09, Adeka) (%30 O, diizenleyici olarak N2O)
anesteziye alinmistir. Operasyon boyunca farelerin viicut sicakliklari 36.5-37°C’de
sabit tutulmasi i¢in 1sitict sistemler kullanilmistir (69020, ThermoStar Homeothermic
Monitoring System, RWD). Yenidogan hipoksi iskemi modeli olusturmak igin

Vanucci’nin gelistirdigi model modifiye edilmistir (Sekil 5.1.1.).
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Boyun bolgesine orta hattan kesi atilarak sag kammon karotid arter izolasyonu
yapilmistir. Kammon karotid arter, 6/0 ipek iple (S1165, Dogsan) ¢oziilme riskine
kars1 iki farkli bolgeden olmak {izere kalici olarak baglanmistir. Ardindan, farenin
boyun derisi 5/0 ipek ip (S2165, Dogsan) kullanilarak dikilmis ve 60 dk siire ile
kendi kafeslerine geri alinmistir. Sonrasinda, fareler yine viicut sicakliklari 36.5-
37°C’de sabit tutulacak sekilde igerisi %9 O2 ve %91 N olan hipoksik kaplara 50
dakika boyunca konulmustur.

Sekil 5.2.1.2 Yenidogan hipoksi iskemi operasyon linitesi ve P7 hipoksi kammon

karotid arter iskemi yontemi.

Yenidogan fareler sakrifiye edilinceye kadar operasyon sonrasi bakim igin
annelerinin yanina birakilmistir. Annelerinin yanina birakilan hayvanlarda herhangi
bir kanibalizm gerceklesmemesi i¢im hem iskemi modelinde hem de tasiyict veya
inhibitér uygulama esnasinda c¢alismacilar ¢ift kat eldiven kullanarak kendi
kafeslerinin ic¢indeki talag eldivenlere siiriilerek kendi kokularinin haricinde baska
kokularin alinmasinin 6niine gecilmistir. Ayrica, farkli annelerin yavrulart alinirken

eldivenler degistirilmistir.
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Sekil 5.2.1.3. %9 Oz ve %91 N> olan yenidogan hipoksi ¢gemberi iinitesi.

Hayvanlarin sakrifikasyonu, P14’te izofloran ile derin anestezi altinda
dekapitasyon yontemiyle yapilmistir. Hemen sonra disekte edilen beyin kuru buz
tizerinde dondurulmustur ve kesim islemi gergeklesinceye kadar —80 °C’de muhafaza

edilmistir.

5.3. Inhibitér uygulamasi

UNC2025 MerTK spesifik olarak gelistirilmis biyo-uyumlu ve oral olarak
uygulanabilen ve en oOnemlisi kan beyin bariyerini gecebilen bir molekiildiir.
Yarilanma omrii 3.8 saattir, salin i¢erisinde hizlica ¢ozilinebilmekte ve 24 saate kadar
MerTK fosforilasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir [29, 101]. Neher ve
arkadaslarinin yaptigi calismada MerTK ifadesinin beyin felci sonrasi 3. giinde
aktive oldugu bildirilmistir. Bu sebeple ilgili gruplara hasar sonrast 60. saatte oral
gavaj yoluyla inhibisyon uygulamasi yapilmistir [102]. Oral gavaj islemi 30 ul’de 65
mg/kg olacak sekilde ayarlanmistir.
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5.4. Cryostat cihaz1 kullanilarak beyinlerin kesilmesi

Beyinlerin kesim islemi soguk alan mikrotomunda (Cryostat, CM1950, Leica)
gerceklestirilmistir. Elde edilen beyinlerden 1 mm araliklarla 18 pm kalinliginda
koronal beyin kesitleri pozitif yiiklii lamlar iizerine alinmistir. Dokularin cama
sabitlenmesi amaciyla camlar 30 dk boyunca 40°C sicakligindaki 1sitici tabla

tizerinde bekletilmistir.

Alinan koronal beyin kesitlerine Cresyl Violet boyamasi ve TUNEL boyamasi
gerceklestirilmistir. Ayrica, beyin hasarinin yogunlastigi bolgeler olan hipokampiis
ve striatum bolgelerinden protein analizleri yapmak amaciyla doku Ornekleri

toplanmustir.

5.5. Cresyl violet boyamasi

Cryostat cihazi ile 1 mm araliklarla alinan koronal kesitlere Cresyl Violet
(C5042, Cresyl Violet Acetate, Sigma) boyamas: literatiirde yer alan
makalelerimizdeki prosediirler uygulanarak gergeklestirilmistir. Cresyl Violet canli
noron hiicre govdelerinde bulunan 6zellesmis bir tiir endoplazmik retikulum olan
Nissl cisimciklerine baglanirak mavi-mor renk verir. Dolayisiyla doku hasar1 olan
bolgelerdeki 6lii hiicreler renk degistirmez ve kontrast farkli olusur. Boyanan kesitler
tarayici ile taratilarak, Image J (National Institute of Health) programi yardimiyla

deney gruplarindaki beyin hacmi, atrofi ve hasar alani analizi yapilmistir.

R Sy N
s

) e

Sekil 5.5.1 Cresyl Violet boyali kesit goriintiisii.
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5.6. NeuN boyamasi

Yenidogan hipoksi iskemisi sonrasinda hayatta kalan ndéronlarin belirlenmesi
icin koronal beyin kesitlerine immiinfloresan bir yontem olan ndronal cekirdek
(NeUN, (MAB377X, Millipore) boyamas1 gergeklestirilmistir. Boyama sonucunda
elde edilen ornekler lazer taramali konfokal mikroskop (LSM780; Carl Zeiss, Jena)

araciligiyla analiz edilmistir.

Sekil 5.6.1 NeuN boyamasi yapilmis kesitin taramali konfokal mikroskop goriintiisii.

5.7. TUNEL boyamasi

DNA kiriklart TUNEL boyamast ile isaretlenerek yenidogan hipoksik iskemisi
sonrasinda apoptoza giden hiicrelerin belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Deney
gruplarina, In Situ Cell Death Detection Kit Fluorescein (11684795910, Roche) Kiti
uygulanmustir. Orneklerin goriintiilenmesi konfokal mikroskop (LSM800, Carl Zeiss,

Jena) kullanilarak gerceklestirilmistir.
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Sekil 5.7.1 TUNEL boyanan kesitin konfokal mikroskop goriintiisii.

