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1. OZET

Iskemik ardkosullanma (PostC), dokunun reperfiizyon esnasinda iskemi-
reperfiizyon (IR)’ un kisa boliimlerine maruz kaldiginda, hasara karsi tolerans artigini
hedefleyen giiclii, endojen, koruyucu bir yontemdir. Uzak iskemik ardkosullanma
(RePostC) ise uzak organlardaki girisimlerle iskemiye duyarli vital organlar1 koruyan
noninvaziv bir metoddur. Mitofaji ile mitokondriyal biyoenerjetigin diizenlenmesinin
inme tedavisinde umut verici olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu caligmada PostC,
RePostC ve beyin dokusunda koruyucu etkileri bilinen melatoninin serebral IR
hasarinda hasar gostergesi BNP; mitofajide farkli yolaklarda goérevli proteinler
Parkin-PINK1, BNIP3 ve FUNDCI1 ekspresyon diizeyleri ve lokomotor aktiviteyi
degerlendirmek amaciyla kullanilan davranis testleri iizerine etkilerinin incelenmesi

amaclandi.

Sicanlar 5 gruba ayrildi (n:10). Orta serebral arter (OSA) okliizyonu sonrasi
reperfiizyon baslangicinda, 3 siklus 30 sn reperfiizyon/10 sn iskemi seklinde PostC;
sag arka bacaga 5’er dk 3 siklus reperfiizyon-iskemi seklinde RePostC; reperfiizyon
oncesinde tek doz melatonin uygulandi. Protein ekspresyon diizeyleri Western Blot
ile tespit edilirken; noéronal canliligin tespiti i¢cin DAPI boyama ve motor
koordinasyonun analizi i¢in acik alan, dikey cubuk ve 1sin ylirlime testleri
gerceklestirildi.

BNP, Parkin-PINK1, BNIP3 ve FUNDCI1 diizeyleri IR hasar1 ile anlamlh
artti. Tedavilerle Parkin ve PINKI1 diizeyleri degismezken; BNP, FUNDCI ve
BNIP3 diizeyleri IR’ye gore anlamli azaldi. Davranis testlerinde lokomotor aktivite,

IR ile anlaml1 azalirken tedavi uygulamalar1 anlamli bir degisiklik gostermedi.



Sonug¢ olarak; Parkin-PINK1, FUNDCI1 ve BNIP3 protein ekspresyon
diizeylerinin artisi, tiim mitofaji yolaklarinin OSA okliizyonuna bagh serebral IR ile
aktif oldugunu gosterebilir. PostC, RePostC ve melatonin, BNIP3 ve FUNDCI1
aracilt mitofajiyi inhibe ederek koruyuculuk saglayabilir. Serebral IR hasarina bagh
olarak artan BNP diizeyleri IR hasarinin teshisinde ve tedavinin degerlendirilmesinde
biyobelirteg olabilir. Ardkosullanmalarla benzer mekanizmalar ile koruyuculuk

saglayan melatonin farmakolojik kosullanma yapan bir ajan olarak diisiiniilebilir.

Anahtar Kelimeler: ardkosullanma, melatonin, mitofaji, BNIP3, FUNDCI,

Parkin-PINK1, BNP



2. ABSTRACT

Mitophagy Mediated Effects Of Postconditioning And Melatonin In Cerebral

Ischemia-Reperfusion Injury.

Ischemic postconditioning (PostC) is a strong endogenous protective
phenomenon, which targets the increased tolerance of the myocardium against injury
when the tissue is subjected to short intervals of ischemia-reperfusion (IR) in
reperfusion. Remote ischemic postconditioning (RePostC) is a noninvasive method
that protects vital organs susceptible to ischemia by measures in remote organs.
Melatonin released from the pineal gland is a hormone that plays an important role in
reducing cerebral injury. Mitophagy is a type of autophagy that removes damaged
mitochondria to protect the cell. In this study, it was aimed to investigate the effects
of PostC, RePostC and melatonin on the expression levels of cerebral injury markers
BNP; Parkin-PINK1, BNIP3 and FUNDCI proteins involved in mitophagy in

cerebral IR damage.

Rats were divided into 5 groups (n: 10). PostC was performed as three
sessions as ischemia for 10 sec and reperfusion for 30 sec. RePostC underwent
sequential I/R of the right hind limb, using 3 cycles of 5 min of ischemia and 5 min
of reperfusion following MCA reperfusion. Melatonin was administered as a single
dose at the beginning of reperfusion. Protein expression levels were determined with
Western Blot; Open field, vertical pole and beam walking tests were performed for
motor coordination analysis. Besides that, DAPI staining was applied to detect

neuronal viability.



BNP, Parkin-PINK1, BNIP3 and FUNDCI1 levels increased with IR injury. In
treatment groups, Parkin and PINKI1 levels did not change, while BNP, FUNDC1
and BNIP3 levels decreased when compared to IR group. In the behavioral tests, the
locomotor activity decreased significantly with IR but it did not change statistically

with treatments.

As a result; PostC, RePostC and melatonin may provide protection by
inhibiting mitophagy through the FUNDCI1 and BNIP3. Increased levels of BNP due
to cerebral IR injury may be used as biomarkers in the diagnosis and treatment of IR
injury. Melatonin, which procures protection with similar mechanisms to

postconditioning, may be a pharmacological conditioning agent.

Keywords: Postconditioning, melatonin, mitophagy, BNIP3, FUNDC1



3. GIRIS

Inme, diinya c¢apinda onde gelen &liim ve sakatlk nedenlerinden
biridir. Diinya Saglik Orgiitii 2018 yili raporlarma gére inmeye baglh 6liim, en sik
karsilasilan ikinci &lim nedenidir (1). Tiirkiye’ de ise Tiirkiye Istatistik Kurumu
verilerine gore 2018 yilinda toplam 6limiin % 9,27’si serebrovaskiiler hastaliklara
bagli olarak gerceklesmistir (2).

Inme; iskemik ve hemorajik inme olmak iizere iki gesittir ve iskemik inmenin
goriilme orani yaklasik olarak % 80-85°tir. iskemik inme; serebral dokuya kan
akisinin, oksijen ve besin maddelerinin ulasgiminda ve metabolik atiklarin
uzaklastirllmasindaki isleyis bozuklugu olarak ortaya cikar ve buna bagli olarak
noronal isleyisi bozar. Beyin dokusu bu degisikliklere son derece duyarlidir ve geri
dontisiimli iskemik hasarin nekroza doniismesini Onlemek i¢in gerekli terapdtik
pencere dardir. Bu 6nemli zaman dilimi, nérolojik semptomlarin invaziv veya non-
invaziv akut girisimsel yaklasimlarla kismen veya tamamen tersine ¢evrilmesi igin

bir “firsat penceresi” sunar (3).

Iskemi-reperfiizyon (IR) hasari, oksijensiz dokunun yeniden sirkiilasyonu ile
olusan patofizyolojik degisiklikler serisidir. IR hasarinda kullanilan tedavilerin daha
etkili olabilmesi i¢in semptomlar baslamasiyla miimkiin olan en kisa siirede
uygulanabilmesi bliylik Onem tasir. Hastanin transportunda her bir dakikalik
gecikmenin intraarteriyel tedavi sansim1 %2,5 oraninda azalttigi bildirilmektedir.
Hastaneye varis ile tedaviye baslanmasina kadar gecen siirenin 10 dakika
azalmasiin mortalite ve ilk 36 saatlik siiregte goriilen kanama oranlarinda azalma ve
eve taburcu edilen hasta oranlarinda anlamli artis sagladigi bildirilmektedir (4).

Bunun yaninda, son yillarda yapilan klinik ¢aligmalarda, inme sirasinda kullanilan



noron koruma ajanlarinin etkisinin beklenen diizeyde olmadigi bildirilmistir. Bu
nedenle ndérokoruma icin beynin kendi endojen koruyucu stratejilerini ortaya

cikarmanin énemli oldugu diistiniilmektedir (5).

IR hasarina karsi endojen savunma mekanizmalarindan mitokondriyal
biyoenerjetigin diizenlenmesinin umut verici olabilecegi diistiniilmektedir (6).
Noronlar, mitokondrilerin hassas dagilim ve onarimini gerektiren benzersiz enerji
taleplerine sahiptir. Mitokondriyal dinamikler, tiim hiicrelerin ve 6zellikle néronlarin
diizgiin ¢alismast igin kritik 5Sneme sahiptir. islevsel olmayan ve gereksiz mitokondri
birikimi, hiicreler ve organizmalar icin risk teskil edip norodejeneratif hastalik

olusumuna neden olabilir (7).
3.1. Serebral Iskemi-reperfiizyon Hasarinin Patofizyolojik Mekanizmasi

IR hasarinin mekanizmalar1 arasinda oksidatif stres, lokosit infiltrasyonu,
trombosit ve kompleman aktivasyonu ve sonucta 6dem veya kan beyin bariyeri

(KBB)' nin dejenerasyonu bulunur (8).

IR ile indiiklenen doku hasar1 iskemik hasar ve reperfiizyon hasari olarak iki
kisma ayrilir. Iskemi baslangigta hipoksi ve hiponutrisyona neden olurken, siirecin
uzamastyla hiicrelerde metabolik triinler birikerek asidoz goriiliir. Kan akis1 tekrar
saglandiginda, lokal inflamasyon ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimi artar ve
ikincil yaralanmaya yol acar. IR hasar1 farkli patojenez yollarina bagl olarak farkl

hiicre 6liim mekanizmalar1 olusturulabilir (9).

