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OZET

DENEYSEL SUBARAKNOID KANAMA MODELI OLUSTURULMUS
SICANLARDA PISEATANNOLUN BEYINDE ENDOPLAZMIiK RETIKULUM
STRESI UZERINE ETKILERININ ARASTIRILMASI

Berna OZBEY
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Fizyoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danigman: Prof. Dr. Metehan UZUN
22/03/2023, 102

Subaraknoid kanama (SAK) insanlarda yaygin olarak goriilmekte olup beyin
hasarina ve oliimlere yol agmaktadir. Giiniimiizde SAK’1n halen kesin tedavisi yoktur. SAK
patogenezinde rol alan mekanizmalardan bir tanesi de endoplazmik retikulum stresidir
(ERS). ERS’nin beyin hiicrelerinde apoptoz ile kan-beyin bariyerinin bozulmasina yol actigi
bilinmektedir. Bu ¢alismada deneysel SAK modeli olusturulmus siganlarda piseatannoliin

(PST) frontal korteksteki ERS ve apoptoz iizerine etkilerinin arastirilmasi amaglanmustir.

Calismada 8-10 haftalik Wistar Albino siganlardan SHAM (n=8), SAK (n=8) ve PST
(n=8) olmak {izere ii¢ grup olusturuldu. SAK ve PST gruplarinda, 120 pl otolog arteriyel kan
prekiazmatik sisternaya enjekte edilerek SAK modeli olusturuldu. PST grubuna SAK
sonrasi 60. dakikada 30 mg/kg PST intraperitoneal yolla enjekte edildi. Tiim gruplarda SAK
oncesi ve sonrasi garcia norolojik muayenesi, rotarod testi ve horizontal bar skorlamasi
yapildi. SAK’tan 24 saat sonra frontal korteks dokular1 alinarak histopatolojik ve genetik
analizler gergeklestirildi.

PST uygulamasinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde olmak tizere nérodavranigsal
test sonuglarinda iyilesmeye (p<0,01; p<0,05) ve histopatolojik diizeyde piknoz (p<0,001),
odem (p<0,001), kristal viyole boyal1 hasarli hiicre (p<0,01) ve TUNEL" apoptotik hiicre
sayisinda (p<0,05) azalmaya sebep oldugu gozlendi. SAK grubunda GRP78 (p=0,01), ATF4
(p=0,01) ve CHOP (p<0,05) gen ekspresyon seviyeleri SHAM grubuna gore yliksek



bulundu. PST uygulamasi1 SAK’ta artan tiim ERS gostergelerini azaltici etki gosterdi. Bu
azalma GRP78 igin istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). PST ayrica SAK’ta artan
p53 (p<0,01) gen ekspresyon degerlerini azaltici etki gosterdi.

Sonug olarak, SAK sonrasi artan ERS {izerine PST nin koruyucu etki gosterdigi
anlasildi. Bu bulgulardan yola ¢ikarak, SAK tedavisinde PST’nin destekleyici bir adjuvant

ajan olarak kullanim potansiyeli oldugu anlasildi.

Anahtar Kelimeler: Subaraknoid Kanama, Erken Beyin Hasari, Piseatannol,

Endoplazmik Retikulum Stresi, Apoptoz



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF PICEATANNOL ON ENDOPLASMIC
RETICULUM STRESS ON BRAIN IN RATS WITH EXPERIMENTAL
SUBARACHNOID HEMORRHAGE MODEL

Berna OZBEY
(Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Department of Physiology Master’s Thesis
Advisor: Prof. Dr. Metehan UZUN
22/03/2023, 102

Subarachnoid hemorrhage (SAH) is a common neurologic disorder accounts for
brain injury, diminished neuron function, and neruon death. Due to various options, SAH
treatment still remains lacking. Endoplasmic reticulum stress (ERS) in brain is known as the
distruption of blood-brain barrier triggering neuron apoptosis contributes to SAH
pathogenesis. The aim of this study is to investigate the effects of piceatannol (PST) on ERS

and neuron apoptosis in an experimental SAH model in rats.

Fort this purpose 24 Wistar Albino male rats (8-10 w) were randomly divided into
three groups; SHAM (n = 8), SAH (n = 8), and PST (n = 8). SAH model was induced via
injection of 120 ul of autologous blood into prechiasmatic cisterna. 30 mg/kg PST was
injected intraperitoneally after 60 minutes from SAH inducement. Garcia neurologic
examination, the rotarod test, and horizontal bar tests were applied for neurological
evaluation. Frontal cortex specimens were harvested for histological and gene expression

evaluation.

Our results indicated that PST treatment significantly improved neurological scores
(p<0,01; p<0,05). In addition PST decreased pyknosis (p<0,001) and edema (p<0,001)
levels, alleviated the number of damaged cells (p<0,01) and apoptotic cells (p<0,05). GRP78
(p=0,01), ATF4 (p=0,01) and CHOP (p<0,05) gene expression levels of SAH group were

Vi



increased compared to SHAM. Moreover PST significantly decreased the expression levels
of p53 (p<0,01).

In conclusion our results indicated that PST had protective effects on ERS after SAH.

It could be suggested that PST might be a supportive adjuvant agent in SAH management.

Keywords: Subarachnoid Hemorrhage, Early Brain Injury, Piceatannol, Endoplasmic
Reticulum Stress, Apoptosis

vii



ICINDEKILER

ABSTRACT .ot
ICINDEKILER ....oininiii e
SIMGELER ve KISALTMALAR.........coviieiiiiiiiiiiiiieien
TABLOLAR DIZINI...........oooo
SEKILLER DIZINT. ...

BIRINCI BOLUM
GIRIS

1.1. Subaraknoid Kanama...........coovriiiiiiiiiiieeeeaens

1.1.1. Subaraknoid Kanamanin Epidemiyolojisi

1.1.2. Subaraknoid Kanamanin Etiyolojisi.......................
1.1.3. Subaraknoid Kanamanin Prognozu........................
1.1.4. Subaraknoid Kanamanin Patofizyolojisi..................
1.1.5. Erken Beyin Hasarinin Mekanizmast......................
1.2. Endoplazmik Retikulum..............c.cooeviiiiiiiiienn
1.2.1. Endoplazmik Retikulum Yapist..............cooeiiiinnn
1.2.2. Endoplazmik Retikulumda Protein Sentezi
1.2.3. Post-Translasyonel Modifikasyonlar ve Protein Katlanmasi
1.2.4. ERile Iliskili Protein Degradasyonu (ERAD)
1.3. Endoplazmik Retikulum Stresi.........ccocovvvviiiiiiininiiniinnn

LA APOPLOZ. ettt e

viii

Sayfa No

© ©O© N oo oo o1 o1 b



1.5.

2.1.

3.1.
3.2

3.3.
3.4.
3.5.
3.6.

3.7.

3.8.
3.9.
3.10.

3.11.

1.4.3. Niikleer Faktor Kappa B (NF-kB)......ccccooviiiiiiiiene

R 1 X P

PISeatannol. ... ...
IKINCI BOLUM

KURAMSAL CERCEVE/ONCEKI CALISMALAR

Subaraknoid Kanama ve Piseatannol............ooveomniiiiiee e,
UCUNCU BOLUM

ARASTIRMA YONTEMI/MATERYAL YONTEM

Deney Hayvanlarinin Se¢imi ve Gruplandirilmasi.................c.oooooie,
D= Al I Y 0 1 0
Tastyici Soliisyonu Hazirlanmasi ve Uygulanmast...................ooooiiaa.
Piseatannol Cozeltisi Hazirlanmasi ve Uygulanmasi.................coovvivienienne.

ANESEEZI UygUIamasi.......ouintiriit i

3.6.1. Subaraknoid Kanama Modeli Olusturulmast.......................ooeieene..
Norodavranigsal Degerlendirme............oooiiiiiiiiii i,
3.7.1. Garcia NOrolojik Muayene...........co.ooeiiiiiiiiiiiiiin e,
3.7.2. ROtarod TeSti. .. ueneieiiei e
3.7.3. Horizontal Bar Skorlamast..............c.cooiiiiiiiiiiii e,
Otenazi ve Orneklerin TOPlanmast..............c.veuvieiiniiniiiiiiieiieeieeieen,
Beyin Odemi TeSPiti...........ovuuueieneiieeeiiee e,
Genetik Analizler. ... ...,
3.10.1. Total RNA 1Z0lasyonu..............cccuviuiiiiiieiiiii e,
3.10.2. CDNA BIACSI. ... ettt
3.10.3. Real Time PCR (qRT-PCR) Uygulamasi............c.coeviirinneneennann.n.
Histopatolojik Analizler.......... .o,
3.11.1. Hemotoksilen- Eozin (HE) Boyama...............ccooviviiiiiiiieiininnn.n.
3.11.2. TUNEL BOYama........oiviiiitiiitiie ettt e e e e
3.11.3. Kristal Viyole Boyama............c.ouiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieiee e

33

34

35



3.12. IstatistikSel ANALIZICT. . ..oee e e e e e

DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Subaraknoid Kanama Model ve
4.2. Beyin Odemi Analiz Bulgulari.

4.3. Norodavranigsal Degerlendirme

Mortalite Bulgulari.........................o.o.ell.

Bulgulari............ooooi

4.3.1. Garcia Skorlamas1 Bulgulari..................cooooiiiiiiiii

4.3.2. Rotarod Testi Bulgulari...

4.3.3. Horizontal Bar Skorlamasi Bulgulari..................ccoooiiiiiiiiinnnn.

4.4. Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisim Bulgulari........................o .
4.4.1. GRP78 Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisimler..........................
4.4.2. PERK Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisimler...........................

4.4.3. ATF4 Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisimler...........................
4.4.4. CHOP Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisimler...........................

4.4.5. p53 Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisimler..............................

4.4.6. NF-xB Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisimler...........................

4.5. Histopatolojik Bulgular..........

4.5.1. Hemotoksilen-Eozin Boyama Bulgulart..................c.oooooiiiiiiiinn

4.5.2. Kristal Viyole Boyama Bulgulari....................oooiiiiiiii,
4.5.3. TUNEL Boyama Bulgulari.............c.oooiiiiiiiiiia,

BESINCi BOLUM
TARTISMA, SONUC ve ONERILER

51. Tartisma................coevvenne...

5.2 Sonug ve Oneriler.................
KAYNAKCA oo

52

73



SIMGELER VE KISALTMALAR

SAK Subaraknoid kanama
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SPB Serebral perfiizyon basinci

ER Endoplazmik retikulum

ERS Endoplazmik retikulum stresi

BiP Immiinoglobulin baglayici protein
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GRP94 94-kDa glukozla diizenlenen protein
ERAD ER ile iliskili degradasyon

UPR Katlanmamis protein yaniti

PERK Protein kinaz RNA benzeri ER kinaz
IRE1 Inositol gerektiren enzim-1

ATF6 Aktive edici transkripsiyon faktorii 6
elF2a Okaryotik baslatma faktorii-2 alfa
ATF4 Aktive edici transkripsiyon faktorii 4
CHOP C/EBP homolog protein

GADD34 Biiyiime durdurma ve DNA hasart ile indiiklenebilir protein
PST Piseatannol

RES Resveratrol

GSi Gecikmis serebral iskemi

KBB Kan beyin bariyeri

SRP Sinyal tanima partikiilii

OST Oligosakkaritransferaz
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UGGT UDP-glikoz/glikoprotein glukozil transferaz
Hsp70 70-kDa 1s1-sok proteinleri

ATPaz Adenozin trifosfataz
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ATP Adenozin trifosfat

ADP Adenozin difosfat

HE Hemotoksilen-Eozin

TUNEL Terminal Deoksiniikleotidil Transferaz dUTP nick ug etiketleme
% Yiizde

NF-xB Niikleer Faktor Kappa B

Sec Salg1

PDI Protein disiilfit izomeraz
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JNK c-Jun N-terminal kinaz

p50 NF- kB1

p52 NF- kB 2

p65 RelA
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BIRINCIi BOLUM
GIRIS

Subaraknoid kanama (SAK), normalde beyin omurilik sivisi (BOS) ile dolu olan ve
araknoid ile pia mater arasinda yer alan bolgeye kan sizmasi olarak tanimlanir. En sik nedeni
travmadir. SAK herhangi bir travmaya bagli olmadan da gelisebilir. Non-travmatik SAK,
anevrizmal, non-anevrizmal veya perimezensefalik olabilir. SAK, yiiksek morbidite ve
mortalite ile seyreder ve tiim inmelerin % 3-10’luk bir kismindan sorumludur. insanlarda
SAK goriilme siklig1 100.000°de 6-28 arasinda bildirilmekle birlikte bu oran bolgesel olarak
degiskenlik gostermektedir (De Rooij vd., 2007). En ¢ok 40-60 yas araliginda goriiliir
(Rinkel vd.,1998). Kanama sonrasi 1. ayda mortalite oran1 % 50 degerine ulagmaktadir.
Oliimlerin ¢ogu ise ilk hafta i¢inde olmaktadir. SAK ’ta hastalarin % 10’u kanamadan hemen
sonra hastaneye ulasamadan, % 25’1 ise ilk 24 saat iginde kaybedilmektedir (Dietrich vd.,
2000). SAK risk faktorleri arasinda cinsiyet, hipertansiyon, sigara, alkol ve uyusturucu
madde kullanim1 gosterilmektedir (Sundstrom vd., 2019).

Subaraknoid kanama patogenezinin altinda yatan en temel mekanizma ilk 3 giin
icerisinde ortaya ¢ikan erken beyin hasaridir (EBH). Erken beyin hasar1 beyin iskemisi, kan-
beyin bariyeri (KBB) yikimi, beyin 6demi, oksidatif stres yaniti, inflamatuar yolaklarin
aktivasyonu ve noronal apoptoz dahil bir dizi karmasik patofizyolojik siireci icerir. Birkag
giin veya daha uzun sirebilir (Cahill vd., 2006). Subaraknoid bosluga kanin
ekstravazasyonu, yogun bas agrisia ve kafa i¢i basingta (KIiB) artisa neden olur. Kafa ici
basincinda artis ise, bolgesel serebral kan akisinda (SKA) ve serebral perfiizyon basincinda
(SPB) 6nemli bir azalmaya neden olur. Bozulmus bolgesel SKA ya gegici ve yaygin ya da
fokal iskemiye yol agabilir ve bu da bagka patofizyolojik olaylarin gelismesine sebep olur
(Foreman vd., 2016).

Subaraknoid kanamanin patofizyolojisinde hiicre ic¢i organellerin fonksiyonel
bozuklugu son yillarda arastirmacilarin dikkatini ¢ekmistir. Yapilan ¢alismalar niikleus,
endoplazmik retikulum (ER), mitokondri ve otofaji-lizozomal sistemin SAK seyri sirasinda
farkli islevler sergiledigi ve bu organellerdeki fonksiyonel bozukluklarin SAK
patofizyolojisine dahil edilebilecegini gostermektedir (Chen vd., 2015). Erken beyin hasar1

stirecinde ndronlarda otofaji yolaginin aktive oldugu ortaya konulmustur.



Otofaji hiicre homeostazinin 6nemli bir bileseni olmasina ragmen, asir1 otofaji hiicre
Oliimiine neden olabilir ve SAK sonrasi ortaya ¢ikan EBH’den sorumlu bir faktor olarak
kabul edilir (Lee vd., 2009). Bunun yanisira, endoplazmik retikulum stresinin (ERS) endotel
hiicrelerinin apoptozisine ve kan-beyin bariyerinin bozulmasina kadar gidebilen apoptotik
stireleri baslattigi da bilinmektedir (Paschen vd., 2005). Bu nedenle SAK’ta ERS’yi
azaltmaya yoOnelik ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Endoplazmik retikulumdaki protein katlama kapasitesi ile islenen protein yiikii
arasindaki dengenin ER'de bozulmasi ERS olarak tanimlanir (Cnop vd., 2012). Hemen
hemen tiim biyolojik siireglerde gorev alan proteinlerin ve fonksiyonel islev kazanmalari i¢in
iic boyutlu yapilara katlanmalar1 gerekir (Dobson vd., 1998). Polipeptitler siirekli olarak
yanlis katlanma veya sitotoksik kompleksler halinde toplanma riski altindadir. Molekiiler
saperonlar, proteinin yeniden katlanmasina yardimci olarak ve protein agregasyonunu
onleyerek bu sitotoksisiteyi giderirler (Kampinga ve Craig, 2010). Protein homeostazinin
saglanmasi i¢in proteinler siirekli saperon denetiminden gecerler (Tatar, 2018). ER’de
protein katlanmalari, BiP (Immiinoglobulin baglayici protein) diger adiyla GRP78 (78-kDa
glukozla diizenlenen protein) ve GRP94 (94-kDa glukozla diizenlenen protein) gibi ER
saperon proteinleri ve protein disiilfid izomeraz ile peptidil-prolil izomeraz gibi enzimler
tarafindan kolaylastirilir (Yoshida vd., 2001). Endoplazmik retikulumda dogru katlanmis
proteinler golgi aygitina gonderilirken yanlis katlanmig veya katlanmamis proteinler ER
limeninde kalirlar (Van der Kallen vd., 2009). Endoplazmik retikulum limeninde yanlig
katlanmis proteinlerin birikmesi ER homeostazindaki degisikliklere ve sonug¢ olarak
ERS’nin uyarilmasina neden olur (Wang ve Kaufman, 2016). Endoplazmik retikulum bu
durumun diizeltilmesi ve protein homeostazisinin korunmasini saglayacak sistemlere
sahiptir. Yanlis katlanmis veya katlanamamis olan proteinler, ER i¢inde bulunan ER ile
iliskili protein degradasyonu (ERAD) kontrol sistemi ile yikima ugratilirlar ve boylece

protein dengesi korunur (Chambers ve Marciniak, 2014).

Protein dengesini korunmasinda bazen ERAD mekanizmasi yeterli gelmez, boyle
durumlarda hiicrede katlanmamais protein yaniti (UPR) olarak adlandirilan yolak aktif hale
gelir (Xu ve ark., 2005; Xu vd., 2018). Bu yolak, ER fonksiyonundaki homeostazinin
yeniden saglanmasi i¢in gerekli 6nemli bir sinyal mekanizmasidir (Van der Kallen vd.,

2009). Bu yolagin aktivasyonu kontrol eden ii¢ temel sensor proteini mevcuttur. Bunlar;



1- Protein kinaz RNA benzeri ER kinaz (PERK)

2- Inositol gerektiren enzim-1 (IRE1)

3- Aktive edici transkripsiyon faktorii 6 (ATF6).

Bu ii¢ protein normal sartlar altinda GRP78 adi verilen saperona baghdirlar ve bu
sayede inhibe haldedirler (Oslowski ve Urano, 2011). Uyarilmanin ger¢eklesmesiyle GRP78
saperonu, PERK, IRE1 ve ATF6’dan ayrilir. PERK ve IRE1 homodimerize olur. Bu
transmembran proteinleri otofosforilasyon gegirerek aktive olurlar (Schontal, 2012). Aktive
olan PERK bir kinaz olarak Okaryotik baslatma faktorii-2'nin alfa alt birimini (elF2a)
fosforile eder. p-elF2a ise ATF4 (aktive edici transkripsiyon faktorii 4), pro-apoptotik
C/EBP homolog protein (CHOP) ve GADD34 (biiyiime durdurma ve DNA hasar ile
indiiklenebilir protein) gibi asagi akis bir grup proteinin artisina yol acar (Hughes ve
Mallucci, 2019). UPR’nin uyarilmasi sonucunda hiicre normal siirecine geri donebilir.
Ancak, stres UPR mekanizmasinin bas edilebilecegi diizeyden daha fazla ise hiicre 6liimii

gerceklesecektir (Van der Kallen vd., 2009).

