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1. OZET

ISKEMIK VE UZAK ISKEMiK ARDKOSULLANMANIN SEREBRAL
ISKEMi REPERFUZYON HASARINDA APOPTOZ, NEKROPTOZ,
PIROPTOZ VE FERROPTOZ UZERINE ETKILERI

Beynin bir bolgesinde kan dolasiminin kaybi ile karakterize edilen iskemik inme,
diinya ¢apinda mortalite ve morbiditenin 6nde gelen nedenlerinden biridir. Mekanik
trombektomi veya intravendz tromboliz gibi akut tedavi stratejilerindeki ilerlemelere
ragmen, etkili tedavi secenekleri sinirlidir. Bu durum arastirmacilart yeni terapotik hedef
kesfetmeye yonlendirir. iskemik ardkosullanma (PostC), uzun siireli iskemiyi takiben
reperfiizyon baslangicinda uygulanan bir dizi kisa iskemi/reperfiizyon araliklari olarak
tanimlanir. Uzak iskemik ardkosullanma (RePostC), iskemiden -etkilenen hayati
organlari, viicudun uzak bolgelerine uygulanan girisimlerle korumay1 amaglayan, non-
invaziv bir yaklasimdir. Hasar siirecinde hiicresel homeostaz dnemlidir ve sagkalim/6liim
yanlisi siirecler es zamanli olarak aktive edilir. Apoptoz, kaspaz bagiml diizenlenmis bir
hiicre 6liimiidiir. Nekroptoz, nekrotik goriiniimlii diizenlenmis bir hiicre 6liim tiirii olarak
tanimlanir. Piroptoz, enfeksiyon ve stresle iliski sinyallere karsi fizyolojik sistemlerin
savunmasinda kritik 6neme sahiptir. Ferroptoz ise demir bagimli lipid peroksidasyonu ile
karakterize hiicre Oliim tiiridlir. Caligmamizda serebral iskemi/reperfiizyon (I/R)
hasarinda hiicre 6liim yolaklarindan apoptoz, nekroptoz, piroptoz ve ferroptozun roli,
mekanik bir tedavi olarak PostC ile RePostC’nin koruyuculuklart ve PostC ile
RePostC’nin Sestrin2 ve Heksokinaz 11 diizeyleri lizerine etkileri aragtirildi.

Calismamizda Spraque Dawley irki, 10-12 haftalik 40 adet erkek sican kullanilda.
Sicanlar her grupta 10 hayvan olacak sekilde rastgele 4 gruba ayrildi. PostC orta serebral
arter okliizyonu sonrasi reperfiizyon baslangicinda, 3 siklus 30 sn reperfiizyon/10 sn

iskemi seklinde, RePostC sag arka bacaga 5’er dk 3 siklus reperfiizyon-iskemi seklinde
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uygulandi. Protein ekspresyon diizeyleri Western Blot ve ELISA ile tespit edildi; nekroz
alan1 igin 2,3,5-trifeniltetrazolium kloriir (TTC) boyamasi ve lokomotor aktiviteyi
degerlendirmek i¢in acik alan, dikey ¢ubuk ve kirig yiiriime testleri gergeklestirildi.

Serebral I/R’a bagli nekroz alan PostC ve RePostC uygulamasi ile anlamli olarak
azaldi. Uygulanan tedavi yontemleri, davranis testlerinde istatistiksel olarak anlamli bir
fark yaratmadi. Apoptotik proteaz aktive edici faktor 1 (Apaf-1), Reseptorle etkilesime
giren serin/treonin-protein kinaz 3 (RIPK3), Gasdermin D (GsdmD) ve Sestrin2 (Sesn2)
diizeyleri I/R ile anlamli olarak artarken PostC ve RepostC ile anlamli olarak azaldi. Uzun
zincirli yag agil-koenzim A sentaz 4 (ACSL4), I/R ile anlamli olarak artarken RePostC
uygulamasi ile anlamli olarak azaldi. PostC uygulamasi ile goriilen azalma ise istatiksel
olarak anlamli bulunmadi. Heksokinaz Il (HK-II) diizeyleri /R ile anlamli olarak
azalirken PostC ve RePostC ile tedavi edilen gruplarda anlamli olarak artti.

Serebral I/R hasarinin patofizyolojik mekanizmasinda apoptoz, nekroptoz,
piroptoz ve ferroptoz rol alabilir ve inflamasyon bu mekanizmaya eslik edebilir. Serebral
I/R hasarinda PostC ve RePostC apoptoz, nekroptoz, piroptoz ve ferroptozu inhibe ederek
antienflamatuvar mekanizmalarin aktive olmasina yardimci olarak koruyucu etki

gosterebilir. Apaf-1, RIPK3, GsdmD, ACSL4 ile HK-I1 ve Sesn2 diizeyleri, serebral I/R
hasarinin tedavisinde potansiyel terapotik hedefler olarak degerlendirilebilir. PostC ve

RePostC uygulamasi ile endojen tolerans mekanizmalarini tetiklemek serebral I/R

hasarina kars1 koruma saglayabilir.

Anahtar Kelimeler: iskemik Inme, Iskemik Ardkosullanma, Piroptoz, Ferroptoz
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2. ABSTRACT

EFFECTS OF ISCHEMIC AND REMOTE ISCHEMIC
POSTCONDITIONING ON APOPTOSIS, NECROPTOSIS, PYROPTOSIS
AND FERROPTOSIS IN CEREBRAL ISCHEMIC REPERFUSION INJURY

Ischemic stroke, characterized by the loss of blood circulation in an area of the
brain, leads to a range of neurological deficits and is one of the leading causes of death
and disability worldwide. Despite advances in acute treatment strategies such as
mechanical thrombectomy or intravenous thrombolysis, effective treatment options are
limited. This leads researchers to discover new therapeutic targets. Ischemic
postconditioning (PostC) is defined as a series of short ischemia-reperfusion intervals
applied at the onset of reperfusion following prolonged ischemia. Remote ischemic
postconditioning (RePostC) is a noninvasive approach that aims to protect vital organs
affected by ischemia by interventions applied to remote areas of the body. Cellular
homeostasis is important during the injury process and pro-survival/pro-death processes
are activated simultaneously. Apoptosis is a caspase-dependent regulated process.
Necroptosis is defined as a regulated type of cell death with a necrotic appearance.
Pyroptosis is critical in the defense of physiological systems against infection and stress-
related signals. Ferroptosis is a mode of cell death characterised by iron-induced lipid
peroxidation. In our study, we investigated the role of apoptosis, necroptosis, pyroptosis
and ferroptosis among cell death pathways in cerebral ischemia/reperfusion (I/R) injury,
the protective effects of PostC and RePostC as a mechanical treatment and the effects of
PostC and RePostC on Sestrin2 levels.

This study was performed in 40 male Spraque Dawley rats aged 10-12 weeks. The
rats were divided into 4 groups. At the beginning of reperfusion after middle cerebral

artery occlusion, 3 cycles of 30 s reperfusion/10 s ischemia were performed as PostC; and
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3 cycles of reperfusion-ischemia as RePostC were applied to the right hind leg for 5 min
each. Protein expression levels were determined by Western blot; 2,3,5-
triphenyltetrazolium chloride (TTC) staining for necrosis area and open field, vertical bar
and beam walking tests were performed to evaluate locomotor activity.

Cerebral I/R-induced necrosis area was significantly decreased with PostC and
RePostC administration. The treatment methods applied did not cause a statistically
significant difference in behavioural tests. Apoptotic protease activating factor 1 (Apaf-
1), receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 3 (RIPK3), Gasdermin D
(GsdmD) and Sestrin2 (Sesn2) levels were significantly increased by IR and significantly
decreased by PostC and RepostC. Long-chain fatty acyl CoA synthase 4 (ACSL4) was
significantly increased by I/R and significantly decreased by RePostC treatment. The
decrease with PostC treatment was not statistically significant. Hexokinase Il (HK-II)
level was significantly decreased by I/R, while it was significantly increased in PostC and
RePostC treated groups.

Apoptosis, necroptosis, pyroptosis and ferroptosis may be involved in the
pathophysiological mechanism of cerebral I/R injury and inflammation may accompany
this mechanism. In cerebral I/R injury, PostC and RePostC may be protective by
inhibiting apoptosis, necroptosis, pyroptosis and ferroptosis and triggering anti-
inflammatory mechanisms. Apaf-1, RIPK3, GsdmD and ACSL4 and HK-11, Sesn2 levels
may be a potential target for the treatment of cerebral IR injury. Inducing endogenous
tolerance mechanisms by PostC and RePostC administration may protect against cerebral

I/R injury.

Keywords: Ischemic Stroke, Ischemic Postconditioning, Pyroptosis, Ferroptosis
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3. GIRIS

3.1. inme

Inme, artan insidans ile diinya capinda onde gelen mortalite ve morbidite
nedenlerinden biridir (Jurcau ve Simion, 2022). Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’niin 2019
yilinda bildirdigi rapora gore her yil 2.5 milyonun iizerinde insan inmeye bagli olarak
hayatim1 kaybetmektedir (DSO, 2019). Ulkemizde ise Tiirkiye Istatistik Kurumu
(TUIK) nun 2022 verilerine gore dolasim sistemi hastaliklar1 en yaygin 6liim nedenleri
arasinda ilk sirada yer almakta olup bunun %19.2’sini serebrovaskiiler hastaliklar
olusturmaktadir (TUIK, 2022). inme sonucu hayatta kalan hastalar sakatlik, uzun siire
devam eden tedavi ve rehabilitasyon masraflart gibi problemler yasamaya devam
etmektedir. Inme bakiminin yillik maliyeti sadece Amerika Birlesik Devletleri’nde
(ABD) 52 milyar dolarin iizerinde oldugu bildirilmistir ve maliyetlerin 2035 yilina kadar
yaklagik iki katina ¢ikmasi ongdriilmektedir (Tsao ve ark., 2022).

Serebral arterin tikanmasi veya yirtilmasina bagli olarak beyin dokusuna giden
kan akisinin kismen veya tamamen kesilmesi inmeye neden olur. Bu durum uzun siireli
beyin hasarina ve norolojik bozulmaya yol agan akut bir serebrovaskiiler hasardir. (Eshak
ve ark., 2017). Hasarin boyutu iskemiye maruz kalan alanin ne kadar biiyiik olduguna,
iskemik olayin ne kadar stirdiigiine, kan akisinin ne kadar diisiik olduguna ve goreceli
hipoksi ve hipoglisemi diizeyine gore farklilasabilir (Fricker ve ark., 2018).

Inme meydana gelme nedenine ve patofizyolojik mekanizmasma bagl olarak
iskemik ve hemorajik inme olarak ikiye ayrilabilir. Hemorajik inme, beyne kan akisini
saglayan damarlarin dogrudan sikigmasi veya yirtilmasi, iskemiye neden olacak sekilde
kafa i¢i basincinin artmasi, kandan tiiretilen pihtilasma faktorlerinin, tamamlayici

bilesenlerin, hemoglobin, hem ve demirin toksisitesi gibi ¢esitli olaylar sonucunda



meydana gelebilir. Hemorajik inmede hiicre Oliimiiniin ana mekanizmalarinin
eksitotoksisite, kan toksisitesi, oksidatif stres ve inflamasyon oldugu diisiintilmektedir
(Aronowski ve Zhao, 2011; Wang, 2010).

Iskemik inme beyne oksijen bakimindan zengin kan saglayan kan damarlarinin
cesitli nedenlerle tikanmasi sonucu meydana gelir; diinya genelinde tim inmelerin
yaklagik %71'ini iskemik inme olusturur. Bu tiir inme, tromboz (lokal olarak olusan bir
kan pihtist nedeniyle), emboli (kandaki mobilize piht1 nedeniyle) veya global iskemiden
oldugu gibi (kan pihtis1 olmadiginda sistemik hipotansiyon) farkli nedenlerle ortaya
cikabilir (Tuo ve ark., 2022).

Iskemik inmeden hasar goren beyin dokusu kavramsal olarak cekirdek ve
penumbra olarak ayrilmaktadir. Cekirdek, yiliksek diizeyde iskemiye maruz kalan ve
genellikle hizla nekrotik hale gelen merkezi alan olurken, penumbra daha diisiik diizeyde
iskemiye maruz kalan cekirdegin g¢evresindeki alanlardir. Hiicre 6limii penumbra
alaninda daha sonraki siiregte, cesitli mekanizmalarla meydana gelmeye devam
etmektedir ve genellikle daha onlenebilir oldugu diisiiniilmektedir. Penumbranin toplam
lezyon hacminin yarisi kadarimi olusturdugunu ve dinamik degisikliklere ugradigini
gosteren ¢alismalar mevcuttur (Fricker ve ark., 2018). Iskemik hasar olustuktan kisa bir
stire sonra, penumbrada bulunan néronlar, birkag saat hatta gilinler boyu siiren hayatta
kalmay1 destekleyen sinyal yolaklarin1 aktive etmektedir. Ancak zamanla enfarktiis
cekirdeginin yaninda bulunan penumbradaki néron yogunlugu, glial hiicrelerin
aktivasyonuyla birlikte azalig gosterir. Sonug¢ olarak, enfarktiis lezyonlar1 zamanla
penumbranin zarar gormesine sebebiyet verecek sekilde genisleyebilir. Bu durum kalici

hasar birakarak, hayat kalitesini diislirerek sakatliga ve hatta 6liime neden olmaktadir

(Tuo ve ark., 2022).



iskemi/Reperfiizyon

Penumbra
Geri Dondiirilebilir Beyin Hasari

Nekrotik Cekirdek
Geri Dondiiriilemez Beyin Hasari

Sekil 1. Beyin Iskemisi (Fricker ve ark., 2018)

3.2. Serebral Iskemi Reperfiizyon Hasar1

Dokuda kan akisinin gegici olarak azalmasi ya da tamamen kesilmesi iskemi
olarak tanimlanir ve bu durum iskemik bdlgeye oksijen ve besin iletimini engeller (Chen
ve Vunjak-novakovic, 2018). Deneysel iskemi/reperfiizyon (I/R) modellerinde,
reperfiizyon sonrasi hasar boyutunun iskemi siiresiyle dogrudan iliskili oldugu
gosterilmistir. Bu nedenle, hasar goren organa kan akisinin miimkiin olan en kisa siirede
saglanmasi biiylik onem tasimaktadir. Ancak iskeminin neden oldugu beyin dokusundaki
hasar, reperfiizyon olarak bilinen kan perflizyonunun yeniden saglanmasinin ardindan
daha da agirlasmaktadir. Bu durum I/R hasari olarak tanimlanmaktadir (Vishwakarma ve
ark., 2017).

Daha 6nce iskemiye maruz kalan bir dokuda kan akisinin yeniden saglanmasi,
oksidatif stresin artmasina neden olmaktadir (Jurcau ve Ardelean, 2021). Bu durum
dogrudan veya dolayli olarak apoptoza, kan-beyin bariyerinin (KBB) bozulmasina,
serebral 6deme ve hemorajik transformasyona neden olacak bir dizi patolojik kaskadi
tetikleyen proinflamatuar sitokinlerin saliniminin artmasina yol a¢maktadir (Lin ve

Wang, 2016).



3.3. iskemi Reperfiizyon Hasarmin Patofizyolojik Mekanizmasi

Serebral I/R hasar1 lokal ve sistemik etkileri olan karmasik patofizyolojik
mekanizmalar1 icermektedir. I/R hasarinin meydana geldigi mekanizma net bir sekilde
aydinlatilmamistir. Bununla birlikte mevcut ¢alismalar, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
asir1 iiretimi, inflamasyonun bu siirece dahil olabilecegini ve sonugta apoptoz, nekroptoz
ve piroptozda oldugu gibi c¢esitli mekanizmalarla hiicre 6liimiinii tetikleyebilecegini
gostermektedir (Zhang ve ark., 2022). Bu siire¢ temel olarak iki asamadan meydana gelir;
ilk asama iskemi sirasinda Kritik rol oynayan hiicre enerjisi tilkenmesi ve ikinci asama
reperfiizyon sirasinda, inflamasyon ve apoptoz ile birlikte oksidatif ve mikrosirkiilasyon

stresinin etkilesimidir (Hentia ve ark., 2018).

3.3.1. Iskemik Donem
Kan akis1 azaldiginda veya tamamen kesildiginde hiicre anaerobik metabolizmaya

yonelir. Bu durum hiicre pH' sinin diismesine ve Adenozin trifosfat (ATP) iiretiminin
azalmasma neden olur. Mitokondrilerde gelisen iskemik kosullar hem anaerobik
metabolizmayr hem de elektron tasima zincirinin islev bozuklugunu tetikleyerek ATP
iretiminin daha fazla azalmasina neden olur. ATP iiretimindeki azalma, Na*/K+*-ATPaz
pompasimin etkinligini kaybetmesine yol acar. Bu durum da intraseliiler Ca®*, H* ve Na*
iyonlarinin artmasina, hiicrelerin sismesine ve sitoplazmik enzim aktivitesinin
bozulmasina neden olur. Sonug olarak, Na'/H* kanali, sodyum iyonlar1 karsihginda
biriken hidrojen iyonlarini ekstriide eder. Oksijenin dokulara ulasamamasi, hiicreleri
anaerobik yolla ATP {iretmeye zorlar; ancak bu iiretim miktar, ATP’ye bagiml
enzimlerin islevini siirdiirebilmesi i¢in yetersiz kalir. Bu durum, 6zellikle endoplazmik

retikulum ve hiicre zarindaki Ca?* tagtyicilarinin etkinligini azaltir ve aktif kalsiyum geri



alimin1 engeller. Sonug olarak, hiicre i¢i kalsiyum iyonu derisimi artar. Bu birikim, hiicre
zarina zarar vererek apoptoz gibi hiicre 6liim siireglerini baglatir ve mitokondri
fonksiyonunu bozar (Possomato ve ark., 2017). Iskemik hasarda yer alan bir diger dnemli
mekanizma ise, oksijene bagimli ¢aligan prolil hidroksilaz enzimlerinin hipoksi nedeniyle
inhibe olmasidir. Bu enzimlerin islev kaybi, hipoksiyle iliskili ve inflamatuvar sinyal
yollarinin translasyon sonrasi siireglerini aktive eder. Bu durum, niikleer faktor-kB (NF-
kB) ile hipoksiye duyarli transkripsiyon faktdrlerinin (HIF) stabilitesini diizenleyerek gen

ekspresyonunda transkripsiyon diizeyinde degisikliklere neden olur (Naito ve ark., 2020).

3.3.2. Reperfiizyon Dénemi

Kan akiginin ani sekilde yeniden baglamasi, iskemik siire¢ boyunca hiicre diginda

biriken hidrojen iyonlarinin uzaklastirilmasini saglar ve aerobik ATP {iretimi i¢in gerekli
olan oksijen ile metabolik substratlarin tekrar hiicreye ulagmasina olanak tanir. Ancak,

yapilan ¢alismalarda uzun siireli iskemiyi takiben gergeklesen reperflizyonun da tehlikeli
olabilecegi gosterilmis, hatta birgok dokuda nekroz gelisimini hizlandirdig: bildirilmistir.
Sonug olarak reperflizyonun tamamen masum olmadig1, 6nceki iskemik donemde dokuya
ulasamayan kan akisinin yeniden saglanmasiyla iliskili patolojik olaylarla hasara neden
oldugu “reperfiizyon hasar1” kavrami ortaya c¢ikmistir (Zhang ve ark., 2016).
Reperflizyon siireci, mitokondriyal disfonksiyon ve elektrolit dengesizliklerine ek olarak,
ksantin oksidaz, nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz (NOX),
siklooksijenaz (COX), lipoksijenaz (LOX), indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iINOS),
mitokondriyal elektron tagima zinciri ve katekolaminlerin oksidasyonu gibi ¢esitli
biyokimyasal yollarla kisa siirede yogun miktarda reaktif oksijen tiirii (ROS) tiretimine

neden olur. Peroksinitrit, siiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali gibi ¢esitli

reaktif oksijen tiirleri, eslenmemis bir elektrona sahip molekiiller veya fragmanlardir.