5.8. Sitokin ve kemokin profili

Akut YHI modeli sonrasinda hasarli hemisferden alinan doku &rneklerinden
anti-/pro- inflamatuar sitokin ve kemokinlerin analizleri Proteome Profiler Mouse
Cytokine Array Kit, Panel A (ARY006, R&D System) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Ayni grupta bulunan Ornekler birlestirilerek liziz tampon
cozeltisiyle homojenize edilmistir. Homojenize edilen 6rneklerdeki protein miktarlar
Qubit 3.0 Fluorometre (Invitrogen) cihazi kullamlarak iireticinin belirtmis oldugu
talimatlara esas alinarak ol¢iilmiistiir. Sonrasinda Proteome Profiler Mouse Cytokine
Array Kit, Panel A (ARY006, R&D System) i¢in iireticinin talimatlar1 dogrultusunda
analiz gergeklestirilmis ve panel kemiliiminesans olarak goriintiilenmistir (ChemiDoc

kemiliiminesans goriintiileme cihazi, Bio-Rad).
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Sekil 5.8.1 Deney gruplarinda sitokin ve kemokin analiz goriintiisii.

5.9. istatistiksel analizler

Gruplar arasindaki (Dogaltlir sham, Dogaltiir HI + tasiyici, Dogaltiir HI +
UNC2025, K/O sham, K/O HI + tasiyici, K/O HI + UNC2025) farkliliklarin
belirlenmesi amaciyla istatistiksel analizler SPSS programi (Ibm) kullanilarak
yapilmistir. Gruplar arasindaki farklar, tek yonli (one-way) varyans analizi (Analysis
of varitaion, ANOVA) kullanilarak, en diisik anlamli farklilik testiyle (least
significant difference, LSD test) analiz edilmistir. Biitiin degerler ortalama =+ standart
sapma olarak verilmis, *p<0,05 ve **p<0,01 istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. Beyin hacmi, atrofi ve hasar alan1 analizi

Cryostat cihaz1 ile 1 mm araliklarla aliman koronal kesitlere Cresyl Violet
boyamasi gerceklestirilmistir. Cresyl Violet canli noron hiicre gévdelerinde bulunan
Ozellesmis bir tiir endoplazmik retikulum olan Nissl cisimciklerine baglanarak mavi-
mor renk verir. Dolayisiyla doku hasar1 olan bdlgelerdeki o6li hiicreler renk
degistirmez ve kontrast farkli olusur. Bu farkin Image J (National Institute of Health)

programi yardimiyla analizi yapilarak beyin hacmi, atrofi ve hasar alani

hesaplanmustir.
Beyin hacmi Beyin hacmi
(Dogaltiir) (MertK knockout)
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Sekil 6.1.1. Beyin hacmi analizi. Dogaltiir tasiyict (n=6) ve dogaltiir +
UNC2025 (n=6) (A), Knockout tasiyict (n=7) ve Knockout + UNC2025 (n=7) (B)

gruplarinin beyin hacmi tlizerine etkisi gosterilmistir. Veri ortalama + standart sapma

(SD) olarak gosterilmistir.

Tastyict gruplarina UNC2025’in ¢oziiclisii olarak kullanilan serum fizyolojik
uygulanmistir. HI sonrasinda beyin hacminde hem dogaltiir hem de knockout

gruplarinda herhangi bir istatistiksel anlamlilik gériilmemektedir (Sekil 6.1.1.)
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Sekil 6.1.2. Beyin atrofi analizi. Dogaltiir tasiyic1 (n=6) ve dogaltiir + UNC2025
(n=6) (A), Knockout tastyici (n=7) ve Knockout + UNC2025 (n=7) (B) gruplarinin
beyin atrofisi iizerine etkisini gostermektedir. Veri ortalama + standart sapma (SD)

olarak gosterilmistir.

HI sonrasi beyin atrofisi analizinde dogaltiir + UNC2025 grubunda dogaltiir
tagityict grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli olmamasina karsin azalma
goriilmektedir (Sekil 6.1.2A.). Bu bulguyla paralel olarak, Knockout + UNC2025
grubunun Knockout tasiyct grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
olmaksizin azaldigi gézlemlenmektedir (Sekil 6.1.2B.).

Hasar hacmi Hasar hacmi
(Dogaltur) (MertK knockout)

28+

Tasiyict UNC2025 KO KO+UNC2025

Sekil 6.1.3. Beyin hasar hacmi analizi. Dogaltiir tasiyict (n=6) ve dogaltiir +
UNC2025 (n=6) (A), Knockout tasiyict (n=7) ve Knockout + UNC2025 (n=7) (B)
gruplariin beyin hasar hacmi iizerine etkisi gosterilmistir. Veri ortalama + standart

sapma (SD) olarak gosterilmistir ve *p<0.05 istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir.
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Beyin hasar hacmi analiz edildiginde dogaltiir + UNC2025 grubunun dogaltiir
tagiyict grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigi goriilmiistiir
(Sekil 6.1.3A.). Knockout gruplar1 arasinda ise UNC2025 uygulamasinin hasar

hacmini azalttigi fakat istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlenmistir (Sekil

6.1.3B.).

Striatum hacmi Striatum hacmi
(Dogaltiir) (MertK knockout)
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Sekil 6.1.4. Beyin striatum hacmi analizi. Dogaltiir tasiyict (n=6) ve dogaltiir +
UNC2025 (n=6) (A), Knockout tasiyict (n=7) ve Knockout + UNC2025 (n=7) (B)
gruplarmin beyin striatum hacmi {izerine etkisi gosterilmistir. Veri ortalama =+

standart sapma (SD) olarak gosterilmistir.

Korpus kallozum hacmi Korpus kallozum hacmi
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Sekil 6.1.5. Beyin korpus kallozum hacmi analizi. Beyin striatum hacmi analizi.
Dogaltiir tastyici (n=6), dogaltiir + UNC2025 (n=6) ve (A), Knockout tasiyic1 (n=7),
Knockout + UNC2025 (n=7) (B) gruplarinin beyin korpus kallozum hacmi iizerine

etkisi gosterilmistir. Veri ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterilmistir.

35



Dogaltiir ve knockout gruplart arasinda striatum (Sekil 6.1.6.) korpus kallozum

(Sekil 6.1.7.) ve hipokampiis (Sekil 6.1.8.) alanlarindaki hasar hacmi kontralateral

hemisferlere oranlanarak hesaplanmistir.

HI sonrasinda beyin striatum ve korpus kallozum hacimleri analiz edilidiginde
dogaltiir tasiyici, dogaltiir + UNC2025 gruplar1 arasinda (Sekil 6.1.6A. ve Sekil
6.1.7A.) ve knockout tasiyici, knockout + UNC2025 gruplari arasinda (Sekil 6.1.6B.
ve Sekil 6.1.7B.) anlamli bir farklilik belirlenmemistir. Hem dogaltiir hem knockout
gruplarinda  UNC2025 uygulamasinin hipokampus hacmini istatistiksel olarak

arttirdigr goriilmiustiir (Sekil 6.1.8A. ve Sekil 6.1.8B.).