Apoptoz, IR hasarinda aktive edilen programlanmis hiicre 6liimii siirecidir.
Apoptotik mekanizmalar dissal ve igsel olarak iki ana yolaktan olusur. Oliim

reseptOrii yolu olarak da bilinen dissal yolak, Tiimor nekroz faktorii- o (TNF-a) ve



Fas ligandi1 dahil olmak {izere 6liim ligandlar1 ve reseptorleri tarafindan aktive edilir.
Bu 6liim sinyali kompleksi, kaspaz-3'i ayirmak i¢in kaspaz-8'i aktive eder ve hasarli
hiicrelerde proteoliz yoluyla hiicre dliimiinii indiikler. Mitokondriyal yol olarak da
bilinen igsel yolak, mitokondriyal membranin biitiinliiglinii degistirerek B hiicreli
lenfoma-2 (Bcl-2) ailesinin proapoptotik iiyelerinin aktivasyonuna yol agar. IR
hasarinda sitoplazmik Bcl-2 iligkili hiicre 6liimii agonisti (Bad) artar ve Bcl-2' ye
baglanir. Paralel olarak, Bcl-2 iligkili X (Bax) Bax regiilasyonu sonrasinda apoptozu
tesvik etmek icin bir kaspaz kaskad:i indiiklenir. Apoptoza lokal enflamatuar yanit

eslik etmez (9).

Nekroz, plazma membran gegirgenligi ve organel sigsmesi ile karakterize pasif
ve diizensiz bir hiicre oliim seklidir. Hiicre parcalanmasi, organel sismesi ve
mitokondriyal disfonksiyon nekrozun ana 6zellikleridir ve siire¢ iskemik dokuda ¢ok
sayida lokal inflamatuar yaniti indiikler. Nekroptoz, oliim sinyalleri tarafindan
kontrol edilen ve nekroza benzer bir 6lim paterni gosteren programlanmis hiicre

Oliimii bi¢imidir (9).

Otofaji, sitoplazmada biyolojik makromolekiillerin ve hasarli organellerin
membran vezikiillerinde pargalandig1 biyolojik bir siirectir. Otofajiyle iligkili protein
(Atg) 13 ve Atgl7 tarafindan olusturulan kompleks otofajinin baslamasi i¢in
gereklidir. Rapamisin kinazin mekanik hedefi (mTOR), fosfatidilinositol 3-kinaz
(PI3K)-Protein kinaz B (PKB-Akt olarak da bilinir) sinyalini regiile ederek otofaji
baslangi¢ siirecini inhibe eder. Besin ve enerji yoklugunda, hiicreler mTOR
aktivitesini inhibe ederken, Atgl3 aracili otofajik membran olusmaya baslar.
Otofajik vezikiil uzantisi, iki ubikutin baglama sistemi olan Atgl2-Atg5-Atgl6

kompleksinin ve Atg8 ile Hafif zincir-3 (LC3)lin katilimimi gerektirir.



Reperfiizyonun baglangicinda, mitokondri, otofajiyi indikleyen ATP iiretir ve
mitokondride kalsiyum birikime neden olabilir. Otofaji artis1 reperfiizyon basincini

tamamen notralize edemediginde, hiicre hasar1 meydana gelir (9).

3.2. Serebral IR hasarinin tedavisi

Doku plazminojen aktivatorii alteplaz ile iv tromboliz tedavisi, semptom
baslangicindan 4,5 saat sonrasina kadar bagvuran hastalarda kontrendikasyon yoksa

ilk uygulanacak tedavi olarak kabul edilir (4).

S6z konusu iv tedavi ile rekanalizasyonun saglanamamasi, hastanin inme
gecirdigi esnada antikoagiilan tedavi aliyor olmasi ve hastanin 6 saatten sonra
basvurmasi gibi durumlarda ndrolojik skorlar1 da géz Oniine alinarak endovaskiiler
tedavi (mekanik trombektomi veya intraarteryal trombolitik tedavi ile
kombinasyonu) uygulanmaktadir. Noroendovaskiiler tedavi akut rekanalizasyon
tekniklerini igcerdigi gibi, ekstrakraniyal ve intrakraniyal stent ve anjiyoplasti gibi
iskemik inmede ikincil koruma i¢in kullanilan endovaskiiler islemlerini de kapsar
4.

Antiplatelet tedavi, hastayr ikinci bir inmeden korumay1 amaglar. Aspirin,
klopidogrel, prasugrel, tikagrelor ve wuzatilmis salinimli dipiridamol tedavide

kullanilabilecek diger ajanlardir (3).

Deneysel c¢aligmalar; glukokortikoidler, altin tuzlart ve d-penisilamin,
anjiyotensin doniistiiriicii enzim inhibitorleri, demir-selasyon bilesikleri, potasyum
kanal acgicilari, kalsiyum kanal blokerleri, anti-oksidatif ajanlar, anti-inflamatuar
ilaglar, 6strojen, progesteron, katalaz, siiperoksit dismutaz (SOD) ve E vitamini gibi
antioksidanlarla yapilan tedavilerin IR hasarin1 6nleyebildigini/hafiflettigini

gostermistir (3).



Inmeye miidahalede kanita dayali tek uygulama olan iv doku plazminojen
aktivatoriiniin  kullanim  protokiiliindeki sinirliliklar ve ndrolojik  bozuklugu
kotiilestirebilen veya oliimciil olabilen intrakraniyal kanama riski arastiricilart yeni
tedavi protokolleri arayisina itmistir. Bu protokollerin arasinda one ¢ikan
proseslerden biri olan serebral dokunun endojen koruma kapasitesini ortaya

¢ikarmanin umut verici olabilecegi diisiiniilmektedir.
3.3. Iskemik kosullanmalar

Uzun yillardir iskemi sirasinda ve reperfiizyon sonrasinda hiicre olimiinii
azaltmaya yonelik girisimler yapilmaktadir. Hayvan modellerinde bir¢ok tedavi
potansiyeline ragmen gdrece az sayida calisma klinikte basarili olmustur. Iskeminin
ne zaman gergeklesecegi Ongoriilemeyeceginden, beyne kan akisinin durmasi
sirasinda veya sonrasinda etkili ndroprotektif stratejilerin bulunmasi ¢ok dnemlidir.
Endojen noroproteksiyon, beynin hasara tepki verme kabiliyetidir. Yapilan
calismalar beynin subletal dozda advers olaylara adapte olabildigini ve hasara maruz

kaldiginda hiicre dayanikliligini gelistirebildigini géstermistir (10).

Serebral arterin okliizyonu ve kan akimimnin restorasyonu IR hasarinin
nedenidir. Ote yandan okliizyon ve reperfiizyonun kisa dongiileri IR hasarindan
korumak igin uyaricidir. Iskemik kosullanma, IR’nin kisa béliimlerine maruz
kaldiginda, dokunun iskemiye karsi tolerans artisini hedefleyen giiclii, endojen

protektif bir olgudur. Iskemik kosullanmanin ¢esitleri Sekil 1¢ de sematize edilmistir

(11).
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Sekil 1. Kosullanma cesitlerinin sematik gdsterimi

3.3.1. iskemik 6nkosullanma (PreC)

PreC ilk olarak 1986' da Murry ve ark. (12) tarafindan uygulanmis ve tavsan
kalbinde, uzun siireli iskemiden 6nce hafif okliizyon sikluslarinin, dokuyu daha
sonraki Oldiiriicti iskemik hasara kars1 daha toleransl hale getirdigini gostermislerdir.
Serebral IR hasarina bagli fizyopatolojiyi azalttigi da rapor edilmistir (13). Ancak
PreC’ in noroprotektif strateji olarak uygulanabilirligi deneysel c¢alismalarla
sinirhidir. Bu nedenle klinik karsiligi olmasi acisindan PostC daha fazla dikkat
cekmistir (14).

Uzak iskemik onkosullanma (RePreC) ise vital bir organi major iskemik
hasardan korumak i¢in kol veya bacak gibi vital olmayan ve daha erisilebilir bir

organin iskemik strese maruz birakilmasi olarak tanimlanir. Buna karsilik, akut
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inmenin baslangicinin ongoriilemeyeceginden RePreC’in de uygulanmasi smirlidir
(15).
3.3.2. iskemik perkosullanma (PerC)

PerC, vital organ1 6liimciil iskemiden korumak i¢in, iskemi sirasinda uzak
bir organa kisa siireli IR uygulanmasidir. Kalp krizi gegiren hastalarin hastaneye
transferi sirasinda PerC uygulamasi ile infarkt boyutunda azalma gosterilmistir (16).
Sican gecici orta serebral arter (OSA) okliizyonu modelinde de infarkt boyutunda

azalma saptanmustir (10).
3.3.3. Farmakolojik kosullanma

Iskemik kosullanmanin koruyucu etkisinin ve fizyolojik mekanizmalarmnimn
anlagilmasiyla baslanmasiyla, bu korumayi saglayan farmakolojik ajanlar gelistirmek
icin ¢ok sayida calisma yapilmistir. Farmakolojik kosullanma; iskemiye karsi genis
yelpazede koruma saglayan, evrimsel olarak korunan sinyallerin endojen tolerans
mekanizmalarini tetiklemek ya da hasara neden olan yolaklari inhibe etmek i¢in inme
baslangicindan once veya kisa bir siire sonra kimyasal ajanlarin kullanimi olarak
tanimlanabilir (17). Basta ugucu anestezikler olmak iizere bircok anestezik ilag
serebral IR hasarinda néroprotektif etkiye sahiptir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda,
izofluran ve sevofluran PostC'nin, bir¢cok hayvan modelinde kisa ve uzun vadede
norolojik bulgular iyilestirdigi gosterilmistir (18).

3.3.3.1. Melatonin

Melatonin basta pineal bez olmak {izere lens, over ve kemik iligi hiicreleri,
safra ve gastrointestinal sistemden sentezlenip salgilanan ve gece-giindiiz ritmini

diizenlemekle gorevli olan bir hormon olup, 1993 yilinda antioksidan etkinligi
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gosterilmistir. Yiiksek lipofilitesi ve kii¢iik boyutundan dolayi, tiim biyolojik doku ve

stvilara dagilir ve yiiksek konsantrasyonda birikme 6zelligine sahiptir (19).

