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1. OZET

HiPOTALAMIK TERMOREGULASYONUN ISKEMIK HASAR
UZERINDEKI NOROPROTEKTIF ETKIiSi

Akut iskemik inme, diinya ¢capindaki inmelerin yaklasik %85' inin birincil nedenidir.
Yapilan aragtirmalar hastaneye yatis ile ilk miidahale arasinda gegen siirenin
olabildigince az olmasmin eldeki tedavi yontemlerinde basar1 oranini arttiracagini
gostermistir. Ancak kisith tedavilerdeki limitasyonlar sebebi ile inme igin alternatif
tedavi yontemlerinin arastirilmasi devam etmektedir. Terapdtik hipotermi, alternatif
tedavi icin giiclii bir yaklasim olarak goriilmektedir. Terapotik hipoterminin serebral
iskemide protektif etkinligi deneysel modellerde kabul edilmektedir. Yapilan klinik
caligmalar insanlarda da iyilestirici sonuglar dogurdugunu gostermektedir. Bu tez
kapsaminda hipotermiyi indiiklemek iizere DMHV# ngronlarinin manipiilasyonu
kemogenetik yaklasim ile saglandi. Beyin hasar1 modellemesinin ardindan elde edilen
beyin dokularindan hasar hacmi, beyin 6demi, kan beyin bariyeri gecirgenligi, noronal
sagkalim, apoptotik hiicre 6liimii ve serebral kan dolasimi aragtirmalari yapildi.
Kemogenetik yontemle hipotermi indiiklenen DIO-hM4D grubu hayvanlarda, DIO-
GFP grubundaki hayvanlara kiyasla, hasar hacmi, beyin 6demi ve kan beyin bariyeri
gecirgenligi ve apoptotik hiicre sayisinin azaldigi, néronal sagkalimin ise arttig
gozlemlendi. Bu bulgular, DMHY#? ngronlarinin  kemogenetik inhibisyonunun
farelerin viicut sicakligini diistirdliglinii ve bu sayede akut iskemi i¢in tedavi edici

etkilerinin oldugunu gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Akut inme, Dorsomedial Hipotalamus, Kemogenetik, Terapotik

hipotermi



2. ABSTRACT

NEUROPROTECTIVE EFFECTS OF HYPOTHALAMIC
THERMOREGULATION ON ISCHEMIC INJURY

Acute ischemic stroke is the primary cause of approximately 85% of strokes
worldwide and the previous studies demonstrated that minimizing the time between
the hospitalization and the first intervention increases the success rate of available
treatment modalities. However, due to the limitations of the current treatment options,
the search for alternative treatment modalities for stroke continues. Therapeutic
hypothermia has been defined as a critical approach for an alternative treatment. The
prophylactic efficacy of therapeutic hypothermia in cerebral ischemia has been
acknowledged in the experimental models. The clinical studies demonstrate that it also
leads to ameliorative results in humans. In this thesis, manipulation of DMH#"?
neurons to induce hypothermia has been achieved by the chemogenetic approach.
Following brain injury modeling, brain tissues were used to investigate the infarct
volume, brain edema, blood brain barrier permeability, neuronal survival, apoptotic
cell death and cerebral blood circulation. Compared to DIO-GFP group, DIO-hM4D
group animals in which hypothermia was induced by the chemogenetic methods, the
infarct volume, brain edema, blood brain barrier permeability and the number of
apoptotic cells decreased, whereas neuronal survival increased. These findings
demonstrated that chemogenetic inhibition of DMHY# neurons decreased the body
temperature of mice, which in turn initiated therapeutic activitiy aganist acute

ischemia.

Keywords: Acute stroke, Chemogenetics, Dorsomedial hypothalamus, Therapeutic

hypothermia



3. GIRIS VE AMAC

Inme, diinya ¢apinda yilda 3 milyondan fazla 6liime neden olan kiiresel hastalik
yiikiinlin en 6nemli etkenlerinden biridir. Giiniimiize kadar inmeye kars1 ¢esitli tedavi
yontemleri ortaya ¢ikmig, ancak ¢ogu yetersiz kalmistir. Bu sebeple, glincel terapotik
yaklasimlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Viicut sicakliginin homeostatik kontrolii
memelilerde, insanlar da dahil olmak {izere, hayatta kalmak icin gereklidir ve
hipotalamustaki sicakliga duyarli noronlar tarafindan diizenlendigi bilinir [1]. Ortam
sicakligindaki degisiklikler, optimal sicakligi korumak amaciyla enerji harcanmasini,
termogenezi ve fiziksel aktiviteyi diizenleyen homeostatik tepkileri aktive eder. Viicut
isisinin dar bir aralikta hassas bir sekilde korunmasi gerekir ¢linkii bu sicakligin
sapmast hiicresel metabolizmay1 olumsuz yonde etkileyebilir [2, 3]. Viicut sicakliginin
diizenlenmesine afferent ve efferent olmak tlizere iki mekanizma aracilik eder [4].
Afferent mekanizma, viicuttaki sicakligi algilayan reseptorler araciligiyla calisir ve
viicudun sicakligi bu reseptorler tarafindan belirlenir. Bir diger mekanizma olan
efferent mekanizmalar, viicudun stabilitesini korumak i¢in sicaklik degisimlerine yanit
verdigi homeostatik tepkilerdir [5]. Bu mekanizmalar, tamamen viicudu koruma islevi

goren vazokonstriksiyon ve vazodilatasyonu barindirir.

Terapotik hipotermi indiiksiyonu, inme de dahil olmak iizere bazi akut beyin
hasarlar1 i¢in acil miidahalelerde kullanilir. Viicut 1sis1 diizenlenmesinin en 6nemli
modiilatorii merkezi sinir sistemidir ve bu sistem aym1 zamanda bazi beyin
bolgelerindeki noronal alt popiilasyonlarin terapotik sogutulmasina katkida bulunur
[6]. Termoregiilasyon kontroliiniin ana merkezi, beyinde bulunan hipotalamustur.
Hipotalamusta bulunan termoregiilasyon bolgelerinden en 6nemlisi dorsomedial
hipotalamus bolgesidir. Bu bolgede bulunan GABAerjik néronlarin inhibisyonu viicut
isisin1 ve dolayisiyla fiziksel aktiviteyi azaltmakta, aktivasyonu ise termogenez

yapmaktadir [7, 8].

Viicut sicakliginin diisiiriilmesi, yaralanmalardan sonra dokulari korudugu igin
bir¢ok klinik yone sahiptir. Bu nedenle terapotik sogutma, 25 yasin tizerindeki her dort

yetiskinden birini etkileyen inme dahil, klinik durumlardan sonra néroproteksiyon igin
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yaygin olarak kullanilir [9]. Terapotik hipotermi, eksitotoksisite, apoptoz,
enflamasyon, kan akis1 ve kan-beyin bariyeri biitiinliigii ile ilgili bilesenleri modiile
ederek birincil hasarin olumsuz etkilerini azaltir ve beyin hasarindaki ikincil hasarin

Onlne gecer.

Bu c¢alisma ile, termoregiilasyonda gorevli oldugu bilinen dorsomedial
hipotalamus bdlgesinde var olan GABAerjik noronlarin1 kemogenetik yontemlerle
inhibe ederek meydana gelen termoregiilatif siireclerin hem agir hem de hafif iskemik

inme modellerindeki etkilerinin akut donemde incelenmesi amaglanmistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Serebral Iskeminin Patofizyolojisi

Beyin dokusu canliligimi devam ettirebilmek ve fizyolojik kosullarda
caligmasini siirdiirebilmek i¢in yiiksek oranda oksijen ve glukoza gereksinim duyar.
Beyin iskemisi sonucunda, beyin parankimine yeterli miktarda kanin, dolayisiyla
oksijen ve glukozun ulasamamasi nedeniyle enerji bagimli siireglerde aksamalar
meydana gelir. Buna bagli olarak néronlarin ve glialarin fonksiyonu olumsuz etkilenir
ve vaskiiler bozukluklarin beraberinde inflamasyon siire¢lerinin olugmasina neden
olur [10]. Beyin parankiminde meydana gelen bu enerji acligi sonucunda noéronlar
transmembran gradiyentlerini koruyamaz ve ndronal sinyallesmelerde aksamalar
meydana gelir. Siirecin devaminda ise noronlarda meydana gelen anoksin
depolarizasyonlar sonucu presinaptik uglardan norotransmitter salinimlari tetiklenir
[11]. Sinaptik yariktaki bu asir1 ndrotransmitter artisinin temizlenmesi enerji
gerektiren bir siireg olmasi nedeniyle bu tetiklenme sonucu eksitator
ndrotransmitterlerin konsantrasyonlar1 ekstraseliiller alanda artar. Glutamatin neden

oldugu bu durum ise eksitotoksisite olarak bilinir.

Ayrica bu eksitotoksisitenin ortaya ¢ikmasina aracilik eden N-metil-D-aspartat
(NMDA) reseptorii de dnemli bir rol istlenir. Membranin dinlenim potansiyeli
sirasinda bu reseptoriin kanal kismi1 magnezyum ile kapali halde bulunur. Membranin
depolarize olmastyla birlikte NMDA reseptorii magnezyum blokajindan kurtulur ve
aktif hale gelerek hiicre i¢cine sodyum ve kalsiyum iyonlarinin akisina aracilik eder.
Bu iyon akis1 daha sonrasinda intraseliiller alandaki depolarda bulunan kalsiyumunda
serbestlenmesini beraberinde getirir [12-14]. Hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunun
artmastyla kalsiyuma bagli ndronal nitrik oksit sentaz gibi siirecler aktive olur. Bu
stire¢ beraberinde serbest radikallerin olusmasini tetikleyerek apoptozis, nekrozis, ve
otofaji gibi hiicre oOlim mekanizmalarinin olusmasma aracilik eder. Beyin
parankiminde meydana gelen iskemi sonucunda noronlarin yaninda, diger merkezi
sinir sistemi elemanlar1 olan astrositler, oligodendrositler ve perisitler de etkilenir.
Hiicre dis1 glutamat seviyelerinin artmasi, postsinaptik alanda [10] hiicre igerisine

kalsiyum girisini artirmakta ve glial glutamat tasiyicilarinin ekspresyonlarinin
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azalmasina neden olur. Bu siiregler sonucunda astrositler de reaktif hale gelerek
proinflamatuar (A1) ya da immiinomodiilator (A2) gibi fenotiplere doniisebilir [15-
17]. Reaktif astroglioz sonucunda ndronal rejenerasyonu engelleyen ayni zamanda da

hasari sinirlandiran bir yapi olan glial skar olusumu goézlemlenir.

4.1.1. Yayilan depolarizasyon

Serebral iskeminin baglangicinda meydana gelen yayilan depolarizasyon,
elektrokimyasal membran yetmezlig§i ve noéronal Odem olusumunun ana
mekanizmasidir [18-23]. Iskemi gerceklestikten sonra ilk dakikalarda ATP
depolarmin tiikenmesi sonucu, Na*/K* pompasinin ¢alismamasi sebebiyle iskemik
doku boyunca ve ¢evre dokulara da yayilan bir depolarizasyon meydana gelir [24-28].
Na/K* ATPaz, hiicredeki katyonik iyon gradyanlarini saglayan ana tasiyicidir. Bu
pompanin bozulmasi sonucu yayilan depolarizasyon meydana gelmektedir. Na™/K*
ATPaz, ATP harcayarak ti¢ sitozolik sodyumu iki hiicre dis1 potasyum ile degistirir.
Memelilerde gri maddedeki Na*/K* pompast ATP hidrolizinin yaklagik %350'sinden
sorumludur [29]. Iskemi nedeniyle beyin dokusundaki oksijen ve glukoz eksikligi
meydana gelir bunun sonucunda da ATP tiretimi baskilanir. Bu baskilanma Na*/K*
pompasinin ¢alisamamasina, dolayistyla sodyum ve potasyum akisinin bozulmasiyla

yayilan depolarizasyona sebep olur [30, 31].

4.1.2. Eksitotoksisite

Eksitatér amino asitlerin asir1 derecede ve uzun siireli aktivasyonu sonucu
olusan toksik etkiler eksitotoksisite olarak adlandirilir [32, 33]. Beyin parankiminde
baskin olarak bulunan glutamatin agir1 uyarimi sonucu, postsinaptik alandaki iyon
kanallar1 aktive olur ve hiicre icerisine kalsiyum akisit gerceklesir [34]. Hiicre
icerisinde yliksek kalsiyum birikimi de eksitotoksisiteye neden olan bir dizi olayin

olusumuna aracilik eder [35].

Memeli canlilarda glutamat, esas olarak santral sinir sisteminde noronal
haberlesmeyi saglar. Glutamat beyinde, presinaptik néronlardan salinarak postsinaptik
ndronlarda etkisini gosterir ve glial hiicreler tarafindan ortamdan uzaklastirilir. Esas
olarak astrositlere taginan glutamat burada glutamin sentetaz yoluyla glutamine

dontisttirtiliir. Ardindan glutamin inaktif bir formda glial hiicrelerde depolanir ve
6



mitokondriyal enzim olan fosfata bagimli glutaminaz yoluyla rejenere edilir. Glutamat
yalniz pre ve postsinaptik uglar arasindaki transmisyonu saglamaz, ayni zamanda

ekstra sinaptik sinyalizasyonda haberlesmenin de gerceklesmesine aracilik eder [36].

Glutamat reseptorleri, iyonotropik ve metatropik olmak {iizere ikiye ayrilir.
Iyonotropik reseptorler, NMDA, AMPA ve Kainat reseptorlerini kapsamaktadir.
Fizyolojik kosullarda eksitatdr presinaptik terminallerden salinan glutamat,
postsinaptik ucta NMDA reseptorii kanalindan magnezyum blogunun ayrilmasina ve
hiicre i¢ine kalsiyum ve sodyum akisina neden olarak depolarizasyonun olusmasina
neden olur [37]. AMPA reseptorleri sinaps bolgelerinde NMDA reseptorleri ile
birlikte bulunarak 6grenme, hafiza, eksitotoksisite ve ndroproteksiyonu igeren sinaptik

plastisite slireclerine ortaklasa katkida bulunurlar .