Reaktif oksijen tiirlerinin tutulmasi, hiicre ve organel zarlarmin tahrip olmasina ve
sonugta enzim inaktivasyonu ile deoksiriboz niikleik asit (DNA)’in tek iplikli kirilmasinin
yant sira niikleer enzim poli (ADP-riboz) sentetazin aktivasyonunu indiikleyerek nekroz,
apoptoz, otofaji, mitoptoz ve nekroptoz yoluyla hiicre 6liimiine yol agar. Coklu doymamis
yag asidi oksidasyonuna yol agan bir zincir reaksiyonu olan lipid peroksidasyonu, daha
sonra biyolojik membran yapisini bozar ve malondialdehit gibi toksik metabolitler liretir.
Geri doniisii olmayan hiicresel hasar1 onlemek i¢in iskemik organa kan akisinin
restorasyonu énemli olmasina ragmen, reperfiizyon iskemi tarafindan olusturulan doku

hasarini daha da artirmaktadir (Anzell ve ark., 2018; Halladin, 2015).
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Nekrozu Hasan
\ J ¥

Sekil 2.iskemi reperfiizyon hasarmin sematik gosterimi (Hausenloy ve Yellon, 2013)

3.4. Iskemi Reperfiizyon Hasarimin Tedavisi

I/R hasarinda kullanilacak tedavilerin etkin olabilmesi i¢in semptomlarin
baglamasiyla birlikte miimkiin olan en kisa siirede uygulanmasi olduk¢a Onemlidir.
Noronal hasardan dnce iskemik bdlgeye kan akigini ve oksijeni geri getirmeyi amaglayan
reperfiizyon tedavileri uygulanir. Intravendz tromboliz ve mekanik trombektomi, iskemi
sonras1 serebral kan akisini geri kazandirmak icin yaygin olarak kullanilan tedavi

yontemleridir. Intravendz doku plazminojen aktivatorii (IV tPA), akut inme tedavisi igin
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Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onay alan tek
trombolitik ajandir. Yapilan c¢alismalarda iskemiden sonra 3 saat iginde verildiginde
hastalarda iyilesme gozlemlenmistir. 2017 yilinda yapilan bir bagka ¢alisma, 6 saat i¢inde
intravenoz tPA tedavisinin hastalar {izerinde hala etkili oldugunu gostermistir. Ancak
terapotik zaman araligl nispeten kisa (~ 4,5-6 saat) oldugundan, tPA tedavisinin inme
hastalarinda kullanimi1 kisitlidir (Datta ve ark., 2020; Powers, 2020).

Arterlerden trombozu ¢ikarmak i¢in cerrahi bir prosediir olan mekanik
trombektomi, yaygin olarak kullanilan bir baska reperfiizyon tedavisidir. Trombektomi,
inme sonrasi sakathigi azaltmada etkilidir, ancak etkinligi ve giivenligi inme
baslangicindan sonraki 8 saat i¢inde saglanabilmektedir (Shen ve ark., 2021).

Son zamanlarda yapilan klinik calismalarda, inme sirasinda kullanilan
noroprotektif ajanlarin etkisinin beklenen diizeyde olmadigi, terapotik araligi asan dozda
verildiginde beyin dokusuna daha fazla hasar verebilecek beyin kanamasi riskini arttirdigi
bildirilmistir. Noroproteksiyon ic¢in beynin kendi endojen koruyucu stratejilerini ortaya
¢ikarmanin 6nemli oldugu distinilmektedir (Fan ark., 2017). Bu nedenle, yeni endojen
noroprotektif stratejilerin, yani iskemik ardkosullanma ve uzak iskemik ardkosullanma
gibi yeni terapotik yaklasimlarin arastirilmasina ihtiyag duyulmustur (Burda ve ark.,

2006).

3.5. Kosullanma

Kosullanma, uzun siireli iskemi maruziyetini takiben bir dizi kisa iskemi (hipoksi)
ve reperfiizyon (reoksijenasyon) araliklarimin uygulanmasi olarak tanimlanir. Kalp ve
beyin gibi iskemiye kars1 yiiksek duyarlilifa sahip organlarda iskemik kosullanmalar

potansiyel terapotik uygulamalar olarak kabul edilmektedir (Vinten ve Shi, 2011).



Iskemik kosullanmalar iskemi Oncesinde, sirasinda ve reperfiizyon sonrasinda hiicre
o6limiinii azaltmaya yonelik beynin kendi endojen koruyuculugunu uyaran
yaklagimlardir. Iskemiden &nce uygulanirsa iskemik &nkosullanma (PreC),
reperfiizyonun baslangici esnasinda uygulanirsa iskemik ardkosullanma (PostC) olarak
tanimlanir. Bunlarin yan1 sira koruyucu uyart siddetli I/R hasarinin olusturdugu dokudan
uzaktaki bir bolgede (RePostC) bulunan doku veya organda olusturularak da tedavi
yontemi olarak kullanilabilir (Hausenloy ve Yellon, 2011). Non-invaziv bir yontem
oldugu i¢in koruyuculugunun gosterilmesi ve aract mekanizmalarin ortaya konulmasi

klinikte uygulanacak tedavilerin etkin kilinmasi i¢in olduk¢a 6nemlidir.
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Sekil 3. Kosullanma sekillerinin sematik gosterimi



3.5.1. Iskemik Ardkosullanma (PostC)

Iskemik ardkosullanma (PostC), beynin kendi endojen adaptif mekanizmalarin
harekete gegirerek serebral I/R hasarina karsi ndroproteksiyon saglayan reperfiizyon
asamasinda kan akisinin aralikli kesintisi ve yeniden saglanmasi olarak tanimlanir. PostC
zaman profilinin farkliligina gore hizli PostC ve gecikmis PostC olmak tizere ikiye ayrilir.
Hizl1 PostC, reperfiizyondan birkag saniye veya dakika sonra uygulanirken, gecikmis
PostC reperflizyondan birkag saat veya giin sonra uygulanmaktadir. PostC'nin
noroprotektif mekanizmalar1 tamamen aydinlatilmamis olsa da sinaptik sinyali
diizenleme, oksidatif stres ve inflamasyonu azaltma, mitokondriyal biitiinliigli koruma,
endoplazmik retikulum stresini inhibe etme, otofajiyi diizenleme, PI3K/Akt yolunu aktive
etme, apoptozu inhibe etme ve norovaskiiler {initeyi koruma gibi ¢esitli mekanizmalarla
etki gosterdigi tahmin edilmektedir (Fan ve ark., 2017).

Kalic1 distal orta serebral arter (OSA) okliizyonu ile birlikte gegici iki tarafli ortak
karotid arter okliizyonu (hCCAQ) olusturulan fokal serebral iskemi sican modelinde,
reperfiizyonun baslangicinda 30 saniyelik reperfiizyon 10 saniyelik iskemiden olusan, ii¢
dongii ile gerceklestirilen hizli iskemik PostC'nin, penumbradaki enfarktiis hacmini ve
apoptozu azalttigi bildirilmistir (Zhao ve ark., 2006). Hizli PostC'nin koruyucu etkileri,
fokal veya global serebral iskemi dahil olmak iizere bir¢cok serebral iskemi modelinde
dogrulanmistir. Iskemik PostC'nin hasarli beyni birgok agidan korudugu gésterilmistir.
Sadece nekroz alan, ndral 6liim, norolojik fonksiyon eksiklikleri, beyin 6demi ve KBB
bozulmasini azaltmak ve akut fazda serebral kan akisini stabilize etmekle kalmay1p, aynm
zamanda iskemi sonrasi iyilesme asamasinda ndrogenezi ve anjiyogenezi de
iyilestirmektedir (Esposito ve ark., 2015; Yu ve ark., 2015).

Hizli iskemik PostC ile kiyasla gecikmis iskemik PostC ile yapilan ¢aligmalarin

sayisi literatlirde sayica azdir. Buna ragmen bir ¢calismada OSA ile birlikte uygulanan



gecici bCCAO modelinde, reperfiizyondan 3 saat veya 6 saat sonra uygulanan ipsilateral
kamon karotid arterin (CCA) 15 dakikalik okliizyon 15 dakikalik reperfiizyon (6 dongiilii)
ile gecikmis PostC'nin, reperflizyondan sonraki 2. giinde enfarktiis boyutunu azalttigini
ve ayn1 zamanda ndrolojik hasar1 anlamli sekilde azalttig1 kanitlanmistir. iskemiden 2 ay
sonrasina kadar devam eden iyilesmeler gecikmis iskemik PostC'nin uzun vadeli bir
noroprotektif etkiye sahip oldugunu gostermistir (Ren ve ark., 2008).

Arastirmacilar tarafindan yakin zamanda yapilan bir ¢alismada hizli iskemik
PostC'nin gecikmis PostC ile kombine edilmesinin, siganlarda gecici OSA okliizyonu ve
reperfiizyonun neden oldugu enfarkti, her iki yaklasimin tek basina uygulanmasina
kiyasla daha da azalttig1 ve hatta 6nledigi bildirilmistir (Wu ve ark., 2015).

Hem hizl1 PostC hem de gecikmeli PostC'nin koruyucu oldugu dogrulandigindan,
erken ve gecikmis iskemik PostC kombinasyonu, her iki iskemik PostC tipinden daha

giiclii ndroproteksiyon saglayabilir (Fan ve ark., 2017).

3.5.2. Iskemik Ardkosullanmanin Molekiiler Mekanizmalari

Serebral iskemi, glutamat eksitotoksisitesi, mitokondri disfonksiyonu, serbest
radikal reaksiyonlari, inflamasyon ve ¢oklu sinyal iletim yollar1 dahil olmak {izere
karmasik bir dizi siireci tetikler. Beyindeki noronal, glial hiicreler ve vaskiiler bilesenler
gibi hiicre tipleri bu siirece dahil olur. Bu karmasik siire¢ler ndronal nekroza, apoptoza,
beyin enfarktiisiine ve norolojik fonksiyonlarin bozulmasina yol agar. Tipki serebral
iskemideki karmasik hasar mekanizmalar1 gibi PostC'nin koruyucu mekanizmalar1 da
degisken ve i¢ ice ge¢mistir. PostC'nin noroprotektif mekanizmalar1 tam olarak
aydmnlatilmamis olsa da merkezi sinir sisteminde bir dizi molekiil ve sinyal yolunun
PostC'ye baglandigi rapor edilmistir (Fan ve ark., 2017). Sinaptik sinyallemenin

diizenlenmesi, oksidatif stres ve inflamasyonun zayiflamasi, mitokondriyal biitiinliigiin
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korunmasi, endoplazmik retikulum stresinin inhibisyonu, fosfoinozitid 3-kinaz/Akt
yolunun aktivasyonu, apoptozun inhibisyonu ve norovaskiiler {initenin korunmasi dahil
olmak {iizere PostC' nin ndroprotektif mekanizmalarina katkida bulunmak i¢in birden

fazla mekanizma tlizerinde durulmustur (Sun ve ark., 2018).

3.5.2.1. Mitokondri Bazli Mekanizmalar

Mitokondriyal fonksiyon bozuklugu serebral I/R hasarinin gergeklesmesinde
onemli bir rol oynar. Mitokondri i¢ zarinda mitokondriyal gecirgenlik gecis gdzeneginin
(MPTP) acilmast mitokondri hasarina neden olan kritik olaylardan biridir. Bu siireg,
membran potansiyelinin azalmasina, solunum zincirinin ayrilmasina, ROS asir1 tiretimine
ve sonugta noronal apoptoz veya nekroza neden olabilecek sitokrom c gibi proapoptotik
faktorlerin salinmasina yol acar (Wang ve ark., 2015). Daha once yapilan ¢alismalarda
iskemik PostC'nin, asir1 mitokondriyal ROS {iretimini, hacim olarak artisin1 ve membran
potansiyeli azalmasini ortadan kaldirarak koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir.
Mitokondriyal ATP'ye duyarli potasyum (MK*ATP) kanallarinin, reperflizyondan sonra
erken veya gecikmis fazda uygulanan kimyasal PostC, iskemik PostC ve RePostC dahil
olmak iizere farkli PostC formlarindan etkilendigi gosterilmistir (Liang ve ark., 2013).

MK*ATP kanallar1 mitokondrinin i¢ zarinda bulunur ve bunlarin agilmasi
mitokondriyal zar potansiyellerini depolarize edebilir, bu da mitokondriyal kalsiyum
yikiinii daha da azaltir ve mPTP agilmasini engeller. mK*ATP blokeri 5-
hidroksidekanoat, mPTP'nin PostC kaynakli kapanmasinin yani sira norolojik korumay1
da bloke edebilir. Bu nedenle mK*ATP kanallarini agarak mPTP agilmasinin
engellenmesi PostC'nin koruyuculugunda rol oynayan anahtar mekanizmalardan biridir

(Sun ve ark., 2012; Wang ve ark., 2015).

11



3.5.2.2. Otofajiye Dayah Mekanizmalar

Otofaji, fizyolojik kosullarda hiicre i¢i homeostazin korunmasina yardimer olan,
daha sonra yeniden kullanim i¢in hiicre i¢i makromolekiillerin veya organellerin
korunmasi igin hayati 6neme sahip bir hiicresel yoldur. Otofaji serebral I/R ile aktive
edilebilir, ancak rolii tartismali olmaya devam etmektedir. Yapilan son ¢alismalarda,
kalic1 ve gecici OSA okliizyonu modellerinde otofajinin rolleri arastirilmstir. flging bir
sekilde, otofajinin engellenmesi kalici iskemiye maruz kalan beyinleri korurken, I/R'nin
neden oldugu beyin hasarmni agirlastirdigi bildirilmisitr (Zhang ve ark., 2013). Otofaji
serebral I/R hasarinin iskemi fazinda ve sonraki reperfiizyon asamasinda farkli roller
oynar ve sagkalim/6liim arasinda “iki ucu keskin kili¢” olarak gorev alir. Kalici distal
OSA okliizyonu ile birlikte uygulanan gegici bCCAO modelinde, otofaji inhibisyonunun
iskemik PostC uygulamasi sonrasi noroproteksiyonu indiikleyebilecegini bildirmistir.
Yapilan baska bir calismada uzak iskemik PostC'nin, mitokondriyal hasara katkida
bulunabilecek AKT/GSK3p ve Bcl-2 yolu ile otofajiyi aktive ettigi raporlanmistir. Bu
caligmalar arasindaki tutarsizligin PostC'nin farkli iskemi yaralanma modellerine gore
otofaji ilizerinde muhtemel ¢ift yonli diizenleme etkilerinden kaynaklandig
distintilmektedir (Fan ve ark., 2017). Ancak, bu varsayimi dogrulamak i¢in daha fazla

arastirma yapilmasina ihtiyag vardir.

3.5.2.3. Antioksidan Mekanizmalar

Toksik serbest radikallerin asir1 birikmesi, ¢esitli sinyal yolaklari ile oksidatif
hasara yol agarak serebral iskemik hasarin ilerlemesine katkida bulunmaktadir. Bu
nedenle antioksidasyon iskemik inme icin potansiyel bir terapétik strateji kabul edilir.
Hizli veya gecikmeli PostC'nin, yetiskin siganlarda fokal serebral iskemi ve global beyin

iskemisi dahil olmak tiizere farkli serebral iskemi modellerinde siiperoksit dismutaz,
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glutatyon peroksidaz ve katalaz gibi antioksidan enzimlerin aktivitesini artirarak oksidatif
stresi ortadan kaldirdigr gosterilmistir (Li ve ark., 2016).

Ana transkripsiyon faktorii olarak niikleer faktor eritroidle iligkili faktér 2'nin
(Nrf2), serebral iskemide bir dizi antioksidan geni yukart dogru diizenleyerek
noroproteksiyona aracilik ettigi diisiiniilmektedir. Nrf2, antioksidan tepki elemanina
(ARE) baglanir ve hem-oksijenaz-1 (HO-1) ve kinon oksidorediiktaz-1 (NQO-1) gibi faz
IT detoksifiye edici antioksidan enzimlerin ARE aracili ekspresyonunu aktive eder.
Benzer bir sonug, RePostC modelinde de gosterilmistir. Bir ¢alismada uzak iskemik
PostC’nin, HO, NQO'1 ve Nrf2'nin ifadesini yukar1 dogru diizenledigi bildirilmistir.
Birlikte ele alindiginda bu bulgular, Akt/Nrf2 yolunun PostC'nin neden oldugu anti-

oksidatif etkide vazgegilmez bir rol oynayabilecegini gostermektedir (Fan ve ark., 2017).

3.5.2.4. Anti-inflamatuar Mekanizma

Inflamasyon akut iskemiyi takiben sekonder hasara ve daha fazla doku kaybina
yol agmaktadir. Yapilan g¢alismalarda hizli PostC'nin noéral koruyucu etkileri igin
inflamatuar mekanizmanin inhibisyonunun etkili oldugu gosterilmistir. Joo ve ark.
tarafindan yapilan bir c¢alismada, iskemik PostC'nin iskemik beyindeki mikroglia,
makrofaj, CD4 ve CD8 T hiicreleri ve B lenfosit sayisindaki artiglar1 6nemli 6lciide
ortadan kaldirdig: bildirilmistir. Baska bir ¢alismada da PostC'nin iskemik beyinde pro-
inflamatuar faktorleri IL-1B, IL-6, TNF-a, ICAM-1 ve iNOS'u asagi, antiinflamatuar
faktor TGF-B1'1 yukar regiile ettigini raporlamistir (Wang ve ark., 2016).

Toll- benzeri reseptorler (TLR), endojen veya eksojen inflamasyonda gorev alan
ana sinyal yolaklarindan biri olarak bilinmektedir. Bazi ¢alismalar, TLR2 ve TLR4'iin
serebral I/R tarafindan indiiklenen néroinflamasyona aracilik etmede kritik rol oynadigini

gostermistir. TLR2 veya TLR4-knockout farelerde, yabani farelere kiyasla serebral I/R
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hasarinin agirlastigi kanitlanmistir (Wang ve ark., 2016). Iyi bilinen pro-inflamatuar
transkripsiyon faktorlerinden NF-xB; IL-1B, IL-6, TNF-a, iNOS gibi proinflamatuar
genlerin transkripsiyonunu agiklayan TLR'lerin 6nemli bir sinyal yoludur ve normalde
sitoplazmada bulunur. NF-xB inhibitor proteini IkB, IRAK ailesi proteinleri tarafindan
fosforile edildiginde, NF-kB ortamdan salinir, ¢ekirdege gecer ve ardindan bir¢ok
proinflamatuar genin transkripsiyonunu tesvik eder. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda
PostC'nin TLR2, TLR4 ekspresyonunu ve NF-kB aktivasyonunu baskiladigi bildirilmistir
(Qi ve ark., 2016). Ayrica arastirmacilar tarafindan, iskemik PostC, TLR'lerden, IL-1
reseptorlerinden veya IL-18 reseptorlerinden gelen sinyalleri NF-kB'ye ileten IRAK4
ekspresyonunu inhibe ettigi bildirilmistir. Bu ¢alismalar, IL-1f, IL-6, TNF-a, iNOS ve
ICAM-1 ekspresyonunun PostC tarafindan inhibisyonunun en azindan kismen TLR2,
TLR4/IRAK4/NF-xB yolunu asagi diizenleyerek oldugunu gostermektedir (Wei ve ark.,

2015).