Melatonin sentezi triptofandan baslar. Plazmada yaklasik %70 oraninda
albumine baglanarak tasinir. Biiyilk oranda karacigerde, az miktarda bdobrekte
metabolize edilir. Karacigerde 6-hidroksimelatonine doniisiir; bobrekte siilfat ve
glukuronik aside baglanarak itrah edilir. Melatonin seviyesi karanlik basladiginda
yiikselmeye baslar. Gece yarisindan sonra (02.00-04.00) maksimum seviyesine ulasir
ve sonra giderek diiser. Serum melatonin yogunlugu, yasa gore de anlamli olarak
degisir. Yaslanma ile birlikte melatonin diizeyinin de giderek azaldig1 bilinmektedir
(20). Felg geciren hastalarda saglikli deneklere gore epifiz kalsifikasyonunda artig
oldugu bildirilmistir (21).

Melatonin, mitokondrinin normal metabolizmasi sirasinda tretilen ROS"”u
dogrudan temizleyebilen bir antioksidandir. Bunun yaninda SOD, glutatyon
peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GRd) ve katalaz gibi antioksidan enzimlerin
aktivitesini tesvik eder. Bunun yaninda, normal kosullar altinda elektron tasima
zinciri (ETZ) I ve IV komplekslerinin aktivitelerini ve ekspresyonunu arttirir ve bazi
patolojik durumlarda aktivitelerini indiikleyerek mitokondride glutatyon (GSH)
homeostazinin siirdiiriilmesini saglar. Ayrica, melatonin bazi1 proteinlere elektron
saglayabilir (22,23).

3.3.3.1.1. Melatoninin Serebral IR hasarinda koruyuculugu

Melatonin tedavisi serebral IR hasarinda néron kaybini, enfarktiis hacmini
ve beyin Odemini azaltir ve ndrolojik skorlar1 iyilestirir (24). Benzer sekilde,
reoksijenasyon sirasinda melatonin uygulamasinin, mitokondriyal membran

potansiyel kaybini, sitokrom ¢ salinimini ve kaspaz-3 aktivasyonunu inhibe ettigini
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gosterilmistir (25). OSA okliizyonu sonrasi sirtuin-3 (SIRT3) ekspresyonunu

arttirarak serebral IR hasarini hafiflettigi de bildirilmistir (26).

Melatonin ¢esitli norodejeneratif hastaliklarda NO seviyesini, pro-
inflamatuar sitokinleri ve COX2 ve iNOS gibi ¢esitli enzimleri diizenler. Ayrica,
MT?2 reseptorii yoluyla inflamatuar hiicre 16kositleri ve mikroglia infiltrasyonunu

azaltarak iyilesmeye yardimci olur (27).

Melatonin, PI3K/Akt yolagini ve mTOR’u hedefleyerek survival kinazlari
aktif hale getirir ve ayrica c-Jun N-terminal kinazlar1 (JNK) 1/2 ve ERK 1/2 fosforile
diizeylerini indiikleyebilir (27).

Melatonin onciilii ve metabolitinin de IR hasarinda noéroprotektif etkileri
saptanmigtir. Melatoninin onciilii N-asetilserotonin mPTP ag¢ilmasi, mitokondriyal
fragmantasyon ve daha sonraki proapoptotik faktor salimini inhibe ederek primer
serebrokortikal ndronlarda primer hipokampal ndronlar ve organotipik hipokampal
dilimde oksijen-glikoz eksikligi ve H2O> ile indiiklenen hiicre dliimiinii azaltmistir
(28). Melatonin metaboliti 6-hidroksimelatoninin, ROS'u temizledigi, mPTP’yi
korudugu ve laktat dehidrojenaz ve sitokrom c¢ salimini ve kaspaz-3 aktivitesini
inhibe ettigi gdsterilmistir (29).

3.3.4. iskemik ardkosullanma (PostC)

Iskemik PostC, wuzun siireli iskemiyi takiben, endojen koruyucu
mekanizmalar tetiklemek i¢in, reperfiizyon sirasinda kisa iskemi sikluslart uygulama
prensibine dayanir. PostC ilk olarak Zhao ve ark. (30) tarafindan kopeklerde
kardiyak iskemi sonrasi uygulanmistir. Noroprotektif etkisi ise 2006 yilinda
gosterilmistir (31). Zhao ve ark. (31) sigan modelinde kalic1 distal OSA okliizyonu

ve gecici bilateral kommon karotid arter okliizyonuna bagli fokal serebral iskemiden
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sonra, reperflizyonun baglangicinda bilateral kommon karotid artere ii¢ siklus 30 sn
/10 sn RI ile uygulanan PostC'nin penumbrada infarkt hacmini ve apoptozu
azalttigin1 bildirmislerdir. Daha sonraki calismalar, iskemik PostC’nin etkilerini
endojen noroprotektif mekanizmalarin aktivasyonu yoluyla gerceklestirdigini ortaya
koymustur (32,33).

Iskemik PostC uygulama bolgesine gore klasik veya uzak iskemik PostC
(Remote ischemic postconditioning: RePostC) olarak tanimlanabilir. Klasik iskemik
PostC genellikle okliize edilen arter tizerinde gergeklesirken; RePostC ise alt
ekstremitedeki arterin iskemiye maruziyetiyle uygulanir. Klasik iskemik PostC giiclii
bir noroproteksiyon saglamasina ragmen klinik uygulamasi beyinde ek bir iskemi
riski nedeni ile smirlidir. Bu nedenle, iskemik PostC kavramini RePostC ve
farmakolojik PostC ile genisletmek uygun bir yol olabilir. RePostC, daha kolay
uygulama sekli ve daha giivenli bir yontem olmasi nedeniyle inmede dikkat
cekmektedir. RePostC hayvan modellerinde genellikle, PostC' de oldugu gibi giiclii

ve uzun siireli ndroproteksiyona sahiptir (5).

RePostC’ nin ndron koruyucu etkisinin hiimoral, néronal ve immiinolojik

yolak olmak tizere 3 farkli yolak ile saglandig: diisiiniilmektedir (Sekil 2) (34).
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Sekil 2. RepostC’nin koruyuculuguna aracilik eden olasi yolaklar (35) no.lu

kaynaktan ¢evirilmistir. RePostC ndron koruyucu etkisini hiimoral, néronal ve immiinolojik

yolak olmak tizere 3 farkli yolak araciligi ile saglar.

Hiimoral yolun olasi varhigi iki nedenden dolay1 kabul edilir: Ilki, RePostC
uygulanan uzak organda salinan koruyucu molekiillerin kan dolagimi ile hedef
organa ulastig1 diisiiniilmektedir. Ikincisi ise uzaktan kosullanma uygulanan
tavsanlardan alinan kan, islem gérmemis bagka bir tavsana transfer edildiginde alici
tavsanda da iskemiye kars1 koruyuculuk gozlenmistir (36). Bu koruyuculuga aracilik
eden ve iskemik inme ¢alismalar1 ile dogrulanmis hiimoral faktorler; eritropoietin,

adenosin A1l reseptorii, heme oksijenaz 1 ve NOS’ tur (34).

Noronal yolaga iliskin su calismalar yapilmistir: Afferent sinir blokori
kapsaisin uygulanmasinin, si¢anlarda RePostC'nin beyin iskemisine karsi
koruyuculugunu inhibe ettigi gosterilmistir (37). Baska bir ¢alismada ise OSA
okliizyonuna maruz sicanlarda RePreC'in noroproteksiyonunun ganglion blokori
heksametonyum ile inhibe edilebilecegi bildirilmistir (38). Ayrica vagal
preganglionik ndronlarin néronal yolun sinyal iletiminde 6nemli rol oynadigini rapor
edilmistir (39). Bununla birlikte, parasempatik efferentlerin aktivasyonunun

noroprotektif etkileri oldugu (40) ve vagal stimiilasyonun serebral enfarktiis
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boyutunu azaltarak parasempatik efferentlerin bu yoldaki katilimini azalttigim

bildirilmistir (39).

Immiinolojik yolak ile ilgili olarak; kolda gegici iskemiye maruz kalmis
saglikli goniilliilerde proinflamatuar genlerde asagi, antienflamatuar genlerde ise
yukar1 diizenlenme meydana geldigi (41), notrofil aktivasyonun ise azaldigi (36)
gosterilmistir Sicanlarda uzaktan kosullanma ile OSA okliizyonundan sonra kandaki
CD3*/CD8* T hiicrelerinin ve CD3*/CD161a* dogal oldiiriicii T hiicrelerinin
azalmasinda iyilesme ve periferik kandaki B hiicreleri ve CD43*/CD172a* non-
enflamatuar monositlerin ylizdesinde artis goriilmiis ve bu degisikliklerin norolojik

fonksiyonlarin iyilesmesiyle iligkili oldugu rapor edilmistir (42).

3.3.4.1. Serebral PostC'nin molekiiler mekanizmasi
3.3.3.4.1. Eksitotoksisite

Glutamat, memeli beyninde ana uyarict norotransmitterdir. Serebral IR nin
erken fazinda asir1 glutamat salinimi, bir dizi iskemik kaskad reaksiyonu ve
eksitotoksisiteye neden olur (43). Sinaptik aralikta inhibitér ndrotransmitter g-
aminobutirik asit (GABA) birikimi ise beyinde koruyucu bir rol oynar (44). PostC’
nin sinapslarda glutamat diizeylerini azaltarak (43) ve GABA'yr artirarak (44)
eksitotoksisiteyi iyilestirdigi ve sinaptik fonksiyonu koruyabilecegi gosterilmistir.

Glutamat reseptorlerinden N-metil-D-aspartik asit ve kainitin glutamat ile
aktivasyonu, eksitotoksisite hasarini indiiklemenin ana yollarindan biridir ve PostC

koruyuculugunda rol oynadig1 gosterilmistir (5,45).
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3.3.4.1.2. Antienflamatuar mekanizmalar

Enflamasyonun, akut iskemiyi takiben siddetli sekilde doku hasarina neden
oldugu rapor edilmistir. Iskemik PostC, beyindeki mikroglia, makrofajlar, CD4 ve
CD8 T hiicreleri ve B lenfositlerinin sayisindaki artiglart anlamli sekilde ortadan
kaldirmigtir (33). Bazi g¢aligmalar PostC'min Interlokin (IL)-1b, IL-6, TNF-a ve
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) pro-enflamatuar faktorlerini asagi regiile
edebilecegini ve anti-enflamatuar faktor olan Doniistiiriicii bliylime faktorii beta 1
(TGF-b1)'diizenleyebilecegini gostermistir (46).