Glutamaterjik islev bozukluguyla iligkili nérodejeneratif hastaliklar, hiicredeki
kalsiyum dengesinin bozulmasi, kontrolsiiz nitrik oksit sentezinin gerceklesmesi,
serbest radikallerin olusumu ve ilerleyen norodejenerasyona yol acan ortak bir
patogenez mekanizmalarini paylagirlar [38]. Bu mekanizmalar, hiicre i¢i molekiillere
zarar verir ve hiicreye enerji akisini gergeklestiren mitokondrinin mebran
permeabilitesini bozar. Bu durum serbest oksijen radikallerinin olusumunu
tetikleyerek, sitokrom c gibi proapoptotik faktorlerin sitoplazmaya salinmasina
aracilik ederler. Serbest oksijen radikallerinin yiiksek seviyelerde olusumu ve
antioksidan mekanizmalarin disfonksiyonu, norodejeneratif hastaliklarda nodronal

Oliimle sonuglanir [39].

4.1.3. Oksidatif stres

Iskemi sonras1 hasarla iliskili molekiiler paternlerin (DAMP) salinmasi sonucu,
oksidatif ve nitratif stres, noroinflamasyon, eksitotoksisite ve apoptoz da dahil olmak
lizere birtakim patolojik siirecleri indiikler [40]. Oksidatif stres, reakitf oksijen
radikallerinin (ROS) olusumunu ile biyolojik sistemlerin bu radikallerin giderilmesini
veya hasarini onarmasi yetenegi arasindaki denge durumunu ifade etmektedir. Asiri
ROS olusumu, yukarida da belirtilen patolojik kosullarla etkilesime girerek inme

sonrasinda ikincil beyin hasarina neden olur [41-43].



Santral sinir sisteminin ana destekleyicisi olan glial hiicreler c¢esitli yollar
iizerinden yiiksek miktarlarda serbest radikal salma potansiyeline sahiptirler [32, 44].
ROS’lar, astrositlerde inflamatuar siireglerin aktivasyonuna neden olur, glutamat
transmisyonunu ve hem hiicre i¢i hem de hiicre digindaki mikro ortamin homeostazini
etkilerler [45, 46]. Mikroglilar inme sonrasi kan beyin bariyerinin bozulmasina aracilik
ederek noronal onarim siireclerini de etkilerler. Astrositler ise inme sonrasinda
meydana gelen oksidatif hasardan korunmak igin intraseliiller antioksidan
konsantrasyonlari korurlar. Glial hiicreler tarafindan sentezlenen glutatyon ana
antioksidan molekiildiir ve oksidatif hasarin 6nlenmesinde 6nemli bir rol oynar [47].
Glial hiicrelerin mitokondrilerinde yiiksek miktarda siiperoksit dismutaz bulunur ve
bu enzim siiperoksiti oksijen ve hidrojen peroksite ayirir [48]. Serbest radikallerin
parcalanmasinda katalaz ve glutatyon peroksidaz da énemli rol oynar [49]. iskeminin
erken evrelerinde endoteliyal NOS’un genellikle noéroprotektif oldugu diisiiniiliir.
Diistik miktardaki NO dozlarinin penumbra bolgesinde vazodilatasyona neden olarak

bolgedeki kanlanmay1 diizenleyerek iyilesmeye katkist oldugu bulunmustur [50].

ROS’lar fizyolojik dozlar igerisinde viicudun fonksiyonel aktivitelerinin ¢esitli
yonlerinde gorev alirlar. Bir yandan makrofaj fagositozunu artirir ve T hiicre
aktivasyonunu saglayarak bagisiklik siireclerini destekler, diger yandan ise vaskiiler
hiicre proliferasyonunun ve apoptozun diizenlenmesinde rol oynarlar [51]. Nitrik
oksit, damarlarda kanin akisinin diizenlenmesine aracilik eder [52]. ROS, yara
onariminda c¢esitli germinal faktorlerin salinmasini tesvik ederek onarim siirecini
kolaylastirir [22]. Ayn1 zamanda sinaptik plastisite ve hafiza olusumunda aktif

gorevlere sahiptir [53].

4.1.4. inflamasyon

Iskemik inmenin indiiklenmesi sonucunda dogustan gelen bir bagisiklik kaskadi
tetiklenir. Beyin iskemisi ile birlikte hiicre i¢i molekiillerin kontrolsiiz bir sekilde
salmimlart hiicreleri nekrotik olarak oliime gotiiriir. Hiicre dis1 alanda olusan bu
kontrolsiiz madde birikimi inflasmasyon adi verilen bir durumu uyarir [54]. Bu
inflamatuar tepkiler Oriintli tanima reseptorleri yoluyla aktive olur. Bu reseptorlerden
birisi de Toll benzeri reseptorler (TLR)’ dir [55]. TLR’lerin uyarilmasiyla birlikte

proinflamatuar genler, sitokinler, adezyon molekiilleri ve adaptif bagisikligin
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aktivasyonu indiiklenerek dogal bagisiklik yanit1 baslatilir. TLR4 inmede en fazla
tanimlanmis olan Oriintli tanima reseptdrlerinden biridir ve dimerizasyonu ile birlikte
olusturdugu yanit kaskadi niikleer faktor kappa B (NF-«B) aktivasyonunu tetikleyerek
inflamatuar sitokin iiretimini aktive eder [56]. Yapilan bir caligmada TLR4’iin
yoklugunun inme sonrasinda olusan beyin hasarini ve inflasmayonu azalttig1 bulundu
[57]. Dolayistyla dolasimda bulunan insan bagisiklik hiicrelerindeki TLR4
ekspresyonu inme gegiren hastalardaki inflamasyon cevabi ile iligkilidir [58]. Bu
nedenle inme sonras1 dogal bagisikligin baglamasi icin TLR4 aktivasyonu gereklidir.
Inme sonrasinda ekspresyonlari artan DAMP’ler yalmzca beyinde yerlesik olarak
bulunan mikroglialar1 aktive etmekle kalmazlar, ayn1 zamanda periferik dolagimda
bulunan bagisiklik hiicrelerini de beynin igerisine alirlar ve inflamasyon siireglerine

katkida bulunurlar [59].

Beyinde hasar ger¢eklesmesi durumunda ilk inflamatuar yanitlar, beyninde
yerlesik olarak bulunan mikroglialarin aktivasyonuyla olur. Homeostaz durumunda
beynin saglikli bir sekilde islevini siirdiirmesine aracilik eden mikroglialar, komsu
hiicrelerde bir hasar durumunun algilanmasiyla sitokin ve kemokin salinimlari
gerceklestirirler. Bundan sonraki siirecte hasar bolgesinde toplanarak farkl
morfolojiye biiriiniir ve ilk inflamatuar yaniti olustururlar. Yapilan c¢aligmalarda
mikroglia yanitlarinin dinamik oldugunu ve anti-inflamatuar M2 benzeri fenotiplerin
gecici olarak proinflamatuar M1 fenotiplerine gecis izledigi goriilmistiir [60].
Mikroglialar beyindeki hasara ilk yanit1 sitokinlerin salinmasi, 6li hiicrelerin
fagositozla elimine edilmesi seklinde verdikleri gibi, doku onarimi i¢i gerekli trofik
faktorlerin salinmasin1 da tetikleyerek hasar sonrasinda lokal bolgede iyilesme
stirecine katkida bulunurlar [61]. Mikroglialar ek olarak uzantilarini hasar gérmiis kan
damarlarina dogru uzatarak rozet formasyonu denilen bir sekil alirlar ve bu sekilde de

hasar1 kontrol altina almis olurlar [62].

Beyinde gerceklesen inmeden sonra akut fazda, lezyon bolgesindeki ve
penumbradaki hiicreler transforme edici biiytime faktorii-a (TGFa), IL-1, IL-6, siliyer
norotrofik faktdr ve Kallikrein ile iliskili peptidaz 6 gibi sitokinleri serbest birakirlar
[63]. Bunlara yanit olarak, hasar ¢evresinde reaktif astrogliozis olusur ve santral sinir

sistemindeki homeostazin korunmasi ve hasarin simirlandirilmasi igin bir glial skar
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olusur [64]. Reaktif astroglioz, astrositik hipertrofi ve glial fibriller asidik proteinin
(GFAP) asir1 ekspresyonu sonucu ayirt edilebilir [65]. Astrositler, reaktif
astrogliozdan sonraki siiregte, IL-6, IL-1a, IL-1B, TNF-a ve IFNy gibi proinflamatuar
molekiiller ve nitrik oksit, sliperoksit ve peroksinitrit gibi serbest radikaller iiretirler
[66]. Bu sekilde meydana gelen astrosit proliferasyonu ve glial skar olusumu

ndroinflasmasyon projeksiyonunu kisitlar [67].

Iskemik inme nedeniyle iskemik hemisfere periferik dolasimdan ¢ok sayida
immiin  hiicrelerin  gecisi  gergeklesir. Dolasimdaki notrofillerin - semptom
baslangicindan sonraki saatlerde iistel olarak artis gosterdigi ve giinlerce yiiksek

seviyede kaldig1 goriilmiistiir [68].

4.2. Termoregiilasyon

Yetiskin memeliler, insanlar da dahil olmak tizere, viicut sicakliklarini belirli bir
aralikta korurlar. Bu koruma sistemi yasami siirdiirebilmek i¢in olduk¢a 6nemlidir,
clinkii viicut sicakliginda olusabilecek ciddi bir sapma hiicresel metabolizmay1
etkileyebilir. Ayn1 zamanda viicut 1sisinin diizenlenmesi, sinir sisteminin en kritik

islevlerinden biridir [69].

Almnan tek bir 6l¢iim bolgesinden viicut 1sis1 hakkinda bilgi edinmek dogru
olmaz. Yapilan termoregiilasyon c¢alismalarinda, viicudu iki boliimde incelemek
gerekir. Bunlardan ilki cildi de i¢ine alan ve ¢evresel faktorler ile sicaklik degisimleri
gosteren dis kabugu kapsarken, ikinci boliimiinii merkezi sinir sisteminin dahil oldugu
i¢ ¢ekirdek olugturmaktadir [70, 71]. Cekirdek sicaklik, termoregiilasyon sistemindeki
diizenlenen degiskendir [72] ve pozitif-negatif besleme mekanizmalarinin bir bileseni
ile muhafaza edilir [73]. Geri bildirim tepkileri, viicut sicakligt olmasi gereken
araliktan saptiginda olusan yanitlardir. Ornek olarak, egzersiz i¢ sicakligi birkac
derece artirabilecek 1s1 iiretir [74, 75]. I¢ sicaklikta olusan benzer degisikliklerin
tespiti, i¢ organlar, beyin ve omurilik dahil olmak {izere viicut ¢ekirdegince var olan
spesifik termoreseptorler tarafindan yapilir [76]. Bahsi gegen bu i¢ yapilardan herhangi
birisinin alansal olarak sicakliginin degismesi, bu degisiklige karsi olusan geri besleme
tepkilerini meydana getirir. Pozitif besleme mekanizmalar1 uyarildiginda ¢ekirdek

sicaklikta higbir degisiklik yasanmaz. Uyarilma sonucunda yasanmasi beklenen
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sicaklik ile ilgili sikintilar igin Onleyici yanitlar olusturur. Pozitif besleme
mekanizmasinin bilinen en iyi 6rnegi, hava sicakligindaki bir degisikligin cilt izerinde
bulunan termoreseptdrler tarafindan tespit edilmesidir. Bu tespit heniiz ¢ekirdek
sicaklikta bir degisim olmadan 6nce yapilir ve bunun olmasini 6nleyen termoregiilator
tepkileri ortaya ¢ikarir [72]. Pozitif ve negatif geri besleme sinyallerinin ilettigi viicut
1s1s1 ile 1lgili bilgiler farkl tiirde olsa bile bu iletilerin hipotalamusun preoptik alaninda

(POA) ortak bir noral substrat aginda birlestigi diistintilmektedir.

Viicut 1sisinin  diizenlenmesi fizyolojik ve davranigsal olmak iizere iki
mekanizma tarafindan gergeklestirilir. Fizyolojik diizenleme, 1s1y1 lireten veya dagitan
istemsiz, cogunlukla da otonomik tepkilerdir. Ornek olarak, soguga maruz kalindig
zaman birincil fizyolojik tepkiler, iskelet kasi titremesi ve 1s1 kaybini 6nleyen kan
damarlarinin daralmasidir. Ayni sekilde maruz kalinan sicak ile, termogenezin
baskilanmasi ve suyun buharlasmasi (6rnegin terleme) yoluyla 1s1 kaybinin
saglanmasi, kan damarlarinin genislemesi gibi bir dizi tamamlayict otonomik tepkiyi
olusturur. Davranis mekanizmasi da ayni zamanda viicut isisinin kontroli igin
onemlidir. Fizyolojik reaksiyonlar istemsizken, termoregiilator davranislar
giidiilenebilir ve amaca yonelik eylemlerdir. Ogrenimi pekistirme yoluyla yapilir, 6diil
beklentisi igerir [77]. Is1 diizenleyici davranis denince akla gelen iki temel davranis
vardir. Bunlar hayvanlarin habitatlarinda soguk ve sicak alan aramalaridir. Bunu 1s1
kayb1 veya emilim oranini degistirmek amaci ile yaparlar. Daha komplike
termoregiilasyon davraniglar, hayvanlarin yasamak i¢in termal ortamlarini inga
ettikleri yuva veya oyuk yapimi [78] aynu tiirler arasinda toplasip yan yana durma gibi
sosyal davraniglar [79] veya liste bir seyler giyinmek, klima kullanmak gibi insani

davraniglari igerir.

Uzun zamandir giiclii bir noroprotektan olarak bilinen hipoterminin deneysel
kanitlar ve kliniklerdeki deneyimler ile, beyni serebral hasardan korudugunu gosteren
ve fokal iskemi ile reperfiizyon mekanizmasi arasinda bulunan iligki adina yapilan
mevcut ¢aligmalar vardir. Yapilan ¢aligmalarda hipoterminin beyin dokusu iizerindeki
koruyucu etkisinin tek yonde degil; beynin enerji tiikketimine etkisi, hiicre i¢i asidozun
diizenlenmesi, iskemi siirecinde salinimi artan eksitotoksik norotransmitterlerin

saliim paterninin kontrolii ve hiicre i¢i Ca*? akisinin azalmasi gibi ¢ok yonlii olarak

11



gerceklestigi gorilmiistiir. Hipoterminin reperfiizyon ile arasindaki iligkinin ikincil
hasarda serbest oksijen radikallerinin sentezini baskiladig1 literatiirde yapilan
caligmalar tarafindan gosterilmistir. Ayrica kan-beyin bariyeri dejenerasyonu ve
iskemi sonras1 rejenerasyon ile ilgili yapilarin da baskilanmasini saglar [80]. Hayvan
ve insanlarla yapilan ¢alismalar yogun hipoterminin 6nemli bir koruyucu oldugu,
cesitli kardiyotorasik ve norocerrahi ¢alismalarda uygulandigi, hafif hipoterminin ise

fokal iskemik beyin hasarlar1 sonrasi iyilestirme 6zelligini gostermistir [81].