Hipokampus hacmi Hipokampus hacmi
(Dogaltiir) (MertK knockout)
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Sekil 6.1.6. Beyin hipokampus hacmi analizi. Beyin striatum hacmi analizi. Dogaltiir
tastyici (n=6), dogaltiir + UNC2025 (n=6) ve (A), Knockout tasiyict (n=7), Knockout
+ UNC2025 (n=7) (B) gruplarnin beyin hipokampiis hacmi {iizerine etkisi

gosterilmistir. Veri ortalama =+ standart sapma (SD) olarak gosterilmistir.

6.2. Noronal sagkalim analizi

Yenidogan hipoksi iskemisi sonrasinda hayatta kalan néronlarin belirlenmesi
icin koronal beyin kesitlerine immiinfloresan bir yontem olan néronal cekirdek
boyamasi gerceklestirilmistir. Boyama sonucunda elde edilen 6rnekler lazer taramali

konfokal mikroskop araciligiyla analiz edilmistir.

NeuN boyamasi sonrasinda elde edilen beyin goriintiilerinden hasarli hemisfer

ve hasarsiz hemisferin her biri i¢in 16 farkli alanda (62.500 um2/ alan) hayatta kalan
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ndronlar sayilmistir ve hasarli hemisferdeki hiicreler hasarsiz hemisfere oranlanarak

hiicresel sagkalim belirlenmistir (Sekil 6.2.1., Sekil 6.2.2. ve Sekil 6.2.3.).

Noronal sag kalim
(Sham)

NeuN (+) hiicre
(% kontralateral)
(=1
(=]

1

Sham KO

Sekil 6.2.1. Sham gruplarindaki néronal sagkalim analizi. Dogaltiir sham (n=7) ve
MerTK knockout sham (n=7) farelerindeki néronal sagkalim analizi. Veri ortalama +

standart sapma (SD) olarak gosterilmistir.

Yapilan analizlerde sham grubundaki farelerin néronal sagkalimin; iki hemisfer

arasinda ve gruplar arasinda degismedigi tespit edilmistir (Sekil 6.2.1.).
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Sekil 6.2.2. Dogaltiir gruplarindaki noronal sagkalim analizi. Dogaltiir farelerine
uygulanan tasiyict (n=6) ve inhibisyon (UNC2025) (n=6) sonrasindaki noronal
sagkalim analizi. Veri ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterilmistir ve

*p<0.05 istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir.
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Dogaltiir + UNC2025 grubunun dogaltiir tasiyici tasiyict grubuna kiyasla
noronal sagkalimi istatistiksel olarak anlamli olarak arttirdigi belirlenmistir (Sekil

6.2.2.).

Noéronal sag kalim
(MertK knockout)

NeuN (+) hiicre
(% kontralateral)

KO KO+UNC2025 KO+UNC2025

Sekil 6.2.3. Knockout gruplarindaki néronal sagkalim analizi. Knockout farelerine
uygulanan tasiyict (n=7) ve inhibisyon (UNC2025) (n=7) sonrasindaki ndronal

sagkalim analizi. Veri ortalama =+ standart sapma (SD) olarak gdsterilmistir.

Gruplar arasinda yapilan istatistiksel analizlerde akut dénemde UNC2025’in
knockout farelerde hiicresel sagkalima bir etkisinin olmadigin1 géstermektedir (Sekil
6.2.3).

6.3. DNA fragmantasyon analizi

DNA kiriklar1 TUNEL boyamasi ile isaretlenerek yenidogan hipoksik iskemisi
sonrasinda apoptoza giden hiicrelerin belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Deney
gruplarina, In Situ Cell Death Detection Kit Fluorescein kiti uygulanmistir.
Orneklerin goriintiilenmesi konfokal mikroskop kullanilarak gergeklestirilmistir.
Elde edilen beyin goriintillerinden hasarli hemisferde 16 farkli alanda (62.500
um?/alan) TUNEL pozitif hiicre sayilmistir (Sekil 6.3.1. ve Sekil 6.3.2.)
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Sekil 6.3.1. Dogaltiir gruplarindaki DNA fragmantasyon analizi. Dogaltiir tasiyici
(n=6) ve dogaltiir + UNC2025 (n=6) gruplarinin ipsilezyonal hemisferlerindeki DNA
fragmantasyonu iizerine etkisi. Veri ortalama + standart sapma (SD) olarak

gosterilmistir ve *p<0.05 istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir.
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Sekil 6.3.2. Knockout gruplarindaki DNA fragmantasyon analizi. Knockout tasiyici
(n=7) ve Knockout + UNC2025 (n=7) deney gruplarinin ipsilezyonal
hemisferlerindeki DNA fragmantasyonu iizerine etkisi. Veri ortalama + standart

sapma (SD) olarak gosterilmistir ve *p<0.05 istatistiksel anlamlil1g1 gostermektedir.

Proje kapsaminda Knockout hayvanlar ve inhibitér UNC2025 kullanilarak
MerTK’nin yeni dogan hipoksik iskemisi sonrast DNA fragmantasyonu {izerine
herhangi bir etkisinin olup olmadig1 arastirilmistir. Tasiyic1 gruplarina UNC2025’in
¢oziiciisii olarak kullanilan serum fizyolojik uygulanmistir. YHI sonrasinda DNA

fragmantasyonu analizinde dogaltiir + UNC2025 grubunun dogaltiir tasiyict grubuna
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kiyasla DNA fragmantasyonu lizerine apoptotik hiicre olusumu istatistiksel olarak
anlamli olarak arttirdigir goriilmiistir. Buna ek olarak, Knockout + UNC2025
grubunun Knockout tagiyici grubuna kiyasla DNA fragmantasyonu iizerine apoptotik

hiicre olusumunu da istatistiksel olarak anlamli olarak artmaktadir.

6.4. Sitokin ve kemokin analizleri

Akut YHI modeli sonrasinda hasarli hemisferden alinan doku 6rneklerinden
anti-/pro- inflamatuar sitokin ve kemokinlerin analizleri {ireticinin talimatlari

dogrultusunda gergeklestirilmistir.
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Sekil 6.4.1. BLC, C5/Cba, Eotaxin ve G-CSF analizi. Veri ortalama + standart sapma
(SD) olarak gosterilmistir. *p<0.05/ **p<0.01/ ***p<0.001 istatistiksel farklilig

gostermektedir.