Hiicrede gergeklesen bu siireglerin, SAK patofizyolojisi agisindan da 6nemli oldugu
yapilan ¢aligmalarla ortaya konulmustur (Park vd, 2004). ERS ve oksidatif stresin SAK’ta
EBH patogenizine katkida bulundugu da yapilan birgok ¢alismada da ifade edilmektedir
(Ayer ve Zhang, 2008; Nakka vd., 2016). Bu nedenle SAK’ta ERS’nin azaltilmas1 veya
tamamen ortadan kaldirilmasi tedavi secenekleri arasinda degerlendirilmektedir. Bu amacla
bircok molekiil iizerinde arastirmalar yogun bir sekilde devam etmekte olup bu

molekiillerden bir tanesi de piseatannol (PST) dur.

Yaban mersini, liziim ve carkifelek meyvesi tohumlarinda yaygin olarak bulunan
PST bir resveratrol (RES) hidroksil analogudur (Boccellino vd., 2019). PST, RES’e gore
daha yiiksek bir biyoyararlanim oranina sahiptir (Fernandez-Mar vd., 2012; Savoia, 2012;
Mikulsi vd., 2010). Bu durum PST’nin RES’e alternatif bir molekiil olarak
degerlendirilmesine yol agmistir. PST, kanserlere, kardiyovaskiiler hastaliklara,
inflamasyona, hiperkolesterolemiye ve obeziteye karsi terapdtik potansiyele sahiptir. Ayrica,
karaciger ve kalp hasari, kanser ve cilt hastaliklarinin tedavisinde de kullanilabilecegi

belirtilmistir (Hoshoda vd., 2021). PST’nin tedavi edici yonii sahip oldugu anti-inflamatuar,



anti-oksidatif ve anti-proliferatif aktiviteler sayesinde ger¢eklesmektedir (Kalariya vd.,
2013). Buna ek olarak yapilan ¢alismalarda PST’nin ERS’yi azaltici veya ERS’ye karsi
koruyucu etkinligi de ortaya konulmustur (Kil vd., 2016; Wen vd., 2018). PST’nin ERS
tizerine olan etkileri karaciger, osteoblast hiicreleri, endotelyal hiicreler gibi hiicre ve
organlarda ortaya konulmus olmasina ragmen SAK’ta ERS {izerine nasil bir etki gosterdigi

heniiz arastirilmamaistir.

Bu nedenle ¢alismamizda PST’nin SAK’ta frontal korteksteki ERS diizeyi ve tedavi

edici etkilerinin arastirilmasi1 amaglanmustir.

1.1. Subaraknoid Kanama

Subaraknoid bosluk, araknoid membran ile pia mater arasindaki bosluk olarak
tanimlanir. BOS ve beynin farkli bolgelerini besleyen kan damarlarindan olusur. SAK,
araknoid membran ile pia mater arasinda bulunan ve subaraknoid bosluk olarak adlandirilan
alanda kan birikmesi olarak tanimlanir (Ikawa vd., 2020). SAK, tiim inme tiirlerinin % 3'tinii
olusturan, % 85'1 intrakraniyal anevrizmalarin neden oldugu bir hemorajik inme tiiriidiir
(Macdonald ve Schweizer, 2017). Yiiksek morbidite ve mortalite ile seyreden klinik bir
olaydir (Kowalski vd., 2004).

Sekil 1. Subaraknoid bolgenin sematik gdsterimi (“Canakkale Onsekiz Mart Universitesi”,

t.y.), (“Subaraknoid Kanama?”, 2022).



1.1.1. Subaraknoid Kanamanin Epidemiyolojisi

Inme, diinya ¢apinda 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada, sakatlik nedenleri
arasinda ise iigiincii siradadir (Feigin vd., 2017). Inmeler hemorajik veya iskemik olabilir.
Hemorajik inmeler, yaygin olarak tiim inmelerin yaklasik % 32'sini olusturmaktadir
(Krishnamurthi vd., 2013). Hemorajik inmeler, SAK veya intraserebral kanamadan
kaynaklanabilir. Cogu spontan (travmatik olmayan) SAK’lar, riiptiire sakkiiler
anevrizmalardan kaynaklanir. Subaraknoid kanamanin diger nedenleri arasinda travma,
arteriyovendz malformasyonlar, vaskilitler, intrakraniyal arter diseksiyonlari, amiloid

anjiyopati, kanama diyatezi veya uyusturucu kullanimi (kokain ve amfetaminler) sayilabilir

(Vlak vd., 2011).

Cogu popiilasyonda SAK, yilda 100.000’de 6-7 kiside goriilmektedir. Ancak
Finlandiya ve Japonya’da yaklagik olarak 100.000 kisinin 20’sinde goriildiigii bildirilmistir.
Buna ek olarak diisiik ve orta gelirli iilkelerdeki insidans oraninin, ytliksek gelirli tilkelerin

neredeyse iki kat1 oldugu ifade edilmektedir (Feigin vd., 2009; de Rooij vd., 2007).

Hastaligin goriilme yas1 cinsiyete ve yasa bagli olarak degisiklik de gdstermektedir.
SAK 55 yasindan once erkeklerde, 55 yasindan sonra ise kadinlarda daha sik goriilmektedir.
Insidans ise yasla birlikte artmaktadir. Buna ragmen SAK gegiren hastalarn yarisinin 55
yasindan kii¢iik oldugu bildirilmistir. SAK insidansi son 45 yilda biraz azalmistir (de Rooij
vd., 2007).

1.1.2. Subaraknoid Kanamanin Etiyolojisi

Hastaligin etiyolojisine bakildiginda SAK’in tramvatik ve non-travmatik olarak iki
sekilde gerceklestigi goriilmektedir. Travmatik olmayan SAK vakalarinin yaklasik % 85'
anevrizma yirtilmasina sekonder olarak ortaya ¢ikar. Geriye kalan % 15-20'lik kismin farkli
nedenleri mevcut olup, kanamanin mekanizmasi tam olarak tanimlanmamistir. Tedavi
kanamanin nedenine gore uyarlayanabildigi i¢in kanamanin kesin etiyolojisini belirlemek

olduk¢a dnemlidir (Ziu vd., 2022).



1.1.3. Subaraknoid Kanamanin Prognozu

Subaraknoid kanamada erken dénemde 6liim orani oldukga yiiksekir. Niifusa dayali
yapilan ¢aligmalarda vaka 6liim oraninin yaklasik % 50 oldugu ifade edilmektedir (van Gijn
vd., 2007). SAK gegiren hastalarin % 10'undan fazlasinda ise orta veya ciddi diizeyde
sakatlik kalmaktadir (Schatlo vd., 2021). Popiilasyona dayali yapilan bir ¢alisma, SAK
geciren hastalarin yaklasik % 18'inin bir hastanede degerlendirilmeden Once aniden
oldiigiinii gostermistir. Hastaneye ulasan hastalar arasinda erken oliimler ¢ogunlukla ilk
kanama, yeniden kanama, vazospazm, gecikmis serebral iskemi (GSI), hidrosefali, KiB
artis, nobetler ve kardiyak komplikasyonlar vb. anevrizmal SAK'!n yaygin
komplikasyonlarindan kaynaklanir (Lindbohm vd., 2017). Norobiligsel islev bozuklugu,
epilepsi ve diger fokal norolojik defisitler SAK'in uzun siireli komplikasyonlar1 arasinda

sayilabilir (Schatlo vd., 2021).

Subaraknoid kanama sonrast ortaya c¢ikan bazi komplikasyonlar asagida

listelenmistir:

Nobetler,

Vazospazm,

Yeniden kanama,
Hidrosefali,

Artmis kafa ici basinct,
Beyin enfarktiisii,

Norojenik pulmoner 6dem,

Oliim (Ziu vd., 2022).
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1.1.4. Subaraknoid Kanamanin Patofizyolojisi

Hastaligin patofizyolojisi lizerine yliriitiillen deneysel ve klinik c¢aligmalar son
yillarda, kanama sonrasi ilk 72 saatte ortaya ¢ikan ve yaygin olarak goriilen “EBH” olarak
adlandirilan patofizyolojik mekanizmalara dogru egilim gostermistir. EBH ilk olarak 2004
yilinda Kusaka vd. (2004) tarafindan tanimlanmistir (Kusaka vd.,2004). EBH’nin GSI ve



SAK sonrasi uzun vadeli morbidite ve mortalite arasinda énemli bir etkiye sahip oldugu

kabul edilmektedir (Ahn vd., 2018; de Oliveira Manoel vd., 2016).

1.1.5. Erken Beyin Hasarinin Mekanizmasi

Mekanizmasi olduk¢a karmasik olan EBH, SAK'tan birka¢ dakika sonra olusmaya
baslar. Birkag giin veya daha uzun siiren beyin iskemisi, KBB yikimi, beyin 6demi, oksidatif
stres tepkisi, immiin inflamatuar yol ve ndronal apoptoz dahil bir dizi karmasik patolojik ve
fizyolojik olay1 igerir (Tian vd., 2020). EBH’nin patofizyolojik mekanizmalarmin
kanamadan hemen sonra bagladigina dair artan kanitlar mevcuttur. Subaraknoid boslukta
kanin ekstravazasyonu KiB’de ani bir artisa neden olur. KiB'deki bu artis kanama (Monroe-
Kellie Hipotezi), vazoparalizi ve BOS drenaj tikanikligina bagli olarak hacimdeki artigla
iliskilendirilmis olmasina ragmen altta yatan mekanizmalar tam olarak ortaya
konulamamustir. Artmus KIB, serebral perfiizyonda azalmaya, otoregiilasyon bozulmasina
ve ciddi vakalarda gegici veya kalic1 iskemiye de neden olur (Gaasch vd., 2018; Grote ve
Hassler, 1988).

KiB'deki bu artis ayn1 zamanda SKA’da azalmaya yol agar (Bederson vd., 1995).
SKA'deki azalma ve buna eslik eden KiB'deki artis, anevrizmaya bagli kan kaybini kontrol
etmekte koruyucu bir mekanizma olabilir. Deneysel modellerde SKA neredeyse sifira
diisebilir (Ostrowski vd., 2006). Bu durum, klinik ortamda gézlemlenen senkop ile
ortlismektedir. Kan basincindaki azalma da yine kan kaybini azaltmak i¢in koruyucu bir
mekanizma olabilir. Hastalar hastaneye ulastiklarinda SPB’yi korumak i¢in hipertansif
olabilirler. Son olarak, belki de vazodilatasyonun bir sonucu olarak serebral kan hacmi

artryor olabilir.

Gelisen bu olaylar sonucunda SAK sonrasi beyin dokusunda cesitli degisimler ortaya
cikar. Mikrodolasim bozuklugu, mikrotromboz, degismis iyonik homeostaz, eksitotoksisite,
oksidatif stres ve ndronal sismeler meydana gelir. Bunlar ise ndronal hiicre 6liime ve endotel
hasarma yol agar. Artan hiicre 6liimii ve endotel hasar1 ise vazojenik 6dem gelisimini
siddetlendiren sitotoksik 6deme ve KBB yikimina sebep olur. Subaraknoid bosluktaki kan
ve intraserebral kanamanin varligi, mikroglial aktivasyon ve proinflamatuar yanitin

baslamas1 beyin hasarini siddetlendirebilir (Cahill vd.,2006; Sekil 2).



Yapilan tedaviler sonucunda dokularda meydana gelen hasar azaltilarak kisilerin
normal hayatlarina dénmeleri saglansa da hasarin boyutu ve tedavinin etkinligi oldukca
onemlidir. Clinkii SAK gecirip hayatta kalanlar arasinda, % 50'ye kadarinin uzun vadede bir
miktar biligsel islev bozuklugu yasadig1 tahmin edilmektedir (Bonita ve Thomson, 1985;
Kreiter vd., 2002). Davranis ve hafizay1 da iceren ¢esitli degisikliklerin EBH'nin sonucu
olduguna ve tek basina vazospazm ile agiklanamayan uzun vadeli komplikasyonlara sebep
oldugu diisiiniilmektedir. Belirtildigi gibi artan KiB ve azalan SKA'ya ikincil global iskemik
hasarin bir sonucu olarak, SAK sonrasi beyinde apoptozun tetiklendigi bilinmektedir.
Bununla beraber yapilan ¢alismalar antiapoptotik tedavinin SAK hastalarinin prognozunu
iyilestirdigini ortaya koymustur. Bu nedenlerle SAK sonrasi apoptozun molekiiler
mekanizmasmin belirlenmesi SAK hastalari1 anlamak ve tedavi etmek icin oldukca

onemlidir (Zubkov vd., 2001; Park vd., 2004; Ostrowski vd., 2005; Zhou vd., 2005).
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Sekil 2. Erken beyin hasari mekanizmasi (Chen vd., 2014).


https://journals.sagepub.com/doi/10.1038/sj.jcbfm.9600283#bibr151-sj-jcbfm-9600283
https://journals.sagepub.com/doi/10.1038/sj.jcbfm.9600283#bibr102-sj-jcbfm-9600283
https://journals.sagepub.com/doi/10.1038/sj.jcbfm.9600283#bibr101-sj-jcbfm-9600283
https://journals.sagepub.com/doi/10.1038/sj.jcbfm.9600283#bibr148-sj-jcbfm-9600283

Apoptotik siireglerde etkili olan en yaygin mekanizma ise EBH’dir. EBH 1n altinda
yatan sebeplerden biri de apoptozu indiikleyebilen ERS’dir (Tian vd., 2020). Bu nedenle
EBH’nin ve apoptozun mekanizmalarinin belirlenmesi i¢in SAK’ta ER ve ERS’nin

mekanizmalarinin ortaya konulmasi olduk¢a 6nem arz etmektedir.

1.2. Endoplazmik Retikulum

Hiicredeki en biiylik organel ER’dir. Proteinlerin sentezlenmesi, taginmasi ve
katlanmasi, karbonhidrat metabolizmasi, lipid ve steroid sentezi ile kalsiyum
depolanmasinda gorevlidir. ER benzersiz ve ¢ok islevsel bir fiziksel yapiya sahiptir. Bu
ozellikleri sayesinde islevlerini hiicre i¢i ortamdaki degisikliklerle koordineli bir sekilde
yirtitebilir ve bu degisiklilere yanit verebilir. Calismalar, ER'nin her biri belirli islevlerle
iliskili olan ¢ok sayida farkli yapisal alanlardan olustugunu gostermektedir (Schwarz ve
Blower, 2016). Fakat bu fonksiyonel alanlarin nasil organize oldugu ve farkli yapilara nasil

doniistiigli giiniimiizde tam olarak agiklanamamastir.

1.2.1. Endoplazmik Retikulum Yapisi

Yapisal olarak ER kapali, yassilasmis bir zar ile ¢evrelenmis ve sisterna olarak
adlandirilan keseciklerden olusan genis bir agdir. Graniillivkaba ER ve graniilsiiz/diiz ER
olmak iizere iki tip ER bulunur. Her ik ER de yapisal ve fonksiyonel olarak farkli olsalar da
birbirlerinin devami oldugu diisiiniilmektedir. ER birbiri anastomoz yapan membran ile yassi

kesecikler, tubiiller ve sisternalardan (genis bosluk) olusur (Sekil 3).

1. Graniilsiiz Endoplazmik Retikulum

Grantiilsiiz ER iizerinde ribozom bulundurmayan ER tipidir. Bu ER yag asitlerinin ve

fosfolipitlerin sentezinde, kalsiyum depolanmasinda ve detoksifikasyonda gorev alir.

2. Graniillii Endoplazmik Retikulum

Graniillii ER’nin dis yliziinde ribozomlar bulunur. Graniillii ER’ye bagli sitoplazmik
ribozomlarda bazit membran ve organel proteinleri ile hiicreden salgilanan hemen hemen tiim

proteinler sentezlenir.



Endoplazmik Retikulum
Graniilsiiz o

Nukleer

Por
Nukleer

Graniilla Sisterna
Endoplazmik

Retikulum Ribozomlar

Sekil 3. Endoplazmik retikulumun yapisin1 gésteren sematik bir sekil (“Canakkale Onsekiz

Mart Universitesi”, t.y.), (“Endoplazmik retikulumun 3D yapis1?”, 2022).

1.2.2. Endoplazmik Retikulumda Protein Sentezi

Hiicre igerisinde kullanimi gergeklesmeyecek proteinlerin sentezinde Graniiler
ER’de ¢esitli olaylar meydana gelir. Salgi veya integral membran proteinlerinin translasyonu
hiicrenin sitozolinde baslar, daha sonra bu mRNA'lar1 i¢eren ribozomlar, sinyal tanima
partikiilii (SRP) tarafindan taninan ve baglanan yeni olusan polipeptidin amino terminali
icindeki bir sinyal dizisi yoluyla ER membranina alinir (Walter vd.,1981). mMRNA-ribozom-
yeni olusan polipeptit-SRP kompleksi, ER membraninda bulunan SRP reseptoriine tutunur.
Bu tutunma sonucunda proteinler ER liimenine girerler (Gilmore vd.,1982). Translasyon
ER’de devam eder ve ortaya ¢ikan polipeptit, Sec (salgi) proteinleri bulunduran translokon
araciligiyla ER membranina ko-translasyonel translokasyon yolu ile girer (Rapaport, 2007;
Sekil 4).

Translasyon tamamlandiktan sonra, bir sinyal peptidaz, kisa sinyal peptiti bolerek
serbest proteinin ER liimenine ge¢mesini saglar (Evans, 1986). Protein, bir hidrofobik kalinti

veya transfer durdurucu kenetleyici dizisinin varligi ile belirlenen bir integral membran

10



proteini olacak ise, translokasyon durdurulur. Bu noktada protein yana dogru kaydirilir ve
kaldig1 yerde fosfolipit ¢ift tabakasi iginde sabitlenir (Blobel,1980). Transmembran
proteinleri bir hidrofobik amino asit dizisi igeriyorsa tek gecisli transmembran proteinler
olarak simiflandirilirlar. Eger c¢ok sayida bolge igerirlerse ¢ok gecisli transmembran
proteinler olarak tanimlanirlar (Braakman ve Hebert, 2013). Eger protein bir membran
protein degil de bir salgi proteini olacaksa protein tasinma siireci baslatilir. Translasyon
tamamlandiktan ve sinyal peptiti boliindiikten sonra ribozomlar sitozole geri salinir (Seiser
ve Nicchitta,2000; Potter ve Nicchitta,2000). Translasyon islemi biten proteinler ER

icerisinde post-translasyonel modifikasyonlar gegirir ve katlanirlar (Walter vd.,1981).