Hipotalamus bolgesinde bulunan preoptik alan (POA), optik kiyazma ile 6n
komissiir arasinda yer alir. Preoptik alan, terleme ve vazodilatasyon gibi 1s1
savunmasiyla ilgili davraniglarin kontroliinii saglar. Beynin bu bdlgesinde, viicut
1s1s1nin kontroliinii saglayan 1siya hassas ndronlar igsel olarak vardir. Egzersiz veya
ateslenme gibi olaylarda, POA viicut sicakliginda meydana gelen artis1 algilar. Aksi
yonde digsal bir uyaranla olusan cevresel sicaklik farklilagsmasiyla beklenmedik
sekilde karsilasilirsa beyin etkilenmeyebilir. Beyin sicakligi hakkindaki bilgilerin
yanisira POA'daki noral topluluklar farkli yollar ile cevresel sicakligi kodlayan
sinyalleri bir araya getirir. Bu noronlarin hemen hemen yarisinin uyarimi beynin,
derinin veya omuriligin 1sinmasiyla gerceklesir [82]. Genellikle beyin termostati
olarak goriilen preoptik alana girdi, hem periferdeki somatosensoriyel
termoreseptorlerden hem de POA'nin sahip oldugu termoreseptorlerden gelir.
POA'dan gelen output esas olarak Nucleus Raphe Dorsalis'te (NRD) bulunan
Sempato-Motor Komuta Sistemine yonelik inhibitor GABAerjiktir [83].

Preoptik alanda vazomotor tepkilerin diizenlendigi caligmalarla gosterildi.
Yapilan bu ¢aligmalar, preoptik alan’da bulunan GABAerjik néronlari inhibe etmenin
damarlarda daralma olusturdugunu [84], aktivasyonunu saglamanin ise damarlarin
genislemesini tetikledigini gosterdi [85]. Elde edilen sonuglar birbirine zit iki etkinin
POA'da yer alan PACAP ve BDNF ndronlarinin aktivasyonu ile ayarlandigini ortaya
koydu [86]. Yapilan bagka bir ¢calisma, PAG'den gelen terminallere ilave olarak ventral
tegmental alan (VTA) ile rRPA, RVLM arasindaki devrelerin de bu yanitta yerinin
oldugunu gosterdi [87].

Dorsal hipotalamusta bulunan GABAerjik ndronlar, POA tarafindan tonik

inhibisyon altindadir. Bu noéronlarin inhibisyonu sonucu, raphe pallidus yapilarinin
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kademeli inhibisyonu ile viicut sicakliginda bir diisiis meydana gelir [88]. Niikleus
Raphe Pallidus (NRP)’daki raphe terimi, viicudu simetrik olarak iki pargaya ayiran sirt
anlamina gelir. Bu ¢ekirdek yapisi da beyin sapinin orta hatti etrafinda bulundugundan,
raphe adlandirilmasiyla yer almistir. Retikiiler olusumun bir iiyesi olarak kabul géren
raphe cekirdekleri, beyinde serotonin iiretiminin birincil yeri olarak bilinir ve buradan
sentezi gergeklesen serotonin tiim merkezi sinir sistemine dagilir. NRP girdisini dorsal
hipotalamik bolgeden alir ancak ana girdi Nucleus Raphe Dorsalis'ten (NRD) gelir.
Nucleus Raphe Dorsalis (NRD), beyinde bulunan en biiyiik serotoninerjik ndron
toplulugunu temsil eder. NRD, ana Sempatik-Motor Komuta Sistemi olarak bilinir.
Serotonerjik noronlar sempatik-motor komut sisteminden [89], raphe pallidus
cekirdegine (NRP) projekte olur ve sempatik aktivasyonu indiikler [90, 91]. Nucleus
raphe pallidus’un modiilasyonu DMH'den gelmis olan dopaminerjik girdiler
tarafindan yapilir. Preoptik alan ve dorsomedial hipotalamus arasinda var olan
GABAerjik baglanti, termoregiilasyon iizerinde rol oynayan &nemli bir ndronal
devredir. Preoptik alan, hipotalamusta yer alan ve viicut 1sisinin diizenlenmesinde
gorevi olan bir bolgedir. Icerdigi ndronlar, viicut sicakligindaki degisiklerin
kontroliinii ve homeostazisi saglar. POA ve termoregiilasyonda goérevli olan DMH
arasinda ki GABAerjik noronal baglanti, bu iki alan arasinda iletisimi miimkiin kilar.
POA’da bulunan GABAerjik noronlar dorsomedial hipotalamusa projeksiyon yapar
ve boylece GABA salinnmi gerceklesir. GABA, beyindeki birincil inhibitor
ndrotransmitterdir. Salgilanan GABA, dorsomedial hipotalamusta bulunan ndronal
aktivitenin inhibisyonunu saglar. POA’daki sicakliga duyarli noronlar sayesinde
sicaklik degisimlerinde DMH’e giden GABAerjik projeksiyonlar1 aktive veya inhibe
edilir. Viicut sicaklign arttifinda GABAerjik néronlarin  aktivasyonu ile
vazodilatasyon, terleme gibi durumlara yol acar. Tam tersi durumda ise
vazokonstriksiyon ve titreme gercekleserek isinin korunmasini saglayan siireclerin

gerceklesmesi saglanir.

4.3. Kahverengi Yag Dokusu (BAT)

Nucleus raphe dorsalis’in inhibisyonu preoptik alan tarafindan saglanir.
Sempatik ¢ikt1 yiikselince, 1s1 iiretimi, kahverengi yag dokusu katabolizmasi, 1s1
kaybinin azalmast ve periferik damarlarda daralmanin olmast gozlenir [92].

13



Kahverengi yag dokusu (BAT), oksidatif metabolizmanin ATP iiretimini durdurdugu
ve bu siiregte enerjinin tliketildigi termogenez siireci i¢in 6zellesmistir. Bu dokunun
termogenik etkisi artan metabolik hiz ile saglanir. Bir zamanlar BAT'in yalnizca kiigiik
memelilerde ve yenidoganlarda etkili bir rolii oldugu diisiiniiliiyordu. Fakat yapilan
caligmalar ile soguga tepki olarak yetiskin insanlarda da BAT'm islevlerine dair
bulgular ortaya kondu [93, 94] ve BAT'in yenidogan ve kii¢clik memelilerin yani sira
yetigkin bireyler i¢in de termoregiilator bir gorevi oldugu anlagildi [95]. BAT'n
potansiyel metabolik rolii, enerji harcamasini degistirmeyi amaglayan ilaglar i¢in
potansiyel bir bolge olarak kabul edildi [96]. Sempatik sinir sistemi aktivitesi, periferik
ve merkezi termoreseptorlerden gelen girdilere yanit olarak BAT termogenezini
uyarabilir. B3-adrenerjik reseptorlere etki eden katekolaminler, i¢ mitokondriyal
membrandaki bir ayirma proteinini aktive edebilir. Bu ayristirici protein, termogenin,
H™nin ATP {iretimi olmadan mitokondriyal zar1 gegmesine izin verir. Sogukta
sempatik sinir sistemi aktivitesinin ve termogenezin arttigi bilinir [97]. Buna ek
olarak, BAT termogenezi hipoksi, enfeksiyon, hipoglisemi ve psikolojik stres gibi bir
dizi termal olmayan faktor tarafindan modiile edilebilir. DMH’de bulunan kolinerjik
ndronlar, raphe pallidus'taki sempatik premotor noronlara dogrudan efferent sinyal
iletimi gerceklestirir. Bu alana yapilan yiiksek kolinerjik girdi, serotonerjik néronlar
iizerinde olan M2 mAChR'lerin aktivasyonu ile BAT aktivitesini azaltir. Bdylece,
DMH(ACh)-Rpa(5-HT) yolu dogrudan yiiksek ¢evre sicakligma fizyolojik 1si1-

savunma tepkilerine aracilik edebilir [98].

4.4. Termoregiilasyon ve Serebral Iskemi

Akut iskemik inme, diinya capindaki inmelerin yaklasik %85'inin birincil
nedenidir ve sik goriilen sebebi serebral kan akigini tikayan pihtilar veya
aterosklerozdan kaynaklanir [99]. Arastirmalar hastaneye yatis ile ilk miidahale
arasinda gegen siireyi en aza indirmenin klinik sonuglarin diizelebilecegini gosterdi
[100]. Bu sebeple giiniimiizde uzmanlar tarafindan inme tedavisinde zamanin 6nemi
stk stk vurgulanir. Uzun siiredir inme tedavisinin temel dayanagi olarak trombozlu
damarlarin revaskiilarizasyonu ve antiplatelet, antikoagiilan ilaglar kabul gordii [101].
Bu prosediirlerin hizli bir sekilde yapilmasi sonucu morbidite azalir ve norolojik
sonuclar iyilesir, ancak bahsi gegen miidahaleler icin siire oldukg¢a kisithidir [102].
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Cesitli limitasyonlar sebebi ile, bagvuran hastalar gerekli siireyi kacirmis olarak gelir
[103]. Bu yasanmis bilgiler 1s1ginda inme igin alternatif tedavi yontemleri

aragtirtlmaya devam etmektedir.

Terapotik hipotermi, alternatif tedavi i¢in giiglii bir yaklagim olarak onerildi
[104]. Terapotik hipoterminin serebral iskemide protektif etkinligi deneysel
modellerde kabul edilir ve yapilan klinik ¢aligmalar ayni sekilde insanlarda da
tyilestirici sonuglar dogurdugunu gosterir [105]. Hayvan ve klinik ¢alismalarla yapilan
uzun siireli takiplerle, hipotermi ile tedavi sonrasi norolojik fonksiyonun diizeldigi
goriilmistiir [10]. Hipotermik proteksiyon ile azalan hasarin iyilesmesine cesitli
yonden katkilar1 vardir ve ayrica hipoterminin beyin dokusunun yenilenmesini de

arttirdig1 ¢alismalar tarafindan gosterilmistir.

Enfarktiis hacminin daha ¢ok ilerleme ihtimali ve yasanabilecek diger olasi
kotii senaryolar goz oniine alindiginda, terapotik hipoterminin olabilecek en erken
zamanda baslamasi gerekir [106]. Hipoterminin noroprotektif etkilerinin iskemi
baslangicinda veya en yiiksek diizeyde oldugu deneysel modellemelerden elde edilen
sonuclarla da desteklenmistir [107]. Ayn1 zamanda, semptomlarin baglangici ile
hastaneye basvurulmasi arasinda gecen bir zaman dilimi vardir. Bagvuru sonrasi
hastaya kesin tani konmadan oOnce hipotermi de dahil herhangi bir tedavinin
uygulanmast dogru degildir [108, 109]. Diger bir taraftan, cesitli hipotermi

metotlarinin degisken sogutma hizlari, istenilen sicakliga varmak i¢in gereken zamani

degistirebilir [110, 111].

Hipoterminin siiresi de bilinen néroprotektif etkilerle dogrudan iligkilidir [112].
Hipoterminin optimal siiresi bilinmemekle birlikte, yapilan deneysel caligmalar
sonucu elde edilen bulgular, hipotermi siiresinin uzun olmasinin noroprotektif
etkinligin daha fazla olabilecegini gostermistir [113]. Her tedavide oldugu gibi
hipotermide de yan etkileri olabildigince indirirken etkinligi en iist seviyeye ¢ikarmak

asil hedef olmalidir.

Uzun yillardir serebral iskemi i¢in kullanilan yiizey sogutmasi, endovaskiiler
sogutma, sogutma kasklari, soguk salin uygulamasi gibi yontemler mevcuttur ancak

bilinen yan etkilerinden dolay alternatif sogutma yontemlerine ihtiya¢ vardir [114].
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Viicut 1sisindan da sorumlu olugu bilinen hipotalamus bdlgesinde yer alan DMH,
termoregiilasyonda ¢ok ciddi bir rol oynar. Hipotermi, dorsomedial hipotalamustaki
GABAerjik noéronlarin inhibisyonu sonucu indiiklenebilir. GABA (gama-aminobiitirik
asit) beyinde bulunan birincil nérotransmitterdir. GABAerjik ndronlarin inhibisyonu
ile burada bulunan néron aktivasyonu azalir ve dolayisi ile GABA saliniminda azalma
olur. Boylece DMH’deki var olan inhibitdr tonda azalma olur ve viicut 1sisinin diismesi
gerceklesir. DMH, viicut sicakliginda olusan degisimleri tespit eder ve homeostazin
saglanmast i¢in gereken tepkileri baglatmada etkilidir. Yapilan ¢aligmalar
hipotalamusta var olan belirli sinir yolaklarinin indiiklenmesi veya engellenmesinin,
viicut 1sisinda 6nemli bir rolii oldugunu gostermistir. Bu alanlara DMH’de dahildir.
DMH, 1s1 iiretimi ve korunmasinda gorevlidir. Tiim bu gorevler sebebi ile DMH’in
termoregiilasyon tizerindeki etkisi cok dnemlidir. DMH, viicut 1s1s1 yiikseldigi zaman
1sty1 dagitmak amaciyla vazodilatasyon, terleme gibi sogutma mekanizmalarinin
aktivasyonunu saglar. Diger bir taraftan viicut sicakligi diistiigli zaman 1s1y1 korumak
icin vazokonstriksiyon veya titreme gibi durumlarla 1snma mekanizmalarinin

caligmasini tetikler.
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5. MATERYAL METOT

5.1. Deney Plam1 ve Deney Gruplari

Tez kapsaminda kullanilan Slc32a1™reLowl/] (Jackson Laboratuvari Stok No:
16962) homozigot transgenik farelerin satin alimi Jackson Laboratuvari’ndan
saglandi. Bu transgenik farelerin Dorsomedial Hipotalamus bolgesinde bulunan
GABAerjik noronlarinda cre enzimi ifade edilir. Bu tez kapsamindaki deney hayvan
caligmalarinin tiimii etik standartlara, Helsinki Deklarasyonu’na, ulusal ve uluslararasi
kurallara uygun bir sekilde gerceklestirildi. Bu ¢alismanin gergeklestirilebilmesi i¢in
Istanbul Medipol Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan (Karar no:
31.01.23-11) sayili etik kurul onay1 alindi. Bu tez ¢alismasi i¢in 8-12 haftalik erkek
fareler kullanilmigtir. Hayvanlarin bakimi 12 saat giindiiz/gece diizenine uygun bir
sekilde tamamlandi. Farelerin beslenmeleri Ad [libitum ile saglanmis olup deney
hayvanlarmin temini ve bakimi Istanbul Medipol Universitesi MEDITAM tarafindan
kargilandi.