Toll benzeri reseptorler (TLR'ler), endojen veya ekzojen inflamasyonu
aciklayan ana sinyal yolaklar1 olarak bilinir. Serebral iskemik stres altinda TLR2 ve
TLR4 noronlar, mikroglia ve astrositler lizerinde eksprese edilir. PostC'nin TLR2 ve
TLR4 ekspresyonunu ve proinflamatuar transkripsiyon faktorii olan Niikleik faktor
kappa B (NFkB)' nin aktivasyonunu baskiladigi bildirilmistir (47). Bunun yaninda,
galektin-9/Tim-3 (T hiicresi immiinoglobulin ailesinin bir {iyesi) hiicre sinyal yolagi,
iskemik PostC tarafindan da diizenlenebilir (48).

3.3.4.1.3. Antioksidan mekanizmalar

Antioksidasyon iskemik inme icin potansiyel terapotik stratejilerden biri
olarak sayilabilir. Deneysel ¢alismalarda PostC'nin iskemi modellerinde antioksidan
enzimlerin aktivitesini arttirarak oksidatif stresi inhibe ettigi gosterilmistir. PostC'nin,
ROS, malondialdehit (MDA) ve 3-nitrotirozin birikimini azaltarak ve antioksidanlar
perioksiredoxin-1, 2 ve 3'ii ve manganez (SOD) seviyelerini yiikselterek oksidatif

hasar1 hafiflettigi bildirilmistir (49).
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3.3.4.1.4. PI3K /Akt ve diger kinazlarla iliskili mekanizmalar

PI3K/Akt yolu, sinyal iletiminde, esas olarak apoptotik siiregleri ve hiicre
biiyiimesini inhibe ederek hiicrenin hayatta kalmasinda rol oynayan Onemli bir
medyator yolaktir. PostC' nin Akt fosforilasyonunu arttirdigi ve uzattifi, Akt
aktivitesinin inhibisyonunun PostC ile tedavi edilen siganlarda enfarktiis boyutuna
etki etmedigi bildirilmistir (50). Gao ve ark. (51) PostC'nin 6liimii tesvik eden dPKC
boliinmesini inhibe ettigini ve hayatta kalmay: tesvik eden €¢PKC seviyelerinin
fosforilasyonunu arttirdigint bildirmislerdir. Ayrica IR, hiicre dis1 sinyal ayarh
kinazlar (ERK 1/2) dahil mitojenle aktiflestirilen protein kinaz (MAPK) yolaklarinin
fosforilasyonunu azaltir. PostC'nin ERK1/2 ve p38 MAPK'nin fosforilasyonunu
arttirdig1 gosterilmistir (50).

3.3.4.1.5. Antiapoptotik aktivite

Noronlarda apoptozun inhibisyonu, serebral IR sonrasi penumbra hasarini
Oonlemede Onemlidir. PostC'nin antiapoptotik etkisi ¢ok sayida calisma ile
desteklenmistir. PostC, boliinmiis kaspaz-3, kaspaz-6, kaspaz-9 ve Bax'im
proapoptotik proteinlerini asagi regiile ederek néronal apoptozu azaltabilir ve anti-
apoptotik protein Bcl-2'yi yukari regiile edebilir (52).

3.3.4.1.6. Norovaskiiler iinite (NVU) temelli mekanizma

Yapilan arastirmalar NVU kavraminin gelismesiyle iskemik hasarda tek
basina ndronlar1 kurtarmak yerine tiim norovaskiiler liniteye odaklanmistir. PostC'nin
astrositler, endotel hiicreleri ve ndronlardaki hasar1 azaltarak NVU'yu hasardan
koruyan KBB gecirgenligini minimize ettigi rapor edilmistir (53). PostC ve

RePostC’nin astrositlerde beyin ddemi ve KBB dejenerasyonuna katkida bulunan
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aquaporin-4’ iin asag1 dlizenlenmesi ile beyin 6demini ve KBB'nin gegirgenligini
azalttig1 gosterilmistir (54).
3.3.4.1.7. Otofajiye dayalh mekanizmalar

Otofaji, agclik ve oksidatif stres dahil olmak lizere ¢esitli stres kosullarina
yanit veren, protein kalite kontroliine katilan, hiicresel bilesenlerin ayristirilmasi ve
geri doniistiiriilmesi i¢in diizenlenmis bir mekanizma olarak
tanimlanmaktadir. Otofajinin esas rolli, uzun Omiirlii organellerde, oOzellikle
mitokondride rastgele bozulmus molekiiler yiik birikimini 6nlemektir (6). Otofaji
prosesinde goriilecek bir fonksiyon bozuklugu nérodejenerasyon, miyopati, kanser,

yaslanma ve diyabet gibi metabolik hastaliklarin patolojileri ile iligkilidir (55).

Memeli hiicrelerinde ii¢ tip otofaji vardir: makrootofaji, mikrootofaji ve
saperon aracili otofaji (CMA). Mitokondrinin otofajik bozunumu (mitofaji),
endoplazmik retikulum (retikiilofagi veya ERfaji) gibi spesifik protein
mekanizmalari ile en az bes tiir selektif otofaji belirlenmistir (56).

Makrootofaji sitoplazmik materyali, biyosentetik proseslerde veya enerji
tretiminde kullanilabilen ve hiicre sag kalimimi saglayan metabolitlere indirger.
Makrootofaji rutinde diisiik bir seviyede olusur, enerji achigi gibi stres kosullari

altinda daha da uyarilabilir (57).

Saperon Aracili Otofaji (CMA); hafif oksidatif stres, toksinler ve uzun siire
besin yoklugu ile yukar1 dogru diizenlenir. Sitoplazma yigmini nonspesifik olarak
yutabilir ve kargo izolasyonu i¢in membrandz yapilart kullanmaz. Tim CMA
substratlarinda ortak nokta pentapeptit hedefleme sekansi kapsamasidir. Boylece
sitozolik saperonlarin hareketi ile agilir ve dogrudan lizozomal membran boyunca

translokasyona tabi tutulurlar ve burada liimende bozunurlar (58).
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Mikrootofaji, lizozomal membran igerisindeki rasgele invaginasyonlarin,
sitoplazmik materyalin bozunmasina neden olan sitoplazmik igerigi lizozomal
liimene ilettigi bir siirectir (57).

3.4. Mitokondri

Hiicre enerji santrali olarak tanimlanan mitokondri, yar1 otonom bir
organeldir ve "hiicrenin giiclii evleri" olarak adlandirilir. Kalp, beyin, kas, karaciger
ve bobrek hiicrelerinde 100-2000 adet mitokondri bulunmakta ve Ca®* homeostazi,
ATP ve ROS iiretimi ve apoptoz gibi ¢esitli hiicresel proseslerde kilit rol
oynamaktadir. Mitokondriyal disfonksiyonun diyabet, kalp yetmezligi, immiinolojik
ve norolojik bozukluklar gibi bir¢cok hastaliga neden oldugu bilinmektedir (6,59).
Mitokondriyal ve hiicresel homeostazin korunmasi ve hasar gérmiis mitokondrinin
onarimi/ortadan kaldirilmasi olduk¢a dnemlidir. Mitokondriyal dinamikler de denilen
birtakim antagonistik olaylar, mitokondrinin morfolojisini kontrol eder, hiicre i¢i

mitokondri dagilimini, biyojenezi ve hiicresel canlilig1 etkiler (60).

Mitokondri dinamiginin temel bilesenleri sunlardir:

Mitokondriyal fiizyon, mitokondrinin i¢ ve dis zarlarinin tamamen
kaynagmasi1 anlamina gelir. Flizyona, mitofusinler (Mfnl ve Mfn2) ve optik atrofi
protein 1 (Opal) olarak adlandirilan dynamin ile ilgili GTPazlar aracilik etmektedir
(60). Opal’in asir1 ekspresyonu artmis mitokondri flizyonuna ve azalmis mitofajiye
yol agar (61).

Mitokondriyal fisyon, artmis veya azalmis membran potansiyeline sahip iki
mitokondriye ayrilabilir; mitokondriyal fisyon 1 proteini (Fisl) ve dynamin ile ilgili

protein 1 (DRP1) ile diizenlenir (62).
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Mitokondriyal fragmantasyon, mitokondrinin hasarli bdliimiiniin kesilerek
cikartilmasidir. Mitokondriyal —oksidatif stres, fisyon-fiizyon proteinlerinin
diferansiyel modiilasyonu mitokondriyal fragmantasyona neden olur. Mekanizmasi
tam olarak anlasilamamis olsa da bu olayda ER ile mitokondri arasinda bir

+2

“haberlesme” oldugu ve ER’den salinan Ca™’ un, fragmantasyonda rol oynadig

diistiniilmektedir (62).

Glincel gozlemler, fiizyonun hiicre sagkalimi i¢in uygun oldugunu ve

fisyonun hiicre 6limiinii kolaylastirdigini bildirmektedir (6).
3.4.1. Mitofaji

Mitokondriyal hasar antagonistik olaylarla giderilememis ise selektif imhasi
gerceklesir. Bu proses mitofaji olarak adlandirilir. "Mitofaji” terimi ilk kez
Lemasters (63) tarafindan 2005’ te ortaya atilmistir. Mitokondri, zengin protein ve
lipid kaynagidir ve besin eksikligi sirasinda otofajik olaylarin yaklasik % 85'i
mitokondride gergeklesir. Mitofaji, ROS olusturabilen ve hiicre 6liimiine neden
olabilecek islevsiz veya asir1 mitokondrileri ortadan kaldirarak mitokondrilerin
kalitesini ve sayisini1 kontrol eder (6). Yetersiz veya fazla mitofaji hiicre hasarin1 ve
Olimiinii tesvik edebilir. Mitofaji, proapoptotik proteinlerin salinmasina, ROS
olusumuna ve yasli, hasar gormiis ve depolarize mitokondrinin ATP' yi bosa
hidrolize etmesine karsi koruyucu etki gosterir (64). Mitofaji ayrica sitoplazmik
yeniden bi¢imlenme sirasinda hastaligi tesvik eden zarar gormiis ve mutasyon
gecirmis mitokondriyal DNA'y1 par¢alayarak mitokondriyal disfonksiyonu engeller

(65).
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3.4.1.1. Mitofaji Sinyalizasyon Yollar1

Mitofaji sinyal yolaklar: sekil 1’de sematize edilmistir.