3.5.2.5. Anti-apoptoz Bazh Mekanizma

Noronlarda anti-apoptoz mekanizma, serebral I/R'u takiben penumbra hasarini
engellemekte 6nemli isleve sahiptir. Cok sayida ¢alisma PostC'nin anti-apoptoz etkisini
desteklemektedir. Hem hizli hem de gecikmeli PostC, boliinmiis Kaspaz-3, Kaspaz-6,
Kaspaz-9 ve Bax gibi pro-apoptoz proteinlerini asag1 dogru diizenleyerek, anti-apoptoz
protein olarak bilinen Bcl-2'yi yukar1 dogru diizenleyerek néronal apoptozu azaltabilir.
Ek olarak PostC daha once belirtildigi gibi oksidatif stresi, inflamasyonu ve
mitokondriyal disfonksiyonu inhibe ederek, endoplazmik retikulum stresini azaltarak,
sinaptik sinyallemeyi ve otofajiyi diizenleyerek, PI3K/Akt yolunu aktive ederek néronal

apoptozu dolayli olarak inhibe edebilir (Cheng ve ark., 2014; Liang ve ark., 2014).
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3.5.3. Uzak Iskemik Ardkosullanma (RePostC)

Klasik iskemik PostC giiclii bir ndroproteksiyon saglasa da, invaziv bir yontem
olarak klinikte uygulamasinin zorlugu nedeniyle kullanimi sinirhidir. Bu nedenle,
geleneksel iskemik PostC konseptini uzak iskemik PostC'ye ve kimyasal PostC'ye
genisletmek onu daha uygulanabilir hale getirir (Li ve ark., 2016). Beyin
reperfiizyonunun baslamasindan hemen sonra veya reperfiizyondan sadece birka¢ dakika
once bir distal arter bolgesine uygulanan birka¢ dakikalik I/R dongiileri tarafindan
indiiklenen RePostC beyni hasardan korumak icin ortaya ¢ikan bir kavramdir. Klinikte
RePostC, standart bir kol veya bacak tansiyon aleti mansonunun tekrarlayan
sisirme/sondiirme islemlerini ger¢eklestirerek uygulanan ve vital organlari I/R hasarindan
korumak igin oldukga etkili bir tedavi olusturan, son derece basit ve diisiik maliyetli bir
miidahaledir. Kolay erisilebilir ve non-invaziv bir yontem olmasi, akut iskemik inme gibi
iskemik temelli akut, subakut ve kronik norolojik hastaliklar dahil cesitli kosullarda
tedavi potansiyeline sahip oldugunu gostermistir (Hess ve ark., 2015). Yakin zamanda
yapilan bir c¢alismada, RePostC tedavisinin akut iskemik inmeli hastalarda ani
noroprotektif etkilere sahip oldugu bildirilmistir (Hougaard ve ark., 2014). RePostC’ nin
noroprotektif etkisi hiimoral, ndronal ve immiinolojik yolak olmak tizere 3 farkli yolak

ile saglanmaktadir (Dezfulian ve ark., 2013).
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Sekil 4. RePostC’nin koruyucu etkilerine aracilik eden olas1 mekanizmalar (Hess ve ark., 2013)

RePostC’nin hiimoral yolla koruyuculuk sagladigina iligkin iki temel mekanizma
one siiriilmektedir. Ilki, uzak bir organa uygulanan RePostC sonrasinda, bu bolgede
salman koruyucu molekiillerin dolasim sistemi aracilifiyla hedef organa tasindigi
diisiiniilmektedir. Tkincisi ise, RePostC uygulanan bir tavsandan alinan kanin baska bir
isleme tabi tutulmamis tavsana aktarilmasi durumunda, alici hayvanda da iskemik hasara
kars1 benzer bir koruyucu etkinin gézlemlenmis olmasidir (Hahn ve ark., 2011). Bu
koruyuculuga aracilik eden ve iskemik inme calismalari ile dogrulanmis hiimoral
faktorlerin; eritropoietin, adenosin Al reseptorii, HO-1 ve NOS oldugu bilinmektedir
(Dezfulian ve ark., 2013).

Noronal yolak araciligiyla saglanan koruyucu etkinin ¢esitli deneysel ¢alismalarla
desteklendigi bilinmektedir. Ornegin, afferent ndron iletimini engelleyen kapsaisin

uygulamasinin, siganlarda RePostC’nin serebral iskemiye kars1 sagladigi koruyuculugu
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ortadan kaldirdigi gosterilmistir (Malhotra ve ark., 2011). Benzer sekilde, OSA
okliizyonu uygulanan siganlarda, RePostC’nin néroprotektif etkisinin ganglion blokdrii
heksametonyum ile baskilanabildigi rapor edilmistir. Ayrica, vagal preganglionik
noronlarin ndronal sinyal iletiminde merkezi bir rol tistlendigi ve parasempatik efferent
noronlarin aktivasyonunun iskemiye karsi koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir. Vagal
sinir stimiilasyonunun serebral nekroz alanini azaltmasi, bu sinirlerin RePostC
araciligryla gerceklesen koruyucu mekanizmadaki katkisini ortaya koymaktadir (Sun ve
ark., 2012).

Immiinolojik yolak acisindan degerlendirildiginde, uzak organlarda iskemiye
maruz birakilan saglikli bireylerde, pro-inflamatuar gen ekspresyonunda azalma,
antienflamatuar genlerde ise artis gdzlenmistir. Ayrica nétrofil aktivitesinin baskilandigi
bildirilmistir. Sicanlarda, RePostC uygulamasini takiben periferik kanda CD3*/CD8* T
hiicreleri ile CD3*/CD161a" dogal dldiiriicii T hiicre oranlarinda azalma, buna karsilik
CD43*/CD172a" nonenflamatuar monositler ve B lenfosit oranlarinda artis tespit
edilmistir. Bu immiinolojik yanit degisikliklerinin ndrolojik fonksiyonlardaki iyilesme ile

iliskili oldugu belirtilmistir (Liu ve ark., 2016).
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Tablo 1.Serebral I/R hasarinda hizli PostC ve gecikmeli PostC’nin ndroprotektif etkisinde rol

oynayan ana mekanizmalar (Fan ve ark., 2017).

Mekanizmalar PostC RePostC
Hizh Gecikmeli Hizh Gecikmeli
Glutamat - p
metanolizmasinin J

diizenlenmesi

Anti-inflamasyon

Mitokondriyal
hasarin
inhibisyonu
Otofajinin
diizenlenmesi

Anti-oksidasyon

PI3K/AKkt yolunun
aktivasyonu

LS £ S < < L
LS S S <«

Anti-apoptoz

3.6. Hiicre Oliimii

Hiicre 6limt, fizyolojik olaylar1 kontrol etmek, organ boyutunu ve islevini
korumak i¢in gerekli olan diizenlenmis homeostatik mekanizmadir. Hiicre 6liimiiniin
fizyolojik mekanizmalar1 hiicre sayisini kontrol etmek ve enfekte, mutasyona ugramis
veya hasarli hiicreleri ortadan kaldirmak i¢in savunma stratejisi olarak kullanilir (Fricker
ve ark., 2018).

Iskemik inme meydana geldiginde, néronal dokular hipoperfiize olarak oksijen ve
glukozun ilgili bolgede tiikkenmesine neden olur. Bu durum, hiicrenin hayatta kalmasi i¢in
gerekli olan enerjiye bagli siireglerin olumsuz etkilenmesine sebebiyet verir (Sekerdag
ve ark., 2018). Cekirdek iskemik bolge iginde ATP, oksijen ve glikozun yoksunlugu

siddetli ayn1 zamanda geri doniislimsiizdiir. Bu nedenle nekroza neden olur. Penumbrada
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ise bu tilkenme hiicresel fizyolojik isleyisi engeller, ancak geri doniisii olmayan bir
degisime neden olmaz. Penumbra i¢indeki hiicreler apoptoz ve otofagositoza ugrar.

Zar lipitleri, proteinler ve niikleik asit molekiilleri I/R hasarina karsi en duyarli
olan hiicresel yapilardir. I/R sonucunda olusan serbest radikaller hiicre zar1 hasarina,
proteinlerin fragmantasyonuna ve modifikasyonuna neden olarak proteinlerde proteolitik
degradasyona ve lipid peroksidasyonuna yol agarlar. Lipid peroksidasyonun aldehit
arinleri de proteinlere ve DNA’ya kovalan bigimde baglanarak onlarin islevlerinde
degisiklige ve tiim bunlarin sonucunda da hiicrelerin 6liimiine neden olurlar (Bayram,
2014; Senol ve Tungtan, 2016). Ayrica, hiicresel enerji tiikkenmesini ve apoptozu
siddetlendiren mitokondriyal membran biitiinliigiiniin bozulmasina yol acar. Membran
iyon pompasinin fonksiyonu kaybetmesi ve KBB bozulmasi sitotoksik 6demle
sonuclanir. Bu zararh etkileri telafi etmek i¢in, uyarict ndrotransmiterlerden glutamat ve
aspartat asir1 salgilanir. Bunlar a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolepropiyonik asit
(AMPA), N-metil-D-aspartat (NMDA) ve kinat reseptorleri araciligiyla etki eder ve
eksitotoksisite ile sonuglanan Na* ve Ca?* iyonlarinin akisim arttirir. Eksitotoksisite,
oksidatif ve nitrozatif stresle birlikte, hiicresel hasarda yer alan sinyal yollarini acar (Datta
ve ark., 2020).

Hiicre o6liimiiniin tipi iskeminin siiresi, aerobik derece ve rezidiiel kan akisi ile
iligkili olabilmektedir. Orta derecede serebral I/R hasari hiicrede otofaji gibi hayatta
kalma sistemlerini aktive edebilirken, ciddi hasar esas olarak apoptotik ve nekrotik 6lim
yolaklarini aktive etmektedir (Zhang ve ark., 2022). Su anda iskemik inmede néronal
6liimde ¢oklu hiicreli 6liim yollarinin rol oynadigina inanilmaktadir; ancak, bu baglamda
bir veya daha fazla yolun 6zel bir dneme sahip olup olmadigi hala belirsizligini

korumaktadir.
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3.6.1. Apoptoz

I/R, hiicre hasarina ve 6liimiine yol agan ROS asir1 atis1, endotelyal mediyatorlerin
salimimi, l6kosit aktivasyonu gibi bir dizi siireci baglatan apoptotik olaylar indiikler.
Apoptoz, digsal 6liim reseptorii aracili (ekstrinsik) veya mitokondri bagimli (intrinsik)
yolun aktivasyonundan kaynaklanir. Digsal yolun aktif olmasi durumunda, plazma
membrani, hiicre i¢i ve hiicre dis1 ortam arasinda "iletisim i¢in anahtar panosu" olarak
islev goriir ve plazma membrani lizerinde ifade edilen 6liim reseptorleri apoptotik olaylari
baslatir. I¢sel mekanizmalar mitokondri ile ilgili olaylara baghdir ve mitokondride
bulunan hem anti-apoptotik hem de pro-apoptotik iiyeleri iceren Bcl-2 protein ailesi

tarafindan diizenlenir (Kalogeris ve ark., 2012).

Morfolojik olarak apoptozda hiicre biiziiliir ve piknotik hale gelir. Bu siireci DNA
parcalanmasi, kromatin yogunlasmasi ve sitoplazmanin hiicre zarina baski uygulamasi
takip eder. Plazma zarimin yirtilmasini, ¢ekirdegin par¢alanmasina neden olan kosullar
izler. Ayrica bu durum hiicrelerin ¢evre dokularindan ayrilmasina ve sikica paketlenmis
organellerle gomiili sitoplazma ile hiicre fragmanlarina ayrilmasina neden olur. Daha
sonra, apoptotik cisimler olarak adlandirilan bu kompakt cisimler tomurcuk benzeri
yapilar olusturur. Hiicre zarindan salinan fosfatidilserin, makrofaj ve parankima gibi bazi
hiicreleri, daha fazla bozunma i¢in fagositize etmek ve sekonder nekrozu 6nlemek i¢in

arttirir (Obeng, 2021).

3.6.1.1. Ekstrinsik (Dissal) Yolak

Ekstrinsik apoptozda, hiicre dis1 sinyaller plazma zar1 tizerindeki 6liim reseptorleri
tarafindan taninir ve 6liimii indiikler (Ketelut ve Fitzgerald, 2022). Ekstrinsik apoptotik

yolak, TNF-a, FasL ve TRAIL dahil olmak iizere ligandlarin ve hiicre yiizeyinde karsilik
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gelen 6liim reseptorlerinin (sirastyla TNF-a reseptorii 1, Fas/CD95/APO1 ve TRAIL-R)
kombinasyonu ile tetiklenir. Iskemik inme durumunda reseptdr, prokaspaz-8' e
baglanarak bir kompleks olusturan 6liim alani1 adaptor proteinleri (Fas ile iliskili 6lim
alan1 proteini (FADD) ve tiimor nekroz faktorii reseptorii tip-1-iligkili 6lim alanim
(TRADD)) aktive eder. Bu kompleks, cesitli zarar veren siirecleri indiikler ve sonunda
kaspaz-8' in aktivasyonuna yol agar. Bir kez aktive edildikten sonra, kaspaz-8, dogrudan
proteolitik boliinme yoluyla veya dolayli olarak BH3-etkilesen bolgeyi (BID) apoptotik
olarak mitokondriye bagli yolak ile hiicre 6liimiine yol agar. Ayrica, iskemik hasar
sirasinda noronlar ve glial hiicreler TNF-a salgilar, Fas mRNA ve protein seviyelerini
arttirir. Bunlar dissal apoptotik yol i¢in uyaranlar olarak iglev gorebilir ve nihayetinde

noronal 6liime neden olur (Datta ve ark., 2020; Qin ve ark., 2022).

3.6.1.2. instrinsik Yolak

Intrinsik yolak mitokondri bagimlidir; Bax gibi pro-apoptotik ve Bcl-2 gibi anti-
apoptotik proteinler apoptotik diizenleyiciler olarak gorev alir. Mitokondriyal fonksiyonu
bozan I/R, ultraviyole, radyasyon, proteolitik olaylar gibi apoptotik uyaranlar agir1 ROS
iiretimine yol acar. Ayrica ROS miktar1 mitokondri tarafindan enerji metabolizmasinin
dogal bir sonucu olarak da ortamda artar. Iskemik ortamin reperfiizyonu iizerine, ROS
hiicresel ortama dahil edilir ve i¢sel apoptotik yolu aktive eder.

Mitokondriyal disfonksiyon, I/R sirasindaki asirt Ca®* artisindan ve enerji
tilkenmesinden kaynaklanir. Mitokondriyal Ca?" asir1 artis1 ve enerji tilkenmesine yol
acan patolojik uyaranlar, mMPTP agilmasini etkinlestiren olaylar1 baglatir. Bu eylem, pro-
apoptotik bir sitosolik protein olan Bax'in dis mitokondriyal membrana translokasyonuna
ve multimerizasyonuna neden olur (Voss ve Strasser, 2020). Fizyolojik olarak bir anti-

apoptotik protein olan Bcl-2, dis mitokondriyal membranda lokalize olur, membran
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biitiinliiglini ve sitokrom saliminin diizenlenmesinde gorev alir. Bax, gdzenek olusumu
veya Bcl-2 ile birlesme yoluyla, kaspazdan bagimsiz niikleer bozunmayla baglantili olan
apoptoz indiikleyici faktdr sitokrom ve apoptoz indiikleyici faktoriin (AIF) akisinm
baglatir. Prokaspaz-9'a baglanan bir adaptor protein olan Apaf-1'in oligomerizasyonunu
indiiklenir. Sitosolik Apaf-1, dATP ve kaspaz-9'u aktive eden ve bunun sonucunda
Kaspaz-3'iin agag1 yonde diizenlenmesini aktive eder apoptozomu olusturur. AIF'in neden
oldugu DNA hasarina yanit olarak, tiimdr baskilayici protein olan p53, hiicre dongiisiiniin

durdurulmasina ve hiicre 6liimiine aracilik eder (Ketelut ve Fitzgerald, 2022).
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Sekil 5. Apoptoz yolaginin sematik gosterimi (Ketelut ve Fitzgerald, 2022)

3.6.1.3. Apoptotik Proteaz Aktive Edici Faktor-1

Apoptotik proteaz aktive edici faktor-1 (Apaf-1), sitokrom ¢ saliniminin ardindan
oligomerleserek apoptozom adi verilen biiyiik bir kompleks olusturan ve mitokondriyal

yolaktaki apoptoz siirecinde kritik rol oynayan bir molekiildiir (Shakeri ve ark., 2017).
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DNA hasari, UV ve y-1sinlama, ROS ve diger hiicre i¢i stres sinyalleri, BCL-2 protein
ailesi araciligiyla diizenlenen mitokondriden sitokrom ¢ salinimina yol agar. Bu siireg
apoptozun i¢sel yolunu baslatan ilk adimidir. Sitozolik sitokrom c, Apaf-1 proteinine
baglanarak kapali otomatik inhibe konformasyonunu cozer. ATP ile sitokrom c
baglanmasina ve ADP degisimine yanit olarak, Apaf-1 bir heptamerikkuaterner yapi
olusturur ve boylece inaktif prokaspaz-9 molekiillerini aktive eder. Apoptozom olarak
bilinen bu mega kompleks hiicre 6liimiiyle sonuglanan apoptoz siirecine neden olur (De
Zio ve ark., 2015).

Apaf-1'in yukar1 regiilasyonu, artmis noronal hiicre 6liimii, yani nérodejeneratif
hastaliklar ile iliskili patolojilerde yaygin bir fenomen olarak ortaya ¢ikmamistir. Apaf-
I'in igsel apoptotik yolun aktivasyonunda merkezi bir molekiil oldugu gbéz Oniine
alindiginda, Apaf-1'in asag1 diizenlenmesi kaginilmaz olarak kanser ve nérodejeneratif
bozukluklar da dahil olmak {izere cesitli hastaliklarla baglantilidir. Bu nedenle, Apaf-1
fonksiyonunun ve diizenlemesinin ayrintili olarak anlagilmasi, bu kosullara yonelik daha

iyi tedaviler tasarlamak i¢in esastir (Shakeri ve ark., 2021).

3.6.2. Nekroptoz

Nekroptoz, hiicre zar1 bozulmasiyla karakterize edilen diizenlenmis bir nekroz
olarak tanimlanan hiicre 6lim tiirtidiir (Hribljan ve ark., 2019). 2000'li y1llarin baslarindan
bu yana yapilan ¢aligmalarda nekroptoz olarak bilinen nekrotik programlanmis hiicre
0lim yoluna memelilerin ve daha yiiksek omurgalilarin genomlarinda kodlanmig RIPK1,
RIPK3 ve MLKL'nin aracilik ettigi gosterilmistir (Yuan ve Ofengeim, 2023).

Nekroptoz, aktif kaspaz-8 yoklugunda RIPK1 tarafindan RIPK3 aktivasyonuna
yol agan 6liim reseptorleri (Fas/FasL), Toll benzeri reseptorler (TLR4 ve TLR3), tip I

interferon (IFN-I) ve TNFa’nin aktivasyonuyla tetiklenir. Bu aktivasyon NFxB' ya baglh
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proinflamatuar ve prosurvival sinyallerin olugsmasina neden olur. Aktive edilmis RIPK1,
nekrozom adi verilen bolgede RIPK3'e baglanir ve burada karsilikli oto ve trans
fosforilasyona ugrar. Fosforile edilmis RIPK3, MLKL'ye baglanir ve onun fosforilasyona
ugramasina neden olur. Boylece MLKL oligomerleri olusur; bu oligomerler plazma
membranina giderek membranda spesifik fosfatidilinositol fosfat tiirlerine baglanir ve
dolayistyla plazma membrani gecirgenligini tetikler. Bu siire¢ nekroptoz adi verilen hiicre

oliimii ile tamamlanir (Bertheloot ve ark., 2021).

l Deubikiitinizasyon

@ [ @ —

Sekil 6. Nekroptoz yolaginin sematik gosterimi (Datta ve ark., 2020)

3.6.2.1. RIPK3

RIPK3 serin/treonin kinaz aktivitesini ve MLKL'nin fosforilasyonunu tetikleyen,
protein iceren RIP homotipik etkilesim motifi (RHIM) yoluyla RIPK3

oligomerizasyonudur. Ornegin, TNFR1 (RIPK1), TLR3, TLR4 (TRIF) ve DAIlnin
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kendisinin sinyal bilesenlerini iceren RHIM, nekroptotik 6limii tetiklemek i¢in RIPK3
ile RHIM-RHIM etkilesimleri olusturabilir. Benzer sekilde, RIPK3'lin yapay
dimerizasyonu/oligomerizasyonu, herhangi bir yukar1 akis sinyali olmadiginda
MLKL'nin aktivasyonuna ve alimina neden olmak i¢in dogrudan yeterlidir (Murphy ve
Vince, 2015).