Proje kapsaminda hipotalamik termoregiilasyonun akut beyin hasari tizerindeki
etkisinin gozlemlenebilmesi amaciyla, DMH’de bulunan GABAerjik ndronlarin
kemogenetik olarak inhibe edilmesi igin, bilateral olarak, énceden dogrulanmis DMH
koordinatlarina rAAV-EF1a-DIO-hM4D(Gi)-mCherry viriis enjeksiyonu yapildi.
Ayni bolgeye r4AV-CAG-DIO-GFP viriis enjeksiyonu yapilan fareler kontrol hayvani
olarak degerlendirildi. 14 giin transgen ifadesinin tamamlanmasi ve toparlanmasi
beklenen hayvanlara, beklemenin ardindan tiim diinyada fokal iskemi vakalarimin
yaklagik olarak %85 kadar biiyiik bir kismini kapsayan 90 ve 30 dakikalik orta serebral
arter okliizyonu (MCAo) modeli kullanildi. Gruplar DIO-hM4D ve DIO-GFP olmak

iizere ikiye ayrildi.
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rAAV-EF1a-DIO-hM4D(Gi)-mCherry

30 dakika MCAo S

Sekil 5.1.1. Deney dizayni.

5.2. Intrakraniyal Anterograd Floresan Boncuk Enjeksiyonu

Intrakraniyal boncuk enjeksiyonu i¢in 8-12 haftalik erkek fareler %1 Izofluran
(NOO15A09, Adeka) (%30 Oz, kalan1 N>O) kullanilarak anestezi altinda stereotaksik
cergeveye yerlestirildi. Kafanin diiz ve hareketsiz olmasina dikkat edildi, ardindan kafa
derisi 6nce tiraglanip sonra betadin ile temizlendi ve bisturi yardimu ile kesildi. Kranial
koordinatlarin dogrulanmasi adina floresan boncuk SteREO Discovery V8 mikroskop
altinda beyin ig¢i verildi. Narishige mikromanipulator araciligiyla Bregma noktasinda
tiim koordinatlar sifirland1 ve dorsomedial hipotalamus (DMH) bolgesi i¢in koordinat
diizleminde Anterior/Posterior (A/P): -1,5 mm ve Medial/Lateral (M/L): 0,35 mm
olacak sekilde konumlandirildi. Kafatasinda belirlenen koordinat freze yardimiyla
delindi. Sutter P-1000 Mikropipet puller ile cam mikropipetler 1s1 yardimiyla ¢ekilerek
hazirlandi. Cam mikropipetlerin i¢glerinden mineral yag ge¢irildi ve Narishge enjektore
takildi. 1:50 oraninda fosfat tampon ¢ozeltisi ile seyreltilmis kirmizi LumaFluor

anterograd floresan boncuk cam mikropipetlere ¢ekildi. Belirlenen A/P ve M/L
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koordinatlarina gelindiginde beyin yiizeyi Dorsal/Ventral (D/V) olarak sifir kabul
edildi ve D/V: -4,9 mm kadar beyin i¢ine girildi. Narishige enjektor kullanilarak 80
nL enjeksiyon yapildi. Beyin i¢cinde 10 dakika bekleme sonrasinda cam mikropipet
beyinden c¢ikarildi. Boncuklarin anterograd olarak ilerleyebilmesi igin fareler birkag
giin bekletildi. Sakrifiye edilen farelerin beyinleri disekte edildi. Beyinler ilk olarak
+4 °C’de 8 saat %4’liikk paraformaldehit (PFA) (158127, Sigma-Aldrich), sonra +4
°C’de 24 saat %30’luk siikroz (800-081-LG, Wisent Inc.) c¢ozeltisinde birakildi.
VTI1000S vibratom ile 60 um kalinliginda kesitler goriintiillenmek iizere alindi ve

Axiozoom mikroskobu (Axiozoom V16, Zeiss) vasitasiyla koordinatlar dogruland.

5.3. Rekombinant Adeno-asosiye Viriis Uretimi

Rekombinant adeno-asosiye virlis iretimi i¢in, Addgene firmasindan
kompetent Stbl3 E. Coli transformasyonu ile yapilmis ve ampisiline direnci olan
pAAV-EF1a-DIO-hM4D(Gi)-mCherry (50461, addgene) ana vektoriini igeren
plazmitleri ile AAV packing plasmid expressing Rep/Cap genes: pAAV2/1 2/1
yardimci1 vektor (112862, addgene) ve pAdDeltaF6 helper yardimei vektor (112867,
addgene) plazmitlerinin satin alimi yapildi. Plazmitler jel besi yerinde bakteriyel

stirtintii olarak elde edildi ve sonrasinda ¢ogaltilma islemine baslandi.

5.3.1. Plazmit DNA’nin ¢ogaltilmasi

Luria agar (LB-agar) (A8523, Biomatik) ¢ozeltisi (35 g/L oraninda H>O ile
karigtirilmig) otoklav cihazi kullanilarak sterilize edildi. Bu karisima, sogumasinin
ardindan antibiyotik direnci saglanmasi i¢in 100 pg/mL ampisilin eklendi.10
santimetre polistiren kaplarina 2/3’i dolacak sekilde dokiillen LB agar donmaya
birakildi. Plazmitler katilasan agara siiriildii ve yayilmasi saglandi. Petriler gece boyu
bu sekilde 37 °C’de bekletildi. Giin sonunda petrilerin iizerinde bakteri kolonilerinin
varlig1 saptandi. Koloniler 6ze yardimiyla toplandi ve ardindan otoklavlanmis LB s1vi
(20 g/L) besi yerine (LB-Broth) transferi gergeklesti. Sivi besi yerindeki bakteriler 37
°C, 250 rpm kosullarinda calkalayict inkiibatore birakildi. 18 saat bekletilen besi
yerindeki bakteriler siirenin sonunda olmalar1 gereken sayiya eristi ve 15 dakika 4 °C
6500 rpm’de santrifiij edildi, olusan siipernatant atildi ve kalan ¢okeltiler -80 °C’de
dondurularak muhafaza edildi. Tiim bu prosediir pAAV-EF1a-DIO-hM4D(Gi)-
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mCherry ana vektor, AAV packing plasmid expressing Rep/Cap genes: pAAV2/1 2/1
yardimci1 vektor (112862, addgene) ve pAdDeltaF6 helper yardimei vektor (112867,
addgene) adina tekrardan yapildi.

5.3.2. DNA izolasyonu

Ana vektor, yardimer vektor 2/1 ve yardimcer vektor helper plazmitleri 150 mL
LB sivi besi yeri igerisinde 16 saat, 37 °C, 250 rpm kosullarinda ¢alkalayici
inkiibatorde biiyiitiildii. Siirenin sonunda 5 dakika 4 °C 6500 rpm’de santrifiij edildi

ve supernatant atildu.

Plazmit izolasyonu i¢in Zymopure II Plasmid Maxiprep Kit (Zymo, D4203)
protokolii takip edildi. Elde edilen bakteri pelletine 14 mL P1 soliisyonu eklendi, ve
pipetaj yaparak pellet ¢ozdiiriildii. Uzerine 14 mL P2 soliisyonu eklendigi gibi hemen
ters cevirerek karigmasi saglandi ve 3 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Notralizasyonun gerg¢eklesmesi icin 14 mL P3 soliisyonu eklendi ve ters gevirerek
karistirildi. Ornekler Zymopure siringa filtre-X icerisine dokiildii ve 5 dakika olusan
cokeltinin iiste ¢ikmasi i¢in beklendi. Temiz 50 mL tiipe yaklasik 35 mL berrak lizat

oluncaya dek filtrelendi ve 14 mL baglayict soliisyon eklenerek karismasi saglandi.

Zymo-Spin™ V-PX kolon diizenegi vakum sistemine yerlestirildi ve lizatin
tamami kolona yiiklendi. Ardindan vakum agilarak tiim sivinin kolondan ge¢mesi
beklendi ve tistteki 50 mL rezervuar Zymo-Spin™ V-PX kolon diizeneginin {izerinden
cikarildi. Kolona 10 mL yikama soliisyonu 1 eklendi ve tiim s1vi kolondan gegcirildi.
Sonrasinda 10 mL yikama soliisyonu 2 eklendi ve tiim siv1 tekrar kolondan gegirildi.
Ayni sekilde 10 mL yikama soliisyonu 2 eklendi, tiim sivi kolondan gegcirildi ve iki
dakika daha vakum agik tutuldu. 15 mL rezervuar-X diizenekten ¢ikarildi ve kolon
toplama tiipiine yerlestirilerek 16.000 xg'de 1 dakika boyunca santrifiijlendi. Kolon 1,5
mL Eppendorf tiipiine transfer edildi ve 400 ul Niikleaz icermeyen su dogrudan kolon
matriksinin lizerine birakildi. 5 dakika beklendi ve 1 dakika boyunca 16.000 xg'de
santrifiijlendi. Elde edilen DNA’larin konsantrasyonlari Nanodrop (Nanodrop One,
ThermoFisher) cihazi ile tayin edildi. Elde edilen plazmid stoklar1 -20'C de muhafaza
edildi. Tiim bu islemler ana vektdr, yardimei vektor 2/1 ve yardimcei vektor helper igin

tekrar edildi.
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5.3.3. 293AAYV Hiicre transfeksiyonu

Rekombinant adeno-asosiye viriis liretimi amaciyla 293AAV hiicre hatti ticari
olarak sagland1 (Cell BioLabs, AAV-100). 10x10 cm boyutundaki petrilere yaklasik
10%293AAYV hiicresi ekildi ve 37 °C, %5 COa, %20 O sartlarinda bulunan inkiibatorde
biiylitiilmeye birakildi. Hiicrelerin yogunlugu %70-80’lere ulastigi zaman pasaj
yapilarak ¢ogalmasi saglandi. Hiicreler gerekli yogunluga ulastigi anda transfeksiyon
icin hazirlanmaya baglandi. 24 pg yardimer vektor helper steril tiipiin iginde, 2/1 20
pug yardimer vektor, 12 pg olan pAAV-EF1a-DIO-hM4D(Gi)-mCherry ana vektor,
Opti-MEM (51985-026, Gibco) transfeksiyon medyumu ve son olarak polietilenimin
transfeksiyon ajani karistirildi. Hiicrelerin {izerine eklenen bu karisim 37 °C, %5 COx,
%20 O kosullarinda 72 saat inkiibatorde bekletildi. Hiicreler 72. saatin bitiminde
toplandi ve 5 dakika 4 °C 1200 rpm’de santrifiijlendi. Hiicrelerin i¢inde oldugu ¢okelti
-80 °C’de donduruldu.

5.3.4. Piirifikasyon

Dokuz mL steril liziz ¢ozeltisi (150 mM NaCl, 20 mM Tris pH 8,0) ile hiicrelerin
icinde bulundugu ¢okelti karistirildi. Kuru buz ve %70’lik etanol (EtOH) birbirlerine
karigtirthip bu karisima alinan hiicreler burada 2 dakika bekledi. Ardindan 37 °C
sicakligindaki su banyosunda ikiser dakika daha bekleme siiresi oldu. 3 defa
tekrarlanan islemin ardindan hiicrelere 3 dakika sonikasyon islemi gerceklestirildi. Bu
islem sonunda hiicrelerin i¢inde var olan viriisler aciga ¢ikmis oldu. Piirifikasyon
islemi, virlisleri hiicre lizizlerinden arindirmak amaciyla yapildi. Hiicre lizizi ve
viriisiin bulundugu karigima 1 mM MgCl, ve 250 U/mL Benzonaz (Sigma E8263-25K)
eklemesi yapildi. 4 °C 4000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Piirifikasyon i¢in %17,
%25, %40 ve %60 oraninda ¢ozelti hazirlandi. 17%’lik ¢ozelti igin 5 mL 10x
fosfatlanmis tampon soliisyonu (PBS), 0,05 mL 1M MgCl,, 0,125 mL 1M KCI, 10 mL
5M NaCl, 12,5 mL Todixanol karistirildi ve 50 mL’ye kadar H>O eklemesi yapildi.
25%’lik ¢ozelti hazirlamak i¢in 5 mL 10x PBS, 0,05 mL 1M MgCl, 0,125 mL 1M
KCl, 20 mL Iodixanol, 0,1 mL 0,5%’lik fenol kirmizisi karistirildi ve 50 mL’ye gelene
kadar H>O eklendi. 40%’lik ¢ozelti i¢in SmL 10x PBS, 0,05 mL 1 M MgCl, 0,125
mL 1 M KCI, 10 mL 5 M NaCl, 33,3 mL Iodixanol ve yine 50 mL’ye tamamlanana

kadar H,O eklendi. Son olarak 60%’lik ¢6zelti hazirlamak i¢in i¢in 0,05 mL 1 M
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MgCl,, 0,125 mL 1 M KCI, 50 mL Iodixanol, 0,025 mL 0,5%’lik fenol kirmizist ile
karistirildi ve bdylece tiim ¢ozeltiler tamamlanmis oldu. Olusturulan bu ¢ozeltiler,
yiizde siralarint dikkate alarak siringa araciligi ile %60°lik ¢ozeltiden 3 mL, %40’ ik
¢ozeltiden 5 mL, %25°lik ¢ozeltiden 6 mL, %17’lik ¢ozeltiden de 6 mL ve en son
hiicre lizat1 olacak sekilde sirasiyla Optiseal ultra santrifiij tiiplerine (Beckman
361625) hassas bir sekilde damlatildi. 18 °C sicakliginda 60000 rpm’de 1,5 saat
santrifiijlendi. Santrifiij bittikten sonra %40’lik ¢ozeltinin var oldugu katmanda
viriisler birikti. Optiseal ultra santrifiij tiipiine ufak bir delik acild1 ve siringa aracilig
ile bu katman aspire edildi. Iceriginde 100 mL 10x PBS, 50 g D-Sorbitol, 42,4 mL %5
NaCl bulunan 1L 1x tampon ¢dzeltisi, Amicon 100K filtreli kolonlarmi (Millipore,
UFC910024) slattt ve 15 dakika boyunca santrifiijlendi. Sonrasinda %40’lik ¢ozelti
katmani (i¢inde viriisleri barindiran katman), islanmis filtreli kolonlara aktarildi,
ardindan 15 mL’ye getirecek hacimde 1x tampon ¢ozeltisi katildi. 3500 rpm’de yarim
saat boyunca 4 °C’de santrifiijlendi. Santrifiijiin ardindan alt kisminda birikmis olan
cozelti kolondan atild1 ve {ist kismina 1x tampon ¢ozeltisi katilarak (15 mL’ye kadar
getirecek hacimde) 3500 rpm’de yarim saat boyunca 4 °C’de santrifiij yapildi. Bu
prosediir 3 kez art arda tekrarlandi. Filtreli kolonun iist tarafindaki c¢ozelti alindi
(virtislerin bulundugu katman), alikodlandi. Tiim bu islemlerin sonunda viriisler -80