&
Izolasyon
membram

- Lizozom

T

iskemik inme

I/ \\“ (
o=
- € N
( \ Otofagozom
¢’ A

Mitokondriyal degradasyon Otolizozom

Sekil 3. Mitofaji sinyalizasyon yollar1 ((6) no.lu kaynaktan ¢evrilmistir.)

3.4.1.1.1. PINK1-Parkin sinyal yolag:

Ubikitin ligaz ailesinden olan Parkin normalde sitozolde bulunur, mitokondri
hasarinda depolarize mitokondriye translokasyonu gergeklesir. Mitokondride lokalize
Parkin, otofaji markirt LC3"i mitokondriye toplayabilir (66).

Fosfataz ve tensin homologu (PTEN) induklii kinaz 1 (PINK1), Parkin'in
upregiilatoriidiir, sitozol ve mitokondri arasinda gidip gelir. Saglikli hiicrelerde,
PINKI1 mitokondride parcalanir. Ancak mitokondriyal depolarizasyonda
mitokondrinin dig zarinda birikir (66). Parkin-PINKI1 ile fosforile edilebilir ve bu

fosforilasyon Parkin'in translokasyonu i¢in gereklidir (67).

22



PINK1 aynm1 zamanda mitofajiyi indiiklemek icin merkezi bir regiilatordiir.
Parkin yoklugunda PINK1, mitokondrideki diisiik bazal ubikitin diizeyleri nedeniyle
mitofajiyi daha diisiik seviyede indiikler; Parkin varliginda ise, gliclii ve hizli mitofaji
indiiksiyonu ve PINK1 fosforilasyonu i¢in ubikiitin substrati {ireten amplifikator
gorevi goriir. Diger E3 ubikiitin ligazlarinin  Parkin gibi etki gosterip
gosteremeyecegi belirsizdir (68).

ROS, Parkin/PINK1'e bagli mitofaji i¢in tetikleyici olarak kabul edilmistir.
Apoptozu diizenleyen proteinlerin mitofajiye aracilik eden faktdrler oldugu
bildirilmistir. Bcl-2 ailesi proteinleri, Parkin/PINK1'e bagli mitofaji dahil
mitokondriyal homeostazi koruyan mekanizmanin c¢esitli kisimlarinda  rol
oynayabilir. Depolarize mitokondriye bagli mitofajide Parkin translokasyonunun,
Bcl-2 proteinleri (Bcl-xL ve Mcl-1 dahil) tarafindan inhibe edildigi ve BH3 iceren

proteinler (Bad, Bim ve Noxa) ile arttirildig1 gosterilmistir (6).
3.4.1.1.2. BNIP3 ve NIX sinyal yolag:

Bcl-2 ile etkilesen protein 3 (BNIP3), proapoptotik bir mitokondriyal
proteindir ve NIX (BNIP3L), BNIP3'in homologudur. BNIP3 ve NIX, mitofajiyi
aktive etmek i¢cin ROS iiretimini artirabilir ve Bcl-2-Beclinl kompleksini ayirarak
Beclinl salinimini saglayabilir (69). Bunun yaninda, hipoksik kosullarda, hipoksi ile
indiiklenebilir faktér 1 (HIF-a), BNIP3 promotoriine baglandigt ve BNIP3
ekspresyonunu indiikleyerek ROS diizeylerindeki artis 6nledigi bildirilmistir (70).

BNIP3 ve NIX proteinleri, farkli sinyal alanlarinda apoptoz ve mitofaji
sinyalini biitlinlestirir, bu nedenle mitofaji ve apoptoz arasindaki ¢apraz konusma,
inme sirasinda noron hiicresi Oliimiinii etkileyebilir. BNIP3'lin BH3 alam

proapoptotik aktivite saglarken, C-terminal transmembran alan1 mitokondriyal
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lokalizasyon i¢in gereklidir ve BNIP3'in Bcl-2 veya Bcl-xL ile etkilesimlerinde rol
oynar (6). BNIP3, Bcl-2 ailesi proapoptotik ve antiapoptotik etki gosteren iiyelerinin
regiilasyonunu sagladig1 gosterilmistir (71).

BNIP3 ve NIX arasindaki fonksiyonel benzerlige ragmen birgcok caligma
farkliliklarint ortaya koymustur. NIX upregiilasyonu, BNIP3 azalmasi nedeniyle
olusan mitofaji defektlerini restore edemeyebilir (72). BNIP3 transkripsiyonu
hipoksi ile artabilir ancak fenilefrin ile arttirllamaz; Aksine, NIX transkripsiyonu

fenilefrin ile artmistir, ancak hipoksiyle artmaz (70).

3.4.1.1.3. FUNDCI1 sinyal yolag:

FUNI14 alani iceren protein 1 (FUNDCI), hipoksik kosullar altinda LC3'e
dogrudan baglanarak mitokondrinin programlanmis eliminasyonunu diizenleyen bir
mitofaji reseptoriidiir. FUNDCI, mitokondri dis membran proteininidir. Normoksik
kosullarda, FUNDCI, inaktif formda bulunur, hipokside ULK1 (erken otofagosom
olusumu i¢in gerekli olan bir Ser/Thr kinaz) arttirilir ve hasarli mitokondriye
biriktirilir, ardindan mitofajiyi desteklemek i¢in serin 17'de FUNDCI fosforilasyonu
yapilir, bdylece FUNDCI1 ve LC3 arasindaki etkilesim arttirilir (73).

Hipoksiye bagli ULKI/FUNDCI aracili mitofaji artisinin hiicre apoptoz
olusumunu engelleyebilecegi belirtilmistir (74).

FUNDCIT asir1 ekspresyonu mitokondriyal fisyona neden olurken FUNDC1'in
diizeyinin azalmas1 mitokondriyal fiizyona neden olur (75). FUNDCI1 ayrica DRP1,
OPAL1 veya fiizyon regiilatorii kalneksin ile etkileserek mitokondriyal dinamiklerin

regiilasyonunda yer alir. Hipoksik kosullar altinda FUNDCI1 ve kalneksin iliskisi
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zayiflarken, FUNDC1 ve DRP1 arasindaki etkilesim mitokondriyal fisyonu

desteklemek icin artmistir (76).
3.5. Beyin Natriiiretik Peptid (BNP)

BNP, somatik ve lokal dokularda 6nemli modiilatér gorevi goren bir peptit
hormondur. Kan basincini diisiirmek i¢in sodyum atilimi, dilirez ve vazodilatasyonu
tesvik eder ve renin anjiyotensin sistem asir1 salinimi ve antidiiiretik hormonun
salgilanmasini inhibe eder (77). BNP sadece kalpte degil, ayn1 zamanda beyin ve

akcigerde de bulunur (78).

Akut serebral enfarktlis durumunda BNP diizeyinin belirgin arttigit ve BNP
miktarinin serebral iskemik hasarin siddeti ile pozitif korelasyon gosterdigi
belirtilmistir (79). Beyindeki iskemik alanin potansiyel bir plazma BNP kaynagi
olabilecegi ve OSA okliizyonunun si¢can beynindeki BNP mRNA ekspresyonunu
artirdigr rapor edilmistir (79,80). BNP’nin i.v. uygulanmasi, fare beyin hasari
modellerinde serebral kan akisini iyilestirmis ve inflamasyonu azaltmis, bdylece

norodejenerasyonun azalmasini saglamistir (81).

3.6. Davranis testleri

Son yillarda motor koordinasyon, depresyon, anksiyete ve strese yanit gibi
davranigsal kosullarinin norolojik temele sahip oldugu kesfedilmistir. Davranis testi,
klinik Oncesi g¢aligmalarda, belirli bir hastalik veya tedavinin hayvan iizerindeki
fenotipik etkilerini ve sonuglarini degerlendirmek i¢in kullanilir (82). Bazi raporlar,
serebral iskemiden sonra lokomotor aktivitenin baskilandigini gostermistir (83).
Ayrica, lokomotor davranis, yatay veya dikey hareketler ve stereotipik aktivite ile

bas ve viicut yonelimi gibi bir¢ok bilesen igerir. Genel olarak, mezo-striatal-kortikal

25



fonksiyonu degerlendirmek icin yatay ve dikey lokomotor aktiviteleri; dopaminerjik
noronal fonksiyonu incelemek icin stereotipik davramiglar ve fokal beyin
iskemisinden sonra sensorimotor asimetriyi degerlendirmek i¢in viicut asimetrisi
kullanilir (84). Ag¢ik alan testi (open field test), dikey ¢ubuk testi (vertical pole test),
T-Labirent Testi (T- maze test) ve 1s1n yiiriime testi (Beam Walking test) lokomotor

aktiviteyi analiz etmeye yonelik testlere 6rnek olarak verilebilir.
3.8. Hedef ve Amac¢

Serebral IR hasarinda melatonin ve ardkosullanmanin mitofajide farkl
yolaklarda gorevli proteinler Parkin-PINK1, BNIP3 ve FUNDCI diizeylerine etkileri
ve serebral iskemiden FUNDCI diizeylerinin nasil etkilendigi bizim bilgilerimize
gore bilinmemektedir. Bu calismada serebral IR hasarinda s6z konusu proteinler
aracili mitofajinin rolii ile ardkosullanma, uzak iskemik ardkosullanma ve

melatoninin etkilerinin incelenmesi amaclandi.