BLC pro-inflamatuar bir sitokindir. Yaptigimiz ¢alismada gruplar arasindaki
BLC  seviyelerine  bakildiginda,  Dogaltiir+Tasiyict  grubuna  kiyasla,
Dogaltiir+tUNC2025 grubunda istatiksel olarak anlamli bir diisiis gorilmiistiir.
Knockout gruplarinda ise, tasiyict grubuna kiyasla UNC2025 verilen grupta BLC
seviyesinin istatistiksel olarak anlamli derecede arttigi goriilmistiir. C5/C5A hem
pro- hem de anti-inflamatuar etkileri olan bir sitokindir. Yaptigimiz ¢alismada
gruplar arasindaki C5/CSA seviyelerine bakildiginda, Dogaltiir+Tasiyic1 grubuna
kiyasla, Dogaltiir+tUNC2025 grubunda istatiksel olarak anlamli bir diisiis
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goriilmistiir. Knockout gruplarinda ise, tasiyici grubuna kiyasla UNC2025 verilen
grupta C5/C5A seviyesinin istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 goriilmiistiir.
Eotaxin pro-inflamatuar bir sitokindir. Yaptigimiz ¢alismada gruplar arasindaki
Eotaxin  seviyelerine  bakildiginda,  DogaltiirtTasiyict  grubuna  kiyasla,
DogaltiirtUNC2025 grubunda bir diisis goriilmistiir ancak istatiksel olarak
anlamlilik yoktur. Knockout gruplarinda ise, tastyict grubuna kiyasla UNC2025
verilen grupta Eotaxin seviyesinin istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi
gorilmistir. G-CSF pro-inflamatuar bir sitokindir. Yaptifimiz ¢alismada gruplar
arasindaki G-CSF seviyelerine bakildiginda, Dogaltiir+Tasiyic1 grubuna kiyasla,
DogaltiirtUNC2025 grubunda bir diisis goriilmistiir ancak istatiksel olarak
anlamlilik yoktur. Knockout gruplarinda ise, tasiyict grubuna kiyasla UNC2025
verilen grupta G-CSF seviyesinin istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig:

goriilmustiir (Sekil 6.4.1.).
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Sekil 6.4.2. GM-CSF, ICAM-1, IP-10 ve I-TAC analizi. Veri ortalama + standart
sapma (SD) olarak gosterilmistir. *p<0.05/ **p<0.01/ ***p<0.001 istatistiksel
farklilig1 gostermektedir.

ICAM-1/CD54 pro-inflamatuar bir sitokindir. Yaptigimiz ¢alismada gruplar
arasindaki ICAM-1/CD54 seviyelerine bakildiginda, Dogaltiir+Tasiyici grubuna
kiyasla, Dogaltlir+UNC2025 grubunda bir diigiis goriilmiistiir ancak istatiksel olarak
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anlamlilik yoktur. Knockout gruplarinda ise, tastyict grubuna kiyasla UNC2025
verilen grupta ICAM-1/CD54 seviyesinin istatistiksel olarak anlamli derecede
azaldig1 gorilmistiir. IP-10 pro-inflamatuar bir sitokindir. Yaptigimiz ¢alismada
gruplar arasindaki IP-10 seviyelerine bakildiginda, Dogaltiir+Tasiyic1 grubuna
kiyasla, Dogaltir+tUNC2025 grubunda istatiksel olarak anlamli bir diisiis
goriilmistiir. Knockout gruplarinda ise, tasiyici grubuna kiyasla UNC2025 verilen
grupta IP-10 seviyesinin istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 goriilmiistiir. I-
TAC pro-inflamatuar bir sitokindir. Yaptigimiz calismada gruplar arasindaki I-TAC
seviyelerine bakildiginda, Dogaltiir+Tasiyict grubuna kiyasla, Dogaltiir+UNC2025
grubunda istatiksel olarak anlamli bir diisiis goriilmiistiir. Knockout gruplarinda ise,
tastyict grubuna kiyasla UNC2025 verilen grupta I-TAC seviyesinin istatistiksel
olarak anlamli derecede arttig1 goriilmuistiir (Sekil 6.4.2.).
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Sekil 6.4.3. 1-309, INF-y, JE ve KC analizi. Veri ortalama + standart sapma (SD)
olarak gosterilmistir. *p<0.05/ **p<0.01/ ***p<0.001 istatistiksel farklilig

gostermektedir.

1-309, ayrica kemokin C-C motif ligand 1 (CCL1) olarak da bilinir, bir monosit
kemoatraktandir. Dogaltiir+Tasiyict grubuna kiyasla, Dogaltiir+UNC2025 grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir degisim goriilmemistir. Knockout gruplarinda ise,
tastyict grubuna kiyasla UNC2025 verilen grupta 1-309 seviyesinin istatistiksel

olarak anlamli derecede azaldigi goriilmiistiir. Interferon-gama  (IFN-y)
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antiproliferatif, proapoptotik ve antitiimdér mekanizmalarina sahip bir pleiotropik
molekiildiir. Dogaltiir+Tastyict grubuna kiyasla, Dogaltiir+tUNC2025 grubunda
istatistiksel olarak anlamli olmayan bir azalma goriilmiistiir. Knockout gruplarinda
ise, tasiyici grubuna kiyasla UNC2025 verilen grupta IFN-y seviyesinin istatistiksel
olarak anlamli derecede azaldig1 goriilmistiir. JE, ayrica kemokin C-C motif ligand 2
(CCL1) olarak da bilinir, hiicre mekanigini diizenleyerek bagisiklik sistemi
hiicrelerinin iltihaplanma bolgelerine toplanmasini saglar. Dogaltiir+Tas1yict grubuna
kiyasla, Dogaltiir+tUNC2025 grubunda istatistiksel olarak anlamli bir degisim
belirlenmemistir. Knockout gruplarinda ise, tasiyici grubuna kiyasla UNC2025
verilen grupta JE seviyesinin istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi
goriilmiistiir. KC veya CXCL1 o6zellikle nétrofilleri hedef alan pro-inflamatuar bir
sitokindir. Dogaltiir+Tasiyict grubuna kiyasla, DogaltirtUNC2025 grubunda
istatistiksel olarak anlamli derecede azalmistir. Knockout gruplarinda ise, tasiyici
grubuna kiyasla UNC2025 verilen grupta KC seviyesinin istatistiksel olarak anlamli
derecede diisiis belirlenmistir (Sekil 6.4.3.).
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Sekil 6.4.4. M-CSF, MCP-5, MIG ve MIP1a analizi. Veri ortalama + standart sapma
(SD) olarak gosterilmistir. *p<0.05/ **p<0.01/ ***p<0.001 istatistiksel farklilig

gostermektedir.