SRP reseptor

Sitozol
e T
fzan HAHEY i |
ER lumeni _>
Translokon Translokon : !
(kapali) (agik) Sinyal
peptidaz
Kesilmig
sinyal
dizisi Katlanmig

protein

Sekil 4. Salg1 ve membran proteinlerinin sentezi ve translokasyonu (Lodish vd., 2011).

1.2.3. Post-Translasyonel Modifikasyonlar ve Protein Katlanmasi

Protein sentezini ve ER liimenine translokasyonunu takiben, salgilanmas1 hedeflenen

bir protein saperonlar ve katlama enzimlerinin yardimiyla uygun katlanmadan ge¢cmelidir.
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Proteinler bu amacla dort farkli isleme tabi tutulurlar. Bunlar;
a) Sinyal peptit boliinmesi

b) N-Bagl glikozilasyon

C) Saperonlar ve ko-saperonlar ile katlanma

d) Disiilfit bag1 olusumu (Braakman ve Hebert, 2013).

a) Sinyal Peptit Boliinmesi

Bir¢ok protein ilk 25 aminoasidinde bulunan sinyal dizileri tarafindan ER'ye ko-
translasyonel olarak hedeflenir. Sinyal dizileri, bir amino-terminal temel alan (N-alani), bir
medial hidrofobik alan (H-alani) ve boliinme bolgesini (C-alani) igeren bir polar alandan
olusur (Hegde ve Bernstein,2006; Sekil 5).

Sinyal Peptiti
sl
N- Nealan:  Healam  Cealans ] Olgun bslge -C

T

Balinme alam

Sekil 5. Sinyal peptiti alanlar1 (Burdukiewicz vd., 2018).

Translokasyon sirasinda N ve H alanlar1 peptitin, amino terminalini sitoplazmaya, H
alanin lipit ¢ift tabakasinin ¢ekirdegine ve C alanim sinyal peptidaz kompleksi tarafindan

taninma ve boliinme i¢in limene bakacak sekilde konumlandirilmasina yardimeci olur.

Bir proteinin ER'ye yonlendirilmesi ve ER'ye translokasyonunun verimliligi sinyal
dizisine bagli olarak degisir. Transloke olduktan sonra sinyal dizisinin bdliinme
zamanlamasi proteine baglidir. Katlanmanin ilk asamalarinda amino-terminalin membrana
baglanmasinin, erken katlanma ve olgunlasma siireglerinin yonlendirilmesine yardimeci
oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle boliinmenin zamanlamasi 6nemli olabilir (Braakman

ve Hebert, 2013).
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Son kanitlar, sinyal dizilerinin sadece gecici hedefleme bilgisi saglamadigini, bir
proteinin  katlanmasii, modifikasyonunu, lokalizasyonunu ve topolojisini de

etkileyebilecegini gostermektedir (Ding vd., 2005; Piersma vd., 2006; Bonfanti vd., 2009).

b) N-Bagh Glikozilasyon

ER limenine giren polipeptitler, 0©nceden olusturulmus oligosakkarit
GlcsMangGIcNAc2 (Glc: glukoz, Man: mannoz, GIcNAc: N-asetilglukosamin)'nin
translokon kompleksi ile iliskili bir enzim ile modifiye edilirler. Bu islem
oligosakkaritransferaz (OST) tarafindan katalize edilen Asn-xxx-Ser/Thr dizilerindeki
asparagin yan zincirlerine kovalent olarak baglanmasiyla gergeklesir (Shibatani vd., 2005;
Ruiz-Canada vd., 2009).

N-glikanlarin transferi, ko-translokasyonel olarak gergeklesir. N-glikanlarin en
distaki iki glikoz kalintisi, glukozidaz I ve II araciligiyla sirayla c¢ikarilir. Boylece
monoglukosile edilmis oligosakkaritler (GlcMangGICNAC;) elde edilir (Grinna ve Robbins,
1979; Sekil 6).

Bu N-glikanlar, agregasyonu ve ER'den erken ¢ikisi onleyerek uygun katlamay1
destekleyen saperonlar olan kalneksin (CNX) veya kalretikulin (CRT) tarafindan taninir
(Williams, 2006; Rutkevich ve Williams, 2010). En igteki glikoz kalintisinin glukosidaz II
tarafindan  kirpilmasi, bu polipeptitleri CNX/CRT’den serbest birakir. UDP-
glikoz/glikoprotein glukozil transferaz (UGGT), salinan glikoproteinlerin katlanma
durumunu algilar ve dogru konformasyon elde edilmemisse, UGGT, N-glikant CNX/CRT
tarafindan yeniden baglanmak iizere tekrar reglukozile eder (Solda vd., 2007; D 'Alessio vd.,
2010). Bu sekilde, N-glikanin yapisi, glikoproteinlerin katlanma durumu i¢in gerekli bilgileri
kodlar (Hebert vd., 2005; Aebi vd., 2010). Bu siirecin sonunda dogru katlanmis proteinler
bu dongiiden salinir ve gidecekleri yere taginir (Molinari 2007; Lederkremer, 2009).
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Glukozidaz I s

ER a- mannozidaz I

. = N-asetilglukozamin

Asne=X=Ser/Thr

Sekil 6. Oligosakkaritlerin olusumu (Helenius ve Aebi, 2001).

c) Saperonlar ve Ko-saperonlar ile Katlanma

CNX/CRT kompleksi disinda, ER'deki diger saperon sistemi BiP/GRP78 veya
Hsp70 (70-kDa 1s1-sok proteinleri) sistemidir. GRP78, en ¢ok bulunan ER saperonlarindan
biridir ve ER'de katlamadan ERAD’a kadar ¢ok sayida isleve sahiptir. GRP78, katlanmamais
substratlara baglanmak i¢in uygun bir hidrofobik bolge igeren bir ATPaz (adenozin
trifosfataz) alani ve bir substrat baglama alani olarak isimlendirilen iki alandan olusur.
ATP'nin (adenozintrifosfat) hidrolizinden sonra, ADP'ye (adenozin difosfat) bagli GRP78,
hidrofobik bdlgenin kapali oldugu substratlar i¢in yiiksek bir afinite kazanir. GRP7S,
substratlara yiiksek afinite ile baglanarak katlanmamis proteinlerin agregat olusturmasini
engeller. Bu haliyle GRP78, polipeptitin katlanmamis veya yanlis katlanmis bolgelerini tanir
ve birlestirmeye yardimei olur (Hendershot, 2004).

Yakin zamanlarda ER'de Dnal/Hsp40 ailesi tiyeleri (ERdj1-7) olarak bilinen yedi
BiP ko-saperonu tanimlanmistir. Ko-saperonlar Hsp70 veya BiP ile baglanma icin gerekli
His-Pro-Asp motifine sahip bir J-domain igerirler. Bu ko-saperonlar sadece BiP'in ATP
hidrolizinin uyarilmasinda degil, ayn1 zamanda cesitli faaliyetlerinin diizenlenmesinde de
belirleyici ve kritik bir rol oynar. BiP'in ADP formu, BiP'i substratlar i¢in agik ve erisilebilir
forma yonlendiren GRP170 ve Sill/BAP gibi niikleotid degisim faktdrleri tarafindan ATP
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formuna dondstirilir (Chung vd., 2002; Kampinga ve Craig, 2010). DnaJ ailesi ko-
saperonlar1 ve niikleotid degisim faktorleri tarafindan diizenlenen BiP'in bu hidrolitik
dongiisii, ER'de yeni olusan ve yanlis katlanmis proteinlerin agregasyonunu onleyerek

¢Oziiniirliglini saglar.

Hsp40 ailesi proteinlerinden ERdj1, ERdj2, ERdj4 ve ERd]7 trans-membran alanlara
sahipken digerleri ER luminal proteinlerdir. ERdj3 ve ERdj6'nin ER stresi tarafindan yukari
regiile edildigi bildirilmistir. ERdj1 ve ERdj2 yeni sentezlenen polipeptitlerin ER'ye
translokasyonunu kolaylastirmak i¢in muhtemelen BiP'i translokon geg¢idine alir. Ayrica ER
ortamin1 korumak i¢in translokon kanalim1 kapatir. ERdj3, ER'de katlanma sirasinda
dogrudan immiinoglobulin G'ye baglanan bir ¢oklu protein kompleksinin bir bileseni olarak

tanimlanmistir (Meunier vd., 2002; Shen ve Hendershot 2005; Jin vd., 2008).

ERdj4 ve ERdj5'in ise yanlig katlanmis proteinlerin ERAD mekanizmasini arttirdigi
bildirilmistir. ERdjS'in EDEM (ER degradasyonunu arttiran alfa-mannosidaz benzeri
protein) ile etkilesime girdigi ve asir1 eksprese edilen ERdj4 ve ERdj5'in ERAD
mekanizmasinin bir bileseni olan p97 ile iliskili oldugu gosterilmistir (Dong vd., 2008;
Ushioda vd., 2008; Ushioda ve Nagata, 2011). ERdj6'nin baslangigta sitozolde PERK
fosforilasyonunu negatif olarak diizenledigi bildirilmistir (Gale vd., 1998; Yan vd., 2002).
ERdj6 BiP'e J alani veya tetratrikopeptit tekrar alani araciligiyla baglanarak ve bir ko-
saperon olarak iglev goriir. ERdj6 biiyiik olasilikla ER liimeninde yeni sentezlenen
proteinlerin verimli bir sekilde katlanmasinda rol oynar (Petrova vd., 2008). Yapilan
proteomik analizler, trans-membran ve luminal alana sahip baska bir Hsp40 ailesi proteini
ERdj7'yi ortaya ¢ikarmistir (Zahedi vd., 2009).

d) Disiilfit Bag Olusumu
Disiilfit baglarinin olusumu protein fonksiyonu ve stabilitesi igin gerekli olan ER'de
gerceklesen bir diger adimdir (Appenzeller-Herzog, 2011). ER'nin oksidatif ortami, disiilfit

(S-S) baglart olusturmak i¢in sisteinler tizerindeki serbest siilthidril (SH) gruplarinin

oksidasyonu i¢in uygun bir ortamdir (Sekil 7).
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Sekil 7. Disiilfit bag olusumu (S6giit, 2017).
Protein  distilfit izomeraz (PDI) ailesi proteinleri olarak adlandirilan

oksidorediiktazlar, bir oksidaz ve izomeraz gibi hareket ederek bu reaksiyonlari
katalizleyerek dogal disiilfitlerin olusumunu saglarlar. PDI ailesi iiyeleri, aktif bolgede Cys-
X-X-Cys motifleri igeren en az bir tiyoredoksin benzeri alanin varhigi ile tanimlanir. Bugiine
kadar, ¢6ziinebilir ve transmembran proteinleri igeren de dahil olmak tizere yaklasik 20 PDI
ailesi tiyesi tanimlanmigstir ve bunlarin gogunun viicutta biitiin dokularda eksprese edildigi
anlasilmistir (Ellgaard ve Ruddock, 2005).

Post-translasyonel modifikasyonlar ve katlanmanin ger¢eklesmesinden sonra

proteinin kontrolii ger¢eklesir. Bu kontrol ERAD ile meydana gelmektedir.
1.2.4. ER ile Tliskili Protein Degradasyonu (ERAD)
Proteinlerin bir kismi1 dogal ve fonksiyonel forma ulasmaz veya yanlis katlanir ya da

kiimelenebilir. Bu proteinler ya ER'de kalir ya da proteazomun aracilik ettigi ERAD yoluna

girebilir ve ERAD ile degradasyonu gergeklesir. Bu olay ii¢ adimda gerceklesir:
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1. Tanima ve hedefleme (ER iginde substrat tanima ve retrotranslokonu hedefleme),

2. Retrotranslokasyon (ER'den sitozole substrat iletimi),

3. Degradasyon (ubikitin — proteazoma bagli degradasyon) (Hegde ve Ploegh, 2010).

1. Tanima ve Hedefleme

Yanlis katlanmis proteinlerin taninmast ERAD araghigiyla gerceklesir. ERAD’1n
substratlart nasil tanindigi ve dogru katlanmis proteinlerden veya katlanma siirecinde
olanlardan ayirt etmesinin mekanizmasi hala tam olarak bilinmemektedir (Braakman vd.,
1991). Bu konuda verimli katlamanin tek bir 6zellikle tanimlanamayacagini, bunun yerine
protein stabilitesi, katlama hizi, enzim dagilimi1 ve metabolizma (redoks durumu, kalsiyum
akisi, vb.) gibi ERAF (ER ile iligkili katlama) olarak adlandirilan bir model ile olabilecegi
diisiiniilmektedir (Sekijima vd., 2005). Bu nedenle, proteostaz (protein homeostazi) olarak
kavramsallastirilan protein kalite kontrolii, konformasyonel olgunlasma (ERAF) ile ERAD
arasindaki teleolojik iligki ile siirdiiriiliir ve bdylece yeni sentezlenen proteinlerin dogal
yapisi bu proteinlerin elde edilme olasiliklarini belirler (Brodsky, 2007; Wiseman vd., 2007;
Hutt ve Balch, 2010).

Taninan proteinin sitoplazmada degrade olmasi igin ubikuitin ligazlarin ve diger

adaptor proteinlerin aracilik ettigi ubikutinasyon gereklidir. Ubikutinasyonda gorev alacak

1. ERAD-C (sitozol),

2. ERAD-M (membran), ve

3. ERAD-L (liimen) olmak iizere ii¢ farkli ERAD vardir.

Bunun nedeni ERAD mekanizmasinin proteinin yapisi ve iglevine gore degiskenlik
gostermesidir (Taxis vd., 2003; Vashist ve Ng, 2004; Carvalho vd., 2006). Liimende bulunan
yanlis katlanmis alanlara sahip proteinler, Hrd1/Hrd3 ubikuitin ligazlari, Derlin-1 ve
baglayici protein Usalp igeren ERAD-L kompleksi tarafindan etiketlenir. Yanlis katlanmis
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intramembran alanlara sahip proteinler ise Derlp veya Usalp icermeyen ERAD-M
tarafindan isaretlenir. Yanhs katlanmis sitozolik alanlara sahip proteinler ise DoalOp
ubikuitin ligaz, UBX2 ve p97 igeren farkli bir kompleks olan ERAD-C tarafindan
etiketlenmektedir (Carvalho vd.,2006; Denic vd.,2006).

ERAD'da, N-glikosile edilmis proteinlerin degradasyonu iyi bir sekilde gerceklesir.
Daha once bahsedildigi gibi, N-glikanin yapisi, protein katlanmasinin durumu hakkinda
gerekli  bilgileri  tasir. CNX/CRT, monoglukosile edilmis  oligosakaritleri
(GlcMangGIcNAC?) tanir ve CNX/CRT dongiisii katlamay1 siirdiiriir ve olgunlasmamis
glikopolipeptitleri ERAD'dan korur. Glikozile olmayan proteinler i¢in, tanima mekanizmasi
glikozile edilmis proteinlerinkinden biraz farklidir. Glikozillenmemis proteinlerin
katlanmamig bolgeleri, ¢ogunlukla GRP78 olmak iizere ER saperonlari tarafindan taninir
(Araki ve Nagata, 2011). Tanman proteinler bir sonraki adim olan retrotranslokasyon ve

degradasyon siireglerine gecerler.

2. Retrotranslokasyon ve Degradasyon

Substratlarin  taninmasi ve hedeflenmesinden sonra, taninan proteinler 26S
proteazomlar1 tarafindan proteolize ugratilmak iizere sitozole gonderilmeleri ig¢in
retrotranslokasyonlar1 olmalidir. Retrotranslokasyon kanalini olusturan bilesenler belirsiz
olsa da olas1 molekiiller olarak Sec61 kompleksi ve Derlin-1 6ne siiriillmektedir (Willer vd.,
2008; Schafer ve Wolf, 2009). Sec61 kompleksinin, proteazom, TRAP kompleksi, STP, PDI
ve BAP31 dahil olmak iizere ¢esitli ERAD substratlar1 ve ERAD yollar ile etkilesimde
oldugu bildirilmistir (Lee vd., 2010). Derlin-1'in ise Sec6la'dan bagimsiz olan substrat

dislokasyonunda rol oynadigi gésterilmistir (Wahlman, 2007).
Bunlarin disinda E3 ligaz kompleksleri de organize kompleksler i¢indeki ERAD

substratlarini verimli bir sekilde taniyabilir, hedefleyebilir ve retrotranslokasyon yapabilirler

(Bagola vd., 2011).
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Ubikutinasyon, substratlarin proteazoma verimli bir sekilde iletilmesini saglayan
sitozolde gerceklesir. ERAD substratlari, serin/treonin kalintilarinda ve daha az siklikla lizin
kalintilarinda bulunur (Shimizu vd., 2010). ERAD kompleksinin sitozolik yiiziinde bulunan
AAA+ ATPaz p97/VCP heksameri, substrati sitozole ¢ekecek sekilde yonlendirir (Chapman
vd., 2010).

Ubikutinlenen substratlar, poliubikuitin zincirlerine ve proteazoma baglanan UBA ve

UBL alanlar1 iceren HR23A/B veya Ubiquilin-1 olarak bilinen proteinler tarafindan

proteazoma aktarilir ve boylece proteazomda pargalanirlar (Lim vd., 2009).

@ Yanhs katlanmg protein

e Adim 1: substrati tanima
Tl
'\M Adim 2: retro-translokasyon
ER limeni Hrdl kanal:

polyil s \ '
Adim 3: ubikutinasyon

pOT ==y
Ny poly(Ub),

e

degredasyon

Sekil 8. ERAD mekanizmasi (Dupzyk ve Tsai, 2016).

1.3. Endoplazmik Retikulum Stresi

Hiicre i¢cinde meydana gelen bir¢ok bozulma ER islevini degistirebilir ve yanlis

katlanmig proteinlerin anormal birikimine yol acgabilir. ER stresine yol agan hiicre i¢i

bozulmalar asagidaki sekilde siniflandirilabilir;
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a) Hastalikla ilgili mutant protein ekspresyonlarinda artis,

b) Endokrin ve ekzokrin hiicrelerin salgi profilinde bozulma,

€) Viral enfeksiyonlara bagli liretilen proteinlerin asir1 yiikiine maruz kalma,

d) Kalsiyuma bagimli saperonlari etkileyen kalsiyum homeostazinda bozulma.

ER’de ERS ortaya ¢iktiginda, UPR denilen protein katlama degisiklikleriyle basa
cikmakla gorevli sinyal yolu aktive olur. UPR yolaginin aktive olmasi ile ER liimenindeki
protein katlanma durumu hakkindaki bilgi hiicre sitozoliine ve niikleuse iletilir. Boylelikle
ER ile hiicre arasinda protein katlanma durumunu gdsteren bir iletisim saglanmis olur. Bu
bilgi aktarimi sayesinde yeni duruma karsi adaptif yanitlarin gelismesi saglanir (Ron ve
Walter,2007). Bu adaptif yanitlar ER i¢inde olabilecegi gibi hiicre sitoplazmasina iletilen
sinyaller vasitasi ile hiicre islevlerinde bazi degisiklikler seklinde de ortaya cikabilir. UPR
sinyali, ER ve diger organellerin biyogenezini arttirir, katlama ve kalite kontrol
mekanizmalarini gen ekspresyonu seviyesinde gelistirir ve protein translasyonunu ayarlar.
Bununla birlikte, uzun siireli ve ytiksek diizeydeki ERS hiicre 6liimiiyle sonug¢lanir. Hiicrenin
hayatta kalmas1 veya apopt0oza gitmesi stres uyaranlarinin siiresi ve yogunluguna bagh

olarak UPR stres sensorlerine gelen uyarilar tarafindan diizenlenir (Dufey vd.,2014).