°C’de donduruldu ve muhafaza edildi.
5.4. Deney Hayvam Calismalan

5.4.1. Intrakraniyal rekombinant adeno-asosiye viriis enjeksiyonu

8-12 haftalik DMHV#*? erkek fareler %1 izofluran (NO015A09, Adeka) (%30
0., kalan1 N>O) kullanilarak anestezi altina alind1 ve bu sekilde stereotaksik cerceveye
sabitlendi. Cergeveye yerlestirilen farelerin once kafa bolgesinde bulunan tiiyleri
tiragsland1 ve ardindan kafa derileri antiseptik betadin ile temizlendi. Operasyona
baslamak i¢in kafa derisi bisturi yardimi ile kesildi. Tiim islem boyunca SteREO
Discovery V8 mikroskop kullanildi. Intrakraniyal anterograd floresan boncuk
enjeksiyonu ile dogrulanan Dorsomedial Hipotalamus bdlgesinin koordinatlarinin
tekrar belirlenmesi i¢in Narishige mikro-manipiilator kullanildi. Koordinat sisteminde

Bregma noktasina gelindiginde tiim degerler sifirlandi ve belirlenen koordinatlara
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hedef alindi. Dorsomedial Hipotalamus (DMH) bdlgesinin koordinatlari,
anterior/posterior (A/P) diizleminde -1,50 mm ve medial/lateral diizleminde + 0,35
mm ve dorsal/ventral (D/V) diizleminde 4,9 mm olarak belirlendi. Belirtilen koordinat
noktalarina freze yardimiyla delikler agildi. Sutter P-1000 marka mikropipet ¢ekici,
cami 1s1 yardimiyla ¢ekerek mikropipet olusturan bir cihazdir. Bu cihazi kullanarak
intrakraniyal enjeksiyon i¢in ihtiyacimiz olan mikropipetler elde edildi. Cam
mikropipetlerin i¢i mineral yag ile dolduruldu ve Narishge mikromanipiilatoriin
enjektor kismi ile birlestirildi. Hazirlanmig olan rekombinant adeno-asoiye viriisler,
cam mikropipet icerisine ¢ekildi. Enjeksiyona baslamadan 6nce koordinat diizleminde
herhangi bir kayma veya degisim olup olmadigindan emin olmak adina A/P ve M/L
diizlemleri son bir kez kontrol edildi. Beyin ylizeyi dorsal/ventral (D/V) diizlemde sifir
olarak kabul edildi ve cam mikropipet beyin i¢ine olduk¢a yavas bir sekilde girmeye
basladi. Bilateral gergeklestirilecek olan intrakranial enjeksiyonlarin ilki medial/lateral
diizlemin pozitif tarafina yapildi. Dorsal/ventral (D/V) diizlemde ilk olarak -4,90 mm
noktasina ulasildi ve 20 nL/dk hiziyla 200 nL hacminde viriis DMH bdélgesine enjekte
edildi. Hizl1 ve ¢abuk bir ¢ikma ile viriisiin pipet i¢ine geri donmesinin 6niine gegcmek
adina 10 dakika gelinen noktada sabit beklendi. Sonrasinda oldukg¢a yavas -4,75 mm
noktasina yukari hareket edildi. Bu alana da, 20 nL/dk hiziyla 200 nL hacminde viriis
verildi. Cam mikropipet beyinden ¢ikarilirken ¢ok hassas ve yavas davranildi.
Ardindan pozitif tarafa yapilan iglemlerin aynisi medial/lateral diizlemin negatif
tarafina da uygulandi. Sag ve sol olmak iizere toplamda 800 nL rekombinant adeno-
asosiye viriis enjeksiyonu yapilmis oldu. Enjeksiyonlarin ardindan cam mikropipet
beyin igerisinden yavasc¢a ¢ikarild:r ve farelerin bistiiri ile agilmis olan kafa derileri
kafada aciklik kalmayacak sekilde dikildi. Farelerin operasyon sonrasi bakimi 14 giin
stirdi. Bu 14 giin icerisinde fareler hem kendilerini topladilar hem de transgen

ifadesinin tamamlanmasi beklenmis oldu.
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Sekil 5.4.1.1. Beyin ici enjeksiyon diizenegi. A) Sutter P-1000 Mikropipet puller, B)
Koordinat sistemi, C) Portatif Anestezi Cihazt D) One-axis Oil Hydraulic

Mikromanipiilator- Narishige, E) DMH bolgesi enjeksiyon.
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5.4.2. Viicut sicakhigini degerlendirme ve acgik alan testi

Dorsomedial Hipotalamus bolgesinde yer alan GABAerjik ndronlarmin
termoregiilasyon Tlzerindeki etkinliginin anlamlandirilabilmesi adma oncelikle
buradaki noronlar, kemogenetik metodlar ile inhibe edildi. 8-12 haftalik erkek farelere
intrakraniyal yontem kullanilarak rAAV-EF1a-DIO-hM4D(Gi)-mCherry viriis
enjeksiyonu yapildi. Kontrol grubu i¢in, kemogenetik bir etkinligi olmayan r4A4V-
CAG-DIO-GFP virtsilinlin enjeksiyonu yapildi. Viicut sicakligr oOlglilmeden ve
lokomotor degerlendirme yapilmadan 30 dakika 6nce farelere intraperitonal yontemle
0,1 mg/kg klozapin enjeksiyonu yapildi ve DMH’de yer alan GABAerjik néronlarin

inhibisyonu saglandu.

Acik alan testi, farelerin motor aktivitelerin ve bolgedeki gozlem benzeri
davraniglarin anlik olarak tespit edildigi bir yontemdir. Cap1 150 cm, yiiksekligi 35 cm
olan bir alanda fareler 10 dakika siiresince izlendi. Silindir, sanal olarak ii¢ alana
boliindii. Bu islem i¢in Anymaze programi kullanilmistir ve farelerin alinan mesafe,

hiz, aktif zaman degerlendirilmesi yapildi [115].

5.4.3. Serebral iskemi modelinin uygulanmasi

Serebral iskemi i¢in model olarak orta serebral arter okliizyonu (MCAo0) se¢ildi.
Beyin i¢i enjeksiyonu yapilmis 8-12 haftalik DMHV#4 erkek farelere hem iyilesmek
hem de transgen ifadelerinin tamamlanmasi adina bekledikleri 14 giiniin ardindan
MCAo modeli uygulandi. Operasyondan 30 dakika Once farelere intraperitonal
yontemle 0,1 mg/kg klozapin enjeksiyonu yapildi ve DMH’de yer alan GABAerjik
ndronlarin inhibisyonu saglandi. Deney dizayni geregi operasyonlar 90 ve 30 dakikalik
2 model olarak ger¢eklestirildi. Operasyon boyunca fareler %1 izofluran (NOO15A09,
Adeka) (%30 O, kalan1 N>O) altinda anesteziye alindi. Kan akimini anlik takip
edebilmek adina, orta serebral arterin besledigi bolgenin lizerine (bregma noktasi sifir
alinarak, -2 mm posterior, 6 mm lateral) fiberoptik kablo yerlestirildi ve lazer doppler
cihazi (LDF) (Periflux System 5000) kullanilarak kan akimi izlendi. Operasyon siiresi
boyunca farelerin viicut sicakliklarimi 36.5-37°C’de tutuldu ve bunun kontroliiniin
saglanmast ic¢in geri bildirimli 1sitict sistemler kullanildi (69020, ThermoStar

Homeothermic Monitoring System, RWD). Boyun bolgesine orta hattan bistiiri
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yardimi ile bir kesi atilarak operasyona baslandi ve 6-0 ipek iple (S1165, Dogsan)
karotis kommunis ve karotis eksternaya diigiimler atildi. Diiglimlerin ardindan karotis
kommunis {izerine ufak bir kesi atildi ve u¢ kalinligi 180-190 pum olan silikon
filamentin arter igine girisi yapildi ve baslangici bifurkasyon olacak sekilde, hissedilen
ilk dirence kadar yaklasik olarak 9 mm orta serebral arter baslangicina kadar itildi.
Takip edilen LDF’de %80-85 oraninda diisen kan akiminin goriilmesinin sonrasinda
orta serebral arter, belirlenen 90 dakika boyunca tikali kaldi. Siirenin sonunda
reperfiizyonun saglanmasi igin filament geri cekildi. Islem bittiginde farenin boyun ve
de kafa derisi 5-0 ipek iple (S2165, Dogsan) dikilerek gézlemlenmek iizere kafeslerine
alindilar. Operasyon sonrasi 24 saat reperflizyonun ardindan, farelerin norolojik
skorlamalart alindi. Sakrifikasyonlar izofluran kullanilarak derin anestezide
gerceklestirildi. Anesteziye giren hayvan dekapitasyon yontemiyle sakrifiye edidi.
Hemen sonra, zaman kaybetmeden beyin diseksiyonu tamamland: ve disekte edilen
beyin kuru buz iizerine alinarak donduruldu. Dondurulan beyinlerin kesim islemi
soguk alan mikrotomunda (cryostat, CM 1950, Leica) ger¢eklestirildi. Yapilan tiim bu
islemlerin, orta serebral arterin 30 dakika boyunca tikali kalmasi ve operasyon sonrasi
72 saat reperfiizyon siiresi olmasi disina aynisi tekrar uygulandi ve elimizde hem 90

hem de 30 dakika MCAO modeli uygulanmis beyinler oldu.
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Sekil 5.4.2.1. Operasyonel deney dizayni.

5.4.4. Lazer Speckle goriintiileme teknigi

Otuz dakika orta serebral arter tikanmas1 modeli gerceklestirilmeden yarim saat
once DMHY#*2 ngron inhibisyonunun termoregiilasyon iizerinde olan etkinliginin
anlasilabilmesi amaciyla DIO-hM4D grubu ve DIO-GFP grubu farelere intraperitonal
yontemle 0,1 mg/kg klozapin enjeksiyonu yapildi ve DMH ndéronlarinin inhibisyonu
gerceklestirildi. Ardindan fareler %1 izofluran (%30 O, kalan1 N>O) ile anestezi altina
alind1. Stereotaksik ¢erceveye sabitlenen farelerin kafa bolgesine ufak bir kesi atildi.
Tur aleti (H37L1, Marathon) yardimi ile her iki hemisferde beyin kan akimi
Ol¢iimiiniin gergeklestirilecegi alanin kafatas1 kemikleri delindi. Delinen kemikler bir
kanama durumu olmamasi adina operasyon boyunca yerinden oynatilmadi.
Operasyonu takiben bolgesel kanlanma bir dakika boyunca LDF cihazi ile izlendi ve
sonrasinda onceden delinen kafatasi kemikleri kaldirildi. Olgiimler ipsilateral ve

kontralateral bolgelerinden yapildi ve bu sebeple dl¢glim Oncesi o bolgeler serum
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fizyolojik ile temizlendi. Temizligin ardindan fareler stereotaksik cergeveye
yerlestirildi. Farelere iskemi modeli uygulanmaya basladi ve Lazer Speckle (PeriCam
PSI, Perimed) cihazi ile (Sekil 5.4.3.1.) gercek zamanli bolgesel kan akimi takibi
yapildi. Lazer Speckle cihazi ile goriintii alma kafatasi tizerinden 10 cm ytikseklikte
olan CCD kamera aracilig1 ile saglandi. Dalga boyu 785 nm olan lazer beyne
gonderildi ve beyinden 500 um kadar igeri girdi. Operasyon boyunca bosluklari 2
saniye olacak sekilde ile 20 um ¢oziiniirliigiinde gorseller kayit altina alindi. Seviye
olarak iskemik kor, penumbra ve hasarsiz korteks bdlgelerinden beyindeki kan akimi
Ol¢iimiinii gergeklestirmek igin bilgisayarda bulunan bir program yoluyla 1 mm x 5.5
mm ebatindaki alanlar, Bregma noktasindan 0,5 mm posterior alinarak sirayla 0.5 mm
(hasarsiz korteks), 1,5 mm (penumbra) ve 2,5 mm (iskemik kor) merkez lateralde
olmak {izere konumlandirildi. Elde edilen veriler operasyon oncesi alinan kayitlara

gore ylizde degisim olarak hesaplandi.

'r'

Sekil 5.4.3.1. Lazer Speckle cihazi.
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5.4.5. Norolojik skorlama

Doksan dakika orta serebral arteri okliizyonu modellemesi yapilmis olan
farelerin 24 saatlik reperfilizyon siiresinin ardindan sakrifikasyon gerceklesmeden kisa
stire once norolojik skorlar1 degerlendirildi. Norolojik skorlamada degerlendirme

kriterleri asagida gdsterilen yonergeler 1s1ginda alindu.