Koloni uyarici faktor 1 (CSF1) olarak da bilinen makrofaj koloni uyarici faktor
(M-CSF), hematopoietik kok hiicrelerin makrofajlara veya diger ilgili hiicre tiplerine
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farklilasmasini saglayan bir sitokindir. Yaptigimiz ¢alismada gruplar arasindaki M-
CSF  seviyelerine  bakildiginda, = Dogaltiir+Tasiyict  grubuna  kiyasla,
Dogaltlir+tUNC2025 grubunda istatiksel olarak anlamli bir artis gorilmiistiir.
Knockout gruplarinda ise, tagiyici grubuna kiyasla UNC2025 verilen grupta M-CSF
seviyesinin istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi goriilmiistiir. Monosit
kemotaktik protein-5 (MCP-5), kemokin ligand1 12 (CCL12) olarak da bilinen,
farelerde tanimlanmis olan CC kemokin ailesine ait kiigiik bir sitokindir. Erken
alerjik reaksiyonlar sirasinda hiicre hareketlerini ve patojenlere karst bagisiklik
tepkisini koordine ettigi diisiniilmektedir. Yaptigimiz ¢aligmada gruplar arasindaki
MCP-5  seviyelerine  bakildiginda,  Dogaltiir+Tastyict  grubuna  kiyasla,
Dogaltiir+UNC2025 grubunda diisiis goriilmiistiir ancak bu diisiis istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. Knockout gruplarinda ise, tastyict grubuna kiyasla UNC2025
verilen grupta MCP-5 seviyesinin istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi
goriilmistiir. Gamma interferon tarafindan indiiklenen monokin (MIG), kemokin
ligand1 9 (CXCLD9) olarak da bilinen CXC kemokin ailesine ait kiiciik bir sitokindir.
Kemotaksiyi indiiklemede, 16kositlerin farklilasmasini ve ¢ogalmasini tesvik etmede
ve doku ekstravazasyonuna neden olmada rol oynar. Yaptigimiz ¢aligmada gruplar
arasindaki MIG seviyelerine bakildiginda, Dogaltiir+Tasiyict grubuna kiyasla,
Dogaltiir+UNC2025 grubunda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaistir.
Knockout gruplarinda ise, tasiyicit grubuna kiyasla UNC2025 verilen grupta MIG
seviyesinin istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig1 gortilmiistiir. CCL 3 olarak
da bilinen, makrofaj inflamatuar protein-1 alfa (MIP-1a), makrofajlar tarafindan
salgilanan bir kemokindir. Enflamatuar hiicrelerin toplanmasi, yara iyilesmesi, kok
hiicrelerin inhibisyonu ve efektor bagisiklik tepkisinin siirdiiriilmesi gibi cesitli
biyolojik islevleri yerine getirir. Kemik rezorpsiyon hiicrelerini aktive eder ve
dogrudan kemik yikimini indiikler. Yaptigimiz ¢aligmada gruplar arasindaki MIP-1
seviyelerine bakildiginda, Dogaltiir+Tasiyict grubuna kiyasla, Dogaltiir+UNC2025
grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artig goriilmiistiir. Knockout gruplarinda ise,
tasiyict grubuna kiyasla UNC2025 verilen grupta MIP-1 seviyesinin istatistiksel

olarak anlamli derecede azaldig1 goriilmiistiir (Sekil 6.4.4.).
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Sekil 6.4.5. TARC, TIMP-1, TNFa ve TREM-1 analizi. Veri ortalama + standart
sapma (SD) olarak gosterilmistir. *p<0.05/ **p<0.01/ ***p<0.001 istatistiksel
farklilig1 gostermektedir.

TARC (CCL17), timus ve dendritik hiicreler, makrofajlar, monositler gibi
antijen sunan hiicreler tarafindan iiretilen giicli bir kemokindir. Yaptigimiz
calismada gruplar arasindaki TARC seviyelerine bakildiginda, Dogaltiir+Tastyici
grubuna kiyasla, Dogaltiir+UNC2025 grubunda istatiksel olarak anlamli bir artig
gorilmistiir. Knockout gruplarinda, tasiyici grubuna kiyasla UNC2025 verilen
grupta TARC seviyesinin istatistiksel olarak anlamli derecede arttigi goriilmiistiir.
TIMP-1, metalloproteinazlarin doku inhibitoriidiir. Yaptigimiz ¢alismada gruplar
arasindaki TIMP-1 seviyelerine bakildiginda, Dogaltiir+Tasiyic1 grubuna kiyasla,
Dogaltiir+UNC2025 grubunda istatiksel olarak anlamli bir diisiis gorilmiistiir.
Knockout gruplarinda ise, tasiyict grubuna kiyasla UNC2025 verilen grupta TIMP-1
seviyesinin istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 goriilmiistiir. TNF-a, ¢ok
islevli bir proinflamatuar sitokindir. Yaptigimiz ¢aligmada gruplar arasindaki TNF-a
seviyelerine bakildiginda, Dogaltlir+Tasiyict grubuna kiyasla, Dogaltiir+UNC2025
grubunda istatiksel olarak anlamli bir artis goériilmiistiir. Knockout gruplarinda ise,
tastyicit grubuna kiyasla UNC2025 verilen grupta TNF-a seviyesinin istatistiksel
olarak anlamli derecede azaldig1 goriilmiistiir. TREM-1, proinflamatuar kemokinlerin

ve sitokinlerin salinimini uyarir. Yaptigimiz ¢alismada gruplar arasindaki TREM-1
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seviyelerine bakildiginda, Dogaltiir+Tas1yici grubu ve Dogaltiir+UNC2025 grubunda
istatistiksel olarak bir farklilik goriilmemistir. Knockout gruplarinda ise, tastyici
grubuna kiyasla UNC2025 verilen grupta TREM-1 seviyesinin istatistiksel olarak

anlamli derecede azaldig1 goriilmiistiir (Sekil 6.4.5.).
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Sekil 6.4.6. MIP-1p3, MIP-2, RANTES ve SDF-1 analizi. Veri ortalama + standart
sapma (SD) olarak gosterilmistir. *p<0.05/ **p<0.01/ ***p<0.001 istatistiksel
farklilig1 gostermektedir.

Makrofaj inflamatuar protein-1p (MIP-1B) pro-inflamatuar bir kemokindir.
Yaptigimiz calismada gruplar arasindaki MIP-1B seviyelerine bakildiginda,
Dogaltiir+Tastyict grubuna kiyasla Dogaltiir+tUNC2025 grubunda istatistiksel olarak
anlamli olmayan bir azalma goriilmiistiir. Knockout gruplarinda ise, tasiyici grubuna
kiyasla UNC2025 verilen grupta MIP-1p seviyesinin istatistiksel olarak anlaml
derecede azaldigi goriilmiistiir. Makrofaj inflamatuar protein-2 (MIP-2) pro-
inflamatuar bir kemokindir. Yaptigimiz calismada gruplar arasindaki MIP-2
seviyelerine bakildiginda, Dogaltiir+Tasiyict grubuna kiyasla Dogaltiir+UNC2025
grubunda istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artis goriilmektedir. Knockout
gruplarinda ise, tasiyict grubuna kiyasla UNC2025 verilen grupta MIP-2 seviyesinin
istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi goriilmiistir. RANTES (CCL-5) pro-
inflamatuar bir kemokindir. Yaptigimiz c¢alismada gruplar arasindaki RANTES
seviyelerine bakildiginda, Dogaltiir+Tasiyic1 grubuna kiyasla Dogaltiir+UNC2025
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grubunda istatistiksel olarak anlamli olan bir artis goriilmektedir. Knockout
gruplarinda ise, tastyict grubuna kiyasla UNC2025 verilen grupta RANTES
seviyesinin istatistiksel olarak anlamli olmayan derecede azaldig1 goriilmistiir.
Stromal hiicre kaynakli faktér-1 (SDF-1 / CXCL12) pro-inflamatuar bir kemokindir.
Yaptigimiz ¢alismada gruplar arasindaki SDF-1 seviyelerine bakildiginda,
Dogaltiir+Tas1yict grubuna kiyasla Dogaltiir+UNC2025 grubunda istatistiksel olarak
anlamli olmayan bir artis gériilmektedir. Knockout gruplarinda ise, tasiyici grubuna
kiyasla UNC2025 verilen grupta MIP-2 seviyesinin istatistiksel olarak anlamli
derecede arttig1 goriilmistiir (Sekil 6.4.6.).
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Sekil 6.4.7. IL-1a, IL-1B, IL-1ra ve IL-2 analizi. Veri ortalama + standart sapma
(SD) olarak gosterilmistir. *p<0.05/ **p<0.01/ ***p<0.001 istatistiksel farklilig