UPR sinyal yolaginin aktivitesi bazi hastaliklarla da iligkilendirilmistir. Bunun
nedeni UPR sinyal yolaginin lipid metabolizmasi, glukoz homeostasizisi, edinsel bagisiklik
ve hiicre farklilagsmasi gibi bircok fizyolojik siireci farkli mekanizmalar tizerinden
diizenleyebilmesidir (Rutkowski ve Hedge, 2010). UPR sinyal yolunun olusan ERS’ye kars1
yeterli etkinligi gosterememesi durumunda ise hiicre apoptoza gidebilir. Bunun sonucunda
ER proteostazinin aksamasma bagli olarak metabolik, ndrodejeneratif ve inflamatuar
hastaliklar ortaya ¢ikabilir. Bu bulgular, ¢esitli hastaliklarin tedavisinde ERS’yi bir hedef
haline getirmistir (Hetz vd.,2013). Bununla beraber UPR sinyal yolaginin hastaliklardaki

roliiniin belirlenmesi de 6nem kazanmustir.
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1.3.1. Katlanmamis Protein Yanit1 (UPR)

Okaryotik hiicrelerde olusan ERS’ye kars1 koruyucu ve ERS nin iistesinden gelme
amaciyla olusan tepkilerin tamami hiicre igi bir kaskat olan UPR ile gerceklesir. UPR

aktivasyonu sonucu hiicre su yanitlari verebilir:

a) Protein sentez hizini azaltabilir,

b) Polipeptit agregasyonunu 6nleyen proteinleri ve saperonlart kodlayan genlerin

ekspresyonunu yukari dogru diizenleyebilir,

c) Birikmis yanlis katlanmig proteinleri degrade edebilir (Ghemrawi ve Khair,
2020).

Bu yanit mekanizmasi ise {i¢ ana sensor tarafindan kontrol edilir (Sekil 9). Bunlar;

1. Inositol gerektiren enzim-1 (IRE1),

2. Protein kinaz RNA ile aktive olan (PKR) benzeri ER kinaz (PERK)

3. Aktive edici transkripsiyon faktorii 6 (ATF6).

Yukarida belirtilen her ii¢ ERS sensorii de ER liimeninde lokalizedir. Bu sensorler
ER stresinin olmadig1 durumlarda ER liimeninde yerlesik bir saperon olan 1s1 soku proteini
A5 (GRP78) baglh olarak bulunurlar. Bu sensorler GRP78’e bagli olduklar1 miiddetge
inaktiftirler (Bertolotti vd., 2000; Shen vd., 2002).

ER liimeninde biriken yanlis katlanmis protein birikimi her ii¢ sensoriin de
GRP78’den ayrilmasini saglar. GRP78’in IRE1 ve PERK sensorlerinden ayrilmasiyla bu
sensorler homodimerize, oligomerize ve trans-otofosforile olarak aktif hale gelir (Bertolotti
vd.,2000). Buna karsilik, GRP78’in diger bir sensor olan ATF6’dan ayrilmasi ile ATF6
ER’den c¢ikip golgi aygitina gider. Bu amagla ER’den c¢ikabilmek i¢in ilk olarak

intermembranel proteoliz islemine tabi tutulur. ER’den ¢iktiktan sonra golgi aygitina ulasir
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ve burada degisiklige ugrar. Aktive olmus sekilde golgiden ¢ikarak niikleusa gider ve UPR
yanitini uyarir. Her ii¢ sensoér de UPR’yi uyararak ER homeostazinin korunmasinda rol
oynarlar. Yanlis katlanmis proteinlerin asir1 veya uzun siireli birikimi, UPR’nin yetersiz

kalmasina ve sonug olarak hiicrenin 6liime gitmesine yol acar (Ghemrawi ve Khair, 2020).

UPR yolagini aktive eden sensorlerden biri olan PERK son yillarda arastirmacilarin
dikkatini ¢ekmistir. Ozellikle nérolojik hastaliklar ile PERK iliskisi yogun bir sekilde
arastirtlmaya devam etmektedir. Bu hastaliklardan biri olan SAK ile PERK iligkisini ortaya
koyan ¢aligmalar bulunmasinin yani sira PERK yolaginin inhibisyonunun SAK tedavisinde
hedef yollardan biri oldugunu gdsteren calismalar da bulunmaktadir (Shao vd., 2018; Yan
vd.,2017; Zhao vd., 2017; Chen vd., 2020; Senol vd.,2021). Bu nedenle ¢alismamizda
SAK’ta ortaya ¢ikacak ERS’ye karst PST’nin koruyucu etkilerini arastirmak i¢in PERK

yolagi se¢ilmistir.

Global
Translasyonun

&
Q= 82P
NUkIEUS inhibisyonu

B
| GADD34, ERO13, . GRF78
: CHOP, BAX, BAK, m XBP1
i (¥ ' ERAD proteinleri
\

ER homeostazinin .

restore edilmesi

Lipit sentezi
ERAD proteinleri

Uzamis ya da siddetli stres

Sekil 9. Katlanmamis protein yanit1 (Ren vd., 2021).
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1.3.2. PERK Sinyal Yolag

PERK, ER stresini algilayan ve bir sitoplazmik serin/treonin protein kinaz alani
iceren ER'de yerlesik bir tip I transmembran proteindir. IRE1 gibi, PERK de normal kosullar
altinda saperon protein olan GRP78'e baglanmis bir sekilde ER liimeninde bulunur.
Katlanmamuis proteinler ER stresi sirasinda biriktikge, GRP78 ER liimeninden ayrilir ve bu
durum PERK’in oligomerizasyonuna,

trans-otofosforilasyonuna ve sonug¢ olarak

aktivasyonuna neden olur. PERK aktivasyonu, okaryotik translasyon baslatma faktorii a
(elF2a) alt biriminin fosforilasyonunu tetikler. Fosforillenmis elF2a (p-elF2a), global
protein sentezini azaltir ve translasyon baslatma kompleksinin ilk uORF'sinde (yukar1 akis
acik okuma gergevesi) daha uzun kalma siiresi nedeniyle ATF4'lin translasyonunu uyarir.

Bir transkripsiyon faktorii olan ATF4, proapoptotik faktor olarak davranir ve CHOP vb.
apoptoz ile ilgili genleri yukar1 dogru diizenler (Hu vd., 2019; Sekil 10).
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Sekil 10. PERK sinyal yolag: (Siwecka vd., 2019).
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Hiicre apoptozunu indiiklemekte 6nemli bir yolak olan PERK/ATF4/CHOP sinyal
yolu son yillarda yapilan arastirmalarla 6n plana ¢ikmaktadir. PERK/elF2a sinyal yolu
hiperaktivitesinin, global protein sentezini azaltic1 etkisinin hastaliklara ve ndronal kayiplara
neden oldugu bildirilmistir. PERK/elF2a diizeylerinin, serebral iskemide (Gharibani vd.,
2015), travmatik beyin hasarinda (Rubovitch vd., 2015) ve subaraknoid kanamada (Yan vd.,
2017) 6nemli 6l¢iide arttigini gosteren deneysel ¢alismalar bulunmaktadir. SAK’ta ERS’nin
arttiginin ortaya ¢ikmasi ERS’yi bloke den ajanlarin etkilerinin aragtirilmasina yol agmustir.
Bu amagla farelerde yapilan deneysel bir ¢aligmada bir ERS blokdrii olan TUDCA
(tauroursodeoksikolik asit) uygulanmistir. TUDCA uygulamasinin SAK kaynakli ERS’yi
azalttig1, serebrovaskiiler disfonksiyonu iyilestirdigi ve SAK’a bagli EBH’yi hafiflettigi
ortaya konulmustur (Chen vd., 2020). Baska bir ¢alismada Sprague-Dawley sicanlarda
atorvastatin uygulamasinin SAK sonrast ortaya c¢ikan EBH’de ERS arastirilmistir.
Atorvastatinin erken déonemde uygulanmasinin SAK'tan 24 saat sonra beyin su igerigini ve
apoptozu azalttigi belirlenmistir. Atorvastatinin ayrica apoptozla ve ERS ile iligkili
proteinlerin ekspresyon diizeylerini 6nemli 6l¢iide azaltarak SAK bagli apoptozu ve ERS’yi
azaltict etki gosterdigi de gozlenmistir (Qi vd., 2018). Bu bulgular SAK’1n da dahil oldugu
sinir hiicrelerinde hasara sebep olan bir¢ok beyin hastaliinda ERS’nin de rolii oldugunu
gostermektedir. Bu nedenle ERS’yi azaltici ajanlarin EBHyi azaltici etkileri olduk¢a 6nemli

hale gelmistir.

SAK’ta ERS’yi azaltici ajanlarin etkileri bilindigi halde PST’nin SAK’a ERS
iizerine olan etkileri konusunda ¢alisma bulunmamaktadir. Bununla birlikte PST’ye yap1
olarak benzerlik gosteren RES’in SAK’ta ERS’yi azalttigim1 gosteren birka¢ calisma
bulunmaktadir. Bu amagcla yapilan bir ¢alismada RES uygulamasinin siganlarin prefrontal
korteksinde NRF-2 (Niikleer faktor eritroid 2 ile iligkili faktor 2) ve HO-1 (heme oksijenaz-
1) ekspresyonunu arttirdigi, reaktif oksijen tiirevleri (ROS) ve malondialdehit (MDA)
seviyelerini azaltti§1 belirlenmistir. RES uygulamasi ayn1 zamanda GRP78 ve CHOP gen
ekspresyonlarin1 da 6nemli dlgiide azaltmis ve SAK sonrasi inflamatuar yaniti baskilamistir.
RES uygulanan grupta daha diisiik noronal apoptoz, beyin ddemi ve ndrolojik defisit
belirlenmistir. Bu sonuglar RES’in yukaridaki etkileri ile iliskilendirilmistir (Xie vd., 2019).
Farkli bir calisma ise RES siganlara tioredoksin etkilesimli protein (TXNIP) mRNA ve
protein ekspresyonunu baskilamak amaci ile uygulanmistir. TXNIP ndroinflamasyon ve

apoptoza aracilik ederek SAK sonras1t EBH'ye katkida bulundugu diisiiniilen bir molekiildiir.
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RES uygulanarak olusturulan TXNIP'nin inhibisyonunun SAK kaynakli inflamasyonu ve
hiicre apoptozunu hafiflettigi ve bazi prognostik gostergeleri zayiflattigi gosterilmistir (Zhao
vd., 2017).

RES’in baska organ ve dokularda ERS’yi diizenlemesindeki rolii ortaya konulmus ve
oldukca iyi bilinmektedir. RES’in ERS’yi azaltic1 etkilerini over graniiloza hiicrelerinde
inceleyen bir calisma polikistik over sendromunda RES’in, UPR siirecinde yer alan genlerin
ekspresyonunu degistirerek graniiloza hiicrelerinde ERS’yi modiile edebilecegi gdstermistir
(Brenjian vd., 2019). Baska bir ¢alisma ERS’nin, retinada vaskiiler dejenerasyona énemli bir
katkida bulundugunu ve RES’in, iskemik/reperfiizyon hasarini ve tunikamisin kaynakli
vaskiiler dejenerasyonu ERS’yi inhibe ederek baskiladigini ortaya koymustur (Li vd., 2012).
Diger bir ¢alismada ise, farelerde RES uygulamasinin in vivo renoprotektif etkiler ile in vitro
yiiksek konsantrasyonlu glukoz kaynakli tiibiiler hiicre apoptozunu azaltici etkiler gosterdigi
ve ERS’yi baskiladig1 gosterilmistir (Zhang vd., 2020).

RES’in ERS iizerine etkileri gerek SAK’ta ve gerekse diger organlarda biliniyor
olmasina ragmen PST ile ERS iliskisini inceleyen ¢alismalar ise sinirlidir. Bu galigmalardan
biri PST’nin bir ERS indiikleyicisi olan Hcy'nin (homosistein) yiiksek konsantrasyonunun
neden oldugu endotelyal hiicre apoptozunu, ROS olusumunu ve ERS’yi azaltabilecegini
gostermistir (Kil vd., 2017). Bununla birlikte bu caligmalarda ERS ile PST iliskisi ortaya

konulmus olmasina ragmen PERK yolaginin rolii konusunda ¢ok az bilgi bulunmaktadir.

SAK’ta PERK yolag: inhibisyonunun tedavi secenekleri arasinda diistiniiliiyor
olmasi1 bu calismada bizleri PST’nin SAK’ta PERK f{izerine etkilerinin arastirilmasina

yonlendirmistir.

1.4. Apoptoz

Apoptoz, “programlanmis” hiicre Olimii olarak tanimlanir. Apoptoz, normal
sartlarda gelisme ve yaslanma sirasinda dokulardaki hiicreleri korumak i¢in homeostatik bir
mekanizma olarak ortaya ¢ikar. Apoptozu uyaran fizyolojik ve patolojik ¢ok ¢esitli uyaran
ve kosullar olmasina ragmen, tiim hiicreler ayni uyarana yanit olarak her zaman apoptoza

gitmezler.
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SAK sonrasi ortaya ¢ikan EBH’nin potansiyel mekanizmalar1 ndronal apoptoz,
noroinflamasyon, oksidatif stres ve kan beyin bariyerinin yikimini igerir (Zhu vd., 2018).
SAK sonrasi kortikal, subkortikal veya hipokampal noéronlarda ve endotelde apoptoz
goriilebilir (Prunell vd., 2003; Endo vd., 2006; Chung vd., 2022). Apoptoz inhibisyonunun
SAK sonras1 néroprotektif bir etkiye sahip oldugu kanitlanmistir. Bu nedenle SAK sonrasi

EBH'nin 6nlenmesi ve tedavisinde apoptoz onemli bir hedef haline gelmistir (Zhao vd.,
2022).

Bu amagla birgok farkli molekiil kullanilmis ve etkileri incelenmistir. Fareler
iizerinde yapilan bir caligmada erken donemde fluoksetin uygulamasinin, apoptozu ve
apoptozla iliskili proteinler olan sitokrom C, Bax ve kaspaz-3 ekspresyonunu SAK’tan 72
saat sonra 6nemli dl¢lide azalttigina dair kanit saglamistir. Ayrica fluoksetinin anti-apoptotik
etkileri ve Notchl/ASK1/p38/MAPK sinyal yolagi aracilifiyla SAK sonrast EBH’yi
iyilestirebilecegine dair verilere ulagilmistir (Liu vd., 2022). Baska bir caligmada ise
rekombinant osteopontin uygulamas1 SAK'tan 24 saat sonra otofajiyi aktive ederken, kaspaz-
3 ve beclin-1 arasindaki etkilesimi diizenleyerek apoptozu azaltabilecegi bulunmustur (Sun
vd., 2019). Farkli bir calisma da ise tozasertib uygulamasmin, SAK sonrast TUNEL
(Terminal Deoksiniikleotidil Transferaz dUTP nick ug etiketleme) pozitif ndron sayilar ile
beyin 6demini azalttig1 ve nérodavranissal islevlerde iyilesme sagladigi ortaya konulmustur.
Tozasertib ayrica serebral kortekste SAK sonrast Bim, CC-9 ve CC-3 ekspresyonlarini da
azaltmistir. Tozasertibin ndroprotektif etkisine DLK/JIP3/MA2K7/JNK yolaginin aracilik
ettigi gosterilmistir (Yin vd., 2016). Diger bir caligmada ise RES’ nin mortaliteyi, kanama
miktarint ve beyin 6demini azalttigi ve SAK sonrasi ndronal fonksiyonu iyilestirdigi
bulundu. Iyilesmedeki bu gelismelere, Akt/mTOR sinyal yolu tarafindan diizenlenen
otofajinin artmasi ve apoptozun inhibisyonunun aracilik ettigi diisliniilmektedir (Guo vd.,
2018). Bagka bir ¢aligmada, RES uygulamasinin, SAK sonrasi siganlarinda beyin p-Akt
seviyesini 6nemli 6l¢iide artirdig1 ve néronal apoptozu inhibe ettigi gosterilmistir (Zhou vd.,

2013).

Son yillarda SAK’a bagli EBH nin patolojilerine ERS’de eklenmistir. Nitekim,
ERS'nin agir1 aktivasyonunun, inflamasyona ve apoptoza yol agan agag1 akis basamaklarin

daha da tetikleyen kalsiyum salinimia ve oksidatif strese neden oldugu belirlenmistir

(Sprenkle vd., 2017).
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1.4.1. Endoplazmik Retikulum Iliskili Apoptoz

Son yillarda SAK sonrasi ortaya ¢ikan ERS arastirmacilarin ilgisini ¢ekmis ve artan
ERS’nin apoptozu tetikleyen bir faktor oldugu anlasilmistir. Orta diizeyde bir ERS yaniti,
protein sentezini azaltabilir, proteinlerin dogru sekilde katlanmasini saglayabilir ve hiicre ici
Ca?" homeostazini koruyabilir. Bununla birlikte, asir1 sekilde artan ERS yanit1 apoptoz
sinyallerini tetikleyebilir ve apoptozu tesvik edebilir. UPR, ERS'yi yeterince azaltmazsa
apoptoz meydana gelebilir (Oslowski ve Urano, 2011). Bu yanitin ER homeostazini geri
getirip getiremeyecegi, stres uyaranmin yogunluguna ve siiresine baglidir. Uyar1 ¢ok
giiclilyse veya cok uzun siirerse bununla beraber ER homeostazin1 yeniden saglamak ve

stirdiirmek i¢in uyarilar yeterli degilse, hiicre apoptoza gidebilir (Sprenkle vd., 2017).

Hiicrelerde ERS kaynakli apoptoz 3 farkli yolak tarafindan uyarilabilir. Bunlar;

- IRE1a/c-Jun N-terminal kinaz (JNK),
- PERK/elF2a/CHOP,

- ATF6/CHOP’dur (Doyle vd., 2011; Xu vd., 2018).

Bu yolaklardan PERK/elF2a/ATF4/CHOP sinyal yolaginin SAK’tan sonra
etkinlestigi ve apoptozu tetikledigi bilinmektedir. Bu nedenle SAK’ta bu yolagin iliskisi
oldukca 6n plana ¢ikmistir (Sekil 11).

£ Endoplazmik
" ) Retikulum
1

Sekil 11. ER iliskili apoptoz ve PERK sinyal yolag: (Liu vd., 2021).
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1.4.2. PERK Sinyal Yolag ve Apoptoz

ERS kosullar altinda, PERK'in aktivasyonundan sonra, PERK tarafindan elF2a’nin
fosforilasyonu gerceklesir. elF2a’nin fosforile olmasi, pro-survival yanit olarak genel
translasyonun inhibisyonuna neden olur. Protein translasyonunun inhibisyonu, ER'ye gelen

yeni olusan proteinlerin yiikiinii azaltarak hiicrenin hayatta kalmasina yardimci olur.