0= Higbir bir norolojik kisitlama yoksa

1= On ayagimi ¢ekiyorsa

2= On ayagimni ¢ekiyorsa ve bu siire zarfinda harekette kars1 bir direng varsa

3= Hareketlerini daire ¢izerek yapiyorsa

4= Daireler siirekliyse ve kranial-kaudal aks dogrultusunda donme ger¢eklesiyorsa

5= Higbir hareket yoksa

5.5. Beyinden Ornek Ahnmasi

Iskemi sonrasi1 24/72 saat reperfiize olan fareler izofluran gaz anestezisi ile derin
anesteziye alinarak dekapitasyon ile sakrifiye edildi ve beyinler disekte edildi, hemen
kuru buz iizerine aliman beyinler hizla donduruldu. Dondurulan beyinlerden
immiinohistokimya calismalari i¢in kryostat cihazinda (CM 1950, Leica) (Sekil 5.5.1.)
Bregma seviyesinden 18 um’lik koronal kesitler alindi. 18 pum’lik koronal kesitler
pozitif yiiklii lamlar (Objekttrager; Isotherm) {izerine alind1. Lamlar iizerindeki kesitler
40 °C’ deki 1s1tict tabla lizerinde (Wise Term, Wisd Laboratory Instruments) 20 dakika
boyunca bekletilerek doku kesitlerinin lamlara sabitlenmesi saglandi. Elde edilen
kesitler -80 °C de muhafaza edildi ve immunofluoresan boyamalar i¢in kullanildi.
Ayrica kesim sirasinda protein ¢aligmalarinda kullanilmak {izere hasarli ve hasarsiz

striatum seviyesinden doku 6rnekleri alindt.
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Sekil 5.5.1.: Kryostat cihazi.

5.6. Cresyl Violet Boyamasi

90 dakika iskemi modeli uygulanmig hayvanlardan alinan kesitlere
beyinlerindeki hasar hacminin ve beyin ddeminin saptanmasi i¢in Cresyl violet
(C5042-106, Sigma Aldrich) boyamas1 yapildi. 1zledigimiz protokol dogrultusunda
endoplazmik retikulumda yer alan nissl cisimcikleri mavi-mor rengine boyanir. Buna
kargin yasamayan doku alanlarina higbir bir renk degisimi saptanmaz. Boyama igin
oncelikle kesitler -80 °C’den ¢ikarildi. Oda sicakligindaki bir ortamda yarim saat
bekletildi ve sonrasinda kesitlerin %4’lilk paraformaldehit (PFA) soliisyonunda 15
dakika inkiibasyonu saglandi. Kesitler 0.1 M fosfatlanmis tampon soliisyonu (PBS) ile
yikand1. Yikanmasi tamamlanan kesitler 2 dakika masa tizeri, 13 dakika ise ¢alkalayici
iizerinde Cresyl violet boyasi ile boyanmaya birakildi. Boyanmasi tamamlanan
kesitler, her birinde 5-15 saniye arasi (rengin acilma derecesine gore) inkiibasyonu
olacak sekilde sirasiyla %70, %90, %95 ve %100’lik etanol (24102, Sigma Aldrich)
alkol serisinden gecirildi. Boyanin fikse olmasi amaciyla kesitler alkol serisinin
ardindan ksilen (108684, Merck) soliisyonuna alindi. Son olarak yapistirict malzeme
olarak entellan (M 1289, Sigma Aldrich) kullanild1 ve lamelle kapatildi. Goriintiileme

Axiozoom mikroskobu ile (Axiozoom V16, Zeiss) yapildi. Cekilen goriintiilerde hasar
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ve hasar dis1 alanlar ImageJ (Amerikan Ulusal Saglik Enstitiisii, NIH, ABD) programi

ile dl¢iilerek hasar hacmi ve beyin 6demi hacmi analizleri yapildu.

5.7. Kan-Beyin Bariyeri Gegcirgenliginin Immunoglobulin G Boyamasiyla

Incelenmesi

Immunoglobulin (IgG) boyamasi Vectostain Elite ABC HRP Reagent R.T.U.
(pk-7100, Vector Laboratories) kiti kullanilarak yapildi. Boyama igin -80 °C’den
cikartlmis olan 90 dakikalik iskemi gecirmis ve ardindan 24 saatlik reperfiizyonu
saglanmig farelerin kryostat cihazinda (CM 1950, Leica) alinmis olan koronal kesitleri
30 dakika boyunca oda sicakliginda bir ortamda bekletilerek kurumasi beklendi.
Kurumasi tamamlanan beyin kesitlerinin fikse olmasi adina 15 dakika %4 liilk PFA
sollisyonunda beklemesi yapildi. 15 dakikalik fiksasyon bitiminde beyin kesitleri PBS
cozeltisine yikanmak iizere alindi. %0,3 H202 igerigine sahip metanolde yarim saat
inkiibe edilen kesitler tekrardan yikanmak tizere PBS ¢ozeltisine alindi. Bloklamanin
yapilmasi i¢in normal at serumu (NHS, vectostain) kullanildi ve oda sicakliginda 10
dakika inkiibasyonu saglandi. PBS ile yikanmasi yapilan 6rneklerin iizerine ikincil
antikor eklenerek (biyotinlenmis) 10 dakika daha inkiibasyon i¢in beklendi. Ornekler
PBS ile tekrardan yikandi ve streptavidin/peroksidaz bileseni ile bes dakika inkiibe
edildi. Kitin i¢inde bulunan soliisyonlar kullanilarak, kullanim kilavuzunu takip
edecek sekilde DAB substrat soliisyonu hazirhigi yapildi. Orneklerin iizerlerine
hazirlanan DAB substrat soliisyonu eklemesi yapilarak reaksiyon baglatilmis oldu ve
yaklasik bir buguk dakika sonunda reaksiyon sogutulmus PBS ¢ozeltisi yardimi ile
kesildi. Islem sonunda &rnekler entellan (M1289, Sigma Aldrich) ve lamel ile
kapatildu.

5.8. In-sitii Hiicre Oliim Kiti (TUNEL) ile DNA Kiriklarinin Belirlenmesi

Immiinohistokimya ¢alismalarin1 gerceklestirmek igin alman koronal beyin
kesitlerinden DNA kiriklarinin in sitii olarak taninmasi ve apoptotik olarak hiicre
6limii tayininin yapilabilmesi adina TUNEL kiti (11684795910, Roche) kullanildi ve
apoptotik hiicre tespiti yapildi. Bu amag¢ dogrultusunda -80 °C’den c¢ikarilan 30
dakikalik orta serebral arter okliizyonu modeli uygulanmis olan ve ardindan

reperflizyon igin 72 saatlik bekleme siiresi tamamlanip sakrifiye edilen farelerin beyin
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kesitlerinin yarim saat oda sicakligindaki bir ortamda kurumasi beklendi. Kurumasi
tamamlanan kesitler fikse edilmek i¢in 6nce 10 dakika %@4’lilkk PFA soliisyonu
icerisinde oda sicakliginda, sonrasinda +4 °C’de 10 dakika bekletildi. Fiksasyonun
tamamlanmasiyla kesitler yikanmak iizere PBS ¢6zeltisine alindi. Uygun soliisyonlarla
membran por gegirgenligi ve antijen geri kazanimi elde edilmesinin ardindan,
kesitlerin oda sicakliginda yarim saat bloklama iglemi i¢in normal ke¢i serumunda
(NGS, G9023, Sigma Aldrich, ABD) inkiibasyonu saglandi. Bloklama islemi
sonrasinda koronal kesitler enzim ve substratini igeren TUNEL karisim kiti ile 37 °C
sicaklikta 1 saat 10 dakika inkiibe edildi. Hiicre ¢ekirdeginin goriintiillenmesi amaciyla
4’6-diamino-2-phenylindole (DAPI, D9542, Sigma Aldrich, ABD) boyamasi
gerceklestirildi ve kapatilmasi yapildi. Boyama sonunda gerekli degerlendirmelerin
yapilabilmesi i¢in iskemik striatumdan dokuz alan belirlendi ve o bdlgelerden
fotograflar alindi. Fotograflanan bdlgede TUNEL (+) hiicreler saptanip sayimlari
yapildi.

5.9. NeUN Boyamasi ile Noronal Sagkalimin Belirlenmesi

Noronal sagkalimin analiz edilebilmesi amaciyla beyin kesitleri -80 °C’den
cikartildi1 ve yarim saat oda sicakliginda kurumasi beklendi. Ardindan %4’liikk PFA
sollisyonu ile oda sicakliginda fiksasyonu gerceklestirildi. Fiksasyon sonunda kesitler
PFA’dan arindirilmak i¢in PBS ¢ozeltisine gegirildi. Kesitlerin oda sicakliginda yarim
saat uygun bloklama soliisyonunda inkiibe olmasi i¢in beklendi. Yarim saatlik
beklemenin sonrasinda koronal beyin kesitleri NeUN primer antikoru kullanilarak 16
ile 18 saat arasindaki siire zarfinda inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda
kesitlerin yikamasi PBS ile yapildi. Hiicre ¢ekirdeginin saptanabilmesi adina 4',6-
diamidine-2'-fenilindol dihidroklorit (DAPI, D9542, Sigma Aldrich) cekirdek
boyamasi1 yapildi. Boyama islemi bittikten sonra kesitlerin iizeri, uygun bir kapama
stvist ve lamelle kapatildi. Kesitlerin goriintiillenmesi konfokal mikroskobu ile
saglandi. Saglam noronlarin analizinin yapilabilmesi igin striatum bolgesinden
gelisigiizel secilen 62.500 pm?’lik 9 bolgede her iki hasarli ve hasarsiz alandaki
cekirdek boyamasi ile ¢akisan NeuN (+) hiicre sayimi1 yapildi.

32



5.10. istatistiksel Analizler

GraphPad Prism (RRID:SCR 002798, GraphPad, San Diego, CA) programi
istatistiksel analizlerin yapilabilmesi i¢in kullanildi. Elde edilen sonuglarin
degerlendirilmesi Bagimsiz 6rneklem t-testi (Independent Sample T-Test) kullanilarak
gerceklestirildi. Alinan tiim degerler + standart hata (SEM) olarak gosterilmistir ve
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 degerleri istatistiksel olarak anlaml1 kabul edilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. DMH Néronlarinda Transgen ifadesi

6.1.1. DMH noronlarinda hM4Dq-mCherry transgen ifadesi

Dorsomedial Hipotalamus bolgesinde yer alan GABAerjik ndronlarmin
termoregiilasyon Tlzerindeki etkinliginin anlamlandirilabilmesi adma oncelikle
buradaki néronlar kemogenetik metotlar ile inhibe edildi. 8-12 haftalik erkek Vgat-cre
farelere intrakraniyal yontem kullanilarak r4A4V-EF 1a-DIO-hM4D(Gi)-mCherry viriis
enjeksiyonu yapildi. Intrakraniyal olarak viriis enjeksiyonlari, beynin sag ve soluna
olacak sekilde, oOnceden dogrulugu tespit edilmis DMH koordinatlarina
gerceklestirildi. Kontrol grubu i¢in, kemogenetik bir etkinligi olmayan r44V-CAG-
DIO-GFP viriisiiniin enjeksiyonu yapild1 (Sekil 6.1.1.1.).

[] _

Sekil 6.1.1.1. DMH noéronlarinda hM4Dg-mCherry ve GFP transgen ifadesinin
gosterilmesi. A) DMHY#2 noronlart rAAV-EF1a-DIO-hM4D(Gi)-mCherry veya B)
rAAV-CAG-DIO-GFP viriisleri ile enfekte edildi.
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6.1.2. DMHY#2 pgronlarmin termoregiilasyonu iizerindeki etkisi ve lokomotor

aktivitenin degerlendirilmesi

DMHV#*2 ngron inhibisyonunun termoregiilasyon iizerinde olan etkinliginin
anlasilabilmesi amaciyla DIO-hM4D grubu ve DIO-GFP grubu farelere intraperitonal
yontemle 0,1 mg/kg klozapin enjeksiyonu yapildi ve DMH ndéronlarinin inhibisyonu
gerceklestirildi. Ardindan termoregiilasyon tizerindeki etkinlige bakmak i¢in farelerin
viicut sicakliklarina bakildi ve lokomotor aktivitenin degerlendirilmesi i¢in agik alan

testi uygulandi (Sekil 6.1.2.1., Sekil 6.1.2.2.).
Viicut sicaklig! takibi
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Sekil 6.1.2.1. DMH"#*2 ngron inhibisyonunun termoregiilasyon lizerine olan etkisinin

gosterilmesi.

rAAV-EFla-DIO-hM4D(Gi)-mCherry (n=8) ve rAAV-CAG-DIO-GFP (n=6)
virtisleri ile enfekte edilen DMHY#*2 ngronlarinin bilateral kemogenetik inhibisyonu
sonucunda DIO-GFP grubundaki fareler ile kiyaslandiginda DIO-hM4D grubundaki

farelerin viicut sicakliklarinin istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi goriildii

(*p<0.05/ **p<0.01/ ***p<0.001).
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Sekil 6.1.2.2. DMH"#*2 ngron inhibisyonunun lokomotor aktivite iizerine olan etkisi.

Acik alan testinde; A) alinan mesafe, B) hiz ve C) aktif zaman parametrelerinin

degerlendirilmesi.

Cap1 150 cm, yiiksekligi 35 cm olan bir alanda fareler 10 dakika siiresince
izlenmistir. Anymaze programi kullanilarak silindir alan sanal olarak {i¢ boliime
ayrildi [115]. Degerlendirme sonucu DIO-hM4D farelerin alinan mesafe, hiz ve aktif
zaman parametrelerinde DIO-GFP grup farelere gore istatistiksel olarak anlamli

derecede azalma oldugu saptandi1 (**p<0.01/ ***p<0.001).
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6.2. Norolojik Hasar Skoru

Doksan dakikalik iskemik inme modelinde beyindeki hasar korteks bolgesini de
icine alacak sekilde bir yayilim gostermekte ve farelerin davraniglarinda hasarin
miktarina bagl olarak gézlemlenebilir derecede degisiklikler goriilmektedir. 90 dakika
orta serebral arteri okliizyonu modellemesi yapilmis olan fareler 24 saatlik
reperfiizyon siiresinin ardindan sakrifikasyon ger¢ceklesmeden kisa siire dnce norolojik

skorlar1 degerlendirildi (Sekil 6.2.1.).