RIPK1 ve RIPK3 RHIM'lerin etkilesimi, biiylik bir amiloid benzeri nekrozom
sinyal platformunun  olusumunu indiikkler. Son c¢alismalar, RIPKI-RIPK3
heterodimerlerinin nekroptozu tetiklemek igin yeterli olmadigint ve bunun yerine
nekrozom kompleksi i¢inde RIPK3 homooligomer olusumunun RIPK3 aktivasyonu,
intramolekiiler RIPK3 fosforilasyon ve MLKL alimi igin gerekli oldugunu
gostermektedir. Bu model, in vivo RIPKI'in silinmesinin RIPK3-MLKL kaynakli
nekroptozu tetikleyebilecegini gosteren son genetik ¢aligmalara uyar. Ciinkii RIPK1
kayb1 RIPK3 oligomerizasyon egilimini artirabilir. Aktif RIPK3 fosforilatlart MLKL
uyararak MLKL'nin fosfolipid membranlariyla iliskisine ve bozulmasina izin verir.
RIPK3 kinaz aktivitesini ¢esitli inhibitorlerle hedeflemek, nekroptotik kaynaklh

hastaliklarin tedavisi i¢in bir strateji olabilir (Newton ve ark., 2014).

3.6.3. Piroptoz

Proinflamatuar programlanmis hiicre Oliimiinii tanimlamak i¢in arastirmacilar
Yunanca piro (ates) ve ptoz (to-sis, dliisme) anlamina gelen piroptoz terimini
kullanmiglardir. Piroptoz enfeksiyon ve stresle iliski sinyallere karsit fizyolojik
sistemlerin savunmasi i¢in kritik dneme sahiptir (Yu ve ark., 2021).

Piroptoz i¢in iki ana yol vardir: kanonik ve nonkanonik piroptoz. Her iki yol da
Gasdermin D’yi (GsdmD) asag1 akis efektorii olarak kullanir. Kanonik yol, hem patojenle

iligkili molekiiler kaliplar1 (PAMP'ler) hem de hasarla iliskili molekiiler kaliplar
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(DAMP'ler) ve son zamanlarda homeostaz degistiren molekiiler 6zellikler (HAMP'ler)
olarak adlandirilan sitoplazmik bozukluklari ile tetiklenir. PAMP'ler ve DAMP'ler hiicre
icinde sitoplazmik Orilintli tanima reseptorleri tarafindan taninir ve bunlarin aktivasyonu
piroptozu gergeklestirmek iizere inflamazom kompleksini bir araya getirir. Buna karsilik,
HAMP'larin taninmasi, sitoplazmik homeostazi bozan molekiiler siireglerin, drnegin
pyrin inflamazomunun fosforilasyonunun tespit edilmesi yoluyla gergeklesir (Oladapo ve
ark., 2024). Genel olarak, bir PAMP veya DAMP'm baglanmasindan sonra, Oriintii
tanima reseptorleri (PRR) apoptozla iliskili benek benzeri protein (ASC) ile etkilesime
girer ve aktive eder, bu protein daha sonra oligomerlesir ve pro-kaspaz 1'e baglanmak
i¢in kaspaz aktivasyon ve ise alim alanin1 (CARD) kullanir. PRR'ler, ASC ve Pro-kaspaz
I'in baglanma kompleksi inflamazom olarak adlandirilir. CARD-CARD etkilesimi,
GsdmD ve pro-1L-1p/IL-18" aktif formlarina ayirmak i¢in pro-kaspaz 1'in aktivasyonunu
tetikleyerek piroptozu baslatir. (Liu et ve ark., 2016). Nonkanonik yolak, Gram-negatif
bakterilerin hiicre i¢i lipopolisakkaritleri (LPS) ile tetiklenir. LPS, CARD'a baglanarak
Pro-kaspaz 11'i (insanlarda Pro-kaspaz 4/5) dogrudan aktive eder, bu da kaspazin
oligomerizasyonu ve otoproteoliziyle sonuclanir. Kaspaz 1'e benzer sekilde, aktif Kaspaz
11, GsdmD-N ve GsdmD-C'yi ayirmak i¢in GsdmD'nin baglayict bolgesini keserek
piroptozu baslatir (K. Wang ve ark., 2020). Nonkanonik yolak, NOD benzeri reseptor
ailesi pyrin domain iceren 3 (NLRP3) araciligiyla kanonik yolakla ¢apraz bag kurar, bu
da pro-IL-1B/IL-18'i parcalamak i¢in kaspaz 1'i aktive ederek enflamasyonu tesvik eder.
Bu olaylar toplu olarak, membran bozulmasiyla hiicre 6liimii ve GsdmD-N porlar
yoluyla sitokinlerin salinmasi gibi asagi1 yonlii etkileri tetikler (Burdette ve ark., 2021).

Caligmalar son zamanlarda piroptozun inme sonrasi néroinflamasyona aracilik ettigini ve
potansiyel terapotik hedefler olarak piroptozla ilgili yollar1 6nerdigini gostermistir (Long

ve ark., 2023).
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Sekil 7. Piroptoz Yolaginin Sematik Gosterimi (Burdette ve ark., 2021)

3.6.3.1. Gasdermin D

2015 yilinda yaymlanan bir ¢alismada Gsdm kaynakli gbzenek olusumu ile
karakterize edilen piroptoza aracilik eden Gsdm protein ailesinin merkezi roliinii ortaya
¢ikardi. Bu protein ailesi, insanlarda GsdmA, B, C, D, E (DFNADS olarak da bilinir) ve
DFNB59'u igerirken, farelerde GsdmA (1-3 izoformlu), C (1-4 izoformlu), D, E ve
DFNB59'u igerir. Bu evrimsel olarak korunmus Gsdm proteinleri arasinda, GsdmD ve
GsdmE, piroptozun temel mekanizmalarini aydinlatan, en kapsamli olarak ¢aligilan
uygulayici proteinler olarak ortaya ¢ikmistir (Rao ve ark., 2022).

Gasderminler genellikle N-terminal gbézenek olusturan ve C-terminal inhibitor
alanlar arasindaki yakin etkilesimler yoluyla hareketsizliklerini korurlar. Gasderminlerin
aktivasyonu, litik veya litik olmayan kaspaslar1 veya granzimleri igeren eksojen veya
endojen faktorler tarafindan konakgi stimiilasyonunun bir sonucu olan proteolitik

boliinme yoluyla baglatilir (J. Yan ve ark., 2021). GsdmD tiim enflamatuar kaspazlarin
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(kaspaz-1 ve kaspaz-4/5/11) ortak substratidir. Bu aktif kaspazlar, N-terminal ve C-
terminal alanlar1 arasinda GsdmD'yi keser. GsdmD'nin N-terminal alan1 (GsdmD-N)
piroptoz indiikleyen aktiviteye sahiptir ve IL-1p ve 1L-18 sekresyonunda belirleyici bir
rol oynar. GsdmD'nin C-terminal (GsdmD-C) etki alani bu islevlere sahip degildir, ancak
hiicreler GsdmD'yi inaktive durumda tutmak i¢in sessiz bir durumda oldugunda N-
terminal etki alanini inhibe eder (Dong ve ark., 2018). Daha sonra, pargalanmig N-
terminal gozenek olusturan fragman, plazma membrani igindeki fosfolipitlere ve
kardiyolipine baglanarak oligomerizasyona ve c¢ap1 10 ila 20 nm arasinda degisen biiyiik

6liime neden olan g6zeneklerin olusumuna yol agar (Zahid ve ark., 2021).

3.6.4. PANoptoz

Uzun yillar boyunca hiicre 6liim yollarinin ¢ok az veya hi¢ Ortiisme olmadan
paralel olarak islev gordiigli diisiniilmiistiir. Ancak su anda “P”iroptoz, “A”poptoz ve
“N”ekroptoz’un (PANoptoz) arasinda karmasik bir molekiiler ag oldugu ve birbirini
capraz diizenleyebilecegini gosteren ¢alismalar mevcuttur (Bertheloot ve ark., 2021).
PANoptoz, diger hiicre 6liim tiirlerinden bilesenleri entegre ederek bir araya getirilen ¢cok
yonlii PANoptozom komplekslerinin aracilik ettigi, piroptoz, apoptoz ve nekroptoz
arasindaki etkilesimleri i¢eren nispeten yeni bir hiicre 6liimii modelidir. (Sun ve ark.,
2024). In vivo ve in vitro ¢alismalardan elde edilen bulgular, piroptoz, apoptozun ve
nekroptozun serebral I/R hasarinda ayn1 anda meydana geldigini géstermektedir (Yan ve
ark., 2022).

Apoptoz ve nekroptoz aynm1 mekanizmalar tarafindan tetiklenebildiginden,
nekroptozun hiicre giivenligini saglamak icin bir “yedek mekanizma” olarak gelistigine
inanilmaktadir. Apoptotik ve nekroptotik yollarin aracisi olarak Kaspaz-8, farkli hiicre

Olumi tiirleri arasindaki baglantiyr saglayan molekiillerden biri olarak bilinmektedir.
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Kaspaz-8 sadece apoptozu diizenlemekle kalmaz ayn1 zamanda nekroptoz i¢in de Kritik
bir bilesenidir. Oliim reseptdriiniin aktivitesinin azalmasi ile birlikte Kaspaz-8'in
aktivasyonu apoptozu tetikler, Kaspaz-8'in yoklugu veya farmakolojik blokaji nekroptozu
tetikler. Ilging bir sekilde, Kaspaz-8 nekroptoz stabilizasyonunda rol oynuyor gibi
goriinse de nekroptozu dnlemek i¢in proteolitik aktivitesi gereklidir. Bu nedenle, kaspaz-
8, hem apoptoz hem de nekroptoz igin oldukg¢a 6nemlidir (Fritsch ve ark., 2019; Newton
ve ark., 2019).

Son yillarda yapilan calismalarda Kaspaz-8'in GsdmD'yi dogrudan bolerek
NLRP3 aktivasyonunu tesvik ettigini, boylece piroptoza yol actig1 ve inflamasyona kars1
koruma sagladig1 gosterilmistir. Kaspaz-8, RIPK3 kinaz ve MLKL nin aktiflesmesi igin
gereklidir. Aktif MLKL, GsdmD'ye benzer sekilde membran biitiinliigii kaybina neden
oldugundan, MLKL'ye bagli K™ akisi NLRP3 aktivasyonunu tetikler (Demarco ve ark.,
2020).

Bilindigi gibi, Kaspaz-1'in aktivasyonu, GsdmD'nin aracilik ettigi bir siire¢ olan
piroptozu tetikler. Calismalar, Kaspaz-1'in BID/Kaspaz-9/Kaspaz-3 ekseni veya diger
yollar araciligiyla GsdmD eksikligi olan hiicrelerde apoptozu indiikledigini bulmustur
(Zhu ve ark., 2023). Piroptotik Kaspaz-1'in GsdmD yoklugunda apoptotik Kaspaz-3'in
boliinmesini indiikleyerek apoptotik yolu da aktive edebilecegi raporlanmistir (Wang ve

Kanneganti, 2021).
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Sekil 8. PANoptoz Yolaginin Sematik Gosterimi (Huang ve., 2025)

3.6.4.1. Z-DNA Baglayic1 Protein 1

Z-DNA baglayici protein 1 (ZBP1), inflamasyon ve hiicre 6limii yollarinin kritik
bir aracisi olarak islev goren sitozolik bir niikkleik asit sensoriidiir. Noroinflamasyon,
DAMP'lara yanit olarak ortaya ¢ikabileceginden, ZBP1 inme sonrasi néroinflamasyonda
rol oynayabilir (Mutoh ve ark., 2023). ZBP1'in aktivasyonu, hiicre oliimii sinyal
iskeleleri olusturmak i¢in RIPK3 ve Kaspaz-8 alimi ile etkilesimini kolaylastirir. Bu
ZBP1-RIPK3-Kaspaz-8 kompleksi PANoptozun aktivasyonunu yonlendirir (Cui ve ark.,

2025).

3.6.4.2. Doniisiim Biiyiime Faktorii-beta Aktive Kinaz 1

Doniistim biiyiime faktorii-beta aktive kinaz 1 (TAK1), farkli i¢ ve dis uyaranlara
yanit verebilen ve enflamatuar ve bagisiklik tepkilerine katilabilen serin/treonin protein

kinaz ailesinin bir iiyesidir. Ortaya ¢ikan kanitlar, TAK1'in apoptoz, nekroptoz, piroptoz
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ve PANoptoz dahil olmak iizere diizenlenmis hiicre 6liim yollarinin kesismesinde 6nemli
bir diizenleyici oldugunu gostermektedir (Huang ve ark., 2025). TAKL, hiicre i¢i sinyal
iletiminde kritik rol oynayan bir kinaz olup, 6zellikle NF-kB ve MAPK yolaklarinin
aktivasyonunda gorev almaktadir. Buna ek olarak, DNA hasari, hipoksi gibi bazi stres
kosullarinin TAK1'1 aktive ettigi gosterilmistir (Dai ve ark., 2012; Schuman ve ark.,

2009).

Fosforile TAK1 (p-TAK1), IkB kinaz (IKK) kompleksini tetikleyerek NF-xB
yolunun aktivasyonunu baslatir ve bu da anti-apoptotik proteinleri diizenler (Greten ve

Karin, 2004).

3.6.5. Ferroptoz

Ferroptoz, demir bagimli membran lipid peroksidasyonu ile karakterize hiicre
6liim mekanizmasidir. Bu siiregte ferroptozu indiikleyen faktorler, farkli mekanizmalarla
dogrudan veya dolayli olarak glutatyon peroksidazi etkileyerek antioksidan kapasitesinin
azalmasina, hiicrelerde ROS birikmesine neden olur ve sonugta oksidatif hiicre 6liimiine
neden olur. Giincel arastirmalar ferroptozun tiimoérler, sinir sistemi hastaliklari,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve I/R hasari gibi bir¢ok hastaligin patofizyolojik siiregleri ile
yakindan iligkili oldugunu ortaya koymustur (Dixon ve Olzmann, 2024).

Morfolojik olarak ferroptozda plazma zar1 biitiinliigiinti kaybeder, sitoplazma ve
sitoplazmik organeller siser ve kromatinler kisalip kalinlasir. Ferroptoz siirecinde ayrica,
hiicrelerde sekil degisikligi olarak dekolman ve yuvarlaklasma gozlenirken, otofagozom
sayisinda da artis meydana gelmektedir. Ultrayapisal diizeyde, ferroptotik hiicreler
genellikle artan hacim ve membran yogunlugu, azaltilmig veya eksik krista ve dig zarin

yirtilmast gibi mitokondride belirgin anormallikler gosterir (Riegman ve ark., 2020).
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Ferroptoz ile iligkili mekanizmalar karmagiktir ve demir, amino asit, lipid metabolizmasi

olmak tizere li¢ faktor lizerinden arastirilir (Tang ve ark., 2021).

1- Demir Metabolizmasi
Demirin ferroptozda birden fazla mekanizma ile rol oynadigi diisliniilmektedir.

Demir seviyelerinin asir1 artisi, Fe?"'

nin Fenton reaksiyonu ile lipid ROS {iretmesine
neden olarak ferroptozu tetikler. Ayrica, Fe?*, fosfolipid peroksitlerin biyosentezi igin
temel enzimler olan LOX ve P450'erin kofaktoriidiir. Fe?*'nin bu iki fonksiyonu da
ferroptozun baslangici i¢in kritik 6neme sahiptir (Stockwell ve Jiang, 2020; Toyokuni ve
ark., 2017).

2- Amino Asit Metabolizmasi

Amino asit metabolizmasi ferroptoz ile yakindan iliskilidir. Cogu durumda, sistein
alimi, Glutatyon (GSH) sentezlemek ve Glutatyon peroksidaz 4’iin (GPX4) antioksidan
aktivitesini korumak icin hiicre i¢i ortamda islev goren sistin/glutamat antiporterler
(sistem xc-) araciligiyla gergeklesir (She ve ark., 2020). Sistem xc- antiporter, glutamat
karsiliginda sistini hiicre i¢ine alir. Sitozolde sistin hizla sisteine indirgenir. Sistein,
GSH'yi sentezlemek i¢in kullanilabilir. GSH, toksik fosfolipid peroksitleri (L-OOH) iyi
huylu lipid alkollere (L-OH) doniistiirebilen bir enzim olan GPX4 i¢in kofaktordiir.
GPX4'e paralel olarak, oksidorediiktaz Ferroptoz baskilayici protein-1 (FSP1), radikal
yakalama antioksidanlarin indirgenmis formunu yenilemek i¢in NADPH kullanir ve bu
da fosfolipid peroksil radikallerine (LOO¢) elektron bagislayarak lipid peroksidasyon
stirecini sonlandirir (Dixon ve Olzmann, 2024).

3- Lipid Peroksidasyonu

Coklu doymamus yag asitleri (PUFA’lar), lipid peroksidasyonuna kars1 duyarlidir

ve ferroptoz siirecinin temel bilesenlerinden biri olarak kabul edilir. Serbest PUFA'lar
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sentetik lipid sinyal iletim ortaminin substratidir, ancak membran fosfolipitlerine
esterlestirilmeleri ve ferroptoz sinyalini iletmeleri i¢in oksitlenmeleri gerekir. Calismalar,
aragidonik asit (AA) veya tiirev adrenalin igeren fosfatidiletanolaminin (PE), hiicrelerde
ferroptozu indiikleyen anahtar fosfolipid oldugunu géstermistir (Li ve ark., 2020). ilk
olarak, PUFA'lar membran fosfolipidleri, 6zellikle fosfatidiletanolamin (PE) ile
esterifikasyon reaksiyonuna girer. Esterifikasyon reaksiyonu, Uzun zincirli agil-koenzim
A (CoA) sentaz 4 (ACSLA4) ve lizofosfatidilkolin asiltransferaz 3 (LPCAT3) tarafindan
katalize edilerek AA/AJA-PE olusumu ile sonuglanir. Daha sonra, LOX, PE-AA/AdA'y1
oksidasyon yoluyla PE-AA/AJA-OH'ye doniistiirtir, boylece ferroptozu indiikler (Kagan

ve ark., 2017).

3.6.5.1. Uzun Zincirli Acil-Koenzim A (CoA) Sentaz 4

ACSLA, hiicre zarlarinin fosfolipid bilesimini yeniden sekillendirir ve ferroptozun
pozitif diizenleyicisidir. Farkli organeller arasinda farkli biyokimyasal siire¢lerde yer alir.
Mitokondri iginde, ACSL4 oOncelikle yag asidi sentezine ve [-oksidasyona katkida
bulunur. Peroksidazlar arasinda, ACSL4 esas olarak [-oksidasyon ve alkil lipidlerinin
sentezinde rol oynar. Endoplazmik retikulumda (ER), B-oksidasyon bozuldugunda orta
zincirli yag asitlerinin katabolizmasi icin birincil yol olarak hizmet eden gliserolipid
sentezini tesvik eder. Bu bulgular, ACSL4'in yag asidi metabolizmasindaki ve

dolayisiyla ferroptozdaki kritik roliinii vurgular (Zio ve ark., 2015).
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Sekil 9. Ferroptozun molekiiler mekanizmasi (Tuo ve ark., 2022)

3.7. Sestrin2

Sestrinler oksidatif stres, DNA hasar1 ve hipoksi dahil olmak iizere ¢esitli stres
kaynaklar1 ile indiiklenebilir bir protein ailesidir. Sestrin2 (Sesn2), norodejeneratif
bozukluklarda néroprotektif 6zellikleri ile 6ne ¢gikan bir proteinidir (Wang ve ark., 2019).
Diger Sestrinler gibi oksidatif stres, hipoksi, endoplazmik retikulum stresi, DNA hasar1
ve mitokondriyal disfonksiyon gibi ¢evresel streslere yanit olarak diizeylerinde artis
gozlenir. Antioksidan ve antienflamatuvar etkileri vardir. Sesn2’nin antienflamatuvar
etkisini AMP-bagimli protein kinaz (AMPK) aktivasyonu ve rapamisin kompleksi 1
(MTORCY1) sinyalinin hedefinin inhibisyonu yoluyla otofajiyi indiikleyerek gosterdigi

bilinmektedir (Wang ve ark., 2021(b). mTORC1'in baskilanmasinin néronal apoptoza
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kars1 koruduguna dair kanitlar géz oOniine alindiginda, iskemide sestrinlerin asiri
ekspresyonuyla birlikte, sestrinlerin ndronal hiicreleri iskemi veya hipoksi kaynakli
apoptozdan korumak i¢in endojen bir terapotik hedef olabilecegi diistiniilebilir (Shi ve
ark., 2016). Iskemik hastaliklarda Sesn2'nin koruyucu roliine olan ilgi giderek
artmaktadir. Son c¢aligmalar, rekombinant insan Sesn2'nin intranazal uygulamasinin
yenidogan hipoksik iskemik ensefalopatide enfarktiisii boyutunu, beyin atrofisini,
apoptozu azalttigini, ventrikiiler alani artirdigini ve norolojik islevi iyilestirdigini
gostermistir (Shi ve ark., 2017). Deneysel travmatik beyin hasari, iskemik inme veya
subaraknoid kanamanin neden oldugu akut beyin hasarindan sonra, néronlar ve mikroglia
ile Sesn2 ifadeleri 6nemli Ol¢iide arttigini raporlayan ¢alismalar mevcuttur. Sesn2'nin
asir1 ekspresyonu oksidatif hasart anlamli olarak azalttig1, noroinflamatuar hakaretleri ve
kan-beyin bariyeri bozulmasini hafiflettigi, néronal apoptozu baskiladigi ve bdylece
norolojik islevi iyilestirdigi de bu ¢aligmalarda elde edilen bulgular arasindadir (Dou ve
ark., 2023; Yang ve ark., 2023). Bu bulgular, Sesn2’in né&roprotektif oldugunu
desteklemektedir.