PERK sinyal yolag1 otofaji, ATF4 aracili transkripsiyon yolagi, protein katlanmasi
ve redoks metabolizmasi gibi 6nemli mekanizmalari diizenler. Farkli hiicre tiplerinde, kronik
stres kosullar1 altinda PERK sinyal yolu araciligi ile hiicre oliimiiniin indiiklendigi
gosterilmistir. Hiicre 6limiinii baslatan anahtar molekiill CHOP’tur. PERK aktivasyonu
elF2a fosforilasyonunu indiikler ve bu da CHOP ekspresyonunu artiran ATF4'{in secici

transkripsiyonunu uyarir (Koumenis vd., 2022).

PERK™" fare embriyonik fibroblastlart ERS’yi indiikleyen ajanlarla uyarildiginda,
protein translasyonunu inhibe edici etkinin ortaya ¢ikmadigi ve hiicre oliimiinde artig
gozlendigi belirlenmistir. Calismada translasyonun sikloheksimit ile inhibe edilmesi,
ERS’nin neden oldugu hiicre 6liimiinii azaltmistir. Elde edilen sonuglar katlanmamis protein
birikiminin inhibe edilmesi seklinde ortaya ¢ikan yanitin hiicrenin hayatta kalmasi i¢in ¢ok

onemli oldugunu géstermistir (Harding vd, 2000).

Bu yolagin 6neminin agiga c¢ikmasi ile PERK sinyal yolaginin aktivitesinin
azaltilarak ERS’nin azaltilmasina yonelik ¢alismalar yapilmistir. Bu amagla salubrinal,
tetrametilpirazin, TXNIP gibi ¢esitli biyolojik molekiiller kullanilmistir (Yan vd., 2017,
Shao vd., 2018; Zhao vd., 2017). Bu molekiiller arasindan ise RES olduk¢a 6n plana
¢ikmistir (Zhao vd., 2017). Bu nedenlerle ¢alismamizda RES anologu olan PST tercih

edilmistir.
1.4.3. Niikleer Faktor Kappa B (NF-kB)
Rel ailesi NF-kB1 (p50), NF-kB2 (p52), RelA (p65), RelB ve c-Rel'den olusan bir

protein ailesi olup NF-kB bu ailenin bir iiyesidir (Simpson vd., 1999). Bu proteinler ¢ogu

hiicre tipinin sitoplazmasinda inhibitor proteinler tarafindan tutulmaktadir. NF-xB’da IkB
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olarak adlandirilan protein ile inhibe haldedir. Cok ¢esitli uyaranlara yanit olarak, IkB
inhibitdri hizla fosforile olur, pargalanir ve NF-kB’den ayrilir. Bunun sonucunda NF-xB’nin
inhibisyonu ortadan kalkarak aktiflesir. Bu aktiflesme ile NF-«B proteinleri niikleusa
transloke olur ve DNA'ya dimer olarak baglanir. Boylelikle hedef genlerin transkripsiyonu
baslar (Liu vd., 2017). Bu transkripsiyon ile NF-kB hiicre proliferasyonu, farklilasmasi,
apoptoz, inflamasyon ve bagisiklik tepkileri gibi ¢esitli hiicre siireglerinde yer alan 100'den

fazla geni etkileyebilmektedir (Ghosh ve Karin, 2002; Sekil 12).

NF-kB’nin olusturdugu yanitlar genellikle inflamasyonla iliskilendirilmis olmasina
ragmen apoptoz yanit1 da oldukc¢a 6nem arz etmektedir. Buna ek olarak son yillarda NF-xB
ve ERS iligkisi de bilim adamlarinin dikkatini ¢ekmistir. NF-kB aktivasyonu ile ERS
sirasindaki bu iliskinin kalsiyum salinimi, ROS {iretimi, IRE1 ve PERK sinyal yolu aracilig1
ile gergeklestigi diistiniilmektedir (Yoshida vd., 2001; Mak vd., 2008). Ayrica yapilan
calismalarda kaspaz-12/kaspaz-4, CHOP/GADD153, IRE1/PERK/INK ve p53 sinyal
yollarinin da dogrudan dahil oldugu bir¢cok yolakta ERS’nin neden oldugu apoptozla
iliskilendirilmistir (Nakagava ve Yuan., 2000; Marciniak vd., 2004; Urano vd., 2000; Li vd.,
2006).

NF-xB aktivitesi SAK calismalarinda da 6ne plana ¢ikmaktadir. Tavsanlarda SAK
modellemesi yapilan bir ¢alismada NF-kB aktivitesindeki zamana bagli degisiklikler
incelenmistir. NF-xB aktivitesinin SAK'tan sonraki 1. ve 3. giinlerde beyin korteksinde
arttigin1 belirlemistir. Bununla beraber SAK'tan sonraki 5. ve 7. giinlerde ise baslangic
seviyesine dondiigii ortaya koyulmustur. Ayrica, NF-«xB aktivitesinin SAK sonrasi 10. giinde
ikinci kez 6nemli dlglide yiikseldigi gozlemlenmistir (You vd., 2016)

SAK ile NF-kB iligkisine ek olarak hem RES’in hem de PST’nin farkli deneysel
modellerde NF-kB ile iligkisi inceleyen ¢alismalar mevcuttur. Siganlarda miyokardiyal
sepsis modelinde, NF-xB proteini ve inflamatuar faktorler olan TNF-a, IL-6, IL-1b ve
TLR4’iin ekspresyonu {lizerindeki etkilerinin incelendigi bir c¢alismada, RES’in bu
parametreleri énemli Ol¢iide azalttigi bulunmustur (Shang vd., 2019). PST ve NF-xB
iligkisini aragtiran bir hiicre kiiltiirii ¢aligmasinda ise PST’nin ROS/NF-kB sinyal yolagini
inhibe ederek endotelyal bariyer hasarini azaltici etki gosterdigi ortaya konulmustur (Wang
vd., 2022). Bagka bir hiicre hatt1 ¢alismasinda ise PST’nin NF-kB gen ekspresyonunu, IkB
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fosforilasyonunu, p65 fosforilasyonunu baskiladigr ifade edilmistir (Ashikawa vd., 2015).
Bu bilgilerden yola ¢ikarak ¢alismamizda PST’nin SAK iizerine olan etkileri NF-xB

iizerinden de degerlendirilmistir.

1.4.4. p53

pS3, timor biiyiimesi sirasinda hiicre dongiisiinii, DNA replikasyonunu ve kontrolsiiz
hiicre boliinmesini kontrol eden bir tiimér baskilayici proteindir (Luo vd., 2017). Bu
islevlerine ek olarak p53’iin iskemi, kanama, hipoksi ve siddetli DNA hasarina yanit olarak

apoptoz slirecinin olusturulmasinda gorev alan en onemli faktdrlerden biri oldugu ifade

edilmektedir (Culmsee ve Mattson, 2005; Chai vd., 2022).

Gao vd. (2009) yilinda yaptiklar1 ¢alismada SAK’ta p53 aktivitesinin SAK’tan hem
24 saat hem de 72 saat sonra arttigini ortaya koymustur. Bununla beraber p53’iin inhibe
edilmesi ise beyin hasarini ve ndronal hiicre 6liimiinii azalttigini belirlemislerdir (Gao vd.,
2009). p53 bu islevlerine ek olarak SAK’ta apoptozda da rol oynamaktadir (Li vd., 2010;
Sekil 12). Ayrica, SAK sonrasi siganlarin baziller arter endotel hiicrelerinde apoptoz ve p53
ekspresyon seviyeleri belirgin sekilde arttigi tespit edilmistir (Li vd., 2016). Baska bir
deneysel ¢alismada ise SAK modellemesi yapilan siganlara p53 inhibitorii olan pifithrin-a
verildiginde mikroRNA-22 ekspresyonunun azaldigi ve Bax protein ekspresyonunun da
inhibe edildigi bildirilmistir (Yu vd., 2018).

Yapilan ¢aligmalarda ERS sirasinda p53'iin 6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir.
ERS sirasinda p53 gen ekspresyonunun artmasi tanimlanmis olmasina ragmen, p53 gen
ekspresyonunun ER stresine yanit olarak diizenlenip diizenlenmedigi ve nasil diizenlendigi
heniiz acik degildir. ER disfonksiyonu bir¢cok hastalikla baglantili oldugundan, ERS

sirasinda p53 ekspresyonunu da arastirilmasi 6nem arz etmektedir.

PST’nin de p53 iizerine etkisi mevcuttur. Yapilan bir caligmada sisplatinin
olusturdugu apoptotik etki PST ile diizenlenmistir. Bu ¢alismada PST’nin anti-apoptotik
etkisini p53 tlizerinden de gosterdigi ifade edilmektedir (Wahdan vd., 2019).

Bu  bilgilere dayanarak ¢alismamizda p53’tin  ERS {izerindeki etkinligi

degerlendirilmistir.

30



ER Stresi

. _ l
Kaspaz-12 [ PERK ) IRE1

'
. ATF-4 elF2a ___' 1
Kaspaz-9 l ) ‘ raf2 ATF-6
P-1 >
' CHOP I—NF-xE I
Kaspaz -3 : ASK-1 |
l—P53 | GRP78
+« Apoptoz TR
Hayatta kalma
genleri '
Apoptoz

Sekil 12. NF-xB ve p53’iin ER aracili apoptoz lizerine etkisi (Lin vd., 2012).

SAK, apoptozu indiiklemek i¢in ERS'yi ¢esitli sekillerde aktive eder. Bu
aktivasyonun azaltilarak apoptozun engellenmesi SAK’a baglhi EBH’nin azaltilmasi
acisindan 6nemlidir. Bu sayede ilerleyen donemlerde gerceklesecek hiicre oliimlerinin
engellenmesi bireylerin sagkaliminin arttirilmasina ve sagkalim sonrasi hastaligin
prognozunun iyilestirilmesine yardimer olabilir. Bu nedenle SAK’ta ERS’yi inhibe edecek

potansiyele sahip molekiillerin incelenmesi gereklidir. Bu molekiillerden biri ise PST dir.

1.5. Piseatannol

Resveratrol (3,40,5,-trans-trihidroksistilben), en sik calisilan dogal polifenolik
bilesiklerden biri olan bir stilbendir. Yapilan ¢alismalar ile RES’in, anti-trombosit, anti-
karsinojenik,  anti-enflamatuar, anti-oksidan, anti-hiperlipidemik, vazorelaksant,
immiinomodiilatér ve noroprotektif etkiler dahil olmak iizere bir ¢ok terapotik etkiler
gosterdigi bulunmustur. Bu yararli 6zellikleri sayesinde, yeni, daha etkili analoglarin
aranmasi arastirmacilar icin RES’1 6nemli hale getirmistir. RES’in zayif biyoyararlanimi,

hizli metabolizmas1 klinik veya diyet kullanimini sinirlamaktadir. Bu sebeple RES yerine
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analoglar1 veya metabolitleri, son yillarda artan bir ilgi gormektedir. Bu analoglardan biri ise

PST’dir (Rossi vd., 2008).

HO |
OH
OH
Resveratrol Piseatannol
3,4',5-trans-trihidroksistilben 3,34’ 5-trans-tetrahidroksistilben

Sekil 13. RES ve PST molekiil yapis1 (Piotrowska vd., 2012).

Piseatannol (3,40,30,5-transtrihidroksistilben) 3. pozisyonda ek bir fenolik grup
bulunan bir RES analogudur. Uziim, yer fistig1, seker kamisi, beyaz ¢ay ve carkifelek
meyvesi tohumlar1 gibi ¢esitli bitkilerde bulunan ve dogal olarak olusan bir stilben olan PST,
RES ile yapisal benzerlige sahiptir. Bu nedenle PST, RES benzeri biyolojik aktiviteler
sergilemektedir. PST, anti-kanser, anti-enflamatuar, anti-oksidan, kardiyoprotektif, anti-
diyabetik, noroprotektif ve immiinomodiilatér gibi bircok biyolojik isleve sahiptir

(Piotrowska vd.,2012).

Sahip oldugu bu 6zellikler ile dikkat ¢ekici haline gelen PST’nin ¢esitli durumlar ve
hastaliklarla ilgili bir ¢cok calismada etkinligi degerlendirilmistir. Ancak PST nin SAK
tizerine etkilerini degerlendiren ¢calisma oldukg¢a azdir. Bununla beraber bildigimiz kadariyla
bu etkileri ERS ve ERS iizerinde etkili olan PERK/elF2a/ATF4/CHOP yolag: iizerinden
degerlendiren bir ¢alisma mevcut degildir. Yukarida verilen bilgilerden yola ¢ikarak
calisgmamizin amaci SAK modeli gelistirilen sicanlarda PST’nin ERS {izerine etkilerini

cesitli parametreler araciligryla degerlendirmektir.
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IKiNCi BOLUM
KURAMSAL CERCEVE/ONCEKI CALISMALAR

Subaraknoid kanamalar, anevrizma riiptlirii veya travmatik kafa travmasindan
kaynaklanabilir ve araknoid membran ile beyni ¢evreleyen pia mater arasindaki subaraknoid
boslukta kanamaya neden olur. Hizli tedavi gerektirir ve genellikle ciddi bir tablo ile
seyreder. Altta yatan bir anevrizmanin neden oldugu subaraknoid kanama ile basvuran
hastalarin yaklasik yaris1 30 giin i¢cinde 0liir ve hayatta kalanlarin {i¢te birinde islev kayiplari

meydana gelir.

Yaygin goriilmesine ve ciddi seyretmesine ragmen SAK’1n kesin bir tedavisi yoktur.
Bu sebeple SAK kaynakli 6liim oraninin azaltilmasina, islev kayiplarinin onlenmesine,
altinda yatan mekanizmalarin agikliga kavusturulmasina ve SAK sonrasi iyilesmeyi
hizlandiric1 ajanlarin gelistirilmesine yonelik deneysel ve klinik calismalara ihtiyag

duyulmaktadir.

SAK’1takiben EBH, nérolojik sonuglara ana katkida bulundugu kabul edilmistir. Son
caligmalar, oksidatif hasarin ve ERS’nin EBH’nin patogenezine katkida bulundugunu
bildirmistir. Bu nedenle, anti-oksidatif stres veya anti-endoplazmik retikulum stres
miidahalesi, EBH igin etkili bir terapotik strateji olabilir. ERS’nin endotel hiicrelerinin
apoptozisine ve KBB’nin bozulmasina kadar gidebilen apoptotik siiregleri baslattigi da
ortaya konulmustur. Bu nedenle SAK’ta ERS’y1 azaltmaya yonelik calismalara ihtiyag
duyulmaktadir.

Giliniimiizde SAK’da etkili tedavi yontemleri konusunda birgok molekiil iizerinde
arastirmalar yogun bir sekilde devam etmektedir. Piseatannol bu aday molekiillerden bir
tanesidir. Piseatannoliin anti-inflamatuar, antioksidatif, anti-proliferatif aktivitelere sahip

oldugu kanitlanmistir.

Bu calismada, PST’nin SAK patofizyolojisinde rol oynayan ERS iizerine etkilerinin

ve SAK’a bagl gelisen apoptozda ERS’nin roliiniin incelenmesi amaglanmistir.
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2.1. Subaraknoid Kanama ve Piseatannol

Piseatannol ve SAK ile ilgili literatiirde bir ¢alisma bulunmaktadir. 2015 yilinda
yapilan ¢alisma ile ilk kez Mincle/Syk sinyal yolunun SAK sonrasi dogustan gelen bagisiklik
yanit1 ve ndroinflamasyonda dnemli bir rol oynadigini gostermistir ve de PST’ nin SAK’ta
sonrast muhtemel koruyucu etkilere sahip olabilecek bir molekiil oldugu sdylenmistir (He

vd., 2015).
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UCUNCU BOLUM
ARASTIRMA YONTEMI/MATERYAL VE YONTEM

Bu ¢alisma i¢in Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu Bagkanligdan onay alindi (05.03.2021 toplant1 tarihli ve 2021/02-08 sayili karar)
Calismanin hayvan deneyleri siireci Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Deneysel

Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi (COMUDAM)’nde yiiriitiildii.

3.1. Deney Hayvanlarimin Sec¢imi ve Gruplandirilmasi

Calismada, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Deneysel Arastirmalar Uygulama
ve Arastirma Merkezi’nden (COMUDAM) temin edilen 24 adet 8-10 haftalik 200-300 g
agirliginda Wistar cinsi erkek sicanlar kullanildi. Tiim siganlarin deney asamasindan once
ayr1 ayr1 agirliklar 6lgiildii uygun agirlikta siganlar ¢alisma igin segildi. Sicanlar, deneysel
stirecte yaklasik olarak 20+2°C’lik oda sicakliginda, 12 saat aydinlik-karanlik dongiisiinde
ad-libitum olarak beslendi.

Calismada kullanilan siganlar her grupta 8 sican olacak sekilde rastgele iic gruba

ayrildi. Sicanlarin gruplandirilmasi ve yapilan islemler Tablo 1°de gosterildigi gibi yapildu.
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Tablo 1

Hayvanlarin gruplandirilmasi ve yapilan islemler

Gruplar

Yapilan islemler

SHAM Grubu (n=8)

SAK gruplarinda yapilan kanama modeli
aynt  sekilde  gercgeklestirildi  aym
biyiikliikteki bir igne ile prekiazmatik
sisternaya girildi diger gruplardan farkli
olarak kan verilmedi. Igne 10 saniye
boyunca bekletildikten sonra ¢ikarildi.
Sicanlara piseattannol igermeyen tastyici

soliisyon intraperiteonal yolla uygulandi.

SAK Grubu (n=8)

SAK modeli olusturuldu. Kuyruktan 120
pl heparinize olmayan taze otolog
arteriyel kan alindi ve prekiazmatik
sisternaya 10 saniye siirede enjekte edildi.
Sicanlara piseattannol igermeyen tastyici

soliisyon intraperiteonal yolla uygulandi.

PST Grubu (n=8)

SAK modeli olusturuldu ve 60 dakika
sonra 30 mg/kg dozunda PST (% 2’lik
etanol iceren distile su igerisinde
¢oziindiiriilerek) intraperiteonal yolla

enjekte edildi.
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3.2. Deney Tasarimi

Calisma boyunca yapilan tiim uygulamalar asagida deney tasarimi semasinda

gosterildi (Sekil 14).
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Sekil 14. Deney tasarim semas.
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3.3. Tasiyic1 Soliisyonu Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

Tastyici soliisyon distile su icerisinde % 2’lik etanol olacak sekilde hazirlandi.
SHAM grubu ve SAK grubundaki hayvanlara model olusturulduktan 60 dakika sonra

intraperiteonal yolla enjekte edildi.

3.4. Piseatannol Cozeltisi Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

Piseatannol ¢ozeltisi hazirlamak amaciyla PST (Cayman Chemical; Cat. No: 10083-24-
6) belirlenen miktarda hassas terazi de tartildi. Siganlarin agirliklarina goére belirlenen PST
dozu her hayvan i¢in ayr1 bir ependorf tiipe konuldu. ilk olarak % 99’luk etanol iginde
¢Ozdirilip daha sonra distile su ile seyreltildi. Tasiyici ¢ozeltinin nihai etanol konsantrasyonu
% 2 olarak belirlendi. Cozelti uygulamadan hemen 6nce hazirlandi ve taze olarak PST
grubundaki si¢anlara SAK modeli olusturulduktan 60 dakika sonra intraperitoneal yolla 30

mg/kg dozunda uygulandi.