gostermektedir.

Interlokin-1o. (IL-1a) ve B (IL-1B) IL-1 ailesinin major proinflamatuar
sitokinleridir. Yaptigimiz c¢alismada gruplar arasindaki IL-la seviyelerinde,
Dogaltiir+Tas1yict grubuna kiyasla Dogaltiir+UNC2025 grubunda istatistiksel olarak
anlaml bir artig goriilmis, Knockout+Tastyict ve Knockout+tUNC2025 gruplarinda
ise istatistiksel olarak bir farklilik goriilmemistir. Knockout gruplarda ise tasiyici
uygulamasi yapilan grup ile UNC2025 uygulamasi yapilan grup arasinda bir farklilik

goriilmemistir. IL-1B seviyeleri icin ise, Dogaltiir+Tasiyict grubuna kiyasla,
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DogaltirtUNC2025 ve Knockout+Tasiyici gruplarinda anlamli  bir artis,
Knockout+UNC2025  grubunda ise anlamli  bir azalis  gOrilmiistir.
Knockout+Tasiyic1 grubuna kiyasla, Knockout+UNC2025 grubunda anlamli bir
azalis bulunmustur. IL-1Ra, interlokin-1 reseptdriiniin endojen antagonistidir ve IL-1
tiretimine neden olan ayni uyaranlara cevap olarak iretilir. IL-1Ra seviyelerinde,
Dogaltiir+Tastyic1 grubuna kiyasla, DogaltiirtUNC2025 grubunda anlamli bir artig
gorilmiisken, KnockouttUNC2025 grubunda anlamli  bir azalis vardi
Dogaltiir+Tas1yici, Knockout+Tasiyict ve Knockout+UNC2025 gruplari arasinda bir
farklilik yoktu. IL-2 lenfosit fonksiyonlar1 igin gerekli immiinoregiilator bir
sitokindir. 1L-2 seviyeleri Dogaltiir+Tasiyic1 grubuna kiyasla, Dogaltir+tUNC2025
grubunda anlamli olarak artmisken, Knockout+UNC2025 grubunda anlamli olarak
azalmistir. Dogaltiir+Tastyic1 grubu ile Knockout+Tastyict grubu arasinda anlamli
bir fark goriilmedi. Knockout+Tasiyict grubuna kiyasla, Knockout+UNC2025
grubunda IL-2 seviyelerini anlamli sekilde diistikti (Sekil 6.4.7.).
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Sekil 6.4.8. IL-3, IL-4, IL-5 ve IL-6 sitokinlerinin analizi (n=4/ grup). Veri ortalama
+ standart sapma (SD) olarak gosterilmistir. *p<0.05/ **p<0.01/ ***p<0.001
istatistiksel farkliligi gostermektedir.

Coklu koloni stimiile edici faktor olarak da bilinen IL-3, farkli hematopoetik
hatlarin gelisimini uyaran bir sitokindir. IL-3 seviyeleri Dogaltiir+Tagiyict grubuna
kiyasla, diger 3 grupta daha disiiktii. Knockout+Tasiyic1 grubuna kiyasla
Knockout+UNC2025 grubunda IL-3 seviyeleri anlamli seviyede yiiksek bulundu.
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Biiyiik olgiide bazofiller tarafindan {iiretilen IL-4, B hiicrelerinden IgE {iretimini
uyaran bir sitokindir. IL-4 seviyeleri, DogaltiirtTastyict grubuna kiyasla, diger 3
grupta daha diisiiktii. Knockout+Tasiyici grubuna kiyasla Knockout+UNC2025
grubunda IL-4 seviyeleri anlamli seviyede yiiksek bulundu. IL-5 eozinofillerin ve B
hiicrelerinin gelisimini uyaran ve ayrica alerjik reaksiyonlardan sorumlu bir
sitokindir. IL-5 seviyeleri, Dogaltiir+Tastyict grubuna kiyasla, Dogaltir+UNC2025
ve Knockout+UNC2025 gruplarinda daha diisiiktii. Knockout+Tasiyic1 grubunda ise
Knockout+UNC2025 grubuna kiyasla anlamli sekilde yiiksek bulundu. I1L-6 akut-faz
cevabimin olusmasindan sorumlu anti-inflamatuar bir sitokindir. 1L-6 seviyeleri,
Dogaltiir+Tasiyict  grubunda, DogaltiirtUNC2025 ve Knockout+UNC2025
gruplarinda anlamli seviyede diisiik bulundu. Knockout+Tasiyict grubunda IL-6
seviyeleri Knockout+UNC2025 grubundan anlamli seviyede diisiiktii (Sekil 6.4.8.).
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Sekil 6.4.9. IL-7, IL-10, IL-12p70 ve IL-13 sitokinlerinin analizi (n=4/ grup). Veri
ortalama =+ standart sapma (SD) olarak gosterilmistir. *p<0.05/ **p<0.01/
*#%p<0.001 istatistiksel farklilig1 gostermektedir.