Ayrica yapilan ¢alismalarda Sesn2'nin mitofajlar indiikleyerek ve makrofajlarda NLRP3
aktivasyonunu inhibe ederek sepsisi baskiladigi bildirilmistir (Wu ve ark., 2021). Ancak
serebral I/R hasarinda hiicre 6liim yolaklarmin diizenlenmesi, hiicresel homeostazin
stirdiiriilmesindeki rolii altta yatan mekanizma ve PostC ve RePostC’nin Sesn2

diizeylerine etkisi belirsizligini korumaktadir.

3.8. Mitokondrial Heksokinaz 11

Beyin enerji tiiketirken agirlikli olarak glikozu yakit olarak kullanir. Glukozun
glikoz-6-fosfata fosforilasyonunu katalize eden heksokinaz (HK), glukoz kullaniminda

ilk hiz sinirlayic1 enzimdir. Farkli biyokimyasal 6zelliklere ve katalitik aktivitelere sahip
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dort ana HK izozimi, HK1, HK2, HK3 ve HK4 tanimlanmistir (Hu ve ark., 2022). HK 1,
3 ve 4 esas olarak yetiskinlerde farklilagsmis dokularda islevlerini yerine getirirken, HKII
tipik olarak patolojik ortamlarda indiiklenir. HK-1I, otofaji diizenlemesi, hiicre 6liimii ve
diger fizyolojik ve patolojik durumda islevleri olan glikolizde 6nemli bir molekiildiir (Li
ve ark., 2018). Son ¢alismalar, HK'ye bagli glikolizin inflammazom aktivasyonunu tesvik
ettigini ve HK'lerin bagisiklik tepkilerini diizenlemede katilimi i¢in bir ipucu sagladigini
One stirmustiir.

Iskemik inme modelinde, HK-1I ablasyonunun enflamatuar tepkileri ve beyin
hasarmi agirlastirdigi gosterilmistir. HK-11' delesyonunu takip eden pro-inflamatuar
etkiler, bozulmus mitokondriyal fonksiyon ve ROS birikimi ile iligkili oldugu
diistiniilmektedir (Hu ve ark., 2022).

HK-II, sitozolde oldugu kadar mitokondriyal baglanma motiflerinde de
lokalizedir ve mitokondrilerin yapisal ve fonksiyonel biitiinliigii HK-1l baglanmasi i¢in
gereklidir. HK-Il, dis mitokondriyal membranindaki voltaj bagimli anyon kanali 1
(VDAC-1) ile baglanir ve dis ve i¢ membranlar arasinda bir temas bolgesi olusturan
adenin niikleotid tasiyicisi ile etkilesime girer. Bu kompleks, i¢ mitokondriyal membranin
gecirgenlik bariyeri ve ATP sentezini yonlendirmek icin elektrokimyasal gradyanlarin
olusturulmasi i¢in gereklidir. Mitokondriyal HK-II, glikoliz ve mitokondriyal oksidatif
fosforilasyon yoluyla mitokondriyal islevi korur ve mPTP agikligini inhibe ederek hiicre
apoptozunu azalttig1 bilinmektedir. Ancak serebral I/R hasarinda iskemik ardkosullanma
ve uzak iskemik ardkosullanmanin mitokondriyal HK-II {izerine etkileri ile ilgili bilgiler
stirhdir.

Bu caligmada serebral I/R hasarinda apoptoz (Apaf-1), nekroptoz (RIPK3),
piroptoz (Gasdermin D) ve ferroptozun (ACSL-4)) roliiniin arastirilmasi, PostC ve

RePostC’in bu molekiiller ile Sesn2 ve mitokondrial HK-II diizeyleri iizerine etkilerinin
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ortaya konulmasi amaglanmigtir. Ayrica uygulanan tedavi metodlarinin 16komotor
aktivite iizerine etkilerini arastirmak i¢in agik alan, dikey ¢ubuk ve kiris yliriime testleri

gerceklestirilmistir. Tez calismast Sekil 10°da sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 10. Calisma amacinin sematik gosterimi
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Deney Hayvanlar

Calisma protokolii, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan 21.06.2023 tarihli ve 2023/12-07 sayili karar ile etik onay almistir. Deney
hayvanlari, Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezinden temin edildi. Calisma
oncesi “Web tabanli 6rneklem biiyiikligii & gii¢ analizi yazilimi>’ (Arslan AK, Yasar S,
Colak C, 2018) ile yapilan orneklem biyikligii analizi, her grupta 6 olmak iizere
parametrelerin degerlendirilmesinde en az 24 siganin ¢alismaya dahil edilmesi gerektigini
gosterdi (%80 giic, 0=0.05, p=0.2). Calismanin giiciini arttirmak ve cerrahi teknigin
riskine bagli 6liimlerle hayvan sayisini optimumda tutabilmek igin toplam 40 adet sican
kullanildi. Calismaya 10-12 haftalik, erkek Spraque-Dawley irki siganlar dahil edildi.
Sicanlara 12 saat giin 15181/12 saat karanlik siklusta, havalandirmali, sabit 1s1l1 (211 C°)
odalarda ve 6zel kafeslerde standartlara uygun olarak bakildi ve beslenmeleri 8 mm’ lik
standart sigan pelet yemi ve musluk suyu ile saglandi.

Anestezi protokoliinde ketamin hidrokloriir (Ketalar 500 mg/mL, Pfizer, Istanbul)
ve ksilazin (Rompun %2, Bayer, Istanbul) kullanilmistir. Western blot analizlerinde

kullanilan antikorlar ve kitler ABclonal Technology firmasindan temin edilmistir.

4.2. Deney Gruplar

Calismada kullanilacak tiim siganlar tartilarak agirlik olarak biiyiikliikleri
birbirlerine en yakin olacak sekilde Kontrol Grubu (n=10), Iskemi- reperfiizyon
uygulanan siganlar (n=10), iskemi-reperfiizyon ve ardkosullanma tedavisi uygulanan

siganlar (n=10), iskemi-reperfiizyon ve uzak iskemik ardkosullanma tedavisi uygulanan
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sicanlar (n=10) olmak {iizere rastgele 4 gruba ayrildi. Caligmanin deneysel gruplar sekil
10°da sematize edildi.

Grup 1- Kontrol Grubu: Bu gruptaki hayvanlara sham serebral I/R cerrahi
operasyonlart gergeklestirildi (Damarin okliizyonu digindaki biitiin cerrahi operasyonlar
gerceklestirildi). Ayrica diger gruptaki hayvanlarla eszamanli olarak norolojik defisit
skorlama ve davranis testleri yaptirildi.

Grup 2 — Iskemi Reperfiizyon Grubu: Bu gruptaki hayvanlara inraluminal
filament teknigi ile deneysel serebral iskemi modeli olusturuldu ve serebral iskemi
sonrast 24 saat boyunca reperfiizyon saglandi. Serebral iskemiden 24 saat sonra TTC
boyama, norolojik defisit skorlama ve davranis testleri yaptirildi.

Grup 3 - Iskemi-reperfiizyon ve Ardkosullanma Grubu: Bu gruptaki
hayvanlara intraluminal filament teknigi ile deneysel serebral iskemi modeli olusturuldu
ve serebral iskemi sonrasi reperfiizyon baslangicinda 3 siklus 30 sn reperfiizyon ardindan
10 saniye iskemi uygulandi. islem tamamlandiktan sonra 24 saat boyunca reperfiizyon
saglandi. Serebral iskemiden 24 saat sonra norolojik defisit skorlama ve davranis testleri
yaptirildi.

Grup 4 - Iskemi-reperfiizyon ve Uzak Iskemik Ardkosullanma Grubu: Bu
gruptaki hayvanlara intralumnal filament teknigi ile deneysel serebral iskemi olusturuldu
ve serebral iskemi sonrasi reperfiizyon baslangicinda sag arka bacagin femoral arterine 3
siklus 5 dk iskemi ardindan 5 dk reperfiizyon uygulandi. Islem tamamlandiktan sonra 24
saat boyunca reperfiizyon saglandi. Serebral iskemiden 24 saat sonra norolojik defisit

skorlama ve davranis testleri yaptirildi.
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Sekil 11. Deney gruplar
4.3. Cerrahi Uygulamalar

Siganlar spontan olarak solunumlar1 ve géz kirpma refleksleri korunacak sekilde
70 mg/kg ketamin, 8 mg/kg ksilazin (Gul-Kahraman ve ark., 2019) intramuskuler
uygulanarak anestezi altina alindi. Spontan hareketleri kaybolan ve solunumlari kontrol
edilen siganlarin anesteziye girip girmedigi parmak kistirma refleksleri ve fizyolojik
yanitin izlenmesi sonunda saptandi. Anesteziye giren hayvanlar cildin goriiniir hale
gelmesi icin boyunda 3x4 cm?’lik bolgesi tiras edildi. Goriiniir hale gelen cilt bolgesi
povidon iyot soliisyonu ve %70’lik etanol kullanilarak dezenfekte edildi. Cerrahi alan
disinda kalan bolgeler spang ile kapatilarak cerrahi islemler uygulanmaya baslandi.

Cerrahi girisimlere, hayvanlar agriya yanit vermeyecek diizeyde anestezi altina
alindiktan ve spontan solunumlar1 korunacak sekilde stabilize edildikten sonra baslandi.
Deney siiresince rektal yolla izlenen viicut sicakliklar1 36.5-37 °C araliginda sabit
tutuldu. Literatiirde iskemik inmelerin yaklasik %80’inin OSA bdlgesinde meydana

geldigi bildirilmis olup, bu nedenle deneysel inme modelleri siklikla OSA okliizyonuna
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odaklanmaktadir (Crupi ve ark., 2018). Bu calismada fokal serebral iskemi modeli,
Koizumi’nin tanimladigi intraluminal filament yontemi kullanilarak sag orta serebral

arterin (OSA) okliizyonu yoluyla olusturulmustur (Sekil 11).

Sekil 12. Middle serebral arterin ttkanmasinin sematik goriintiisii (Y1lmaz, 2020)
(MSA: Orta serebral arter, IKA: Internal karotid arter, EKA: Eksternal karotid arter, KKA:

Kommon karotid arter)

Koizumi intraluminal filament teknigi uygulanarak fokal serebral iskemi modeli
olusturulmadan 6nce, deney hayvanlar sirtiistii pozisyonda uygun sekilde yerlestirildi.
Orta hattin yaklagik 5 mm lateralinden baglayarak, vertikal dogrultuda 3 cm uzunlugunda
bir cilt insizyonu gergeklestirilmis ve subkutan dokular gecilerek superfisyal fasyaya
ulagildi. Superfisyel fasyanin altinda lateralde glandiiler doku ve medialde de bir tiggen
olusturan sternohyoid, digastrik, sternomastoid kaslar1 saptanarak keskin diseksiyon ile
bu ii¢genin igerisine dogru derinlestirildi. Derinde sag arteria karotis kommunis, karotid
bifurkasyonu, eksternal karotid arter ve internal karotid arter ¢cevre dokulardan diseke
edilerek belirgin hale getirildi. Arteria karotis kommunis ve internal karotid arterin
lateralinde devam etmekte olan nervus vagus belirlenerek hi¢ zarar verilmeden hassas ve

keskin bir diseksiyon ile izole edildi (Sekil 12).
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Sekil 13. Kamon Karotid arterin belirlenerek nervus vagustan izole edilmesi

Cerrahi prosediir sirasinda, arteria carotis communis proksimalden ve arteria
carotis externa distalden 5-0 ipek siitiir ile ligagate edildi. Daha sonra, internal karotid
arter lizerine gegici bir mikrovaskiiler klemp yerlestirildi ve internal—eksternal
bifurkasyonun yaklasik 1 mm proksimalinden arteria carotis communis'e arteriotomi
yapildi. Middle serebral arterin okliizyonunu saglamak amaciyla, ucu silikon ve
sertlestirici madde ile kiintlestirilmis ve kalinlagtirilmis, yaklasik 0.39 mm capinda 4/0
naylon bir filament bu agikliktan vaskiiler limene yerlestirilerek arteria carotis interna
boyunca dikkatli bigimde ilerletildi. Daha sonra internal karotid artere yerlestirilen klemp
¢ikarilmis ve filament, orta serebral arter segmentine ulasildigini gosteren hafif bir direng

hissedilene kadar (yaklasik 18—20 mm) intraluminal olarak ilerletildi (Sekil 13).
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Sekil 14. Deneysel fokal serebral iskemi modelinin olusturulma agsamalari
(1-Internal karotid artere klemp yapilmasi, 2-Kommon Karotid artere arteriotomi yapilmasi, 3-
Kommon karotid artere yapilan arteriotomiye filamentin yerlestirilmesi,4-Filamentin kommon

karotid arterden middle serebral artere dogru ilerletilmesi)

Her sigan icin tiim prosediir ortalama 20 25 dakikada tamamlandi. Naylon
filament 60 dk boyunca bekletilmek suretiyle iskemi olusturuldu ve daha sonra filament
geri cekilerek reperfiizyon saglandi.

Kontrol grubundaki siganlara da filamentin OSA’ya gonderilmesi disinda tiim
cerrahi prosediir uygulandi. PostC grubuna reperfiizyon baslangicinda OSA’ya 3 siklus

halinde 30 saniye reperfiizyon ve ardindan 10 saniye iskemi uygulandi. RePostC ise
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reperfiizyon baslangicinda sicanin sag arka bacaginin femoral arterine 3 siklus 5 dakika

reperfiizyon ve 5 dakika iskemi seklinde uygulandi (Sekil 15).

Sekil 15. PostC (A) ve RePostC (B) uygulamalari

60 dakika sonunda hayvanlarin uyanmasi sirasinda sol 6n ayaklarindaki fleksiyon
ve kontralateral kendi etrafinda doénme hareketleri gozlenedi. Iskemi olustugu
dogrulandiktan sonra tekrardan hafif bir anestezi uygulandi ve cerrahi insizyon bolgesi
tekrar dezenfekte edildi. Hayvanlar hala anestezi altindayken siitur atildi ve anesteziden
uyanan hayvanlar uygun sekilde kafeslerine alindi. Son olarak her bir hayvana
intraperitoneal olarak verilen 10 cc % 0.9’luk serum fizyolojik soliisyon ile de hidrasyon
saglandi ve cerrahi islem sonlandirildi (Yulug ve ark., 2007; Zheng ve ark., 2014) (Sekil

16).
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Sekil 16. Iskemi ve reperfiizyon asamalarinda takibi yapilan siganlar

4.4. Norolojik Defisit Skorlamasi

Norolojik degerlendirme testi, Bederson skorlama metodunun modifiye edilmis
hali esas alinarak gerceklestirildi. Reperfiizyonun baslamasindan yaklasik 22—24 saat
sonra, tim deney gruplarindaki hayvanlara nérolojik muayene uygulanmistir. Bu yontem,
motor fonksiyonlardaki bozulmalar1 degerlendirmek amaciyla gelistirilmis olup, post-
iskemik norolojik defisitlerin kantitatif olarak belirlenmesini saglar. Bederson skorlama

metoduna gore (Abe ve ark., 2009):
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Tablo 2. Bederson skorlama metodu

0 puan Normal nérolojik muayene
1 puan Kuyrugundan tutulup kaldirildiginda kontralateral 6n ayakta fleksiyon
2 puan Kontralateral 6n ayakta fleksiyon ve lateral itmeye kars1 azalmis direng
3 puan Yiriirken kontralateral yone dogru daire ¢izme
Kuyrugundan tutulup kaldirildiginda dénme hareketi veya nobet
4 puan A
aktivitesi
5 puan Spontan olarak yiiriiyememe
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Sekil 17. Siganlarda kullanilan nérolojik defisit skoru (Zhang ve ark., 2016)

(A) Herhangi bir defisit bulunmayan siganlar, B) On bacagin fleksiyonunun bilegini etkiledigi

sicanlar veya C) omzunu etkileyen siganlar, On ayagin fleksiyonu ve D) lateral itmeye karsi

direnci azalmis sicanlar, E) Defisitin oldugu tarafa tek yonli daire ¢izen sicanlar, F)

Uzunlamasina Segirme yapan siganlar veya G) ndbet geciren siganlar, H) hareket etmeyen

sicanlar)

4.5. Davrams Testleri

OSA okliizyonunu takiben 22—24 saat sonra I6komotor aktivite, denge ve motor

koordinasyonu degerlendirmek amaciyla Ag¢ik Alan Testi (Open Field Test), Dikey

Cubuk Testi (Vertical Pole Test) ve Kiris Yiiriime Testi (Beam Walking Test) uygulandi.
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4.5.1. Acik Alan Testi (Open Field)

Spontan ldkomotor aktivitenin degerlendirilmesi amaciyla, taban1 80 x 80 cm?
boyutlarinda ve yiizeyi 25 esit kareye boliinmiis, duvar yiiksekligi 40 cm olan bir agik
alan diizenegi kullanildi. Her hayvan, test baslangicinda diizenegin merkezine
yerlestirildi ve hareketleri 10 dakika boyunca dijital olarak kaydedildi. Hayvanin gegis
yaptig1 kare sayis1 I16komotor aktivite gostergesi olarak degerlendirildi. Testler arasinda
olas1 koku ve kalintilarin etkisini 6nlemek amaciyla diizenek her kullanim sonrast %70

etanol ile dezenfekte edilmistir.

4.5.2. Dikey Cubuk Testi (Vertical Pole test)

Motor koordinasyon ve denge performansinin degerlendirilmesi igin siganlar, ¢ap1
3 cm ve uzunlugu 150 cm olan, yiizeyi kaymayi Onleyici bant ile kaplanmig dikey bir
cubugun tst kismina yerlestirildi. Her hayvanin ¢ubuk iizerinde kalma siiresi maksimum
180 saniye ile sinirlandirildi ve siire dijital kronometre ile kaydedildi. Bu test, vestibiiler-
motor disfonksiyon ve denge bozukluklarinin saptanmasinda kullanilmaktadir (Yun ve

ark., 2014).

4.5.3. Kirig Yiiriime Testi (Beam Walking Test)

Denge ve motor koordinasyonun degerlendirilmesinde bir baska test olarak,
yerden 50 cm ylikseklikte, 120 cm uzunlugunda ve 5 cm ¢apinda, yiizeyi bez bantla kaplh
yatay bir ¢ubuk diizenegi kullanildi. Sicanlar diizenegin bir ucuna yerlestirildi ve karsi
uca dogru yiirlimeleri gozlemlendi. Performans, literatiirde tanimlanmis standart bir

skorlama sistemine gore degerlendirildi (Sweis ve ark., 2016):
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0 Sican simetrik olarak ¢ubuk iizerinde yiiriiyebildi

1 Sigan, etkilenmemis uzvunu tercihli olarak kullanarak kiris tizerinde
dengeleyip yliriiyebildi

2 Sigan etkilenmemis uzuvlara dayanarak kiris tizerinde dengeleyip yiirtiyebildi
3 Hareket etmeye basladiginda, si¢an kiris tizerinde dengeleme yapamadi

4 Sican hemen 1gsmdan diistii

Her bir sigan icin test ii¢ kez uygulandi. Istatistiksel analiz igin ortalama skor

degerleri hesaplandi.