3.5. Anestezi Uygulamasi

Siganlar kas i¢i ketamin hidrokloriir (60- 80 mg/kg; Ketasol-Richter Pharma AG) ve
ksilazin hidrokloriir (5 mg/kg; Xylazin Bio % 2-Bioveta) kullanilarak anestezi edildi (Ovali
ve Uzun, 2017).

3.6. Yontem
3.6.1. Subaraknoid Kanama Modeli Olusturulmasi

SAK modeli SAK ve PST grubunda gerceklestirildi. Genel anesteziye alinan
sicanlarin kafatasinin 6n bolgesi tras edildi. Kuyruk vertikal insizyon ile agildi ve kuyruktan
120 pl arteriyel kan alindi. Frontal bolge vertikal insizyon ile deri ve kaslar agilarak bregma
kemik bileskesine ulasildi. Stereotaksi cihazi kullanilarak igne sagital diizlemin 2 mm sagina
30 derece yatirild1 ve 1.5 mm ¢apindaki burr deligi ile orta hatta bregmanin 7 mm Gniine
yerlestirildi. 120 pl heparinize olmayan taze otolog arteriyel kan, 30G'lik bir igne ile
prekiazmatik sisternaya 10 saniyede enjekte edildi. Insizyon bolgesi dikildi ve kapatildi.
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SHAM grubunda ise yine stereotaksi cihazi kullanilarak 30G'lik bir igne ile
prekiazmatik sisternada 10 saniye beklenildi. insizyon bolgesi dikildi ve kapatildi (Prunell
vd., 2002).

Sekil 15. Kuyruktan kan alinimini gosteren 6rnek goriintiiler.
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Sekil 16. Subaraknoid kanama modelinin olusturulmasini gosteren 6rnek goriintiler.
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3.7. Norodavranissal Degerlendirme

Tiim si¢anlar deneysel uygulamalara baglanilmadan 1 giin 6nce norolojik testlere tabi
tutuldu. Aym testler SAK sonrasit 24. saatte tekrarlandi. Bu amagla Garcia norolojik

muayenesi, Rotarod testi ve Horizontal bar skorlamas1 yapildi.

3.7.1. Garcia Norolojik Muayene

Norolojik ve duyusal fonksiyonlarin degerlendirilmesi amaci ile Garcia’nin
gelistirdigi 6lgek kullanildi. Bu amagla yapilan skorlama SAK’tan 24 saat dnce ve 24 saat
sonra hayvanlarin hangi grupta oldugunu bilmeyen iki gézlemci tarafindan gergeklestirildi

(Garcia vd., 1995).

Skorlamada spontan aktivite (0-3 puan), dort uzuv hareketinde simetri (0-3 puan), 6n
pence uzatma (0-3 puan), tirmanma (1-3 puan), viicut propriyosepsiyonu (1-3 puan) ve
titresim duyusu (1-3 puan) olmak iizere alt1 test toplam skor 3 ile 18 arasinda olmak iizere
degerlendirildi. Skorun diisiik olmas1 ndrolojik disfonksiyonun daha siddetli oldugunu

gostermektedir.

3.7.2. Rotarod Testi

Rotarod testi, kemirgenlerde denge davranisini ve lokomotor yetenegi
degerlendirmek amaci ile kullanildi. Bu test, genellikle kemirgenler i¢in kullanilan, zorlanmig
motor aktiviteyi degerlendirmeye imkan veren uzun silindirik donen bir ¢cubuk {izerindeki

performansi 6lgen Rotarod cihazi kullanilarak gergeklestirildi.

Sicanlar ilk olarak iki glin boyunca 10, 15, 20 rpm hizda egitime tabi tutuldular.
Silindir {izerinde basarili bir sekilde 180 saniye kalan sicanlar bir sonraki rpmde egitildiler.
Sicanlarin donen silindirden diisme ihtimaline karsi silindirin altina koruyucu tabaka

konuldu.
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Egitim tamamlandiktan sonraki giinde siganlara kanama modeli olusturulmadan 24
saat once ve olusturulduktan 24 saat sonra ayr1 ayr1 10, 15, 20 rpmde diisme gecikmesi
kaydedildi. Kemirgenler ¢ubuktan asagiya yerlestirilmis plakaya diistiigiinde, hayvanin
diisme gecikmesi (saniye cinsinden) kaydedildi. Hayvanin bu dénen ¢ubuk iizerinde kaldig1
stire, onlarin dengesinin, koordinasyonunun, fiziksel durumunun ve motor planlamasinin bir
Olciisii olarak kabul edildi. Test sirasinda atlama, pasif rotasyonlar gibi diger herhangi bir

aktivite ortaya ¢ikmast durumunda bu durumlar da ayrica kaydedildi (Deacon, 2013).
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Sekil 17. Rotarod testi uygulamasini gosteren drnek goriintiiler.
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3.7.3. Horizontal Bar Skorlamasi

Horizontal bar metodu, siganlarin 6n ayaklarin giiciinii ve koordinasyonunu 6lgmek
amaci ile kullanildi. Bu amagla kullanilan diizenek deney hayvanlarmin yumusak inisini
saglamak i¢in 3 mm ve 5 mm ¢apinda ve 38 cm uzunlugunda, iki ucunda laboratuvar
kelepgesi ile destekli ve yastikli bir ylizey ile 49 cm yukarida yatay olarak asili metal
cubuklar1 kullanilarak hazirlandi. Siganlar, metal c¢ubugu yalnizca ©n pengelerinin
kavramasini saglamak i¢in metal gubugun ortasina yerlestirildi. Siganlarin diisme zamani bir
kronometre ile kaydedildi ve ardindan Deacon tarafindan tarif edildigi gibi skorlara ¢evrildi
(Deacon,2013; Tablo 2). Horizontal bar testi SAK’tan 24 saat dnce ve SAK’tan 24 saat
sonra iki gozlemci tarafindan degerlendirildi. Siganin horizontal barin iki ucundan birine

ulagmasi 5 puan olarak degerlendirildi.

Tablo 2

Horizontal bar skorlamas1
Test Skor
1-5 saniye arasinda diigme 1 puan
6-10 saniye arasinda diisme 2 puan
11-20 saniye arasinda diisme 3 puan
21-30 saniye arasinda diisme 4 puan
30 saniyeden sonra diisme 5 puan
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Sekil 18. Horizontal bar skorlama islemini gosteren dérnek goriintiiler.
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3.8. Otenazi ve Orneklerin Toplanmasi

Deney gruplarinda yer alan siganlara uygulamalarin tamamlanmasinin ardindan
anestezi altinda servikal dislokasyon iglemi uygulanarak 6tenazi gergeklestirildi ve frontal
korteksleri soguk buz blogu iistiinde hizli bir sekilde ¢ikarildi. Her grupta mevcut 8 hayvanin
3’nilin beyin dokusu beyin 6demi belirlenmesi i¢in kullanildi. Diger 5 hayvanin beyin
dokular1 histopatolojik ve genetik incelenmeler i¢in kullanildi. Genetik incelemeler igin
alinan beyin dokular1 analiz edilene kadar -80°de saklandi. Histopatoloji incelemeleri i¢in

alinan beyin dokular1 ise analizler i¢in % 4’liik formaldehitte konuldu.

3.9. Beyin Odemi Tayini

Beyin 6deme belirleme islemi amaci ile alinan total beyinlerin hizli bir sekilde 1slak
agirliklar 6lgiildii. Daha sonra doku pargalar1 +70 °C'de 72 saat siire ile etiivde tutuldu. 72
saat sonrasinda doku pargalari etiivden ¢ikarildi ve kuru agirliklan dlgiildii. Islak ve kuru

agirlik oran1 (%) olarak belirlendi (Ding vd., 2015).

Beyin Sivi igerigi = [(Islak Agirlik - Kuru Agirlik) / Islak Agirlik] x %100

3.10. Genetik Analizler
3.10.1. Total RNA izolasyonu

Elde edilen frontal korteks dokusundan ilk olarak total RNA izolasyonu yapildi.
Alinan 6rneklerden yaklagik 25-30 mg beyin dokusu bolimleri ilk olarak 2 ml” lik steril
tiiplere konuldu. Daha sonra ependorf tiipler 10 saniye sivi azotta bekletildi. Tiiplerin
kapaklar1 acilarak igerisine bir adet steril ¢elik bilye konulduktan sonra homejanizator
cihazina (Retsch MM400) yerlestirildi ve dokular homojenize edildi. PURE Link RNA
MiniKit (CatNo. 12183018A) kullanilarak elde edilen homejenatlardan total RNA
izolasyonu yapildi. Total RNA’larin konsantrasyon ve saflik tayini i¢in NanoDrop ND-1000
Spektrofotometre cihazi kullanildi. Saflik oran1 260/280 nm’de 6l¢iim yapilan RNA’lardan
1.8-2.1 arasi degerler cDNA eldesi icin kullanilabilir kabul edildi. Elde edlilen RNA’lar
kullanilincaya kadar -80 °C’de saklandi (Ovali ve Uzun, 2017).
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3.10.2. cDNA Eldesi

Dokularin RNA yogunluklart spektrofotometrik olarak belirlendi ve PCR tiiplerine
konuldu. cDNA eldesi kitte belirtilen yontemine gore uygulandi (High Capacity cDNA
Revere Transcription Kit, ABD). cDNA eldesi i¢in uygulanan ydntem agagida belirtilmistir.

Tablo 3
cDNA sentez protokolii
Bilesenler Ornek Basina Hacim
10x RT Buffer 2 ul
dNTP 0,8 ul
Random Primer 2 ul
Enzim 1 ul
Su 4,2 ul
RNA 10 pl
Toplam 20 ul

Tablo 3’te bilesimi belirtilen karigim PCR tiiplerine konuldu ve belirlenen sartlarda
PCR cihazinda ¢alisildi (The Applied Biosystems®, 2720 Thermal Cycler 96-Well PCR).
cDNA elde etmek i¢in uygulanan protokol Tablo 4’te belirtilmisir.

Tablo 4

PCR kosullar1
Sicakhik Zaman
25°C 10 dakika
37 °C 120 dakika
85 °C 5 dakika
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3.10.3. Real-Time PCR (qRT-PCR) Uygulamasi

cDNA ornekleri ¢ogaltildi ve sonrasinda quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR,
StepOnePlus™ Real-Time PCR System) ¢alismasi i¢in kullanildi. Gen ekspresyon seviyeleri
TagMan (TagManTM Fast Advanced Master Mix, Ampliqon, Litvanya) kullanilarak analiz
edildi.

gRT-PCR yonteminde gen ekspresyon seviyelerine bakilan GRP78, PERK, ATF4,
CHOP, p53 ve NF-kB genleri i¢in normalizasyon yapildi. Normalizasyon i¢in B-actin
kullanildi. Bu ¢alismada, kismi miktarlara dayali PCR yonteminde bulunan sonuglari
dogrulamak icin Real-Time PCR yontemi kullanildi ve qRT-PCR cihazi kullanilarak
gergeklestirildi. Real-Time PCR’da uygulanan protokol Tablo 5°te belirtilmistir.

Tablo 5
Real Time PCR bilesen miktarlari
Bilesenler Ornek Basina Hacim
SyberGreen Master Mix 5ul
Forward Primer 0,75 ul
Reverse Primer 0,75 ul
RNAse Free Su 2,5 ul
cDNA 1 ul
Toplam 10 pl

3.11. Histopatolojik Analizler

Isik mikroskobik inceleme i¢in frontal korteks doku ornekleri ilk once % 4’liik
paraformaldehit soliisyonunda tespit edildi. Tespit edilen doku 6rnekleri kasetlere konularak
akan bir su altinda 2 saat boyunca yikandi. Dokulardan suyun uzaklastirilmasi i¢in dokular
artan derecelerde sirastyla alkol serilerinden (% 60, % 70, % 80, % 90, % 96 ve % 100)

gecirildi. Daha sonrasinda dokular parlatilmak i¢in ksilolden gegirildi ve parafine gomiildii.
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3.11.1. Hemotoksilen-Eozin (HE) Boyama

Hematoksilen asidik yapilar1 boyayan bazik bir boyadir. Kesitleri mor/mavi rengine
boyar ve bu boya ile hedeflenen yapilar bazofilik olarak adlandirilir. Bazofilik yapilar
arasinda hiicre ¢ekirdegindeki DNA, ribozomlardaki RNA ve graniillii endoplazmik

retikulum yer alir.

Eozin ise, hematoksilinden sonra yapilan kars1 bir boyadir. Bazik yapilar1 hedef alan
asidik bir boyadir. Hedefledigi yapilar1 pembe/kirmizi renge boyar. Eozini ¢eken yapilar
eozinofilik olarak adlandirilir. Sitoplazma eozinofilik yapiya bir 6rnektir (Alturkistani vd.,
2015).

Parafin bloklardan elde edilen 5 pm kalinligindaki kesitler lamlar iizerine yayildi.
Lamlar1 parafinden arindirmak amaciyla 60 °C etiivde 60 dakika bekletildi ve daha sonra
3x5 dakika ksilole alindi. Lamlar sirastyla azalan alkol serilerinden gegirilip (% 100, % 96,
% 90 ve % 70) 1 dakika akan bir suda yikandi ve Harris Hematoksilen’de 2 dakika boyunca
boyandi ve 2x2 dakika akan bir suda yikandi. Daha sonra lamlar % 1’lik Amonyak-Su
karisimina batirildi ve sonra tekrar 1 dakika akan suda yikandi. Lamlar 2 dakika Eozinde
bekletildi ve artan dereceli alkol serilerinden (% 70, % 80, % 96 ve % 100) gegcirildi, 2x1
dakika ksilolde bekletildi ve entellan ile kapatildi. Boyanan kesitlerde, hiicresel piknoz ve
O0dem parametreleri LED floresan atagmanli Olympus CX43 model mikroskop altinda

(x100) HE boyama kriterlerine gore skorlandi (Tablo 6).

Tablo 6
HE boyama skoru
Derece Skor
Derece 0 Yok
Derece 1 Hafif
Derece 2 Orta
Derece 3 Siddetli
Derece 4 Ciddi Siddette
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3.11.2. TUNEL Boyama

Lamlara parafin bloklarindan 4 pm kalinhiginda kesitler alindi. Kesitler
deparifinizasyon amaciyla 60 °C etiivde 1 saat bekletildi, sonra 3x5 dakika ksilole
alind1. Ksilol uygulamasi sonrasinda lamlar sirasiyla azalan alkol serilerinden gegcirilip (%
100, % 96, % 80 ve % 70) rehidrate edildi. Alkolden arindirilmak amaciyla kesitler 2x1
dakika distile sudan gecirildi. Proteinaz K enzim (37 °C etiivde) 15 dk uygulandi. Daha sonra
5 dakika siireyle % 3’liik hidrojen peroksit (TA-125-HP ThermoScientific) ile endojen
peroksidaz aktivitesi bloke edildi. Bu islemden sonra kesitler fosfat tamponlu salin (PBS) ile
yikand1 ve 3 dakika boyunca Equilibration Buffer ile isleme tabii tutuldu. TdT (Terminal
deoksiniikleotidil transferaz) enzim galigma soliisyonunda 37 °C etiivde 60 dakika bekletildi.
Working Stop/Washbuffer soliisyonunda 10 dakika boyunca yikandi. Digoxigenin peroxidaz
ile 30 dakika boyunca muamele edildi ve PBS ile yikandi. Pozitif hiicreleri belirleyebilmek
amaciyla DAB (diaminobenzidin) kromojen ile boyama yapildi. Zemin boyamasi igin 1
dakika siiresince Vectdr Methylene Green (H-3402-500) uygulandi. Daha sonra distile su ile
2x1 dakika yikandi. Lamlar sirayla artan dereceli alkol serilerinden (% 70, % 80, % 96 ve %
100) gegirildi, 2x1 dakika ksilole alind1 en sonunda entellan ile kapatildi.

3.11.3. Kristal Viole Boyama

Kristal viole boyama olarak da adlandirilan nissl boyama beyin ve spinal korddaki

noronal yapiy1 incelemek igin kullanilir (Kadar vd., 2009).

Bu amagla elde edilen kesitler 60 °C’ye ayarlanmis etiivde 60 dakika bekletildikten
sonra, 3x10 dakika ksilole alinarak parafinden arindirilmalar1 saglandi. Daha sonra lamlar
sirasiyla azalan alkol serilerinden (% 100, % 96, % 90 ve % 70) gegirildi ve 1 dakika boyunca
akan suda yikandi. Sonrasinda, Kristal Viole (Abcam ab246816) ile 2 dakika siiresiyle
boyandi, 1 dakika akan suda yikandi. Bu islemi takiben % 100 N-Butanol alkolde 2x1 dakika

bekletildi sonrasinda ksilole alind1 ve entellan ile kapatildi.
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3.12. istatistiksel Analizler

Caligmada gen ekspresyon diizeylerindeki degisimleri belirlemek icin ilk 6nce qRT-
PCR analizinden CP (crossing points) degerleri elde ettik. Genetik analizlerin istatistigi
icin B-aktine gdre normalize ettigimiz bu veriler 22T formiilii kullanilarak hesaplandi

(Livak ve Schmittgen, 2001).

Verilerin istatistiksel anlam diizeyleri IBM SPSS Statistics 26 yazilimi1 kullanilarak
gerceklestirildi. Coklu grup karsilastiriimasinda Kruskal-Wallis testi kullanildi. Iki grup
arasindaki karsilastirma ise Mann-Whitney U-testi ile yapildi. p<0,05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

Bu ¢alismada, Wistar Albino 1rki sicanlardan SHAM, SAK ve PST olmak tizere ii¢
grup olusturuldu. Tiim siganlarin SAK 6ncesi ve sonrasi norolojik skorlar1; Garcia norolojik
muayenesi, rotarod testi ve horizontal bar skorlamasi yapilarak degerlendirildi. Tiim siganlar
deneyden 24 saat sonra 6tenazi edildi ve beyin dokusu ¢ikarildi. Bu siganlardan 3 tanesinden
total beyin dokusu elde edilirken, 5 tanesinden ise frontal korteks doku ornekleri alindu.

Beyin dokusu 6rneklerinde asagidaki islemler yapildi.

1. Total beyin dokulari kurutulup islak/kuru agirlik oranina goére beyin 6demi

diizeyi hesaplandi.

2. Frontal korteks bolgesinde GRP78, PERK, ATF4, CHOP, p53 ve NF-kB gen

ekspresyonlari diizeyleri belirlendi.

3. Frontal korteks bolgesinde histopatolojik analilizler yapildi. Bu amagla TUNEL,
Kristal viyole ve Hematoksilen-Eozin boyama yapildi.

4.1. Subaraknoid Kanama Model ve Mortalite Bulgular:

Bu calisma her grupta 8 hayvan olacak sekilde 24 adet sican {lizerinden

gergeklestirildi. Deney boyunca gruplarda 6liim gozlenmedi.