Mitofajide gorevli protein diizeylerinin saptanmasit ve davranig testlerinin

degerlendirilmesiyle asagidaki hedeflere ulasilmak istenmektedir (Sekil 4).

1- Hasar gormiis mitokondriyi ortadan kaldirarak hiicresel hasar1 en aza
indirgemeyi ve doku biitiinliiglinli korumay1 hedefleyen farkli mitofaji
yolaklarinda gorevli proteinlerin (Parkin-PINK1, FUNDC1 ve BNIP3) OSA
okliizyonu, ardkosullanma yontemleri (klasik ve uzak ardkosullanma) ve
melatonin uygulamalarindan nasil etkilendiginin ve bu proteinler arasinda bir

korelasyon olup olmadiginin belirlenmesi.

2- Non-invaziv bir metod olan uzak iskemik ardkosullanma ile klasik
ardkosullanmanin koruyuculugunun benzer mekanizmalar iizerinden saglanip

saglanmadiginin saptanmasi.
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Ardkosullanma ile melatonin uygulamalarinin molekiiler mekanizmasi
karsilastirilarak melatonin farmakolojik ardkosullanma yapan bir ajan olabilir

mi sorusuna yanit aranmasi.

Doku hasar gostergesi sayilabilecek BNP diizeylerine PostC, RePostC ve

melatonin uygulamalarininin etkisinin belirlenmesi.

Iskemik beyin hasar1 sonras1 davranis testleri (Agik alan testi, dikey ¢ubuk
testi, 1smn ylriime testi) ile ardkosullanma ve melatoninin lokomotor

davraniglar lizerine etkilerinin saptanmasi.

Serebral iskemik hastaliklarinin tedavisinde (ilag tedavisi, serebral ve
noninvaziv girisimler) bagarinin artirtlmasina yonelik olarak yeni yaklagimlar

gelistirilebilmesi bakimindan bilimsel birikime katk1 saglanmasi.

PostC?

Acik alan i
Dikey ¢ubuk Reposty. =
Melatonin ?
Isinylrime testleri
PostC? $ i PostC ?
anma RepostC ? RepostC ?
Melatonin ? y  Melatonin ?

ma v
o

A v’
fizyon (24 saat) . 11‘ ¢ B~ PostC ?
=7 Iskemik inme RepostC ?
OSA okltizyonu Melatonin ?
(90dk)
Melatonin PostC ?
(10 mg/kg) <= RepostC? PostC ?
e Melatonin ? <=1 RepostC?
f Dml?va;f;a Melatonin ?
BNP

Sekil 4. Calismanin hedefinin sematizasyonu
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4. GEREC VE YONTEM
4.1. Deney hayvanlar

Calisma, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
04.04.2018 tarih ve 74 numarali karar ile onayland1 ve hayvanlar Firat Universitesi
Deneysel Arastirmalar Merkezi tarafindan karsilandi. Calisma oncesi “’Web tabanl
orneklem biiylikliigii & giic analizi yazilim1’’ (85) ile yapilan 6rneklem biyiikligi
analizi, parametrelerin degerlendirilmesinde her grupta 6 olmak iizere en az 30
sicanin ¢aligmaya alimmast gerektigini gosterdi (%80 giig, 0=0.05, f=0.2).
Calismanin giiclinii artirabilmek ve cerrahi islem kaynakli 6liime bagli birey sayisini
optimumda tutabilmek i¢in toplam 50 sican kullanildi. Kullanilan si¢anlar 10
haftalik, erkek, Spraque Dawley cinsi ve 250-280 gr agirligindaydi. Siganlara 12 saat
giin 15181/12 saat karanlik siklusta, havalandirmali, sabit 1s1l1 (21+1 C°) odalarda ve
0zel kafeslerde standartlara uygun olarak bakildi ve beslenmeleri 8 mm’ lik standart

sigan pelet yemi ve musluk suyu ile saglandi.

Kullanilan kimyasal ajanlar: Ketamin hidroklorid olarak Ketalar 500 mg
enjektabl flakon (Pfizer, Istanbul), ksilazin olarak ise Rompun %2 enjeksiyonluk
cozelti (Bayer, Istanbul) kullanildi. Melatonin, Sigma-Aldrich (USA), TTC; VWR
chemicals (UK) firmasindan, western blot analizinde kullanilan kitler ise

ThermoFisher Scientific (UK)’den temin edildi.
4.2. Deney gruplari
Calismanin deneysel gruplan sekil 2’de sematize edildi
1. Kontrol (Sham) grubu (n:10)

2. Iskemi- reperfiizyon uygulanan siganlar (n:10)

28



3. Iskemi- reperfiizyon ve ardkosullanma uygulanan sicanlar (n:10)

4. Iskemi- reperfiizyon ve uzak iskemik ardkosullanma uygulanan sicanlar
(n:10)

5. Iskemi- reperfiizyon ve melatonin uygulanan siganlar (n:10)

Kontrol

Perflizyon

IR iskemisodw Reperfiizyon (2saat)

OSA okliizyonu, RI (3 siklus, 30sn R, 10sn 1)
IR+PostC iskemi (s0dk) Reperfiizyon (2asaat)

X
Sag femoral arter okliizyonu, RI (3 siklus, 5%r dk)
IR+RePostC iskemi@oay Reperfiizyon (asaat)
& )

Melatonin (10 mg/kg)

IR+Mel iskemi(soak Reperfiizyon (24saat)

Sekil 5. Deney gruplar:
4.3. Cerrahi uygulamalar

Anestezik olarak periton i¢i ketamin hidroklorid 75 mg/kg + ksilazin 8 mg/kg
kullanildi. Deney siirecince siganlarin viicut sicakliklari, 1siticili operasyon masasi 37
°C’ ye sabitlenerek korundu ve rektal sicaklik takibi yapildi. iskemik inmelerin
yaklasik % 801 OSA boélgesinde meydana geldiginden, inme modellerinin birgogu
OSA okliizyonunu hedefler (86). Serebral iskemi, Melani ve ark (87)’ nin uyguladig:
OSA’nin intraluminal filament yontemi ile okliize edilerek olusturuldu. OSA
okliizyonu i¢in ilk olarak, servikal orta hat insizyonu yapildi ve deri alt1 ve yumusak
dokular gegildi. Sol kommon karotid arter (KKA) nervus vagustan izole edildi ve 5/0

ipek siitiir ile ligasyonu saglandi. Daha sonra eksternal karotid arter (EKA)
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serbestlestirilerek bifiirkasyon bolgesine miimkiin oldugunca yakin bir noktadan 5/0
ipek siitiir ile ligate edildi. Internal karotid arter (IKA) ise klips ile kapatilarak KKA
tizerinde bifiirkasyonunun yaklasik 3 mm proksimalinde mikrocerrahi makasi ile
arteriyotomi gergeklestirildi (Sekil 3). Onceden hazirlanmis poli-L-lizin (% 0.1 g/ml)
ile etrafi kapli ve ucu Kkiitlestirilmis 4/0 naylon monofilament kesiden IKA’ya
yerlestirildi. Klips kaldirilarak ve hafif bir diren¢ hissedilene kadar filament
dikkatlice 18 mm kadar ilerletilerek OSA okliize edildi. 5/0 ipek iplik kullanilarak
okliize IKA bifiirkasyonunun distaline bagland1 (Sekil 6). Tiim prosediir her sican
icin 20-25 dakikada tamamlandi. 90 dakikalik okliizyonu takiben, anestezi altinda
sttiir ¢ikarilarak reperfiizyon saglandi. Kontrol grubuna da siiturun OSA’ya

gonderilmesi disinda tiim cerrahi islemler uygulandi.

Sekil 6. Karotid arter ligasyonu
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PostC, reperfiizyon baslangicinda 3 siklus 30 sn reperfiizyon ve ardindan 10
sn iskemi seklinde OSA’ya uygulandi. RePostC ise reperfiizyon baglangicinda sag
arka bacagin femoral arterine 5 dk reperfiizyon ve 5 dk iskemi seklinde 3 siklus
uygulandi. Deney gruplarindaki siganlar, reperfiizyondan 24 saat sonra dekapite

edildi, alinan doku ve serum ornekleri -80 °C’de muhafaza edildi.

Orta serebral arter (OSA)

OSA'nin okliizyonu

Internal karotid arter

Pterigopalatin arter

Eksternal karotid arter

Kommon karotid arter

Sekil 7. OSA okliizyonu deney protokolii (88)
4.4. la¢ uygulamasi

Melatonin ¢ozeltisi, 10 mg/kg dozunda saf etanolde ¢oziildii ve %0,9 NaCl ile
I ml’ye tamamlanarak hazirland1 (0,01 etanol/izotonik soliisyon). Reperfiizyon

oncesinde i.p olarak uygulandi.
4.5. Norolojik bulgu skorlamasi

Norolojik defisitler OSA okliizyonundan 22-24 saat sonra asagidaki 5 puan

skoru kullanilarak degerlendirildi (89):
0: Normal fonksiyon;
1: Hayvanin kuyruktan tutulup kaldirilmasi ile kontralateral fleksiyon;

2: Kontralateral fleksiyon ile birlikte dinlenme halinde normal durus;
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3: Istirahat halinde kontralateral tarafa yaslanma;
4: Spontan motor aktivitesinin olmamas.
4.6. Davranis testleri
Lokomotor aktiviteyi 6lgmek amaciyla OSA okliizyonundan 22-24 saat sonra
Agik Alan Testi (Open field test), Isin Yiiriime Testi (Beam walking test) ve Dikey
cubuk testi (Vertical Pole test) uygulandi
4.6.1. Acik alan testi:

Duvar yiiksekligi 40 cm, taban1 80*80 cm? ebatlarinda ve 25 esit kareye
bolinmiis diizenekte yapildi. Deneyin baslangicinda deney hayvani bu alanin
merkezine birakildi ve 10 dakika boyunca hareketleri dijital olarak kaydedildi (Sekil
8). Sicanin girdigi kare sayisi hesaplandi. Diizenek her kullanimdan sonra %70

oranindaki alkol soliisyonu ile temizlendi.