4.6. Hayvanlarin Dekapite Edilmesi ve Beyin Dokularinin Alinmasi

Norolojik degerlendirme ve davranis testlerinin tamamlanmasinin ardindan
hayvanlar dekapitasyon yontemi ile sakrifiye edildi. Dekapitasyon sonrasinda, foramen
magnum’u ortaya ¢ikarmak amaciyla kafatasi iizerindeki deri ve kas dokulari makas
yardimiyla dikkatli sekilde ayrildi. Ardindan, makasin bir ucu foramen magnum igerisine
yerlestirilerek bilateral olarak kafatasi kemigi, beyin dokusuna zarar verilmeden kesildi.
Agiga cikarilan kemik pargasi bir pens yardimiyla ¢ikarildi. Beyin dokusu, foramen
magnum altindan ucu kiint bir pens ile optik ve trigeminal sinir baglantilar1 nazikge
kesilerek eksize edildi. Elde edilen beyin dokusu, biyokimyasal analizlere kadar uygun

sicaklik ve kosullarda muhafaza edildi.
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Sekil 18. Cikarilan sigan beyin dokusu

4.7. 2,3,5-Trifenil Tetrazolyum Klorid (TTC) Boyama

2,3,5-Trifenil tetrazolium kloriir (TTC), beyaz kristal yapiya sahip, suda ¢oziiniir
bir redoks indikatorii olup, 6zellikle mitokondriyal enzim aktivitesine bagli olarak doku
canliligin1 degerlendirmek amaciyla kullanilmaktadir. TTC, doku igerisinde bulunan
NADH, dehidrogenaz ve diaforaz enzimleri araciligiyla indirgenerek, kirmizi-pembe
renkli 1,3,5-trifenilformazan pigmentine dontisiir. Bu  dontisiim, canli  hiicrelerin
metabolik aktivitesini yansitirken, hiicresel canliligin1 kaybetmis dokularda enzimatik
aktivite bulunmadigindan TTC indirgenemez ve bu alanlar boyanmadan agik renkli kalir.
Bu 6zelliginden dolay1 TTC, iskemik doku hasarinin degerlendirilmesinde yaygin olarak

kullanilmaktadir (Bederson ve ark., 1986).

Serebral iskemi modelinin uygulanmasint ve reperfiizyon siirecinin
tamamlanmasini takiben, hayvanlar dekapite edilerek beyin dokulart hizli bir sekilde
cikartild1 ve kuru buz iizerinde donduruldu. Donmus beyinler, bregma referans noktasi
esas alinarak anteriyor +4 mm ile posteriyor -6 mm arasinda 2 mm araliklarla toplam alt1
koronal kesit alindi. Elde edilen doku dilimleri, %1 TTC iceren fosfat tampon soliisyonu
(PBS) bulunan petri kaplarina yerlestirildi ve homojen boyanma saglanmasi amaciyla
37°C’de, karanlik kosullarda, etiiv icerisinde 10 dakika inkiibe edildi. Boyama
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sonrasinda kesitler, %4’liik formalin ¢dzeltisi iceren ayr1 petri kaplarina aktarilarak 12

saat boyunca fiksasyona birakildu.

Fiksasyon isleminin ardindan, beyin kesitlerinin dijital goriintiileri alinarak
bilgisayar ortamina aktarilmis ve ImageJ yazilimi kullanilarak boyanmis ve boyanmamis
(infarkt) bolgeler kuantitatif —olarak analiz  edilmistir.  Infarkt hacminin

hesaplanmasinda Sekil 17°de belirtilen formiil esas alindi (Park ve ark., 2012).

=

(A - B)
€ (%) = ——5— %100

Sekil 19. Infarkt alaninin hesaplanmasi (Lee ve ark., 2014)
4.8. Western Blot Analizi

Apaf-1, RIPK3, GsdmD, ACSL4, HK-I1 ve Sesn2 diizeyleri western blot
yontemi kullanilarak arastirildi.

Doku Apaf-1 (ABclonal Technolohy, Katolog no: A0751), RIPK3 (ABclonal
Technolohy, Katolog no: A5431), Gasdermin D (ABclonal Technolohy, Katolog no:
A23755), ACSL4 (ABclonal Technolohy, Katolog no: A20414) Sestrin 2 (ABclonal
Technolohy, Katolog no: A23685) ve Heksokinaz 2 diizeylerinin Western blot analizi i¢in
ilgili antikorlar kullanildi. Primer antikorlar % 0.05 oraninda Tween—20 bulanan
tamponda 1:1000 oraninda hazirlanilmasinin  ardindan kullanildi.  Nitroseliiloz
membranlar, antikorlar ile +4 °C sicaklikta gece boyunca inkiibe edildi. Bu islemin
ardindan nitroselilloz membranlar 5 kez 5 dakika boyunca tampon soliisyonuyla yikandi.

Yikama islemi tamamlandiktan sonra, nitroseliilloz membranlar %0.05 Tween-20 i¢ceren
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tamponda 1:1000 seyreltilmis, peroksidaz ile konjuge edilmis goat anti-rabbit
immiinoglobulini ile 37°C’de 90 dakika inkiibe edildi. Son agamada ise nitroseliiloz
membranlar 5 kez 5 dakika siirecek sekilde tampon solusyonuyla yikandi. Normalizasyon
icin beta-aktin kullanildi.

Bantlarin goriintiilenmesi: 1 M konsantrasyonunda pH’1 7.4 olan Tris pH: 7.4
tamponunda %0.03-0.05 oraninda hazirlanmis diaminobenzidin (DAB) soliisyonu
bantlarin  goriintiilenmesi amact ile kullanildi. DAB’la gerceklesen reaksiyon
tamamlandiktan sonra nitroseliiloz membranlar tizerindeki bantlar kisa siire sonra belirgin
hale geldi. Yaklastk 5-10 dakikalik bir reaksiyon siiresinin ardinda DAB’la
renklendirilen bantlar net bir sekilde goriiniir hale geldikten sonra nitroseliiloz
membranlar iyi bir sekilde yikandi. Yeterince kurutulan nitroseliilloz membranlar,
bantlarin rolatif yogunluklar1 analiz edilmek iizere alindi. Bantlarin rolatif yogunluklari

Image Analyses System yazilim programi araciligiyla analiz edildi.

4.9. ELISA

TAK-1 ve ZBP-1 diizeyleri ELISA yontemi kullanilarak aragtirildi.

Deneysel gruplardan elde edilen kan 6rnekleri, pithtilagmast i¢in oda sicakliginda
30 dakika bekletildikten sonra 5000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek serumlari ayrildi.
Elde edilen serum Ornekleri -80°C'de analiz zamanma kadar saklandi.
TAK1 ve ZBP1 proteinlerinin serum diizeyleri, BTLab (Shanghai Korain Biotech Co.,
Ltd., Cin) firmasindan temin edilen ELISA kitleri kullanilarak, iretici firmanin
protokoliine uygun sekilde 6l¢iildii. Kullanilan kitler asagidaki katalog numaralariyla

temin edilmistir (TAKZ1: Cat. No: E14351h, ZBP1: Cat. No: E14982h)
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Kitle birlikte saglanan stok standart soliisyon, seri diliisyonlarla farkli
konsantrasyonlara seyreltilerek standart egriler olusturuldu. Kuyucuklara onceden
planlanan siraya gére 50 pL standart veya 40 puL serum ornegi eklendi. Ornekler ve
standartlar, plakadaki 6n kaplanmis antikorlarla baglanmalari i¢in 37 °C’de 60 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi baglanmayan maddeleri uzaklastirmak icin plakalar 3
kez yikama tamponu ile yikandi. Her kuyucuga 10 puL biotinle isaretli sekonder antikor
eklendi ve 37°C’de 60 dakika inkiibe edildi. Plakalar tekrar yikandiktan sonra her
kuyucuga 50 pL HRP-konjuge streptavidin eklendi, 30 dakika boyunca 37 °C’de inkiibe
edildi. Her kuyucuga 50 pL TMB substrati eklendi. Renk degisimi i¢in karanlik ortamda
15-20 dakika boyunca beklendi. Her kuyucuga 50 pL stop soliisyonu eklendi. Son olarak
mikropleyt mikroplaka okuyucu ile 450 nm dalga boyunda Olgiildii. Standart egri
kullanilarak serum orneklerinin TAK1 ve ZBP1 konsantrasyonlari hesaplandi. Tim
ornekler duplike olarak calisildi. Olgiimlerin dogrulugunu saglamak adina bos, negatif
kontrol ve pozitif kontrol kuyucuklar1 da deney tasarimina dahil edildi (Walker ve

Crowther, 2009).

4.10. istatistik

Verilerin istatistiksel analizi SPSS 21.0 programi kullanilarak degerlendirildi,
sonuglar ortalama =+ standart sapma seklinde raporlandi. Normallik Shapiro-Wilk testi ile
gruplar aras1 farklar tek yonlii ANOVA ve Tukey post hoc testi ile analiz edilmistir.
Korelasyon analizinde Pearson testi ve iki yonlii anlamlilik degerlendirmesi kullanilmas,

p<0.05 degeri anlamli kabul edilmistir.
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5. BULGULAR

5.1. Norolojik Bulgu Skorlamasi

Serebral I/R modeli olusturulan gruplarda PostC ve RePostC tedavilerinin NDS iizerine
etkisi Sekil 18’de verilmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda, Norolojik
bulgularin skor ortalamasi IR grubunda 3.90+0.17 diizeyindeydi. Bu skorun IR grubuna
gore IR+PostC (2.90 £ 0.10) ve IR+RePostC (2.70 + 0.15) uygulanan tedavi gruplarinda
anlamli olarak diigiik oldugu belirlendi (p<0.05). Gruplarin nérolojik defisit skorlari
Tablo 3’te, norolojik defisit skorun gruplara gére degisimi Sekil 20°de verilmistir.

Tablo 3. Gruplarin hesaplanan nérolojik defisit skorlari

Grup Norolojik Defisit Skor
Kontrol 0

IR 3.90+0.17°

IR+PostC 2.90 +£0.10%°
IR+RePostC 2.70 £0.15%b

Norolojik defisit skorun gruplara gore degisimi. (Veriler ortalama + SS olarak ifade
edildi. Istatistiksel analizde tek yonliit ANOVA ve Tukey post hoc testi kullanildi. Farkli
harfler (a, b) gruplar arasinda anlaml farki gosterir (p<0.05).
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Sekil 20. Norolojik defisit skorun gruplara gore degisimi.
(Veriler ortalama + SS olarak ifade edildi. Istatistiksel analizde tek yonlii ANOVA ve Tukey post
hoc testi kullanildi. Farkli harfler (@, b) gruplar arasinda anlamli farki gosterir (p<0.05).

5.2. Davrams Testleri

Deneysel serebral iskemi sonrast ndrolojik ve motor fonksiyonlarin
degerlendirilmesi amaciyla; agik alan testi, dikey cubuk testi ve kiris yiirlime testi

uygulandi.

5.2.1. A¢ik Alan Testi

Acik alan testinde gegilen c¢izgi sayisinin grup bazli dagilimi Sekil 21°de
gosterilmistir. Sicanlarin gectikleri ¢izgi sayist IR grubu (31.13 + 2.81)’ nda kontrol
(130.63 £ 11.63)’e gore anlamli diizeyde azaldi. Ancak IR+PostC (47.46 + 4.42) ve

IR+RePostC (46.33 £ 8.20) gruplarinda IR grubuna gore anlamli bir degisme gozlenmedi

(p<0.05).
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Tablo 4. Gruplara gore agik alan testinde gegilen ¢izgi sayist

Grup Gecilen Cizgi Sayisi
Kontrol 130.63 £ 11.63

IR 31.13 £ 2.81°
IR+PostC 47.46 £ 4.42°
IR+RePostC 4633 £8.20%

Gruplara gore acik alan testinde gegilen ¢izgi sayisi (Veriler ortalama + SS olarak ifade
edildi. Istatistiksel analizde tek yonliit ANOVA ve Tukey post hoc testi kullanildi. Farkli

harfler (a, b) gruplar arasinda anlaml farki gosterir (p<0.05).
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Kontrol IR IR+POSTC IR+REPOSTC

Sekil 21. Gruplara gore agik alan testinde gecilen cizgi sayist
(Veriler ortalama + SS olarak ifade edildi. Istatistiksel analizde tek yonlii ANOVA ve Tukey post
hoc testi kullanildi. Farkli harfler (a, b) gruplar arasinda anlamli farki gosterir (p<0.05).

5.2.2. Dikey Cubuk Testi

Siganlarin dikey ¢ubukta kalma siirelerinin gruplara gore degisimi Sekil 22°de
verilmistir. Siganlarin dikey ¢ubukta kalma siireleri degerlendirildiginde IR grubu (21.71

+ 5.41 sn)’nda kontrol (142.61 £ 9.10 sn)’e gore anlamli azaldi. PostC (29.12 + 4.12 sn)

55



ve RePostC (30.26 + 4.21 sn) ile tedavi edilen gruplarda ise IR grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli bir degismeye rastlanmadi (p<0.05).

Tablo 5. Siganlarin dikey ¢ubukta kalma siirelerinin gruplara gore degisimi

Grup Dikey Cubukta Kalma Siiresi
Kontrol 142.61 £9.10
IR 21.71 £5.41?
IR+PostC 29.12 £4.12%
IR+RePostC 30.26 +4.21?

Siganlarin dikey ¢ubukta kalma siirelerinin gruplara gore degisimi. (Veriler ortalama + SS olarak
ifade edildi. Istatistiksel analizde tek yonlii ANOVA ve Tukey post hoc testi kullanildi. Farkli

harfler (a, b) gruplar arasinda anlamli farki gosterir (p<0.05).
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Sekil 22. Siganlarin dikey ¢ubukta kalma siirelerinin gruplara gore degisimi
(Veriler ortalama + SS olarak ifade edildi. Istatistiksel analizde tek yonlii ANOVA ve Tukey post
hoc testi kullanildi. Farkli harfler (@, b) gruplar arasinda anlamli farki gosterir (p<0.05)

56



5.2.3. Kirig yiiriime testi

Kirig yiiriime testi bulgularinin gruplara gore degisimi Sekil 23’te verilmistir.
Kiris yiiriime testi skor ortalamasi IR (2.99 + 0.23) uygulamasi ile anlamli artt1. IR+PostC
(2.74 £ 0.14) ve IR+RePostC (2.62 + 0.16) gruplarinda IR grubuna gére anlamli bir
degisme gozlenmedi (p<0.05).

Tablo 6. Kiris yiiriime testi bulgularinin gruplara gére degisimi

Grup Kiris Yiiriime Testi Skoru
Kontrol 0

IR 2.99 £0.23%

IR+PostC 2.74 £ 0.14%

IR+RePostC 2.62 £ 0.16%

Kirig yiiriime testi bulgularinin gruplara gore degisimi (Veriler ortalama = SS olarak ifade edildi.
Istatistiksel analizde tek yonlii ANOVA ve Tukey post hoc testi kullanildi. Farkli harfler (a, b)

gruplar arasinda anlaml farki gosterir (p<0.05)).

3,5

2,5

15

Isin Yiiriime Testi

0,5

Kontrol IR IR+POSTC IR+REPOSTC

Sekil 23. Kiris yiiriime testi bulgulariin gruplara gére degisimi
(Veriler ortalama = SS olarak ifade edildi. Istatistiksel analizde tek yonlii ANOVA ve Tukey post
hoc testi kullanildi. Farkli harfler (@, b) gruplar arasinda anlamli farki gosterir (p<0.05).
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5.3. Nekroz Alam Olciim Bulgulari

PostC ve RePostC’nin IR’a bagh nekroz alan yiizdesine etkisi Sekil 24’te
gosterilmistir. Kontrol grubunda IR modeli olusturulmadigi i¢in bu grupta nekroz alan
gbzlenmedi. PostC (29.91 + 0.50) ve RePostC (25.94 + 0.26) uygulanan gruplarda IR
(36.77 £ 0.49) grubuna gore nekroz alan yiizdesinin diisiik oldugu ve bu diisiisiin
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi. Tedavi gruplar1 arasindaki degisiklikler

karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p<0.05).

Tablo 7. Gruplarin hesaplanan nekroz alanlari.

Grup Nekroz Alani(%C)
Kontrol 0

IR 36.77 £0.49%
IR+PostC 29.91 £ 0.50*°
IR+RePostC 25.94 £ 0.26*°

Nekroz alanin (%C) gruplara gore degisimi Norolojik defisit skorun gruplara gore degisimi
(Veriler ortalama + SS olarak ifade edildi. Istatistiksel analizde tek yonlii ANOVA ve Tukey post

hoc testi kullanildi. Farkli harfler (a, b) gruplar arasinda anlamli farki gosterir (p<0.05)).
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Sekil 24. Nekroz alanin (%C) gruplara gore degisimi Norolojik defisit skorun gruplara gore
degisimi

(Veriler ortalama + SS olarak ifade edildi. Istatistiksel analizde tek yonlii ANOVA ve Tukey post
hoc testi kullanildi. Farkli harfler (@, b) gruplar arasinda anlamli farki gosterir (p<0.05)).

5.4. Western Blot Bulgular:

Apaf-1, RIPK3, Gasdermin D, ACSL4 ve Sestrin2 diizeyleri Western blot ile

belirlendi.
5.4.1 Apaf-1 protein ekspresyon diizeyleri

Apaf-1 protein ekspresyon diizeyleri IR grubu (159.20 + 1.99)’nda kontrol
grubuna gore anlamli artti, IR+PostC (149.60 + 2.26) ve IR+RePostC (143.30 + 1.69)

gruplarinda ise IR grubuna gore anlamli azaldi. Tedavi gruplarindan IR+RePostC

grubundaki degisim IR+PostC grubuna gore istatiksel olarak anlamli bulundu. Gruplarin
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degisen Apaf-1 diizeyleri Tablo 8’de, Apaf-1 diizeylerinin grafigi ve Western blot bant
goriintiileri Sekil 25°te verilmistir.

Tablo 8. Gruplarin Apaf-1 diizeyi tizerine etkileri

Grup Apaf-1 Diizeyi
Kontrol 101.40 £ 2.16
IR 159.20 + 1.99°
IR+PostC 149.60 £ 2.26*
IR+RePostC 143.30 £ 1.69*P¢

Anlamlilik: (a) kontrol, (b) IR, (¢) PostC grubuna gére (p<0.05).
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Sekil 25. Gruplarin Apaf-1 diizeyi {izerine etkisi ve Western blot bant goriintiileri

Western blot analizlerinde protein yiikleme kontrolii i¢in aktin kullanilmistir. Veriler ortalama +
standart hata olarak sunulmus, istatistiksel degerlendirmede tek yonli ANOVA ve Tukey post
hoc testi uygulanmistir. Anlamlilik: (a) kontrol, (b) IR, (¢) PostC grubuna gore (p<0.05).
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5.4.2. RIPK3 protein ekspresyon diizeyleri

RIPK3 protein ekspresyon diizeyleri IR grubu (204.7 + 7.27)’nda kontrol grubuna
(100.0 + 3.34) gore anlamli olarak artt1; IR+PostC (178.4 £+ 5.86) ve IR+RePostC (135.7
+ 6.30) gruplarinda ise RIPK3 diizeyleri IR ‘ye gére anlamli olarak azaldi. Tedavi
gruplarindan IR+RePostC grubundaki degisim IR+PostC grubuna gore anlamli bulundu.
Gruplarin degisen RIPK3 diizeyleri Tablo 9’da, RIPK3 diizeylerinin grafigi ve Western

blot bant goriintiileri Sekil 26’da verilmistir.

Tablo 9. Gruplarin RIPK3 diizeyi tizerine etkileri

Grup RIPK3 Diizeyi
Kontrol 100.0 £ 3.34
IR 204.7 £7.27°
IR+PostC 178.4 + 5.86%
IR+RePostC 135.7 + 6.30%>¢

Anlamlilik: (a) kontrol, (b) IR, (c) PostC grubuna gére (p<0.05).
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Sekil 26. Gruplarm RIPK3 diizeyi iizerine etkisi ve Western blot bant goriintileri.