SAK modellemesinin sonucunda SAK grubunda subaraknoid bolgede siddetli
kanama bulgularina rastlandi. PST grubunda ise subaraknoid bogede kanamanin azaldigi
gozlemlendi. Kanama diizeylerine yonelik herhangi bir hesaplama yapilmadi. Sadece
gozlemsel olarak kanamanin varligi, azhigi veya ¢oklugu degerlendirildi. Her bir gruba ait
Subaraknoid bolgedeki kanama alanlari1 gdsteren birer adet 6rnek fotograf Sekil 19°da

gosterilmistir.
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Sekil 19. Gruplara ait subaraknoid bolgede kanama alanlarindan 6rnek goriintiiler.

4.2. Beyin Odemi Analiz Bulgular1

Beyin 6demi sonuclarina gére SAK ve PST grubunda SHAM grubuna gore
istatistiksel diizeyde anlamli olmayan artislar oldugu belirlendi (p> 0,05). SHAM grubunda
% 77,17 = 1,07 olarak belirlenen beyin su diizeyi SAK grubunda % 77,8 + 0,27 ve PST
grubunda ise % 77,51 £+ 0,32 belirlendi. Elde edilen veriler Sekil 20°de gosterilmistir.
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Sekil 20. Gruplarin beyin 1slak/kuru agirlik oran1 verilerinin yiizde olarak karsilagtirilmasi.

4.3. Norodavranissal Degerlendirme Bulgular:

Siganlarin norolojik degerlendirmeleri Garcia norolojik muayenesi, rotarod testi ve

horizontal bar skorlamasi ile SAK Oncesi ve sonrasi 24. saatte gergeklestirildi.

4.3.1. Garcia Skorlamasi Bulgular

Garcia norolojik muayenesi ile sicanlarin norolojik fonksiyonlar: degerlendirildi.
SAK oncesi 24. saatte yapilan degerlendirmelerde gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik bulunmadi (p>0,05). SAK sonrasi 24. saatte yapilan degerlendirmelerde ise
SHAM grubuna kiyasla hem SAK hem de PST grubunda istatistiksel olarak anlamli
azalmalar belirlendi (p<<0,01). SAK ve PST gruplar1 kiyaslandiginda ise PST grubunda total

Garcia skorunun istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu gézlemlendi (p<0,05).

54



Gruplar arasinda yapilan karsilastirmalara ek olarak her grubun SAK 6ncesi ve sonrasi
verileri kendi aralarinda karsilastirildi. SHAM grubunun iki verisi arasinda anlamli bir
farklilik bulunmadi (p>0,05). SAK ve PST grubunda ise SAK sonrasi verilerin SAK 6ncesi
verilere gore istatistiksel olarak anlaml diizeyde azaldigi belirlendi (p<0,01; Sekil 21).
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Sekil 21. Garcia norolojik skorlamasi verilerinin kargilagtirilmasi. *: SAK grubunun SAK
sonrasi 24. saati ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0,05). **: SHAM grubu
SAK sonrasi 24. saat verileri ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0,01). a:
Grup icinde SAK sonrast 24. saat verileri SAK oOncesi verilerle karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli (p<0,01).

4.3.2. Rotarod Testi Bulgular

Rotarod testi ile siganlarda denge ve lokomotor yetenek degerlendirildi. SAK oncesi
24. saatte yapilan degerlendirmelerde gruplar arasinda istatistiksel olarak herhangi bir
farklilik bulunmadi (p>0,05). SAK sonras1 24. saatte yapilan degerlendirmede ise SHAM
grubuna gore SAK grubunda istatistiksel olarak anlamli olmayan azalmalar gozlendi
(p>0,05). Ayrica SAK ve PST grubu kiyaslandiginda ise PST nin rotarod testi sonuglarimni
istatistiksel diizeyde anlamli olmayan bir sekilde arttirdigi gozlemlendi (p>0,05).
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Rotarod testinde SAK oncesi ve sonrasi gruplara ait veriler kendi iginde
karsilagtirildi. Bu karsilastirmada SHAM ve PST gruplarn arasinda anlamli bir farklilik
bulunamadi (p>0,05). SAK grubunda ise diisme saniyesindeki gecikmede azalis olmasina

ragmen bu durum istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05; Sekil 22).
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Sekil 22. Gruplarin SAK 6ncesi ve sonrasi rotarod testi (20 rpm) verilerinin karsilagtirilmasi
(p>0,05).

4.3.3. Horizontal Bar Skorlamasi Bulgular:

Horizontal bar testi ile siganlarin 6n ayak giicii ve koordinasyonu degerlendirildi.
Yapilan teste 3 mm ve 5 mm barlar kullanilarak siganlarin barlardan diisme saniyesi
iizerinden puanlama gergeklestirildi. 3 mm bar skorlama verilerine gére SAK oncesi 24.
saatte gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli herhangi bir farklilik belirlenmedi (her ¢

deger i¢in p>0,05).

SAK oOncesi ve sonrasi 24. saatte horizontal bar skorlama verileri gruplarin kendi
iclerinde degerlendirldiginde ise yanlizca SAK grubu sonuclarinda anlamli bir diizeyde
azalma oldugu anlasildi1 (p=0,01). SHAM ve PST gruplarinin ilk ve son degerleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli olmayan bir azalis gézlemlendi (p>0,05; Sekil 23).
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SAK oncesi 24. saatte gruplar arasinda yapilan 5 mm bar skorlama sonuglar ise 3
mm bar sonuglar1 ile benzer bulundu (her ii¢ deger igin p>0,05). SAK sonrasi 24. saat
sonuglarina bakildiginda ise yanlizca SHAM ile SAK grubunda SAK grubu yoniinde
istatistiksel diizeyde anlamli bir azalma belirlendi (p=0,05). SAK ve PST gruplar
karsilagtirildiginda anlamli bir farklilik bulunamasa da PST uygulamasinin skoru artirdigi

gbzlemlendi (p>0,05).

Gruplar kendi i¢lerinde karsilastirildiklarinda ise SHAM, SAK ve PST gruplarlarinda
herhangi bir istatistiksel olarak anlamlilik belirlenmese de 6zellikle SAK grubunda SAK
sonrasi 24. saat sonuglarin SAK Oncesi 24. saat sonuclara kiyasla azaldig1 gozlendi (p>0,05;

Sekil 24).

**

m SAK Oncesi

B SAK Sonrasi

Horizontal Bar Skoru

SHAM SAK PST

Sekil 23. Horizontal bar skorlama verilerinin karsilastirilmasi (3 mm). ** : Grup i¢inde SAK
sonrasi 24. saat verileri SAK 6ncesi verileri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli

(p=0,01).
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Sekil 24. Horizontal bar skorlama verilerinin karsilastiritimasi (5 mm). * : SHAM grubu 24.

saat verileri ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli (p=0,05).

4.4. Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisim Bulgular:
4.4.1. GRP78 Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisimler

GRP78 gen ekspresyon diizeyleri agisindan en yiliksek deger SAK grubunda
belirlendi ve bu artis SHAM grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,01). PST
uygulanan grupta ise GRP78 gen ekspresyon degeri SHAM grubuna yakin bir diizeyde
belirlendi ve SAK grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik belirlendi

(p<0,05). GRP78 gen ekspresyon diizeyindeki degisim verileri Sekil 25°te gosterilmistir.
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Sekil 25. GRP78 gen ekspresyon diizeylerindeki degisimlerin karsilastirilmasi. *: SAK
grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0,05). **: SHAM grubu ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli (p=0,01). y ekseninde bulunan degerler B-aktine

gdre normalize edilmis 22T degerleridir.

4.4.2. PERK Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisimler

Genetik analizlerle incelenen parametrelerden bir digeri de PERK’ti. SAK
grubundaki PERK gen ekspresyon degeri SHAM ve PST gruplarina gore yaklagik iki kat bir

artis gostermesine ragmen gruplar arasinda herhangi istatistiksel diizeyde anlamli bir

farklilik bulunmadi (p>0.05; Sekil 26).
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Sekil 26. PERK gen ekspresyon diizeylerindeki degisimlerin karsilagtirilmas: (p>0,05). y

ekseninde bulunan degerler B-aktine gore normalize edilmis 2 24T degerleridir.

4.4.3. ATF4 Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisimler

ATF4 geninin normalize edilmis mRNA ekspresyon diizeyleri Sekil 27°de
gosterilmistir. ATF4 gen ekspresyonu verileri agisindan SHAM ve SAK grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir artis belirlendi (p=0,01). Ayrica PST grubu ATF4 gen
ekspresyon diizeyleri SHAM grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
bulundu (p<0,05). PST uygulamas1 SAK sonrast ATF4 gen ekspresyon seviyelerinde bir
azalmaya yol agsa da bu azalma SAK grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunmadi

(p>0,05; Sekil 27).
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Sekil 27. ATF4 gen ekspresyon diizeylerindeki degisimlerin karsilastirilmasi. *: SHAM
grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli p<0,05. **: SHAM grubu ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli p=0,01. y ekseninde bulunan degerler -aktine

gdre normalize edilmis 2 22T degerleridir).
4.4.4. CHOP Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisimler

ERS’ye bagli apoptoz belirteci olarak CHOP gen ekspresyon degerleri de incelendi.
CHOP gen ekspresyon degerleri agisindan SAK grubunda SHAM grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli artis belirlendi (p<0,05). SHAM ve PST grubundaki verilerin birbirlerine
oldukga yakin oldugu gézlendi. SAK grubuna kiyasla PST grubunda bir azalma meydana
gelse de istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05; Sekil 28).
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Sekil 28. CHOP gen ekspresyon diizeylerindeki degisimlerin karsilagtirilmasi. *: SHAM
grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0,05). y ekseninde bulunan degerler

B-aktine gore normalize edilmis 2 24T degerleridir).
4.4.5. p53 Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisimler

p53 MRNA seviyelindeki rolatif degisimleri agisindan SHAM ve SAK gruplari
arasinda yapilan karsilastirmada SAK grubunda hem SHAM hem de PST grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir artis belirlendi (her iki karsilastirma i¢in p<0,01). Bunun
yaninda PST uygulanan grup p53 degeri agisindan SHAM grubu ile kiyaslandiginda anlaml
farklilik gostermemis olup (p>0,05) bu durum PST’nin SAK’ta p53 iizerine etkinligini
acikca ortaya koymaktadir (Sekil 29).
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Sekil 29. p53 gen ekspresyon diizeylerindeki degisimlerin karsilastirilmasi. **: SHAM
grubuna gore kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0,01). ##: SAK grubuna gore
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0,01). y ekseninde bulunan degerler (3-aktine

gbre normalize edilmis 2"22¢T degerleridir.
4.4.6. NF-kB Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisimler

ERS’nin olusturdugu apoptozda yer alarak PERK yolagi tarafindan aktive edilen NF-
kB gen ekspresyon seviyeleri agisindan SAK grubu SHAM grubu ile kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli olmayan artis belirlendi (p>0,05). PST grubundaki degerler ile
SHAM grubuna ait degerlerin birbirine ¢ok yakin oldugu gozlemlendi (p>0,05). PST
uygulamasinin SAK grubuna kiyasla PST grubu degerinde yaklagik % 50 oraninda azalmaya
sebep oldugu anlasildi (p>0,05; Sekil 30).
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Sekil 30. NF-kB gen ekspresyon diizeylerindeki degisimlerin karsilastirilmasi (p>0,05). y

SHAM

ekseninde bulunan degerler p-aktine gére normalize edilmis 2 24T degerleridir).

4.5. Histopatolojik Bulgular

4.5.1. Hemotoksilen-Eozin Boyama Bulgulari

Frontal korteks doku 6rnekleri HE boyama ile hiicresel piknoz ve 6dem agisindan
degerlendirildi. SHAM grubunda hiicresel piknoz ve 6dem bulgusuna rastlanmadi. Hiicresel
piknoz ve 6dem parametrelerinin hem SAK (her iki parametre i¢in p<0,001) hem PST
(piknoz: p<0,01; 6dem: p<0,001) grubunda SHAM grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
artis gosterdigi belirlendi (her iki parametre i¢in p<0,001). Ayrica hiicresel piknoz ve 6dem
acisindan PST ve SAK gruplar arasinda yapilan karsilastirmada istatistiksel olarak anlaml

olmak tizere PST grubunda bir azalma g6zlemlendi ( her iki parametre i¢in p<0,001; Sekil

34 ve Sekil 35).

Gruplara ait 6rnek frontal korteks doku kesitleri Sekil 31, Sekil 32 ve Sekil 33°te

gosterilmistir.
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Sekil 31. SHAM grubuna ait 6rnek bir frontal korteks doku kesiti (HE,100x).

Sekil 32. SAK grubuna ait 6rnek bir frontal korteks doku kesiti (HE, 100x). Kirmiz1 oklar

ile 6dem alanlari, siyah oklar ile de hiicresel piknoz gosterilmistir.
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Sekil 33. PST grubuna ait 6rnek bir frontal korteks doku kesiti (HE, 100x). Kirmiz1 oklar ile

odem alanlari, siyah oklar ile de hiicresel piknoz gosterilmistir.
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Sekil 34. HE boyamasi ile incelenen hiicresel piknoz verilerinin karsilastirilmasi. **: SHAM
grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0,01). ***: SHAM grubu ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli (p<<0,001). ###: SAK grubu ile kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli (p<0,001).
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Sekil 35. HE boyamasi ile belirlenen hiicresel 6dem verilerinin karsilagtirilmasi. ***: SHAM
grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0,001). ###: SAK grubu ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli (p<<0,001).

4.5.2. Kristal viyole boyama bulgulari

Kristal viyole boyama ile hasarli hiicre sayist belirlendi. SHAM ve SAK grubu
karsilagtirildiginda SAK grubu verilerinde istatiksel olarak hiicre hasarinda artis bulundu
(p=0,01). SAK ve PST grubu karsilastirildiginda ise PST grubu verilerinde istatistiksel
olarak anlamli bir diisiis belirlendi (p<0,01). Gruplara ait frontal korteks doku kesitlerinde

kristal viyole boyama yapilan 6rnekler Sekil 37, Sekil 38 ve Sekil 39°te gosterilmistir.

67



80 1

**

70 A

60 A

50 A

40 -

#H#

Kristal Viyole Boyama

30 A

20 A I

10

SHAM SAK PST

Sekil 36. Kristal Viyole ile boyama verilerinin karsilastirilmasi. **: SHAM grubu ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli (p=0,01). ##: SAK grubu ile kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli (p<0,01).

Sekil 37. SHAM grubuna ait 6rnek bir frontal korteks doku kesiti (Kristal Viyole, 200x).

68



Sekil 38. SAK grubuna ait 6rnek bir frontal korteks doku kesiti (Kristal Viyole, 200x).

Turuncu oklar hasarl hiicreleri gostermektedir.

Sekil 39. PST grubuna ait 6rnek bir frontal korteks doku kesiti (Kristal Viyole, 200x).

Turuncu oklar hasarli hiicreleri gostermektedir.
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4.5.3. TUNEL Boyama Bulgulari

TUNEL boyama yontemi ile apoptotik hiicre sayilari belirlendi. Elde edilen verilere
gore hem SAK hem de PST grubunda SHAM grubuna gére TUNEL pozitif hiicre miktarinda
istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu anlasildi (sirasiyla p<0,01 ve p=0,05). SAK ve
PST grubu verileri karsilastirildiginda ise TUNEL pozitif hiicre miktarinin PST grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigi gozlendi (p=0,05; Sekil 40). Gruplara ait
TUNEL boyama doku kesit 6rnekleri Sekil 41, Sekil 42 ve Sekil 43’te gdsterilmistir.
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Sekil 40. TUNEL boyama ile belirlenen TUNEL* hiicre sayilarinin karsilastiriimasi. *: SAK
grubuna gore kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli (p=0,05). **: SHAM grubuna gore
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0,01). #: SHAM grubuna gore
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli (p=0,05).
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Sekil 41. SHAM grubuna ait 6rnek bir frontal korteks doku kesiti (TUNEL, 200x).

Sekil 42. SAK grubuna ait 6rnek bir frontal korteks doku kesiti (TUNEL, 200x).
Siyah oklar TUNEL  hiicreleri gostermektedir.
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Sekil 43. PST grubuna ait 6rnek bir frontal korteks doku kesiti (TUNEL, 200x).
Siyah oklar TUNEL ™ hiicreleri gostermektedir.
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BESINCI BOLUM
TARTISMA, SONUC VE ONERILER

5.1. Tartisma

Bu ¢alisma ile deneysel SAK modeli olusturulan siganlarda frontal korteksteki ERS
iizerine PST nin iyilestirici etkileri ilk kez ortaya konulmustur. SAK sonras1 60. dakikada
PST uygulamasinin SAK sonras1 24. saatte a) Garcia norolojik skoru, rotarod testi diigme
gecikme siiresi ve horizontal bar sonuglar1 gibi nérodavranigsal test sonuglarinda iyilesmeye
b) GRP78, PERK, ATF4 ve CHOP gibi endoplazmik retikulum stresini gdsteren gen
ekspresyon diizeylerinde azalmaya, c) yangi ve apoptozu gosteren p53 ve NF-kB gen
ekspresyonu seviyelerinde diismeye d) histopatolojik diizeyde piknoz, 6dem, kristal viyole
boyali hasarli hiicre sayisinda iyilesmeye ve TUNEL pozitif apoptotik hiicre sayisinda
azalmaya sebep oldugu belirlenmistir. Sonuglar SAK sonras1 PST uygulamasimnin SAK’a
bagli ERS’yi iyilestirebilecegini ve hiicre hasarini azaltabilecegini gosteren ilk deneysel

bulgulardir.

Caligmamizda her deney grubunda 8 hayvan kullanildi. Bunlardan 3 tanesinin total
beyin dokusu cikarilarak 1slak/kuru beyin orani belirlendi. Kalan bes siganin ise frontal

korteks bolgeleri gikarilarak genetik ve histopatolojik analizler gergeklestirildi.

Calismamizda Prunell vd. (2002)’den modifiye edilen SAK modeli uygulandi
(Prunell vd., 2002). Uyguladigimiz modele gore subaraknoid bolgede kan biriktigi ve SAK
modelinin olustugunu gosteren verilere ulasildi. Calisma sonucunda hayvanlarin beyin
dokularmi aldiktan sonra tiim sicanlarin bu bolgelerinde kan birikimi olup olmadig: kontrol
edildi. Elde edilen goriintiilerden birer 6rnek Sekil 19°da sunulmustur. Hem bu goézlem
bulgular1 hem ndrolojik skor verileri hem de genetik ve histopatolojik veriler uyguladigimiz

SAK modelinin basarili oldugunu diisiindiirmektedir.