Norolojik skorlama

Skor

DIO-hM4D DIO-GFP

Sekil 6.2.1. Norolojik hasar skorlamasi. 90 dakikalik orta serebral arter okliizyonu
modellemesi sonrasi 24 saatlik reperfiizyon bitiminde degerlendirildi. Veri ortalama +

standart hata olarak verildi.

Norolojik hasar skorlamasina gore farelerin ortalama skorlar1 hesaplandi. Buna
gore DIO-hM4D grubu hayvanlarinin nérolojik skorunda DIO-GFP hayvanlarin
norolojik skoruna gore, istatistiksel olarak anlamli derecede iyilesme oldugu goriildii

(*p<0.05).
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6.3. Hasar Hacmi ve Beyin Odemi Analizi

Doksan dakikalik MCAO modeli uygulanmig hayvanlardan alinan kesitlere
beyinlerindeki hasar hacminin ve beyin ddeminin saptanmasi i¢in Cresyl violet
boyamas1 yapildi. Bu boyama sayesinde yasayan doku bolgesindeki endoplazmik
retikulumda yer alan nissl cisimcikleri mavi-mor rengine boyanir. Buna karsin
yasamayan doku alanlarinda hig¢bir bir renk degisimi goriilmez. Boyamanin ardindan
alinan goriintiilemeler Axiozoom mikroskobu ile (Axiozoom V16, Zeiss)
gerceklestirildi. Cekilen goriintiilerde hasar ve hasar dis1 alanlar ImageJ (Amerikan
Ulusal Saglik Enstitiisii, NIH, ABD) programu ile dl¢iilerek beyindeki hasar hacmi ve
beyin 6demi degerlendirildi (Sekil 6.3.1-2.)

Hasar hacmi

803 (" DIO-hM4D
60—
* %
E 40-
€ DIO-GFP
20-
0- \ —/

DIO-hM4D DIO-GFP

Sekil 6.3.1. Beyindeki hasar hacmi analizi. DIO-hM4D hayvanlar ile DIO-GFP
hayvanlarmin beyin hasar hacmi analizi. Veriler ortalama + standart hata olarak

belirlendi (**p<0.01) (Bar: 2 mm).
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Beyin 6demi

DIO-hM4D DIO-GFP

Sekil 6.3.2. Beyindeki 6dem hacmi analizi. DIO-hM4D hayvanlar ile DIO-GFP
hayvanlarmin beyin 6demi (%kontralateral) analizi. Veriler ortalama + standart hata

olarak belirlendi.

DIO-hM4D grubu hayvanlarinin beyin hasar hacminin DIO-GFP grubu
hayvanlarinin beyin hasar hacmine gore istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig:
goriildi. DIO-hM4D grubu hayvanlarinin beyin 6deminin DIO-GFP grubu
hayvanlarimin beyin 6demine kiyasla azaldig1 ancak bu azalmanin istatistiksel olarak

anlamli olmadigi belirlendi (p>0,05).

Klozapin (CLZ) ile indiikklenen DMH"#*2 ngronlarinin kemogenetik inhibisyonu
sonras1 90 dakika orta serebral arter okliizyonu modeli ve 24 saat reperfiizyon yapildi.
Cresyl violet boyamasiyla beyin hasar hacmi ve beyin 6demi incelendi. DMH V&
ndronlarmin kemogenetik inhibisyonu sonucu indiiklenen hipotermi, MCAo sonrasi
olusan hasar hacmini DIO-hM4D grubunda, DIO-GFP grubuna kiyasla énemli 6l¢iide

azalttig1 gozlendi (**p<0.01). Beyin 6deminde ise azalma belirlendi.
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6.4. Kan-Beyin Bariyeri Ge¢irgenliginin Analizi

Doksan dakikalik orta serebral arter okliizyonu modellemesi ardindan 24 saat
reperflizyon siiresi beklenen farelerde kan-beyin bariyeri gecirgenligini analiz
edebilmek adina iImmunoglobulin (IgG) boyamas1 Vectostain Elite ABC HRP Reagent
R.T.U. (pk-7100, Vector Laboratories) kiti kullanilarak yapildi (Sekil.6.4.1.). Boyama
bitiminde kan beyin bariyeri gegirgenliginin analizi Image J programi (National
Institute of Health) kullanilarak yapildi ve kan beyin bariyeri gecirgenligindeki

bozulma oran1 hesaplandi.

IgG ekstravazasyonu

160-
(" DIO-hM4D )
T 120+
Q
©
S 80-
€ DIO-GFP
==
X 40-
N N y,

DIO-hM4D DIO-GFP

Sekil 6.4.1. Kan beyin bariyeri ge¢irgenliginin degerlendirilmesi.

DIO-hM4D grubu farelerin kan-beyin bariyeri biitiinliigii DIO-GFP grubu
farelerinkine kiyasla daha iyi oldugu ancak bu iyi durumun istatistiksel olarak anlamli

Ol¢iide olmadigi (p>0.05) goriildi (Bar: 2 mm).

6.5. DNA Fragmantasyonu Analizi

Otuz dakika orta serebral arter okliizyonu modelinin ardindan 72 saat
reperfiizyon uygulanan farelerin beyin kesitleri, DNA kiriklarinin in sitii olarak

taninmasi ve apoptotik olarak hiicre 6liimii tayininin yapilabilmesi adina TUNEL kiti
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(11684795910, Roche) kullanilarak boyandi. Boyama sonunda gerekli
degerlendirmelerin yapilabilmesi i¢in iskemik striatumdan dokuz alan belirlendi ve o
bolgelerden fotograflar alindi. Fotograflanan bolgede TUNEL (+) hiicreler saptanip

sayimlari yapild.

DNA Fragmantasyonu

“ +DIO-hM4D

(o]
o
]

(=2
o
|

S
o
|

N
o
1

TUNEL (+) hucre sayisi/kare

o
|

DIO-hM4D DIO-GFP

Sekil 6.5.1. TUNEL boyamasi ile apoptotik hiicre degerlendirilmesi.

Apoptotik hiicrelere bakildiginda, DIO-hM4D grubunda DIO-GFP grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir azalma goriildi (*p<0.05). Sonu¢ olarak

DMH V&4 nironlarinin inhibisyonu iskemi sonrast DNA fragmantasyonunu azaltti.

6.6. Noronal Sagkalim Analizi

Yasayan noronlarin analizinin yapilabilmesi icin striatum bdlgesinden
gelisigiizel segilen 62.500 um?’lik 9 bolgede her iki hasarli ve hasarsiz alandaki
cekirdek boyamasi ile ¢akisan NeuN (+) hiicre sayimi1 yapildi.
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Sekil 6.6.1. Noronal sagkalimin NeUN boyamasi ile degerlendirilmesi.

Noronal sagkalimin analiz edilebilmesi amaciyla beyin kesitleri -80 °C’den
cikartildi ve yarim saat oda sicakliginda kurumasi beklendi. Ardindan %4’liikk PFA
sollisyonu ile oda sicakliginda fiksasyonu gerceklestirildi. Fiksasyon sonunda kesitler
PFA’dan arindirilmak i¢in PBS ¢ozeltisine gegirildi. Kesitlerin oda sicakliginda yarim
saat uygun bloklama soliisyonunda inkiibe olmasi i¢in beklendi. Yarim saatlik
beklemenin sonrasinda koronal beyin kesitleri NeUN primer antikoru kullanilarak 16
ile 18 saat arasindaki siire zarfinda inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda
kesitlerin yikamasi PBS ile yapildi. Hiicre ¢ekirdeginin saptanabilmesi adina 4',6-
diamidine-2'-fenilindol dihidroklorit (DAPI, D9542, Sigma Aldrich, ABD) ¢ekirdek
boyamasi yapildi. Boyama islemi bittikten sonra kesitlerin iizeri, uygun bir kapama

stvisi ve lamelle kapatilda.

DIO-hM4D ve DIO-GFP gruplant kiyaslandiginda, DIO-hM4D grubu
hayvanlariin néronal sagkalimi DIO-GFP grubu hayvanlarinin noronal sagkalimina
gore daha fazla oldugu gozlemlendi. DMHY#*? noronlarinin inhibisyonunun néronal

sagkalimi1 6nemli dlgtlide arttirdigi belirlendi (p<0.05).
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6.7. Iskemik Kor, Penumbra ve Hasarsiz Korteks Bolgesindeki Kan Akimi

DMH’de bulunan GABAerjik noéronlarin kemogenetik olarak inhibisyonunun
iskemik inme sirasindaki ve sonrasinda gerceklestirilen reperfiizyon esnasindaki beyin
kan akimu iizerine etkileri lazer speckle goriintiileme teknigiyle analiz edilmistir. Bu
amag i¢in farelere iskemik inme indiiklenmeden 6nce 15 dk siiresince (Baseline, BL)
kan akimi takibi yapilmistir. Sonrasinda 30 dakika (0-30 arasi) iskemik inmenin
indiiklenmesi ve iskemik inme sonrasi 60 dakika (30-90 aras1) reperfiizyon sirasinda
gercek zamanli olarak beyin kan akimi takibi gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar
dogrultusunda ipsilateral hemisferde hem iskemik kor ve iskemik penumbra hem de
hasarsiz korteks alanlarinda DIO-hM4D grubundaki kanlanmanin DIO-GFP grubu ile
kiyaslandiginda reperfiizyon sirasinda istatistiksel olarak anlamli seviyede azaldig:
ardindan zaman icerisinde kademeli olarak kontrol grubuna yaklastig1 gozlemlendi

(*p<0.05) (Sekil 6.7.1-3).

iskemik kor bélgesi kanlanma
120

1001
80

% kontrol

40

201 & DIO-GFP

0 ® DIO-hM4D

BLO o I3'0. S .6'0I S I9I0
Zaman (dk)

Sekil 6.7.1. Iskemik kor bolgesindeki kan akiminin analizi. Veriler ortalama + standart

hata olarak belirlendi (*p<0.05).
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Sekil 6.7.2. Penumbra bolgesindeki kan akiminin analizi. Veriler ortalama + standart

hata olarak belirlendi (*p<0.05).
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Sekil 6.7.3. Hasarsiz korteks bolgesindeki kan akiminin analizi. Veriler ortalama +

standart hata olarak belirlendi (*p<0.05).
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7. TARTISMA

Dorsomedial Hipotalamus bolgesinde yer alan GABAerjik ndronlarmin
termoregiilasyon Tlzerindeki etkinliginin anlamlandirilabilmesi adma oncelikle
buradaki ndronlar, kemogenetik metotlar ile inhibe edildi. 8-12 haftalik erkek Vgat-
cre farelere intrakraniyal yontem kullanilarak r4A4V-EF1a-DIO-hM4D(Gi)-mCherry
viriis enjeksiyonu yapildi. Intrakraniyal olarak viriis enjeksiyonlari, beynin sag ve
soluna olacak sekilde, onceden dogrulugu tespit edilmis DMH koordinatlarina
gerceklestirildi. Kontrol grubu i¢in, kemogenetik bir etkinligi olmayan r44V-CAG-
DIO-GFP viriistiniin enjeksiyonu yapildi. DMH ndronlarinin kemogenetik olarak
inhibe edilmesi igin, bilateral olarak, DMH koordinatlarina rAAV-EF1a-DIO-
hM4D(Gi)-mCherry virlis enjeksiyonu yapildi. r4AV-CAG-DIO-GFP  viriis

enjeksiyonu yapilan fareler kontrol hayvani olarak degerlendirildi.

Inme diinya ¢apinda &liim sebebi acisindan ikinci sirada bulunur ve inme
vakalariin %85°’lik kismi1 beyni besleyen orta serebral arterin tikanmasi ile olusur. Bu
tez calismasinda da iskemik inme modeli i¢in karmagik bir patofizyolojiye sahip olan
orta serebral arter okliizyonu modeli uygun goriildii [21]. Bu hedef dogrultusunda
farelere 90 ve 30 dakikalik orta serebral arter okliizyonu modellemesi yapildi.
Literatiirde var olan ¢alismalar 90 dakikalik iskemi modelinin 6zellikle Bederson testi,
beyin hasar hacmi, beyin 6demi ve KBB gegirgenligi degerlendirmesi adina
uygulanabilir bir metot oldugunu vurgular [116]. Bu bilgilerden yola c¢ikarak
calismamizda, beyindeki hasar hacmi, beyin 6demi ve kan beyin bariyeri
gecirgenliginin degerlendirilebilmesi i¢in 90 dakikalik MCAo modeli uygulandi.
Diger yandan apoptotik hiicrelerin saptanmasi, néronal sagkalimin aragtirilmasi ve
mikro serebrovaskiiler kan akisini analiz edebilmek i¢in ise 30 dakikalik MCA o iskemi
modeli olarak segildi. Operasyon boyunca LDF ile beyindeki kan akimi noktasal anlik
sekilde izlendi.