Western blot analizlerinde protein yiikleme kontrolii i¢in aktin kullanilmistir. Veriler ortalama +
standart hata olarak sunulmus, istatistiksel degerlendirmede tek yonliic ANOVA ve Tukey post
hoc testi uygulanmigtir. Anlamlilik: (a) kontrol, (b) IR, (c) PostC grubuna gore (p<0.05).

5.4.3. Gasdermin D protein ekspresyon diizeyleri

Gasdermin D protein ekspresyon diizeyleri IR grubu (163.8 £+ 3.74)’nda kontrol
grubuna gore anlamli artti. IR+PostC (144.6 + 3.23) ve IR+RePostC (134.4 + 1.06)
gruplarinda ise Gasdermin D diizeyleri IR ‘ye gore anlamli olarak azaldi. Tedavi gruplari
arasindaki degisiklikler karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadi. Gruplarin degisen Gasdermin D diizeyleri Tablo 10°da, Gasdermin D

diizeylerinin grafigi ve Western blot bant goriintiileri Sekil 27’ de verilmistir.
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Tablo 10. Gruplarin Gasdermin D diizeyi tizerine etkileri

Grup Gasdermin D Diizeyi
Kontrol 100.0 £ 3.34

IR 163.8 £ 3.74°
IR+PostC 144.6 + 3.23*P
IR+RePostC 134.4 + 1.06™

Anlamlilik: (a) kontrol, (b) IR, (c) PostC grubuna gore (p<0.05).
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Sekil 27. Gruplarin Gasdermin D diizeyi iizerine etkisi ve Western blot bant goriintiileri.
Western blot analizlerinde protein yilikleme kontrolii i¢in aktin kullanilmistir. Veriler ortalama +
standart hata olarak sunulmus, istatistiksel degerlendirmede tek yonli ANOVA ve Tukey post
hoc testi uygulanmustir. Anlamlilik: (a) kontrol, (b) IR, (c¢) PostC grubuna gore (p<0.05).
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5.4.4. ACSLA4 protein ekspresyon diizeyleri

ACSL4 protein ekspresyon diizeyleri IR (174.3 + 2.45) grubunda kontrol (100.0
* 2.05) grubuna gore anlaml artti. IR+PostC (168.1 + 2.21) ve IR+RePostC (137.7
1.50) gruplarinda ise IR grubuna gore azaldi. Tedavi gruplarindan IR+PostC’deki azalig
istatistiksel olarak anlamli bulunmazken IR+RepostC grubundaki azalma Kontrol, IR ve
IR+PostC gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bulundu. Gruplarin degisen ACSL4
diizeyleri Tablo 11°de, ACSL4 diizeylerinin grafigi ve Western blot bant goriintiileri Sekil
28’de verilmistir.

Tablo 11. Gruplarin ACSLA4 diizeyi iizerine etkileri

Grup ACSLA4 Diizeyi
Kontrol 100.0 £ 2.05
IR 174.3 £2.45°
IR+PostC 168.1 £2.21°
IR+RePostC 137.7 £ 1.50%>¢

Anlamlilik: (a) kontrol, (b) IR, (c) PostC grubuna gore (p<0.05).
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Sekil 28. Gruplarin ACSL4 diizeyi iizerine etkisi ve Western blot bant goriintiileri.

Western blot analizlerinde protein yilikleme kontrolii i¢in aktin kullanilmistir. Veriler ortalama +
standart hata olarak sunulmus, istatistiksel degerlendirmede tek yonli ANOVA ve Tukey post
hoc testi uygulanmigtir. Anlamlilik: (a) kontrol, (b) IR, (¢) PostC grubuna gore (p<0.05).

5.4.5. Sestrin 2 protein ekspresyon diizeyleri

Sestrin2 protein ekspresyon diizeyleri IR grubu (193.1 + 4.16)’nda kontrol
grubuna (100.0 £+ 2.84) gore anlamli olarak artti; IR+PostC (176.9 + 4.68) ve IR+RePostC
(141.1 £ 2.41) gruplarinda ise Sestrin 2 diizeyleri IR ‘ye gore anlamli olarak azaldi.
Tedavi gruplarindan IR+RePostC grubundaki degisim [R+PostC grubuna gore anlamli
bulundu. Gruplarin degisen Sestrin2 diizeyleri Tablo 12°de, Sestrin2 diizeylerinin grafigi

ve Western blot bant goriintiileri Sekil 29°da verilmistir.
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Tablo 12. Gruplarin Sestrin 2 diizeyi iizerine etkileri

Grup Sestrin 2 Diizeyi
Kontrol 100.0 + 2.84

IR 193.1 £4.16°
IR+PostC 176.9 + 4.68*°
IR+RePostC 141.1 £ 2.41%b¢

Anlamlilik: (a) kontrol, (b) IR, (c) PostC grubuna gore (p<0.05).
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Sekil 29. Gruplarin Sestrin2 diizeyi tizerine etkisi ve Western blot bant goriintiileri.

Western blot analizlerinde protein yiikleme kontrolii i¢in aktin kullanilmistir. Veriler ortalama +

standart hata olarak sunulmus, istatistiksel degerlendirmede tek yonlii ANOVA ve Tukey post

hoc testi uygulanmistir. Anlamlilik: (a) kontrol, (b) IR, (c) PostC grubuna gore (p<0.05).
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5.4.6. Heksokinaz Il protein ekspresyon diizeyleri
Heksokinaz Il protein ekspresyon diizeyleri IR grubu (62.82 + 1.92)’nda kontrol

grubuna (100.0 £ 1.13) gore anlamli artt1. IR+PostC (70.13 + 1.37) ve IR+RePostC (75.71
* 1.79) gruplarinda ise Heksokinaz II diizeyleri IR’ye gore anlamli olarak azaldi. Tedavi
gruplarindaki degigsimler birbirleriyle kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamliliga
rastlanmadi. Gruplarin degisen Heksokinaz II diizeyleri Tablo 13’te, Heksokinaz II

diizeylerinin grafigi ve Western blot bant goriintiileri Sekil 30°da verilmistir.

Tablo 13. Gruplarin Heksokinaz II diizeyi tizerine etkileri

Grup Heksokinaz II Diizeyi
Kontrol 100.0 £1.13

IR 62.82 £1.92°
IR+PostC 70.13 £1.37%
IR+RePostC 75.71 +1.79%°

Anlamlilik: (a) kontrol, (b) IR, (c) PostC grubuna gore (p<0.05).
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Sekil 30. Gruplarin Heksokinaz II diizeyi lizerine etkisi ve Western blot bant gériintiileri.
Western blot analizlerinde protein yiikleme kontrolii i¢in aktin kullanilmistir. Veriler ortalama +
standart hata olarak sunulmus, istatistiksel degerlendirmede tek yonlii ANOVA ve Tukey post
hoc testi uygulanmistir. Anlamlilik: (a) kontrol, (b) IR, (c) PostC grubuna gore (p<0.05).
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5.5. ELISA Bulgulan

ZBP1 ve TAK1 diizeyleri ELISA metodu ile belirlendi.
5.5.1. ZBP-1 diizeyleri

ZBP-1 protein diizeyleri IR grubu (3.28 + 0.28)’nda kontrol grubuna gore anlamli
artti. IR+PostC (2.60 + 0.11) ve IR+RePostC (2.56 + 0.34) gruplarinda ise ZBP-1
diizeyleri IR ‘ye gore anlamli olarak azaldi. Tedavi gruplari arasindaki degisiklikler
karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi.

Tablo 14. Gruplarin ZBP-1 diizeyi iizerine etkileri

Grup ZBP-1 Diizeyi
Kontrol 243 +0.11

IR 3.28+0.28°
IR+PostC 2.60 £0.11°
IR+RePostC 2.56£0.34°

(a) Kontrole gore anlamlilik, (b) IR’ye gore anlamlilik (p<0.05).
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Sekil 31. Gruplarin ZBP-1 diizeyi tizerine etkisi ((a) Kontrole gére anlamlilik, (b) IR’ye gore
anlamlilik(p<0.05)).
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5.5.1. TAK-1 diizeyleri
TAK-1 protein diizeyleri IR grubu (13.07 + 2.83)’nda kontrol grubuna gore

anlamlr artti. IR+RePostC (9.71 + 1.21) grubunda ise ZBP-1 diizeyleri IR ve IR+PostC
(10.83 + 2.05) gruplarina gore anlamli olarak azaldi. IR+PostC grubu ile IR gruplari
arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark belirlenmedi.

Tablo 15. Gruplarin TAK-1 diizeyi tizerine etkileri

Grup TAK-1 Diizeyi
Kontrol 7.10+1.04

IR 13.07 +2.83°
IR+PostC 10.83 +2.05°
IR+RePostC 9.71 £1.21%°

(a) Kontrole gore anlamlilik, (b) IR’ye gore anlamlilik (p<0.05).
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Sekil 32. Gruplarin TAK-1 diizeyi tizerine etkisi ((a) Kontrole gore anlamlilik, (b) IR’ye gore

anlamlilik (p<0.05)).
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6. TARTISMA

Calismamizda serebral I/R hasarinda hiicre 6liim yolaklarindan apoptoz,
nekroptoz, piroptoz ve ferroptozun rolii, mekanik tedavi yontemleri olarak PostC ile
RePostC’nin koruyuculuklari ve PostC ile RePostC’nin mitokondriyal Heksokinaz I,
Sestrin2, TAK1 ve ZBP1 diizeyleri iizerine etkileri arastirildi. Ayrica tedavilerin 1/R
hasar1 sonrasi I6komotor aktivite iizerine etkilerini incelemek i¢in ag¢ik alan, dikey ¢ubuk
ve kirig yiiriime testleri uygulandi.

Davranis testlerinde siganlarin gegtikleri ¢izgi sayisi I/R hasart ile azalirken, dikey
cubukta kalma siireleri kisaldi, kiris yiiriime testi ve ndrolojik bulgu skor ortalamalar
anlaml1 olarak artti. PostC ve RePostC olarak uygulanan tedaviler davranis testlerinde
anlamli bir degisiklige neden olmadi. Serebral I/R ye bagli nekroz alan ve norolojik bulgu
skoruda I/R grubuna gore PostC ve RePostC ile tedavi edilen siganlarda anlamli olarak
azaldi. Apaf-1 ve RIPK3 diizeyleri kontrol grubuna gore I/R grubunda anlamli olarak
artt1. PostC ve RePostC ile tedavi edilen gruplarda hem Apaf-1 hem RIPK3 diizeyleri I/R
grubuna gore anlamli olarak azaldi. Tedavi gruplar1 arasindaki degisimler
kiyaslandiginda RePostC’deki azalma PostC’ye gore istatistiksel olarak anlamli bulundu.
GsdmD diizeyleri kontrol grubuna gore I/R grubunda anlamli olarak artti. PostC ve
RePostC ile tedavi edilen gruplardaysa I/R grubuna gére anlamli olarak azaldi. ACSL4
diizeyleri kontrol grubuna gore I/R grubunda anlamli olarak artti. RePostC uygulanan
grupta I/R ve I/R+PostC grubuna gore anlamli olarak azaldi. Sesn2 diizeyleri kontrol
grubuna gore I/R grubunda anlamli olarak artti, PostC ve RePostC tedavisi uygulanan
gruplarda I/R grubuna gore anlamli olarak azaldi. Tedavi gruplar arasindaki degisimler
kiyaslandiginda RePostC’deki azalma PostC’ye gore istatistiksel olarak anlamli bulundu.
HK-II diizeyleri kontrol grubuna kiyasla I/R grubunda anlamli olarak azaldi. PostC ve

RePostC ile tedavi edilen grupta I/R grubuna gore anlamli olarak artti. ZBP1 diizeyleri
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kontrol grubuna kiyasla I/R grubunda anlamli olarak artti, tedavi gruplarinda ise I/R
grubuna gore anlamli olarak azaldi. TAK1 diizeyleri I/R grubunda kontrol grubuna gore
anlamli olarak artti, RePostC ile tedavi edilen grupta I/R ve I/R+PostC grubuna gore
anlamli olarak azaldi. Calismamizda serebral I/R hasarinda iskemik ardkosullanma ve
uzak iskemik ardkosullanmanin Sesn2, Apaf-1, ZBP1 ve TAK1 diizeyleri iizerine etkileri
ilk kez gosterildi.

Inme, diinyada mortalite ve morbiditenin 6nde gelen nedenlerinden biridir.
"Serebral iskemi” olarak adlandirilan iskemik inme, tiim inme vakalarinin yaklagik
%85'ini olusturur. I/R hasarinin molekiiler sonuglarin1 anlamak ve hafifletmek, beyin
hasarini azaltmay1 amaglayan etkili terapotik stratejiler gelistirmek i¢in 6nemlidir (ElSsisi,
2025). Serebral iskemide intravendz tromboliz ve endovaskiiler trombektomi yaygin
olarak kullanilan tedavi yontemleridir ancak terapotik araliklarinin dar olmasi,
istenmeyen kanamalara neden olmalar1 gibi c¢esitli dezavantajlart vardir. Etkin
noroproteksiyon ic¢in beynin endojen koruyucu stratejilerini ortaya ¢ikarmak oldukca
onemlidir (Arslan ve ark., 2024). RePostC hayati organlarda yasami tehdit eden iskemik
bir olayin ardindan vital olmayan organlarda kisa, 6liimciil olmayan iskemik ataklarin
indiiklenmesi ile tedavinin saglanmasi prensibine dayanir. Bu siire¢, iskemik ve hasarli
beyin dokusunu koruyarak dogustan gelen iskemik tolerans mekanizmalarini tetikler (M.
Y. Yan ve ark., 2024).

PostC ve RePostC’nin viicuttaki hem noéronal proliferasyonu arttirict ve
noroinflamasyonu azaltici hem de serebral I/R nedenleri arasinda yer alan metabolik
parametreleri  iyilestirici  rolleri, serebral I/R  hasarin1  hafifletebilecegini
disiindiirmektedir. Cok sayida calisma, PostC'min iskemi reperfiizyon hasarinda
enflamatuar reaksiyonu bastirabilecegini, serebral dolasimi iyilestirebilecegini, enfarktiis

hacmini azaltabilecegini ve hem norogenezi hem de anjiyogenezi destekleyebilecegini
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gostermistir (Z. Li ve ark., 2017). Arastirmalar, RePostC uygulamasinin siganlarda
serebral enfarktiis boyutunda yaklasik %40'lik bir azalmaya yol agabilecegini gdstermistir
(Q. Wu ve ark., 2024). Ornella ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada RePostC ile
indiiklenen kan kaynakli eksozomlarin sistemik uygulamasi, belirli bir miRNA kiimesi
sunarak, iskemik hasar1 ve norolojik islevi iyilestirmistir (Ornella ve ark., 2024).
Calismamizda serebral I/R modeli olusturdugumuz siganlara PostC ve RePostC
tedavilerinin uygulanmasinin infarkt alanini literatiirle paralel sekilde azalttigini tespit
ettik.

NDS, serebral I/R hasarina bagli gelisen norolojik fonksiyon bozukluklarini
degerlendirmek amaciyla yaygin olarak kullanilan bir metod olup, bu kapsamda Bederson
skorlama yontemi siklikla tercih edilmektedir. Bederson skoru, deney hayvanlarinda
ozellikle viicudun spontan olarak saga donme derecesini inceleyerek serebral I/R kaynakli
norolojik yetersizliklerin siddetini nicel olarak ortaya koyar (Cui ve ark., 2024).
Calismamizda serebral I/R sonrasi siganlarin nérolojik islevini degerlendirmek amaciyla
Bederson skoru kullanilmistir. Iskemi sonrasi meydana gelen nekroz alanin Slgiilmesi
amaciyla TTC boyama metodu uygulanmigtir. Bu teknik dokudaki canli ve nekroz
bolgelerin ayrimi ile nekroz alaninin tespiti esasina dayanip serebral I/R’nin neden oldugu
hasarin boyutunu gostermektedir (Chan ve ark., 2020). Boylece hem fonksiyonel hem de
morfolojik diizeyde serebral I/R hasariin etkileri kapsamli bir sekilde
degerlendirilmistir. Calismamizda serebral I/R modeli olusturdugumuz siganlara PostC
ve RePostC tedavilerinin uygulanmasinin norolojik bulgulari iyilestirdigi gosterilmistir.

Acik alan testi, kemirgenlerde hareketliligin yani sira kaygi diizeyi, bakim ve kesif
davraniglarin1 degerlendirmek amaciyla yaygin sekilde kullanilmaktadir. Hareket
kabiliyetindeki degisiklikler, bozulmus norolojik siireclerin gostergesi olabilir ve bu

nedenle anormal beyin fonksiyonunu yansitabilir. Saglikli olmayan hayvanlarin test
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alaninda hareket etme diizeylerinin genellikle azaldigi bilinmektedir (Ann-Katrin
Kraeuter, 2019). Yakin zamanda Wang ve ark. tarafindan yapilan bir ¢aligmada serebral
I/R hasar1 sicanlarda 16komotor aktiviteye ciddi hasar verirken Saikasaponin A
uygulamasindan sonra 17. giinden itibaren si¢anlarin 16komotor aktivite skorunun 6nemli
ol¢iide yiikseldigi bildirilmistir Rong Wang ve ark., 2021). Baska bir ¢aligmada I/R hasar1
sonrast sicanlarin gectigi ¢izgi sayisi azalirken Naruritin ile tedavi edilen grupta I/R
grubuna kiyasla 6nemli dlgilide iyilestirilmistir (Patel ve ark., 2022). Calismamizda, agik
alan testinde I/R ile siganlarin gegtigi ¢izgi sayis1 azalirken, tedaviler ile anlamli bir
degisiklik gozlenmedi. Bu etki, reperflizyon siiresinin 24 saatle sinirli olmasindan
kaynaklanabilir.

Motor koordinasyonu degerlendirmek i¢in kullanilan testlerden bir digeri de dikey
cubuk testidir. Bilateral ortak karotid arter tikanikligi ile serebral I/R modeli olusturulan
sicanlarda dikey kutupta kalis siiresinin 6nemli Ol¢lide azaldigr gozlemlenmistir.
Nikotinamid ve 6n kosullanma tedavilerinin uygulanmasi, noroprotektif etki gostererek
dikey cubukta kalma siirelerini anlamli olarak uzatmistir (Arslan ve ark., 2024).
Calismamizda ise siganlarin dikey ¢ubuk tizerinde gegirdigi siire iskemik hasar ile anlamli
azalirken, tedavi metodlari anlamli bir degisiklige neden olmadi. Bu durumun nedeni
reperfiizyon siiresinin kisa olmasi ile iliskili olabilir.

Kiris yiiriime testi, l6komotor ve sensdrimotor aktiviteyi degerlendirmek ig¢in
kullanilir. Tekrarlanan ayak parmaklarmin fleksiyonu ve ekstansiyonu olduk¢a bu test
icin 6nemlidir (D. H. Lee ve ark., 2020). Calismamizda da I/R hasari ile kiris yiiriime
testlerinde yiiksek skorla karsilasildi ve tedavi metotlar: bu skorlar tizerinde anlamli bir
etki olusturamadi.

Genel olarak uygulanan tedaviler davranis testlerinde anlamli bir degisiklige

neden olmadi. Bu durum molekiiler diizeyde bazi hiicre 6liim mekanizmalarinin
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baskilandigini, biyokimyasal bir yanit olustugunu, ancak bunun davranigsal diizeyde
hentiiz fonksiyonel iyilesmeye yansimadigin1 gdsterebilir. Davranis testlerinde uygulanan
tedavilerin anlamli degisiklige neden olmamasi zamanlama farkindan kaynaklanabilir
(Ludwig ve ark., 2007). Protein diizeyleri erken dénem yanit1 yansitirken, davranissal
degisiklikler daha ge¢ ortaya ¢ikabilir. Kritik esik asilmadigi i¢in protein diizeyinde
gozlenen azalma davramigsal degisim olusturmak icin yeterli diizeyde olmayabilir.
Davranig, sadece bir ya da iki molekiiliin degisimiyle degil, coklu sistemlerin birlikte
degismesiyle etkilenir (Ramagiri ve Taliyan, 2017). Bu nedenle davranigsal diizeyde
degisiklik gozlemlenmese bile, molekiiler diizeyde gergeklesen degisiklikler koruyucu
bir etkinin bagladigini, ancak heniiz davranissal ola olarak anlamli sonu¢ vermedigini
diistindiirebilir.