IL-7, bagisiklik sistemi hiicrelerinin gelisiminde ve yenilenmesinde 6nemli bir
rol oynayan bir sitokindir. Yaptigimiz c¢aligmada gruplar arasindaki IL-7
seviyelerinde bakildiginda, Dogaltiir+Tasiyic1 grubuna kiyasla Dogaltiir+UNC2025
grubunda  istatiksel olarak anlamli  bir artis, Knockoutt+Tasiyict ve
Knockout+UNC2025 gruplarinda ise istatistiksel olarak anlamli bir azalig

goriilmiistiir. IL-10, inflamasyonu azaltan ve bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde
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etkili olan bir sitokindir. Ayrica noroprotektif olarak rol almaktadir. Yaptigimiz
calismada gruplar arasindaki IL-10 seviyelerinde bakildiginda, Dogaltiir+Tastyici
grubuna kiyasla Dogaltliir+tUNC2025 grubunda istatiksel olarak anlamli bir azalis,
Knockout+Tasiyic1 ve Knockout+UNC2025 gruplarinda ise istatistiksel olarak
anlamli bir azalig goriilmiustiir. IL-12 p70, T hiicreleri tarafindan tiretilen bir sitokin
olup, bagisiklik sisteminin savunma yanitlariin diizenlenmesinde ve enfeksiyonlarla
miicadelede 6nemli bir rol oynar. Yaptigimiz ¢alismada gruplar arasindaki IL-12 p70
seviyelerinde bakildiginda, Dogaltiir+Tasiyic1 grubuna kiyasla DogaltiirtUNC2025
grubunda istatiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmezken Knockout+Tasiyic1 ve
Knockout+UNC2025 gruplarinda ise istatistiksel olarak anlamli bir azalis
goriilmistiir. IL-13, bagisiklik sistemi hiicreleri tarafindan iretilen bir sitokin olup,
inflamasyonu azaltma ve dokularin yenilenmesinde etkilidir. Yaptigimiz calismada
gruplar arasindaki IL-13 seviyelerinde bakildiginda, Dogaltiir+Tasiyict grubuna
kiyasla DogaltiirtUNC2025 grubunda istatiksel olarak anlamli bir artis,
Knockout+Tastyict ve Knockout+UNC2025 gruplarinda ise istatistiksel olarak
anlamli1 bir azalis goriilmiistir (Sekil 6.4.9.).
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Sekil 6.4.10. 1L-16, IL-17, 1L-23 ve IL-27 sitokinlerinin analizi (n=4/ grup). Veri
ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterilmistir. *p<0.05/ **p<0.01/
*#%p<0.001 istatistiksel farklilig1 gostermektedir.

IL-16 pro-inflamatuar bir sitokindir. Yaptigimiz ¢alismada gruplar arasindaki

IL-16  seviyelerine  bakildiginda,  Dogaltiir+Tasiyict  grubuna  kiyasla,
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DogaltiirtUNC2025 grubunda istatiksel olarak anlamli bir disiis goriilmistiir.
Knockout gruplarinda ise, tastyici grubuna kiyasla UNC2025 verilen grupta 1L-16
seviyesinin istatistiksel olarak anlamli derecede arttigi goriilmiistiir. IL-17 pro-
inflamatuar bir sitokindir. Yaptigimiz c¢alismada gruplar arasindaki IL-17
seviyelerine bakildiginda, Dogaltlir+Tasiyict grubuna kiyasla, Dogaltiir+UNC2025
grubunda istatiksel olarak anlamli bir diisiis goriilmiistiir. Knockout gruplarinda ise,
tasiyic1 grubuna kiyasla UNC2025 verilen grupta IL-17 seviyesinin istatistiksel
olarak anlamli derecede azaldigi goriilmistiir. IL-23 pro-inflamatuar bir sitokindir.
Yaptigimiz calismada gruplar arasindaki IL-23 seviyelerine bakildiginda,
Dogaltiir+Tasiyict grubuna kiyasla, DogaltiirtUNC2025 grubunda istatiksel olarak
anlamli bir artig goriilmiistiir. Knockout gruplarinda ise, tasityici grubuna kiyasla
UNC2025 verilen grupta IL-23 seviyesinin istatistiksel olarak anlamli derecede
azaldig1 gortlmustiir. 1L-27 hem pro- hem de anti-inflamatuar etkileri olan bir
sitokindir. Yaptigimiz caligmada gruplar arasindaki IL-27 seviyelerine bakildiginda,
Dogaltiir+Tas1tyict grubuna kiyasla, Dogaltiir+UNC2025 grubunda istatiksel olarak
anlamli bir artig goriilmiistiir. Knockout gruplarinda ise, tastyict grubuna kiyasla
UNC2025 verilen grupta IL-27 seviyesinin istatistiksel olarak anlamli derecede
azaldig1 goriilmistiir (Sekil 6.4.10.).
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7. TARTISMA

Oksijen yoksunlugu nedeniyle dliimden zihinsel ve motor bozukluga kadar
kalic1 hasara sebep olabilen YHI, perinatal morbidite ve mortalitenin en onemli
nedenlerinden biridir. YHI’nin patofizyolojik siirecleri, hipoksik doku iltihabr,
noronal eksitotoksisite, hiicre apoptozu ve mikroglial aktivasyon oldugu
bilinmektedir. Yenidoganin farkli fizyolojik telafi edici mekanizmalari olmasina
ragmen, 2015 yilinda mortalite insidansinin her 1000 canli dogumda 8’e¢ kadar
ulastigi belirtilmistir [8]. Uzun vadede geri doniisii olmayan sonuglarin engellenmesi
amactyla bu patofizyolojik siirecleri ve altinda yatan molekiiler mekanizmalari

anlamak biiyiik 6nem tasir.

MerTK’ 1n beyindeki apoptotik hiicrelerin fagositozunda, mikroglia gibi immiin
hiicrelerinin  aktivasyonunda ve =zararli metabolitlerin uzaklastirilmasinda rol
oynadig1 bilinmesine ragmen YHI sonras1 patofizyolojik siirecleri hakkindaki bilgiler
yetersizdir. MerTK’nin etkilerini anlamaya yonelik gelistirilen inhibitorler olsa da
literatiirdeki ¢ligmalar kanser iizerine yogunlagsmaktadir. Buna bagli olarak,
MerTK nin noérodejeneratif hastaliklar {izerindeki etkilerini gdsteren calismalar ¢ok

sinirhdir.

MerTK nin 6zellikle beyin hasarindan sonraki subakut fazda artan ifadesi, YHI
sonrasinda ortata ¢ikan semptomlarin ve dejeneratif siireclerin beyinde yeniden
sekillenmesinde Onemli bir islevi oldugunu dislindirmektedir. Bu c¢alisma
kapsaminda, YHI sonrasi akut dejeneratif siiregleri incelemek amaciyla hiicresel
sagkalim ve apoptoz gibi hiicre Oliimii siireglerinin analizi yapilmistir. Ayrica,
enflamatuar siireglerin arastirilmasi ig¢in planar surface immunohistokimya yontemi
uygulanmistir. Olas1 genetik modifikasyonlarin sonuglar tizerindeki etkilerini en aza
indirmek amaciyla MerTK knockout farelere ek olarak spesifik inhibitrii olan
UNC2025 kullanilmistir. Bu sayede, MerTK ifadesini degistirmenin, hayvandaki

diger gen ekspresyonlarini etkilemedigine emin olunmak istenmistir.