Sekil 8. Acik alan testi
4.6.2. Dikey cubuk testi (Vertical Pole test)

Sican bant ile kapli cubuga (¢ap: 3.0 cm; uzunluk, 150 cm) yerlestirildi (Sekil

9) ve diregin tizerinde kaldig: siire en fazla 180 saniye boyunca kaydedildi. Bu test
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modeli ile motor koordinasyon ve denge eksiklikligi olan hayvanin g¢ubuktan

diisecegi varsayildi (90) .

Sekil 9. Dikey ¢ubuk testi (Vertical Pole test)
4.6.3. Isin Yiiriime Testi (Beam walking test)

Yerden 50 cm yiiksekliginde, 120 cm uzunlugunda ve 5 cm ¢apinda bez bant
kapli yatay ¢ubugun iizerine sigan bir ugtan birakilarak diger uca dogru hareketi

izlendi ve agagidaki skorlama sistemi kullanilarak 6l¢tim yapildi (Sekil 10) (91):

0, sican simetrik olarak ¢ubuk {izerinde yiiriiyebildi;
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1, sican, etkilenmemis uzvunu tercihli olarak kullanarak kiris tizerinde
dengeleyip yliriiyebildi;

2, sican etkilenmemis uzuvlara dayanarak kirig tiizerinde dengeleyip
yiirliyebildi;

3, hareket etmeye basladiginda, si¢an kiris lizerinde dengeleme yapamadi;

4, sigan hemen 1s1ndan diistii.
Test, her bir si¢an i¢in ii¢ kez gerceklestirildi. Istatistiksel analiz igin ortalama skorlar

hesaplandi.

Sekil 10. Isin Yiiriime Testi (Beam walking test)

4.7. Trifenil tetrazolyum Kklorid (TTC) boyama

TTC boyama her grupta 6rneklem yapilarak OSA okliizyonunun dogrulugunu
teyit etmek amaciyla yapildi. Sakrifiye edilen hayvandan hizlica beyin dokusu
¢ikarildi ve dilimlenebilmesi i¢in 15-20 dk donduruldu. Daha sonra 2 mm
kalinliginda dilimlendi ve %2 oraninda TTC (VWR chemicals, UK) iceren tamponda
(pH=7.4) 37 C® de 30 dk siireyle inkiibe edildi. TTC, dokuda NADH,

dehidrojenazlar ve diaforazlar bulundugunda formazan pigmentlerini indirger. Canli
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dokular, bu enzimler ve kofaktorleri icerdikleri i¢in koyu kirmizi renkte boyanirken,
infarkt alanlar1 bunlar1 icermediklerinden boyanmazlar. TTC boyamanin ardindan
dokular %10 formalin ¢ozeltisinde 24 saat ve ardindan salin ¢ozeltisinde bekletildi ve

daha sonra fotograflandi (Sekil 11).

Sekil 11. OSA okliizyonuna bagli nekroz alaninin TTC boyama ile
gosterilmesi

4.8. 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) boyama

Noronal hasarin degerlendirilmesi i¢in dekapitasyondan sonra, serebral
dokular hizlica ¢ikarilip kuru buzda donduruldu ve kyrostat cihazinda (Leica) 18
mikrometrelik kesitler alindi. Kesitler alan1 olarak sigan beyin atlasinda gosterilen
koronal diagramlardan Figiir 18’de primer somatosensdr kortex-barrel alani
belirlendi (Sekil 12 ve 13). Alinan kesitler slaytlara yapistirildi ve slaytlar 1sitict
tablada 4045 °C’de 30 dk siireyle kurutuldu ve yine 30 dk siireyle oda sicakliginda
(20-25°C) bekletildi. Oda sicakliginda bekletilen beyinler -20°C’deki etanoliin
icerisinde 15 dk fikse edildi. 3x5 dk shaker iizerinde fosfat tampon soliisyonii (PBS)
igerisinde 80 RPM’de calkalandi. %5 bovine serum albiimin (BSA) (Sigma) ve PBS-
T ile hazirlanan blok soliisyon her beyine 30 mikrolitre (ul) olacak sekilde eklendi ve
oda sicakliginda 1 saat siireyle 80 RPM’de c¢alkalandi. Daha sonra primer antikor

(Proteintech) eklendi +4°C’ de bir gece (yaklasik 12-16 saat) 80 RPM’de calkalandi.
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Ertesi giin kesitler, 3x5 dk karistirici tizerinde PBS’de 80 RPM’de yikandi. Sekonder
antikor (Jakson ImmunoResearch) eklendi ve 1 saat oda sicakliginda 80 RPM’de
calkalandi. Sekonder antikordan sonra kesitler 3x5 dk shaker lizerinde PBS ile
igerisinde yikandi. Cekirdek boyasit (DAPI) eklenip 5 dk siireyle karanlik ortamda
bekletildi. Kesitler, 80 RPM’de 5 dk PBS igerisinde ¢alkalandi. Kesitler lam tizerinde
karanlikta kuruduktan sonra Gel/Mount akiskan koruyucu madde ile kaplandi ve
lamelle iizeri kapatildi. ZEISS floresan mikroskopta 10* biiyiitme ile goriintiiler

incelenip fotograflar: ¢ekildi. ilgili bolgelerin yogunluk analizi yapildi.

""" primer
Jsomatosensir
Aokortex-barrel alam

| Interpural 874 mm ‘ ‘ Bregma -0.2¢ mm |

Sekil 12. Fare beyin atlasinda primer somatosensor kortex-barrel alani

Sekil 13. DAPI boyamasi yapilan beyin kesitinin panoramik goriintiisii
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4.9. Western blot analizi

Doku Parkin (ThermoFisher Scientific, Katolog no: PA1-751), PINKI
(ThermoFisher Scientific, Katolog no: PAI1-16604), FUNDCI1 (ThermoFisher
Scientific, Katolog no: PA1-77785), BNIP3 (ThermoFisher Scientific, Katolog no:
PA5-96388) ve BNP (ThermoFisher Scientific, Katolog no: PA5-96084) diizeyleri
Western blot analizi i¢in ilgili antikorlar kullanildi. Primer antikorlar % 0.05
oraninda Tween—20 bulanan tamponda 1:1000 oraninda hazirlanarak kullanildi.
Nitroseliiloz membranlar, antikorlar ile +4 °C’de gece boyunca inkiibasyona
birakildi. Daha sonraki safhada nitroseliiloz membranlar 5 kez 5 dakika tampon
sollisyonuyla yikandi. Yikama islemi tamamlandiktan sonra nitroseliilloz membranlar
% 0.05 oraninda Tween-20 bulanan tamponda 1:1000 oraninda hazirlanan,
peroksidazla konjuge edilmis goat-anti-rabbit immiinoglobulinle 37°C’de 90 dk
stireyle inkiibasyona birakildi. Sonraki asamada nitroselilloz membranlar 5 kez 5

dakika tampon solusyonuyla yikandi. Normalizasyon i¢in beta-aktin kullanildi.

Bantlarin goriintiilenmesi: Bantlarin goriintiilenmesi i¢in 1 M Tris (pH: 7.4)
tamponunda % 0.03—0.05 oraninda hazirlanmis diaminobenzidin (DAB) solusyonu
kullanildi. DAB’la reaksiyon sonucu nitroseliiloz membranlar tizerindeki bantlar kisa
bir siire sonra goriintir hale geldi. 5-10 dakikalik bir reaksiyon siiresi sonunda
DAB’la renklendirilen bantlar net olarak goriildiikten sonra nitroseliilloz membranlar
tyice yikandi. Nitroseliiloz membranlar iyice kurutulduktan sonra, bantlarin rolatif
yogunluklar1 analiz edilmek tizere alindi, rolatif yogunluklar Image Analyses System

yazilim programi kullanilarak analiz edildi.

37



4.10. istatistik

Veriler SPSS 21.0 programi ile istatistiksel olarak degerlendirildi ve
ortalamatstandart sapma olarak belirlendi. Verilerin normallik analizi Shapiro—Wilk
testi ile, gruplar aras1 farkliligin tespiti tek yonliit ANOVA analizi ve Post Hoc Tukey
testi ile yapildi. Korelasyon testi i¢in Pearson ve iki yonlii dnemlilik testi uygulandi.

p<0.05 oldugunda, gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

38



S.BULGULAR
5.1. Norolojik bulgu skorlamasi

Norolojik bulgularin skor ortalamasi IR grubunda 2,5+0,97 diizeyindeydi,
tedavi metodlar1 IR’ye gore anlamli bir degisiklik olusturmadi (IR+PostC: 2,2+0,67,

IR+RePostC:2,1+0,88, IR+Mel:2,1+0,82).
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Sekil 14. Norolojik bulgu skorlamasinin gruplara gore degisimi. (a: Kontrol
grubuna gore anlamli farklilik, n:10, p< 0.01)

5.2. Acik alan testi

Sicanlarin  gegtikleri ¢izgi sayis1 IR grubu (32,30+£8,74)’ nda kontrol
(135,3+32,74)’e gore anlamli azaldi. IR+PostC (44,60+11,34), IR+RePostC
(43,30+7,30) ve IR+Mel (45,50+12,34) gruplarinda IR grubuna gore anlamli bir

degisme gozlenmedi.
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Gegilen ¢izgi sayisi

Sekil 15. Acik alan testinde gecilen ¢izgi sayisinin gruplara gore degisimi.
(a: Kontrol grubuna gore anlamli farklilik, n:10, p<0.01)

5.3. Dikey Cubuk Testi

Sicanlarin dikey cubukta kalma siireleri degerlendirildiginde IR grubu
(23,10+13,98 sn)’nda kontrol (148,1£19,97 sn)’e gore anlamli azaldi, tedavi
gruplarinda ise IR grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir degismeye
rastlanmadi (IR+PostC: 28,20+12,78 sn, IR+RePostC: 29,60+14,63 sn, IR+Mel:

33,00+11,09 sn).
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Sekil 16. Sicanlarin dikey cubukta kalma siirelerinin gruplara gore

degisimi. (a: Kontrol grubuna gore anlamli farklilik, n:10, p<0.01)
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5.4. Isin yiiriime testi

Isin ylirtime testi skor ortalamasi IR (2,99+0,99) ile anlamli artt1, tedavi metodlari
ise anlamli bir degisiklik olusturmadi (IR+PostC: 2,7+,95, IR+RePostC: 2,6+0,7,

IR+Mel:2,7+0,82).
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Sekil 17. Isin yiiriime testi bulgularinin gruplara gére degisimi. (a: Kontrol

grubuna gore anlamli farklilik, n:10, p< 0.01)
5.5. DAPI boyama
Kontrol grubu hiicre canliligt %100 kabul edildiginde, IR grubunda hiicre
yogunlugu 9%54,96+6,04° tii. Tim tedavi gruplarinda IR grubuna gore hiicre

yogunlugu orant anlamli olarak arttt (IR+PostC: 67,90+7,36, IR+RePostC:

63,83+7,089, IR+Mel: 72,8+5,56).
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—~ 1004

Hiicre canliigi (%

Sekil 18-a. Hiicre yogunlugu yiizdesinin gruplara gore degisimi.