Beyinde bulunan Preoptik Alan, viicut 1sis1 diizenlenmesini kontrol etme amaci
ile inhibitor GABAerjik sinyalleri beynin bir¢ok bdlgesine gonderir. DMH'de bulunan
GABAerjik ndronlarin inhibisyonu bu yol araciligi ile inhibe edilir. Bu inhibisyon

yoluyla niikleus raphe pallidus’un aktivasyonu gerceklesir ve bdylece sempatik
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noronlarin uyarimi saglanir. Nucleus raphe pallidus’un modiilasyonu DMH'den gelmis
olan dopaminerjik girdiler tarafindan yapilir [117]. Nucleus raphe dorsalis’in
inhibisyonu preoptik alan tarafindan saglanir. Sempatik ¢ikt1 yiikselince, 1s1 liretimi,
kahverengi yag dokusu katabolizmasi, 1s1 kaybinin azalmasi ve periferik damarlarda
daralmanin olmast gozlenir [92]. POA’daki GABAerjik ndronlarin termoregiilsayon
tizerindeki etkileri farkli arastirmacilar tarafindan gosterilmistir. Kimi ¢alismalar bu
GABAerjik noronlarin termoregiilasyonu sagladigint desteklerken baska bir grup
aragtirmact GABAerjik noronlarin termoregiilasyonu ile bir iligkisinin olmadigin
savunur. Bu iki zit savunmanin sebebi, POA'da var olan GABAerjik ndronlarin ¢esitli
rol ve farkli fenotiplere sahip alt yollara sahip olmasi olabilir. Zhao ve arkadaslar
yaptig1 calismalarda, ventrolateral preoptik alanda var olan bir grup GABAerjik
néronun termoregiilasyonu indiikledigini ortaya ¢ikardi. Diger bir yandan, cFos
ekspresyon analizleri, termal bilginin dorsomedial hipotalamusun (DMH) dorsal
kisminda bulunan bir grup GABAerjik ndron tarafindan da modiile edildigini ortaya
koymustur. DMHV&*2 ngronlarin inhibe edilmesi diisiik viicut sicakligiyla
sonuglanirken aktive edilmesi ile viicut sicakligini arttirdig1 goriiliir [9]. rAAV-EF 1a-
DIO-hM4D(Gi)-mCherry ve rAAV-CAG-DIO-GFP viriisleri ile enfekte edilen
DMH"#*2 ngronlarinin bilateral kemogenetik inhibisyonu sonucunda DIO-GFP
grubundaki fareler ile kiyaslandiginda DIO-hM4D grubundaki farelerin viicut
sicakliklarinin istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi goriildi (*p<0.05/

*4p<0.01/ #*%p<0.001).

GABAerjik  noronlarin  aktivasyonunun  fiziksel  aktivitede  artis,
inhibisyonunun ise fiziksel aktivitede azalis gosterdigi ¢aligmalar tarafindan ortaya
kondu [9]. rAAV-EF1a-DIO-hM4D(Gi)-mCherry ve rAAV-CAG-DIO-GFP virlsleri
ile enfekte edilen DMH V&3 ngronlarinin bilateral kemogenetik inhibisyonu sonucunda
lokomotor aktivite degerlendirmesi yapildi. Cap1 150 cm, yiiksekligi 35 cm olan bir
alanda fareler 10 dakika siiresince izlendi. Anymaze programi kullanilarak silindir alan
sanal olarak li¢ boliime ayrildi. Degerlendirme sonucu DIO-hM4D farelerin alinan
mesafe, hiz ve aktif zaman parametrelerinde DIO-GFP grup farelere gore istatistiksel

olarak anlamli derecede azalma oldugu saptandi (**p<0.01/ ***p<0.001).
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Akut iskemi gecirmis hayvanlarda motor kortekse kadar ¢ikan hasar sebebi ile
bazi islevsel bozukluk ve kayiplarla karsilasildigi bilinir. Karsilasilan bu motor islevsel
bozukluk ve kayiplarin Bederson testi ile yapilan nérolojik skorlama ile tespit
edilebildigi caligmalar yoluyla goriilmiistiir [118]. Elde edilen nérolojik yanitlara
dayanarak, belirlenen skorlama sistemi ile norolojik durum degerlendirilir. Yapilan bu
skorlama, beyin hasarinin sebep oldugu islevsel kayiplarin boyutunu anlamaya
yardimci olur. Farelerdeki 90 dakikalik orta serebral arter okliizyonu modellemesinin
24 saat sonrasinda, hayvanlarin sakrifiye edilmesinden hemen 6ncesi fareler Bederson
testine gore norolojik olarak skorlandi. Bu skorlama gbz Oniine alindiginda DIO-
hM4D grubu hayvanlarin ndrolojik  durumlarmmin  DIO-GFP  grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede daha iyi oldugu gozlemlendi
(*p<0.05). Hipotermi indiiklenen DIO- hM4D grubunda istatistiksel olarak anlamli
olmasa dahi norolojik iyilesmenin goriilmesi, olusan hipoterminin orta serebral arter
okliizyonu sonucu meydana gelen hasar alanini azaltmasi ile iligkili oldugu

diistindiirdii.

Literatiirde terapotik hipotermi ve hasar alani ile iligki ¢calismalara gozatildigina,
isekmik hasar gegiren ve hipotermi ile tedavisi saglanan kisilerde hasar hacminin
azaldigr saptandi [119]. Farkli tiirlerdeki hayvanlarin iginde bulundugu inme
modellerinde yapilan hipotermi ¢aligmalari, hipoterminin enfarktiis boyutunda azalma
gerceklestirmesi acisindan noroprotektif oldugunu gosterdi [120]. Beyin felci
sonrasinda gelisen enfarktiis hacmi ve beyin 0deminin analizi icin 90 dk MCAo
takiben 24 saat reperfiizyon uygulanan farelerden alinan beyin kesitlerine cresyl violet
boyamas1 gergeklestirildi [121]. Yapilan cresyl violet boyamasinin sonucunda, DIO-
hM4D grubundaki hayvanlarin beyin hasar hacmi, DIO-GFP grubu hayvanlarinin
beyin hasar hacmine kiyasla istatistiksel olarak onemli derecede azaldig1 goriiliirken
(**p<0.01), DIO-hM4D grubu DIO-GFP grubuna gore kiyaslandiginda, beyin

O0deminde anlamli derecede olmasa da azalmig bir trend yakalandi.

Apoptoz, hipotermiden yiiksek derecede etkilenir [122]. Hipoterminin noronal
apoptozu, mitokondriyal olarak i¢sel ve reseptor aracili digsal olmak kaydiyla iki yol
iizerinde inhibe ettigi ortaya c¢ikmustir [123]. Yapilan ¢alismalar, iskemik beyin
hasarinda apoptoz olusumunun hipotermi ile azaldigini ileri siirer [ 124]. Hipoterminin
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apoptoz gibi ¢esitli iskemik hiicre 6liim yollarini da olumlu yonde etkiledigi gosterildi.
Birka¢ c¢alisma, hipoterminin inme modellerinde apoptotik hiicre Olimiini
Onleyebilecegini gosterdi. Kisaca terapotik hipotermi, hiicrenin hayatta kalmasini
saglayacak bir¢cok hiicre Olim yolunu etkileme yetenegine sahiptir [125].
Histokimyasal bir teknik olan TUNEL boyama, hiicre apoptozunu tespit etmek ve
DNA kiriklarinin in sitii olarak saptamak adina kullanilir. 30 dakika orta serebral arter
okliizyonu modelinin ardindan 72 saat reperfiizyon uygulanan farelerin beyin kesitleri,
DNA kiriklarinin in sitli olarak taninmasi ve apoptotik olarak hiicre 6liimii tayininin
yapilabilmesi i¢in TUNEL kiti kullanilarak boyandi ve apoptotik hiicre tespiti yapildi.
Yapilan analiz sonucu apoptotik hiicreler karsilastirildiginda, DIO-hM4D grubunda
DIO-GFP grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir azalma goriildii (*p<0.05).
Yani DMHV#*2 ngronlarinin inhibisyonu iskemi sonrast DNA fragmantasyonunda

azalmaya neden oldu.

Caligmalar terapotik hipoterminin uygulanan modellerde ndroproteksiyon igin
cok yonlii etkilere neden oldugunu gosterdi [ 104]. Uzun siiredir terapdtik hipoterminin
beyin metabolizmasini yavaglatarak faydali etkilere yol actig1 diisiintiliiyordu ancak
yapilan ¢ok sayida arastirma ile, terapdtik hipoterminin beyin metabolizmasinin
diizenlenmesi de dahil olmak {izere cok cesitli patolojik yollart olumlu yonde
degistirerek noroproteksiyon uyguladigi kabul edildi [126, 127]. Diger bir taraftan
ndronal sagkalimin anlasilabilmesi iskemi de dahil bircok beyin hasarina yonelik
tedavi yontemleri gelistirmek ve hasar sonrasi etkileri hafifletmek icin oldukca
onemlidir. Serebral iskeminin ardindan néronal sagkalimin artmasi yoniinde yapilan
arastirmalarin amaci da beyin fonksiyonlarin korunmasidir. Kemogenetik yontemler
ile olusan hipoterminin serebral iskemi sonrasi noéronal sagkalimdaki etkisine
bakabilmek ve saglam noronlarin analizini yapabilmek i¢in striatum bolgesinde
secilen 9 bolgede her iki hasarli ve hasarsiz alandaki ¢ekirdek boyamas: ile ¢akisan
NeuN(+) hiicre sayimi yapildi. Yapilan hiicre sayimi kiyaslanmasinin sonucunda DI/O-
hM4D grubu hayvanlarinin D/O-GFP grup hayvanlarinin néronal sag kalimina gore
istatistiksel olarak daha fazla oldugu gozlemlendi (*p<0.05). Yani DMHY&®

ndronlarmin inhibisyonunun noronal sagkalimi1 énemli dl¢lide arttirdigi belirlendi.
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Hipoterminin serebral damar sisteminin kendi diizenlenmesini korumaya alarak
sitotoksik 6demi azalttigi, yeterli gelmeyen beyindeki perfiizyon basincindan veya
herniasyonla birlikte mekanik baskilardan kaynaklanan bolgelerde ikincil hasari en aza
indirdigi yapilan caligmalar tarafindan gosterildi. Iskemi sonrasi hizla artan kan
basinci, sekonder bir iskemik ataga sebep olabildigi biliniyor [128, 129]. Farelere 30
dakikalik iskemi modeli uygulanmaya bagladi1 ve Lazer Speckle cihazi ile bolgesel kan
akimi takibi yapildi. 30 dakika MCAo indiiklenen farelerin kortikal kan akimlar lazer
speckle cihazi ile takip edildi. Inceleme igin hasar alami ii¢ bolgeye ayrildi. Nekrotik
hiicre kaybinin yasandig1 ve kan akiminin sifirlandig1 kor bdlgesi, kor bolgesinden
daha iyi kan akimi gergeklesen ve apoptotik hiicre 6liimlerinin yasandigr penumbra
bolgesi, son olarak ise hasarsiz korteks bolgesi. Operasyon oncesi 15 dakika kayit
alind1 ve ardindan 30 dakikalik orta serebral arter okliizyonu modeli gergeklestirildi.
Kayit reperfiizyon boyunca devam etti. Elde edilen sonuglar dogrultusunda ipsilateral
hemisferde hem iskemik kor ve iskemik penumbra hem de hasarsiz korteks alanlarinda
DIO-hM4D grubundaki kanlanmanin D/IO-GFP grubuna gore reperfiizyon sirasinda
istatistiksel olarak anlamli seviyede azaldigi ardindan zaman igerisinde kademeli
olarak kontrol grubuna yaklastig1i goézlemlendi (*p<0.05). Buldugumuz sonuglar,
hipotermi indiiklenmis DIO-hM4D grubu hayvanlariin reperfiizyon sirasinda
kanlanmanin ani bir artis yerine dnce azalip sonra kademeli olarak artmasiydi ve bu
durum bize hipoterminin ikincil hasart 6nleme mekanizmasindan kaynaklandigin

diistindiirdii.

Kan beyin bariyerinin dolasimda yer alan kanin igeriginde var olan biiyiik
molekiillerin beyne girisine miisaade etmeyerek homeostazise yardimci olma 6zelligi
vardir. Akut fokal iskemi sonucunda KBB hasar goriir ve bdylece beyindeki
inflamasyon yanit1 artar. Deneysel iskemik beyin hasarini azaltmak i¢in hipoterminin
en giiclii terapdtik yaklasim oldugu 6ne siiriilmiistiir ve ndrovaskiiler cerrahi sirasinda
noroproteksiyon amaciyla hipotermi tedavisi kullanimi artar. Hafif ila orta dereceli
hipoterminin deneysel fokal inmenin ardindan [130] rtPA ile iligkili kanamada [131]
mikrovaskiiler bazal lamina antijen kaybini 6nledigi ve rtPA tedavisini takiben hasar
hacmini ve KBB yikimini azalttig1 goriildii. 90 dakikalik orta serebral arter okliizyonu

modellemesi ardindan 24 saat reperfiizyon siiresi beklenen farelerde kan-beyin
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bariyeri gecirgenligini analiz edebilmek adina IgG boyamasi yapildi. Boyama
bitiminde kan beyin bariyeri gec¢irgenliginin analizi Image J programi (National
Institute of Health) kullanilarak ipsilateral hemisferin kontralateral hemisfere olan
orani hesaplanarak gerceklestirildi ve kan beyin bariyeri gecirgenligindeki bozulma
orani elde edildi. DIO-hM4D grubu farelerin kan-beyin bariyeri biitiinliigii DIO-GFP
grubu farelerinkine kiyasla daha iyi oldugu ancak bu iyi durumun istatistiksel olarak

anlamli 6l¢tide olmadigi (p>0.05) gorildii.
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8. SONUC

Bu calisma farelerde gergeklestirilen akut inmede noroprotektif etki yaratmak
icin terapotik hipotermiyi indiikleyip, dorsomedial hipotalamusta (DMH) bulunan bir
ndronal alt popiilasyonu belirlemek amaci ile yapildi. Bu amag¢ dogrultusunda
Dorsomedial Hipotalamus bdlgesinde yer alan GABAerjik noronlarinin
termoregiilasyon iizerindeki etkinliginin anlamlandirilabilmesi adina buradaki
noronlar, kemogenetik metotlar ile uyarildi ve sonrasinda serebral iskemi modeli
uygulandi. Ardindan farelerdeki, ndrolojik durum, hasar hacmi, beyin édemi, kan
beyin bariyeri gecirgenligi, apoptotik hiicre miktari, ndronal sagkalim ve serebral kan

akimi incelemesi yapildi.

Sonug olarak, kemogenetik yontemle hipotermi indiiklenen DIO-hM4D grubu
hayvanlarda hasar hacmi, beyin 6demi ve kan beyin bariyeri gecirgenliginin, ayni
zamanda apoptotik hiicre sayisinin azaldigi, néronal sagkalimin ise arttig1 goriildii.
Tam tersi hipotermi indiiklenmemis ve terapotik etki beklenmeyen DIO-GFP grup
hayvanlarinda ise beyinde artan hasar hacmi, 6dem, kan-beyin bariyer gegirgenligi,
artmisg apoptotik hiicre 6liimii ve azalan noronal sagkalim goriildi. Bu bulgular,
DMHV#2 ngronlarinin  kemogenetik inhibisyonunun farelerin viicut sicakligini

diistirdiigiinii ve akut iskemi icin tedavi edici etkilerinin oldugunu gosterdi.
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