Bu baglamda, Hi sonrasinda kuru buz iizerinde dondurulup cryostat cihaziyla 1
mm araliklarla alinan Kesitlere beyin hacmi, atrofi ve hasar hacmi analizleri

yapilabilmesi amaciyle cresyl violet boyamasi gerceklestirilmistir [103]. Hem
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dogaltiir hem de knockout gruplarinda MerTK inhibisyonun beyin hacmini
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde degistirmedigi tespit edilmistir. Beyin
hacmindeki degisim genellikle KBB’nin bozulmasi sonucu beyin parankimine
kontrolsiiz sekilde giren iyonlarin beyindeki iyon konsantrasyonu dengesini bozmasi
ve bu sekilde doku igerisinde Odem meydana gelmesiyle olusabilecegi

distiniilmektedir.

Beyin hacminin bolgesel olarak etkisinin analiz edilmesi amaciyla striatum,
korpus kallozum ve hipokampiis alanlar1 ayri ayri incelenmistir. Striatum hedefe
yonelik hareket, 6diil ve karar verme gibi birgok dnemli isleve hizmet eder [104].
UNC2025 uygulmasi sonucu MerTK inhibisyonun dogaltiir ve knockout farelerde
belirli bir derecede striatumun hacmini arttirdigin1 fakat gruplar arasi yapilan
istatistiksel analizler bu artisin anlamli bir ifade olmadigini géstermistir. Bir diger
yandan, iki serebral hemisfer arasindaki bilgi aligverisini saglayan korpus kallozum
hacimleri analiz edildiginde dogaltiir ve knockout gruplarinda anlamli bir degisim
goriilmemistir [105]. Serebral korteksin bir uzantisi olan hipokampus Ogrenme,
hafiza ve konumsal navigasyonun diizenlenmesinde kritik bir dneme sahiptir. hassas
ve plastik yapisi sebebiyle g¢esitli uyaranlar tarafindan zarar gormeye daha yatkindir
[106]. Ayn1 zamanda hasar durumunda ve Alzheimer gibi hastaliklarda prognostik
bir belirteg olarak kabul edilir [107]. Hipokampus hacimleri analiz edildiginde ise
dogaltiir ve knockout farelerde MerTK inhibisyonunun hipokampus hacmini

istatistiksel olarak anlamli bir artisa yol agtig1 belirlenmistir.

YHI sonrasinda fizyolojik fonksiyonlarmm islevselliginin siirdiiriilmesine
katkida bulunmaktadir. Yapilan analizlerde, dogaltiir hayvanlardaki atrofi seviyesinin
MerTK inhibisyonu sonucunda azaldigi belirlenmistir. Ancak burada saptanan
azalma trendinin istatistiksel olarak anlamli olmadigi gorilmiistir. Knockout
hayvanlardaki MerTK inhibisyonun da benzer olarak atrofiyi azalttigi fakat
istatistiksel ~ olarak anlamli olmadig1  gozlemlenmistir. Sonuglar MerTK
inhibisyonunun hasar sonrasi doku biitlinliigliniin korunmasina katkida bulundugunu

ifade etmektedir.

Hasar hacmi YHI sonrasinda hasar biiyiikliigiinii dogrudan gdsteren, tanisal ve

prognostik siireclerde de onem arz eden bir parametredir. MerTK inhibisyonu
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yapilan dogaltiir grubunun, tasiyict uygulanan gruba gore istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde azaldigi belirlenmistir. Bununla birlikte, MerTK knockout hayvanlarda
inhibisyon uygulanan grubun tasiyici uygulanan gruba kiyasla hasar hacminde bir
azalma trendi goriilmistiir ancak bu azalig istatistiksel olarak anlamli seviyede

bulunmamaktadir.

Noronal sagkalim analizinde, dogaltiir ve knockout hayvanlarin Neun(+) hiicre
sayist kiyaslandiginda herhangi bir farklilik tespit edilememistir. HI sonrasi
MerTK’nin néronal sagkalima etkisi arastirllmak amaciyla UNC2025 uygulamasi
yapilan gruplar analiz edilmistir. Dogaltiir farelerde MerTK inhibisyonun ndronal
sagkalimi istatistiksel olarak arttirirken, knockout farelerde herhangi bir degisim
gbzlenmemistir. Buna bagl olarak, MerTK’min YHI sonrasi néronal sagkalimi

arttiric1 yonde etkisinin oldugu goriilmiistir.

YHI sonras1 beyindeki hiicreler, 6zellikle ndronlar, enerji yetersizligine bagh
olarak oksidatif stres veya apoptoz gibi hasar mekanizmalariyla kars1 karsiya kalir.
Islev goremeyecek seviyede hasar alan hiicreler, DNA fragmantasyonu ile
karakterize edilen apoptotik siiregcler sonucunda ortadan kaldirilir. Yapilan DNA
fragmantasyonu analizinde ise hem dogaltiir hem de knockout gruplarinda MerTK
inhibisyonunun TUNEL(+) hiicre sayisini istatistiksel olarak arttirdigi gézlenmistir.
MerTK’nin normal fizyolojik kosullarda 6zellikle MAPK veya PI3K/AKkt gibi anti-
apoptotik yolaklar1 indiikleyebilir ve efferositoz siirecinde aktif bir rolii oldugu
bilinmektedir. Apoptotik hiicre sayisindaki bu artiy, MerTK inhibisyonu sonucu bu
mekanizmalarin islevsel olarak ¢alisamamasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
MerTK inhibisyonunun YHI siirecindeki sonuglarin1 aydmnlatmak ayni zamanda
beyin yeniden sekillenmesi, doku homeostazi, apoptotik ve enflamatuar siiregler
tizerindeki etkilerini anlamak amaciyla daha kapsamli arastirmalarin yapilmasi

gerekmektedir.
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8. SONUC

Bu tez c¢alismasi kapsaminda, MerTK’nin inhibisyonunun akut yenidogan
hipoksi iskemisi iizerindeki etkilerinin arastirilmasit hedeflenmistir. Bu amagla,
MerTK knockout farelerin kullanilmasina ek olarak muhtemel genetik degisikliklerin
bulgular etkilemesini engellemek icin spesifik MerTK inhibitoérii UNC2025°de oral

gavaj yoluyla uygulanmustir.

Elde edilen wveriler bir bitiin olarak degerlendirildiginde, MerTK’nin
inflamasyonda gorevli olan bircok kemokin ve sitokini YHI sonrasinda degistirdigi
gosterilmistir. Ayrica, MerTK inhibisyonun hasar hacmi, noronal sagkalim ve DNA
fragmantasyonunda dogrudan bir etkisi oldugunu gostermektedir. Buna ek olarak,
MerTK’nin  YHI sonrasi apoptotik hiicrelerin temizlenmesinde etkisi oldugu
goriilmiistiir. Elde edilen veriler MerTK’min YHI patofizyolojisindeki etkilerinin
anlasilabilmesi amaciyla daha detayli molekiiler ¢calismalarla asagi yonlii yolaklarin

da arastirilmasi gerektigini gostermektedir.
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