SAK calismalarinda genel olarak degerlendirilen parametrelerden bir tanesi dlen
hayvan sayilaridir. SAK insanlarda belirli oranda oliimle sonuglanmaktadir. Yapilan
deneysel calismalarda da belirli sayida hayvanin SAK sonrasi 61diigii belirlenmistir. Nitekim

Liang vd. (2018) intraarteriyel perforasyon yontemi uygulayarak olusturduklart SAK
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modelinde 215 sigandan 14’{iniin operasyon sonrasi 0ldiiglinii belirtmislerdir (Liang vd.,
2018). Liu vd.’nin ise 200 ul otolog kan uygulayarak olusturduklart SAK modelinde 36
sicandan 3’0 Olmiistiir. Bizim caligmamizda ise SAK’a bagli herhangi bir 06lim
gozlenmemistir. Bunun nedeni olarak uyguladigimiz kan miktarinin 120 pl olmasini
gosterebiliriz. Clinkii yukaridaki her iki ¢alismada da bizim ¢alismamiza gore daha yliksek
diizeyde subaraknoid bdlgeye kanin ekstravazasyonu olmustur. Dolayist ile bizim SAK

modelimizin siddetinin orta diizeyde oldugunu sdyleyebiliriz.

Calisma sonuclarimizda literatiir verileri ile benzer bir farklilik 1slak/kuru beyin orani
verilerinde ortaya ¢ikmistir. Xiong vd. (2020) SAK modeli olusturduktan 48 saat sonra
sicanlarin beyin dokusunu c¢ikarip 100°C’de 48 saat kurutup islak/kuru beyin oranini
belirlemislerdir. Calisma 1slak/kuru beyin oraninin SAK grubunda arttigim1 L-sistein
uygulamasinin beyin édemini azalttigini gostermistir (Xiong vd., 2020). Yan vd. (2016)
yaptig1 calismada ise SAK sonras1 72. saatte beyin dokusu ¢ikarilip 4 boliime ayrilmustir.
Her boliim ayr1 ayr1 105°C’de 72 saat kurutulduktan sonra beyin 6demi 1slak/kuru beyin oran
formiili kullanilarak tespit edilmistir. Calismacilar SAK modeliyle bu oranin arttigi
gostermistir. Ayrica PERK inhibitorii vererek beyin 6deminin azaldigi ortaya koyulmustur
(Yan vd., 2016). Qi vd. (2018) ise SAK modeli olusturduklari siganlarin beyin dokularini
SAK sonrasi 24. saate ¢ikarip 105°C’de 24 saat kuruttuktan sonra formiil ile beyin 6demini
belirlenmistir. Bu ¢alisma ile de beyin 6deminin SAK ile arttigi, atorvastatin verilmesinin
beyin Odemini azaltict etki gosterdigi ortaya konulmustur (Qi vd., 2018). Bizim
calismamizda da en yiiksek 1slak/kuru beyin oranm1 SAK grubunda belirlenmis ve PST
uygulamas1 bu orani azaltici etki goOstermistir. Ancak gruplar arasinda herhangi bir
istatistiksel fark ortaya cikmamistir. Bunun nedeninin de yukarida oldugu gibi
uyguladigimiz kan miktarina bagli oldugunu diisinmekteyiz. Diger taraftan SAK
grubundaki beyin dokusu 6rneklerinde histopatolojik diizeyde 6dem tespit ettik. Bu sonuglar
uyguladigimiz SAK modelinin histopatolojik diizeyde beyin 6demine yol agtigini ancak total

beyin su miktarinda anlamli bir artis yapacak kadar siddetli olmadigin1 diisiindiirmektedir.

Calismada SAK modeli olusturulmadan once tiim siganlarin nérodavranissal test
bulgular1 kaydedildi ve SAK sonras1 24. saat verileri ile karsilagtirildi. Bu amagla Garcia
norolojik muayene skoru, rotarod testi diisme gecikme siiresi ve horizontal bar skoru

belirlendi. Bu testler ile sigcanlarda SAK’a bagli basta motor yetenekleri olmak iizere
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davranigsal degisiklikler olup olmadiginin arastirilmasi ve PST nin bu degisiklikler tizerine

olasi iyilestirici etkilerinin arastirilmasi 6ngoriildii.

Garcia norolojik skorlart agisindan SAK 6ncesi tiim siganlarin skorlar1 18 olarak
belirlendi. SAK grubunda 24. saatte bu skor 15,5 degerine kadar azaldi. PST uygulanan SAK
grubunda ise 16,5 olarak belirlendi. Bu sonuglar PST uygulamasinin SAK sonras1 kétiilesen
Garcia norolojik skorunu anlamli sekilde iyilestirdigini gostermektedir. Benzer iyilesmeler
rotarod testi ve horizontal bar skorlarinda da belirlendi. Rotarod testinde 20 rpm hizinda
SHAM ve PST gruplarindaki tiim siganlar maksimum siire olan 180 saniyeyi diismeden
tamamladiklar1 goriilmiis olmasina ragmen SAK grubunda bu siire ortalama 163 saniye
olarak belirlendi. Horizontal bar skorlar1 agisindan hem 3 hem de 5 mm’lik barlarda en diisiik
deger yine SAK grubunda belirlenmistir. Tiim bu sonug¢lar PST uygulamasinin SAK sonrasi

bozulan norolojik verileri anlaml sekilde iyilestirdigini géstermistir.

SAK sonrasi norolojik skor kayitlari hemen hemen tiim SAK ¢aligmalarinda
belirlenmektedir. Norolojik skorlardaki bozulma diizeyi hem SAK’1n ortaya ¢ikip ¢ikmadigi
hakkinda hem de SAK’mn diizeyi hakkinda bilgi vermektedir. Diger taraftan SAK’ta
koruyucu veya tedavi edici ajanlarin norolojik skorlar iizerine etkileri de incelenmektedir.
SAK sonras1 norolojik skor verileri genellikle 24. saatte kaydedilir. Ciinkii en anlamli
degisiklikler bu saatte meydana gelir. Tian vd. (2020) SAK modeli olusturduklar1 siganlarda
Garcia skorlarimi 3., 6., 12., 24., 48. ve 72. saatlerde belirlemisler ve en diisiik skoru 24.
saatte 0lcmiislerdir. Calismalarinda 6. saatte azalmaya baslayan Garcia skoru 24. saatte 10
degerine kadar azalmis ve sonra tekrar yiikselmeye baglamistir. Garcia skorundaki bu
azalmanin bu saatte ortaya ¢ikan noronal apoptoza bagl olabilecegini ileri stirmiislerdir
(Tian vd., 2020). Bizim ¢alismamizda da benzer sekilde Garcia skorunun en diisiik oldugu
SAK grubunun en yiiksek frontal korteks apoptotik hiicre sayisina sahip oldugu
belirlenmistir. Baska bir calismada yine SAK sonrasi 24. saatte Garcia skorunda anlaml1 bir
azalma belirlenmis ve TXNIP uygulamasinin bu skorda anlamli bir iyilesme sagladigi

belirlenmistir (Liang vd., 2018).
SAK sonras1 24-72. saatlerde beyinde gerceklesen patolojik olaylar EBH seklinde

tanimlanmaktadir. EBH’ nin altinda yatan en 6nemli mekanizma ise néronal apoptozdur.

Noronal apoptoz SAK sonrasi ortaya ¢ikan norolojik bozulmalarin ve islev kayiplarin ana
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sorumlusu olarak kabul edilir. Bir¢ok mekanizmanin noéronal apoptozu uyardigi
bilinmektedir. Bunlar arasinda ROS artmasi, eksitotoksisite, sinaptik disfonksiyon,
bozulmus protein yikim sistemleri, ERS, DNA hasari, mitokondriyal disfonksiyon ve
inflamasyon sayilabilir (Chi vd., 2018). Bu faktdrlerden bir tanesi olan ERS son yillarda
SAK sonrasi ortaya ¢ikan ndronal apoptozla iliskilendirilmistir. ER islevlerindeki bozulma
katlanmamis proteinlerin birikimine ve sonu¢ olarak ERS’ye sebep olur. ERS, UPR
yolaginin aktiflesmesine yol acar. UPR ise PERK ve ATF4 gibi ERS’ye duyarli proteinleri
aktive eder. PERK’in aktivasyonu ER kaynakli saperon ve sitokinlerin aktivasyonunu uyarir.
Orta diizeyde bir ERS hiicrenin hayatta kalmasina yol acarken, ileri diizeyde ve siireklilik
arz eden ERS sinir hiicresi 6liimiine sebep olur. Nakka vd. (2010) yaptiklar1 bir ¢alismada
ERS’nin iskemi/reperfiizyona bagli sinir hiicre olimlerinde rol aldigini gostermistir.
Calismalarinda iskemi/reperfiizyon sonrasi beyin dokusunda GRP78, CHOP ve ATF4 gen
ekspresyon sevilerinin arttifin1 ve yiiksek diizeyde ndronal hasar ortaya ciktigini
gozlemlemislerdir. UPR’yi azaltmak igin secici bir elF2a inhibitérii olan salubrinal
uyguladiklarinda néronal hiicre 6liimiiniin anlamli sekilde azaldigini belirlediler (Nakka vd.,
2010). Baska bir ¢aligmada ise zonisamid’in ERS iizerinden néronal hiicre 6liimiinii azaltici
etkisi incelenmistir. Elde edilen sonuclar Parkinson modeli olusturulan sicanlarda
zonisamid’in CHOP ve Kkaspaz-3 iizerinden ERS’yi azalttigini ve ndronal hasari
engelledigini ortaya koymustur (Tsujii vd., 2015). Norodejeneratif hastaliklarin yani sira
SAK sonrasi artan ERS de noéronal hiicre 6limleri ile iligskilendirilmistir. Jiang vd. (2021)
sicanlarda serebral korteks dokusunda SAK sonrast GRP78, CHOP ve kaspaz-12 gen
ekspresyon diizeylerinin arttigin1  boylelikle noéronal hiicre Olimiiniin de arttigini
gostermislerdir. Hidrojence zengin salin verilen siganlarda néronal apoptozun iyilestigini
ortaya koymuslardir (Jiang vd., 2021). Tian vd. (2020) yaptig1 bir ¢aligma da ise SAK sonrasi
24. saate TUNEL pozitif apoptotik hiicre sayisiin arttigi gostermistir ayrica ERS ve
apoptozda rol alan GRP78, CHOP, kaspaz-12, ASK1 gen ekspresyon diizeylerinde artigin
noronal apoptozda artisa neden olabilecegini bulunmustur (Tian vd., 2020). Bizim
caligmamizda da SAK sonras1t ERS’nin gostergesi olan GRP78, PERK, ATF4 ve CHOP gen
ekspresyonu diizeylerinde artiglar ortaya c¢ikmis ve PST uygulamasi bu artislara karsi
tyilestirici etki gostermistir. ERS gostergelerinin arttig1 gruplarda hem p53 ile NF-xB hem
de apoptotik sinir hiicre sayilarinin da artmis oldugunu goézlemledik. Bu bulgular literatiir

bildirimlerine paralel olarak SAK sonrasi artan ERS’nin ndronal apoptozu tetikledigini
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gostermektedir. PST uygulamast ERS’yi azaltarak noéronal hasarda iyilestirici bir etki

gostermistir.

Kil vd. (2017) PST’nin ERS iizerindeki roliinii arastirdiklari ¢alismalarinda hiicre
kiiltiirtindeki endotelyal hiicrelerde homosistein ile indiiklenen ERS’de GRP78 ve CHOP
ekspresyon diizeylerinin ve apoptozun arttiini PST uygulamasinin ERS‘yi ve apoptozu
iyilestirici etki gosterdigini ortaya koymuslardir (Kil vd., 2017). Wen vd. (2018) tarafindan
yapilan bir ¢calismada ise D-GalN/LPS ile indiiklenen karaciger yetmezligi modelinde CHOP
ve IREla gibi ERS belirteglerinin ekspresyonlarinda artis belirlenmistir. PST verildiginde
ise ERS’nin ve ERS’ye bagli apoptozun azaldig1 belirlenmistir (Wen vd., 2018). Bununla
birlikte PST nin SAK sonrasi EBH iizerine etkileri konusundaki yayinlar olduk¢a sinirlidir.
Bu galismalardan bir tanesinde PST selektif bir Sky inhibitorii olarak kullanilmis ve SAK ’tan
1 saat sonra enjekte edilerek etkileri incelenmistir (He vd., 2015). Sonuglar PST’nin p-Syk
(fosforile Syk) ve interlokin-1 Beta diizeylerini azaltarak SAK’ta koruyucu bir etki ortaya
koydugunu gostermistir. Calismamizda Syk diizeyleri incelenmemistir. Ancak inflamatuar
stirecleri gosterebilecek bir parametre olarak sadece NF-kB gen ekspresyonlari
incelenmistir. SAK sonrasi artan NF-kB gen ekspresyonu diizeylerinin PST uyguladigimiz
grupta yaklasik % 50 diizeyinde azalmis olmasi yukaridaki literatiir bilgisine benzer sekilde
PST’nin bizim g¢alismamizda da inflamatuar siirecleri inhibe ettigini diislindiirmiistiir.
PST’nin NF-kB’yi inhibe edici etkisi baska bir ¢alismada ortaya konulmustur (Zhou vd.,
2022). Calisma sonuglarina gére PST nin beyin dokusunda ortaya ¢ikan ve beyin hasarina
karst koruyucu oldugu disiiniilen antioksidan ve antiiflamatuar etkilerinin NF-xB
inhibisyonu ile iliskili oldugu ileri siiriilmiistiir. Calismada, PST’nin beyin hiicreleri tizerine
etkisi lipopolisakkaritle indiiklenen inflamasyonda incelenmistir. in vitro diizeyde yiiriitiilen
ve PST’nin kan beyin bariyerindeki bozulmay1 azaltarak beyni hasara kars1 koruyucu etki
gosterebilecegi belirtilmistir. Baska bir calismada ise PST nin beyinde iskemi/reperfiizyon
modelinde koruyucu etkileri incelenmistir (Wang vd., 2020). PST bir SIRT1 aktivatorii
olarak bilinir. SIRT1’in aktivasyonu ise antioksidan ve antiapoptotik faktorlerin sentezini
uyararak hiicreleri hasara kars1 korur (Lee vd.,2019; Llarena vd., 2016). Calisma sonuglar1
beyin iskemi/reperfiizyon modelinde PST’nin gosterdigi antioksidan ve antiiflamatuar
etkilerini SIRT1 aktivasyonunu ile iliskilendirilmistir (Wang vd., 2020). PST beyin hasar1
iizerine koruyucu etki gosterdigine dair yukarida verilen ¢alismalar bulunmakla birlikte

PST’nin SAK’taki etkilerini inceleyen sadece bir adet caligmaya rastlanilmistir. Bununla
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birlikte PST bir RES analogu olarak bilinir ve RES’in hem beyin hasari hem de SAK taki
rolii konusunda c¢alismalar bulunmaktadir. Resveratroliin SAK modelinde hem ¢ok yiiksek
hem de diisiikk dozda uygulandig bir ¢alismada antiapoptotik etkisinin ancak yiiksek dozda
ortaya ciktigr anlagilmistir. Calismada RES bu etkisini Akt yolagini inhibe ederek
gostermistir (Zhou vd., 2014). Baska bir ¢alismada ise RES SAK sonrasi artan oksidatif
stresle birlikte ERS’yi de azaltici etki gostermistir (Xie vd., 2019). Calismada RES’in etKisi
bizim ¢alismamiza benzer sekilde prefrontal kortekste incelenmistir. Resveratrol SAK
sonrast artan CHOP ve GRP78 diizeylerini anlaml1 sekilde azaltici etki gostermistir. SAK’ta
artan ROS birikimi ERS’ye ve apoptoza giden siirecleri tetikler. Bir antioksidan olan
resveratrol bu 6zelligi sayesinde ERS’yi azaltict etki gdsterir. Son yillarda resveratroliin
yerine baska bircok dokuda daha gii¢lii etki gosterdigi distiniilen PST kullanimi
yayginlagsmistir. Calismamizda resveratrole benzer sekilde PST’nin de SAK sonrasi artan
ERS gostergelerinden CHOP, GRP78, ATF4 ve PERK gen ekspresyon diizeylerini azalttigi
anlasilmistir. PST ayn1 zamanda TUNEL pozitif hiicre sayilarinda da azalmaya sebep

olmustur. Bu veri PST’nin SAK’a bagli apoptozu da azalttigin1 géstermektedir.

5.2. Sonug¢ ve Oneriler

Calismadan elde ettigimiz sonug¢lar PST nin SAK sonrasi bozulan norolojik skorlari
diizelttigini, apoptozu azalttigin1 ve ERS’deki bozulmaya kars1 koruyucu etki gosterdigini
ortaya koymustur. Bu kanaate ulasmamizi saglayan bulgular asagida maddeler halinde

belirtilmistir;

1. PST uygulamasi beyin 6deminde azalmaya yol agmustir.

2. Norodavranigsal degerlendirme skoru olan Garcia ndrolojik skoru SAK ile artmis

olup PST verilen grupta iyilesme meydana gelmistir.

3. Diger bir nérodavranissal degerlendirme testi olan rotarod testi sonuglarinda ise
siganlarin 20 rpm hizda SAK ile birlikte diisme siirelerinin azaldigi, PST
uygulamasi ile birlikte diisme gecikmesinin arttigi, denge ve lokomotor

yeteneklerinin iyilestigi ortaya konmustur.
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4. Norodavranigsal degerlerlendirme testlerinden sonuncusu olan horizontal bar

skorlamasinda SAK ile azalan skor PST ile artmastir.

5. ERS gostergelerinden olan GRP78, PERK,ATF4 ve CHOP gen ekspresyon
diizeylerinde SAK ile birlikte artis meydana gelmistir. Bu artis SAK ile birlikte
ERS’nin ortaya ¢iktigin1 gostermektedir ve PST ile bu genlerin ekspresyon

diizeylerinde azalma ise ERS’nin azaldigini ortaya koymaktadir.

6. ERS’ye bagli ortaya ¢ikan apoptozda rol alan p53 ve NF-kB gen ekspresyon
diizeyleri SAK modeli sonucu artmis ve PST uygulamasinin SAK’a bagl ortaya

cikan ERS ve apoptozu iyilestirebilecegi gosterilmistir.

7. Histopatolojik degerlendirmeler sonucunda HE boyama ile hiicresel piknoz ve
o0dem degerlendirildi ve SAK’1n iki parametreyi de arttirdigr ve de PST’nin bu

artis1 onemli bir seviyede azalttig1r bulunmustur.

8. Kiristal Viyole boyama ile hasarli hiicre sayilar1 belirlenmistir. SAK ile artan

hasarlt hiicre sayis1 PST uygulamasi sonrasinda azaldig1 belirlenmistir.

9. Son olarak TUNEL boyama ile apoptoz belirteci olan TUNEL™ hiicre sayilari
belirlendi. SAK sonrasi ortaya ¢ikan ERS’ye bagli apoptozu ortaya koyan
TUNEL" hiicre sayilarinda artis oldugu, PST’nin ise bu durumu iyilesetirdigi

gosterilmistir.

Elde ettigimiz sonuglar SAK sonrast artan ERS iizerine PST’nin koruyucu etki
gosterdigine dair ilk bulgulardir. Bu bulgulardan yola ¢ikarak, SAK tedavisinde PST nin bir
adjuvant ajan olarak kullanim potansiyeli oldugu sdylenebilir. Altta yatan diger

mekanizmalarin da ortaya konulmasi i¢in yeni ¢aligmalara da ihtiya¢ duyulmaktadir.
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