Serebral I/R hasarinda apoptoz, iskemik olayin baslangicindan birkag giin sonraya
hatta birkag¢ haftaya kadar devam edebilir. Kaspazlar serebral I/R hasarinda apoptoz ve
norodejenerasyonda kritik rol oynar. Sican beyninde, ¢esitli apoptotik proteinlerin
diizeylerinin inme sonrasi ilk saatlerde penumbrada arttig1 gosterilmistir. Sican serebral
korteksinde OSA okliizyonundan 0.5-1 saat sonra enfarktiis ¢ekirdeginde kaspaz 1, 3, 6,
8 ve 9’ un asir1 ekspresyonu goézlenmistir. Bu etkinin iskeminin 12-24 saat sonrasinda
arttigr belirtilmistir (He ve ark., 2020). Sitokrom c, iskemik c¢ekirdekteki ndronal
sitoplazmada ve sigan beyninde OSA okliizyonundan 3 saat sonra penumbrada ortaya
cikmigtir. Diger mitokondriyal proapoptotik proteinlerden AIF’in OSA okliizyonundan
4-12 saat sonra penumbrada asir1 eksprese edildigi gozlemlenmistir (Althaus ve ark.,
2007). Sigan serebral korteksinde AIF ve XAFl'in (apoptoz inhibitdrii XIAP'in
antagonisti) asirt ekspresyonu daha sonra, OSA okliizyonundan 6-24 saat sonra
gozlenmistir. Bu etkiler, bu pro-apoptotik proteinlerin sitozole gegtigi dig mitokondriyal

zarda megaporu olusturan BID ve Bax'in asir1 ekspresyonu ile iliskilendirilmistir
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(Uzdensky, 2019). Geri doniisii olmayan ve Onlenemeyen programlanmamis hiicre
6liimiiniin aksine, apoptoz yiiksek oranda diizenlenebilir ve prensipte farkli farmakolojik
ajanlar tarafindan baskilanabilir. Bu nedenle, penumbradaki beyin dokusu potansiyel
olarak kurtarilabilir. Apoptozun baskilanmasi, inme tedavisinde ndoroprotektif
stratejilerden biri olarak kabul edilmektedir (Fricker ve ark., 2018). Li ve ark.
RePostC’nin p38MAPK yolagi araciligiyla apoptozu inhibe ederek serebral I/R hasarini
azaltabilecegini gostermistir (Li ve ark., 2015). Bu bilgiler dogrultusunda literatiirde
PostC ve RePostC’nin pro-apoptotik; Bax, Kaspaz 3 ve Kaspaz 8 ekspresyonunu
azaltarak anti-apoptotik Bcl-2 ekspresyonunu arttirarak apoptozu baskiladigr cesitli
calismalarda ortaya konulmustur. Ancak Apaf-1 molekiili tizerine Postc veya
RePostC’nin etkilerini arastiran bir ¢alisma heniliz bulunmuyor. Calismamizda Apaf-1
diizeyleri I/R hasart ile birlikte artarken PostC ve RePostC tedavilerinin uygulanmasi ile
I/R grubuna gore anlamli olarak azaldi. Ayrica tedavi gruplarindan IR+RePostC
grubundaki degisim IR+PostC grubuna gore istatiksel olarak anlamli bulundu. Bu da
PostC ve RePostC’nin apoptozu baskilayarak serebral I/R hasarinda koruyucu
olabilecegini gostermektedir.

Nekroptoz, serebral iskemi ve IR hasarin1 takiben c¢esitli hiicre olimii
bicimlerinden biri olarak gozlenmistir ve organellerin sismesi, membran riiptiirii gibi
morfolojik RIPK1, RIPK3, MLKL aktivasyonu molekiiler degisikliklerle karakterize
edilmistir (Liao ve ark., 2020). Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada nekroptotik
proteinlerdeki degisiklikler, reperfiizyondan sonra ¢esitli zaman noktalarinda 1-2 saat
boyunca orta serebral arter tikaniklig1 tarafindan indiiklenen bir fokal serebral I/R hasari
modelinde aragtirilmistir. Elde edilen bulgular, 1 saatlik reperflizyondan sonra RIPK1,
RIPK3 ve MLKL'in anlamli olarak arttigin1 gostermistir (M. G. Naito ve ark., 2020).

Bagka bir calisma da serebral I/R modelinde RIPK1 ve RIPK3'in maksimum
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ekspresyonlar1 72 saat reperfiizyondan sonra bulunurken, MLKL ekspresyonu 12, 24 ve
72 saat reperflizyondan sonra maksimum miktarda Ol¢iilmiistiir. Nekroptoz baslangigta
prefrontal kortekste bundan 6nce gelen hipokampiiste tespit edilmistir (Shakeri ve ark.,
2021). Bu bulgular serebral I/R hasar1 modelinde nekroptozun reperfiizyondan sonra
meydana geldigini ve birincil hedefinin néronlar ve hipokampiis oldugunu, nekroptozun
enfarktiis hacmi ve norolojik eksikliklerle iligkili oldugunu goéstermistir. Calismamizda
RIPK3 diizeyleri I/R hasar1 ile birlikte artarken PostC ve RePostC tedavilerinin
uygulanmasi ile I/R grubuna gore anlamli olarak azaldi. Ayrica tedavi gruplarindan
IR+RePostC grubundaki degisim IR+PostC grubuna gore istatiksel olarak anlamli
bulundu. Bu da PostC ve RePostC’nin nekroptozu baskilayarak serebral I/R hasarinda
koruyucu olabilcegini gostermektedir.

Fokal serebral iskemi/reperflizyonun kemirgen modellerini kullanan birgok
calisma, NLRP1, NLRP3, AIM2 ve NLRC4 inflammazomlarmin ve kaspaz-1
aktivasyonunun iskemik serebral dokularda meydana geldigini gostermistir. Ayrica,
noronlarda, mikroglialarda, astrositlerde, vaskiiler endotel hiicrelerinde ve periferik
kandan infiltre edilmis beyaz kan hiicrelerinde NLRP1 veya NLRP3 inflammasome veya
kaspaz-1 ekspresyonunda bir artig bildirilmistir (Barrington ve ark., 2017). Ayrica,
farelerde yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalar, iskemik kortikal ndronlarda Kaspaz 11'in
aktive oldugunu gostermistir (Yang-Wei Fann ve ark., 2013). Bu ¢aligmalar, piroptozun
serebral iskemiden sonra meydana geldigini ve doku hasarini siddetlendirdigini
gostermektedir. Calismamizda Gasdermin D diizeyleri I/R hasari ile birlikte artarken
PostC ve RePostC tedavilerinin uygulamasi ile I/R grubuna gore anlamli olarak azaldi.
Bu da PostC ve RePostC’nin piroptozu baskilayarak serebral I/R hasarinda koruyucu

olabilcegini gdstermektedir.
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Siddetli iskemik ve hipoksik beyin hasarindan sonra bazal gangliyon, talamus,
periventrikiiler ve subkortikal beyaz madde alanlarinda demir birikimi artar. Caligsmalar,
bir fare iskemik inme modelinde, néronlardaki GSH seviyesinin 6nemli dl¢lide azaldigini,
lipid peroksidasyon derecesinin arttigini ve GPX'in aktivitesinin azaldigini gostermistir.
Ayrica, ferroptoz inhibitorlerinin kullanimi iskemik inmeli hastalarin prognozunu énemli
olgtide iyilestirir (Ahmad ve ark., 2014). Yu Cui ve Yan Zhang tarafindan yapilan bir
calismada fare ACSL4 geni cDNA'smni bir lentiviral vektére klonlayarak, tOSA
okliizyonundan sonra sol beyne enjekte edilen kortikal lentiviriis uygulamasinin, ACSL4
asirt eksprese eden beyinde enfarkt boyutunun artmasia ve norolojik fonksiyonun
azalmasina neden oldugu gosterilmistir. Ayni calismada ACSLA4'lin yikilmasinin iskemik
beyin hasarin1 hafiflettigi bildirilmistir (Cui ve ark., 2021). Calismamizda ACSL4
diizeyleri I/R hasart ile birlikte artarken PostC ve RePostC tedavilerinin uygulamasi ile
IR grubuna gore anlamli olarak azaldi. Tedavi gruplarindan IR+RePostC grubundaki
degisim IR+PostC grubuna gore istatiksel olarak anlamli bulundu. Bu da RePostC’nin
ferroptozu baskilayarak serebral I/R hasarinda koruyucu olabilecegini gostermektedir.

Sesn2’nin iskemik inme sonrasi ndroproteksiyon, néroinflamasyon baskilanmasi
ve kan beyin bariyerinin korunmasi ile iliskili potansiyel endojen koruyucu
molekiillerden biri olduguna inanilmaktadir (Shi ve ark., 2016). Sestrinler, AMPK-
mTORCI1 aksmin aktivasyonu, hasarli mitokondrilerin ortadan kaldirilmasi i¢in kritik
olan otofajiyi indiikleyebilir, ROS'un asir1 iiretimini 6nleyerek redoks homeostazina
katkida bulunur ve bdylece antioksidan, antienflamatuvar etki gosterir (Lee J. H. ve ark.,
2010). Sesn2'nin kalic1 serebral arter tikanikligina maruz kalan sigan beyinlerinde asirt
ifade edildigi, iskemiye magruz kalmamis sigan beyinlerinde tespit edilemedigi
bildirilmistir (B. Zhao ve ark., 2014). Ek olarak, yakin zamanda yapilan bir ¢alisma,

Sesn2'nin, JNK veya p38 aracili c-Jun fosforilasyon yoluyla Toll benzeri reseptorii inhibe
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ederek makrofajlarda pro-inflamatuar sinyallemenin diizenlenmesinde hayati bir rol
oynadig1 gosterilmistir. Sestrinlerin, Toll benzeri reseptorlerle etkilesime girerek
inflamasyonun diizenlenmesinde rol oynadigi diisiiniilmektedir. Calismamizda Sesn2
diizeyleri I/R hasart ile birlikte artarken PostC ve RePostC tedavilerinin uygulamasi ile
I/R grubuna goére anlamli olarak azaldi. Bu da PostC ve RePostC’nin inflamasyonu
baskilayarak serebral I/R hasarinda koruyucu olabilcegini gostermektedir.

HK-11, glikozu glikoz-6-fosfata doniistiiren glikoliz reaksiyonunun ilk basamagini
katalize eden bir enzimdir. HK-II'nin mitokondriyal dis zar {izerindeki lokalizasyonu,
hiicresel enerji homeostaz1 ve apoptozun diizenlenmesi agisindan kritik 6nem tasir (Hu
ve ark., 2022). Serebral I/R hasarinda, hiicresel enerji kaybi, ROS asir1 artis1 ve
mitokondriyal disfonksiyon temel patofizyolojik olaylardir. HK-II'nin mitokondriye
baglanmasi, mPTP agilmasini engelleyerek apoptotik hiicre 6liimiine karsi koruyucu bir
etki gosterir (Majewski ve ark., 2004). Yapilan c¢alismalarda HK-Il ekspresyonunun
arttirilmasinin serebral iskemi modelinde noroprotektif etki gosterdigi, oksidatif stresi
azalttigi ve mitokondriyal stabiliteyi korudugu bildirilmistir. Buna karsilik, HK-1I'nin
mitokondriden ayrilmasi ya da inhibitorlerle aktivitesinin azaltilmasi, I/R sonrasi serebral
hasar1 ve inflamasyonu artirmaktadir (B. Wu ve ark., 2017). Li ve ark. yaptiklar bir
calismada, hiperglikolizi HK-II'ye bagh bir sekilde néroinflamasyon ile iliskilendirmis
ve HK-II indiiksiyonunu segici olarak inhibe etmenin iskemik inme i¢in yeni bir tedavi
stratejisi olabilecegini one stirmiistiir (Li Y. ve ark., 2018). Calismamizda mitokondriyal
HK-II diizeyleri I/R hasart ile birlikte azaldi. Bu durum, literatiirde HK-II'nin
mitokondriyal membran biitiinliigiinii koruyucu roliine ve enerji metabolizmasindaki
merkezi konumuna paralel olarak, I/R hasarina bagli mitokondriyal disfonksiyon ve hiicre
oliim siireclerinin aktiflestigini desteklemektedir. PostC ve RePostC ile tedavi edilen

gruplarda ise HK-II diizeyleri /R grubuna gore anlamli olarak artmistir. Bu bulgulara
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gore PostC ve RePostC uygulamalart HK-I1 ekspresyonunu arttirarak noroprotektif etki
gosterebilir. HK-1I' nin mitokondriyal membrana baglanma kapasitesini etkileyen
mekanizmalar, apoptoz, nekroptoz ve piroptoz gibi diizenlenmis hiicre 6liim yollarini da
dolayl olarak etkileyebilir.

TAK1, TNF, IL-1 ve TLR sinyal yollarmin diizenlenmesinde Kkritik 6neme
sahiptir. Yapilan bir calismada TAKL1'in travmatik beyin hasar1 (TBI) olustuktan sonra
aktive edildigi ve inhibisyonunun inflamasyon ve apoptoz dahil olmak iizere TBI ile
iliskili biyokimyasal ve molekiiler siirecleri azalttigimi gosterilmistir (S. Hao ve ark.,
2024) . Farkl1 bir galismada ise TAK1'in kisa siireli inhibisyonunun in vitro oksijen glikoz
yoksunluguna (OGD) karsi korudugunu ve in vivo orta OSA okliizyonundan sonra
enfarktiis hacmini azalttigi bildirilmistir (Neubert ve ark., 2011). Calismamizda TAK1
diizeyleri I/R hasart ile birlikte artarken PostC ve RePostC tedavilerinin uygulamasi ile
I/R grubuna gore anlamli olarak azaldi. Bu durum PostC ve RePostC’nin PANoptozu
baskilayarak serebral I/R hasarinda koruyucu olabilcegini gostermektedir.

ZBP1, PANoptozom kompleksini bir araya getiren, PANoptozun ana
diizenleyicisi olarak hiicre 6liim yollariyla iliskili bir proteindir. Cevresel stres kosullarina
yanit olarak hiicre 6liim tiirlerinden apoptoz, nekroptoz, piroptoz ve enflamatuar yollarin
kesistigi noktada hasar siirecine aracilik eder (Hao Y. ve ark., 2022). Calismamizda ZBP-
1 diizeyleri I/R hasari ile birlikte artarken PostC ve RePostC tedavilerinin uygulamasi ile
I/R grubuna gore anlamli olarak azaldi. Bu bulgular PostC ve RePostC’nin PANoptozu
baskilayarak serebral I/R hasarinda koruyucu olabilcegini gostermektedir.

Serebral I/R hasarinda,
- Apaf-1 diizeylerinin artmasi patofizyolojide apoptozun roliiniin olabilecegini,

- RIPK3 diizeylerinin artmasi patofizyolojide nekroptozun roliiniin olabilecegini,
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- GasderminD diizeylerinin artmast patofizyolojide piroptozun roliiniin
olabilecegini,

- Acsl-4 diizeylerinin artmasi patofizyolojide ferroptozun roliiniin olabilecegini,

- Sestrin 2 diizeyinin artmasi inflamasyonun serebral I/R’de hasar siirecine katkida
bulundugunu ve Sesn2’nin endojen koruyucu mekanizmada gorev aldigini,

- Mitokondriyal HK-II  diizeylerinin azalmasi  hasarda  mitokondriyal
disfonksiyonun etkili olabilecegini,

- ZBP-1 ve TAK-1 diizeylerinin artmast PANoptozun serebral I/R’de hasar
stirecine katkida bulundugunu

Serebral I/R hasarinda PostC’nin,

- Nekroz alan1 azaltarak ve ndrolojik bulgulart iyilestirerek koruyucu olabilecegini,

- Apaf-1 diizeyini azaltarak koruyuculukta apoptoz inhibisyonunun rol
alabilecegini,

- RIPK3 diizeyini azaltarak koruyuculukta nekroptoz inhibisyonunun rol
alabilecegini,

- GasderminD diizeyini azaltarak koruyuculukta piroptoz inhibisyonunun rol
alabilecegini,

- ACSL4 diizeyini azaltarak koruyuculukta ferroptoz inhibisyonunun rol
alabilecegini,

- Sestrin2 diizeyini azaltarak koruyuculukta antienflamatuvar mekanizmalarin rol
alabilecegini,

- Mitokondriyal HKII diizeyini arttirmasi nin mitokondriyal membrana baglanma
kapasitesini etkileyen mekanizmalarin rol alabilecegini,

- ZBP-1ve TAK-1 diizeyini azaltarak koruyuculukta PANoptoz inhibisyonunun rol

alabilecegini,
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Serebral I/R hasarinda RePostC’nin,

- Nekroz alani azaltarak ve norolojik bulgular1 iyilestirerek koruyucu olabilecegini,

- Apaf-1 diizeyini azaltmas1 koruyuculukta apoptoz inhibisyonunun rol
alabilecegini,

- RIPK3 diizeyini azaltmas: koruyuculukta nekroptoz inhibisyonunun rol
alabilecegini,

- GasderminD diizeyini azaltmas: koruyuculukta piroptoz inhibisyonunun rol
alabilecegini,

- ACSL4 dizeyini azaltmas: koruyuculukta ferroptoz inhibisyonunun rol
alabilecegini,

- Sestrin2 diizeyini azaltmasi koruyuculukta antienflamatuvar mekanizmalarin rol
alabilecegini,

- Mitokondriyal HK II diizeyini arttirmasi koruyuculukta mitokondriyal membrana
baglanma kapasitesini etkileyen mekanizmalarin rol alabilecegini,

- ZBP-1ve TAK-1 diizeyini azaltarak koruyuculukta PANoptoz inhibisyonunun rol
alabilecegini,

PostC ve RePostC kiyaslandiginda,
- ACSLA4 ve TAKI diizeylerindeki azalma I/R grubuna kiyasla sadece RePostC

grubunda anlamli bulundu
- Apaf-1, RIPK3 ve Sesn2 diizeylerindeki azalma PostC grubuna kiyasla
RePostC grubunda istatistiksel olarak anlamli bulundu

RePostC, invaziv cerrahi girisim gerektirmeden periferik bir doku veya organa

kolaylikla uygulanabilen, zaman esnekligi sunan ve molekiiler diizeyde belirgin

koruyucu etkiler gdsteren bir tedavi yontemi olarak klinik uygulamalarda daha sik

tercih edilebilir.
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Serebral I/R hasarinin patofizyolojik mekanizmasinda apoptoz, nekroptoz,
piroptoz ve ferroptoz rol alabilir ve inflamasyon bu mekanizmaya eslik edebilir.
Serebral I/R hasarinda PostC ve RePostC apoptoz, nekroptoz, piroptoz ve ferroptozu
inhibe ederek antienflamatuvar mekanizmalari tetikleyerek koruyucu olabilir.
Apaf-1, RIPK3, GasderminD, ACSL4, ZBP-1, TAK-1 ile Sesn 2 ve HK2 diizeyleri
serebral I/R hasarinin tedavisi i¢in potansiyel bir hedef olabilir.

PostC ve RePostC uygulamasi ile endojen tolerans mekanizmalarini tetiklemek I/R

hasarina kars1 koruma saglayabilir.

6.1. Oneriler

Calismamizdan 24 saat sonra alinan beyin dokulariin Western Blot yontemi
kullanilarak protein analizi yapildi. Beyin dokularina ek olarak serum ornekleri tizerinde
de ilgili protein diizeyleri Olgiilerek merkezi ve periferal etkiler arasinda kiyasalama
yapilabilir. Ayrica davranis deneyleri reperfiizyonun sadece 24. saatinde degerlendirildi.

Lokomotor aktiviteyi 6l¢mek icin daha uzun zaman araliginda deneyler tekrarlanabilir.
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