(a: Kontrol grubuna gore anlamli farklilik, b:IR grubuna goére anlamli

farklilik, n:10, p< 0.01)

Ayrica OSA okliizyonuna maruz kalan sicanlarin beyin dokusunda DAPI

boyama ile Sekil 12° de gosterilen tiibiiler sekilli apoptotik niikleer yapilara rastlandu.

apoptotik hiicre

L 4

Sekil 18-b. Apoptoz gostergesi niikleer yapilar
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5.6. BNP protein ekspresyon diizeyleri

BNP protein ekspresyon diizeyleri IR grubu (238,38+2,13)’nda kontrol
grubuna gore anlamli artti, IR+PostC (178,2944,62), IR+RePostC (196,49+5,53) ve
IR+Mel (179,74+9,24) gruplarinda ise IR grubuna gore anlamli azaldi. Tedavi
gruplarinda IR+PostC ve IR+Mel gruplarindaki degisim IR+RePostC grubuna gore

anlamli bulundu.
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Sekil 19. BNP protein ekspresyon diizeylerinin gruplara gore degisimi

(a: Kontrol grubuna gore anlamli farklilik, b:IR grubuna goére anlamli farklilik, c:IR+PostC
grubuna gore anlamli farklilik, d:IR+RePostC grubuna gore anlamli farklilik, n:10, p< 0.05)
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5.7. Parkin protein ekspresyon diizeyleri

Parkin protein ekspresyon diizeyleri IR grubu (167,84+5,95)’'nda kontrol
grubuna gore anlamli artti; IR+PostC (168,53£2,84), IR+RePostC (171,28+5) ve

IR+Mel (179,0444,68) gruplarinda ise IR ‘ye gore anlamlilik goriilmedi.
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Sekil 20. Parkin protein ekspresyon diizeylerinin gruplara gore degisimi.

(a: Kontrol grubuna gore anlamli farklilik, n:10, p< 0.05)
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5.8 PINK1 protein ekspresyon diizeyleri

PINK1 protein ekspresyon diizeyleri IR grubu (132,8348,22)’nda kontrol
grubuna gore anlamli artti. IR+PostC (129,4+4,7), IR+RePostC (130,77+0,85) ve
IR+Mel (140,05+6,01) gruplarindaki degisim ise IR grubuna gore anlamli degildi. Ek
olarak, uygulanan korelasyon testinde Parkin ve PINKI diizeyleri arasinda 0,01

anlamlilik diizeyinde pozitif korelasyon gorildii.
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Sekil 21. PINK1 protein ekspresyon diizeylerinin gruplara gére degisimi.

(a: Kontrol grubuna gore anlamli farklilik, n:10, p< 0.05)
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5.9. BNIP3 protein ekspresyon diizeyleri

BNIP3 protein ekspresyon diizeyleri IR (135,0842,52) grubunda kontrol
grubuna gore anlamli artti, IR+PostC (115,89+5,25), IR+RePostC (86,85+4,58) ve
IR+Mel (85,96+4,63) gruplarinda ise IR grubuna gore anlamli azaldi. IR+RePostC

ve IR+Mel gruplarindaki azalma IR+PostC grubuna gore daha fazlaydi.
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Sekil 22. BNIP3 protein ekspresyon diizeylerinin gruplara gore degisimi.

(a: Kontrol grubuna gore anlamli farklilik, b:IR grubuna goére anlamli farklilik,

c:IR+PostC grubuna gore anlaml farklilik, n:10, p< 0.05)
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5.10. FUNDCI1 protein ekspresyon diizeyleri

FUNDCI1 protein ekspresyon diizeyleri IR grubu (169,07£15,92)’nda kontrol
grubuna gore anlamli artti. IR+PostC (84,96+6,52), IR+RePostC (87,76+6,22) ve
IR+Mel (88,66+9,26) gruplarinda ise IR grubuna gore anlamli azaldi. Tedavi
gruplarindaki degisimler birbirleriyle kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamliliga
rastlanmadi. Bunun yaninda, FUNDCI1 ve BNIP3 diizeyleri arasinda 0,01 diizeyinde

anlamli pozitif korelasyon goriildii.

B-actin - -

FUNDC1 — —-—-— . o - ——— i

FUNDC1 protein ekspreyonu

Sekil 23. FUNDCI protein ekspresyon diizeylerinin gruplara gore degisimi.

(a: Kontrol grubuna gore anlamli farklilik, b:IR grubuna gore anlamli farklilik, n:10,
p< 0.05)
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6. TARTISMA

Calismamizda mitofajinin farkli yolaklarinda goérevli Parkin-PINK1, BNIP3
ve FUNDCI1 protein ekspresyon diizeyleri IR ile kontrole gore anlamli artarken; IR
ile kiyaslandiginda PostC, RePostC ve melatonin tedavileri ile Parkin ve PINKI
ekspresyon diizeylerinde degisim istatistiksel olarak anlamli degildi, BNIP3 ve
FUNDCI diizeyleri ise anlamli azaldi. DAPI boyama ile elde edilen hiicre yogunlugu
IR ile azalirken, serebral hasar gostergesi BNP diizeylerinde artis gézlendi. Tedavi
gruplar1 ise bu degisimleri inhibe etti. Davranis testlerinde siganlarin gegtikleri ¢izgi
sayist IR ile azalirken, dikey ¢ubukta kalma siireleri kisaldi, 1s1n yiirime testi ve
norolojik bulgu skor ortalamalari anlamli artti. Uygulanan tedaviler davranis
testlerinde anlamli bir degisiklik olusturmadi. Caligmamizda serebral IR hasarinda
melatonin ve ardkosullanmanin Parkin-PINK1, BNIP3 ile FUNDCI diizeyleri
tizerine etkileri ve serebral iskemiden FUNDCI diizeylerinin nasil etkilendigi ilk kez
gosterildi.

Melatoninin bir¢cok yolak ve genleri hedefleyerek IR hasarinda enfarktiis
hacmi ile 6demi azalttigi ve sagkalimi destekledigi bilinmektedir. Reperfiizyon
baslangicinda melatonin ve ramelteon uygulanan in vitro sigan kalbinde, infarkt alani
anlamli azalmis, reseptor inhibitorii luzindol uygulamasi ise bu koruyucu etkinin
ortadan kalkmasima neden olmustur (92). Laboratuvarimizda yapilan oOnceki
caligmalarda, melatoninin infarkt alanmi iizerine PostC (93) ve PerC (94)’ ye benzer
oranda koruyuculuk sagladigl; uncoupling protein (UCP) 3, irisin, and NFkB
diizeylerinde benzer degisimler olusturdugu gosterildi. Ayrica pinealektomi
uygulanarak endojen melatonin diizeyinin azaltildig1 siganlarda PostC ve PerC’nin

koruyuculugunun ortadan kalkti§1, eksojen melatonin uygulamasi ile ise
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koruyuculugun geri kazandirildig1 gézlendi (93, 94). Benzer sekilde bu caligmada da
melatonin, PostC ve RePostC metodlar1 ile ayn1 mitofaji yolaklar1 iizerine benzer
etkiler gosterdi. Bu veriler, melatoninin ardkosullanma yapan bir ajan olabilecegini

distindiirmektedir.

Calismamizda 10 mg/kg melatonin ip enjeksiyonla tek doz seklinde
reperflizyon Oncesinde uygulandi. Global iskemiye maruz kalan siganlarda,
iskeminin indiiklenmesinden 1 saat sonra ip verilen 10 mg/kg melatonin SOD ve GR
diizeylerini IR grubuna gore anlamli azaltmistir (95). Benzer sekilde, gebe siganlara
okliizyondan 60 dakika dnce 10 mg/kg ip melatonin uygulamasi, fetal sigan beyninde
mitokondriyal solunum aktivitesinin gostergesi olan solunum kontrol indeksi ve
adenosin 5-difosfat/oksijen oraninda IR'nin neden oldugu azalmalari normalize
etmistir (96). Chumboatong ve ark (97), si¢anlara kalici OSA okliizyonundan 1 saat
sonra tek doz melatonin (10 mg/kg, ip) uygulamislar ve melatoninin, nérolojik defisit
skorlarin1 ve MDA diizeylerini azalttigini, niikleer faktor eritroid 2 ile iligkili faktor 2
(Nrf2) protein ekspresyonunu arttirdigini ve apoptotik hiicre 6liimiinii suprese ettigini

rapor etmiglerdir.

Acik alan testi, kemirgenlerdeki motor fonksiyonu ve normal kesif hareketini
degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (98). A¢ik alan aparatina tekrar
tekrar maruziyet, hayvanlarin aligmasina neden olarak gozlem siiresi boyunca
hayvanlarin hareketini azaltir (99). Bu nedenle c¢alismamizda hayvanlar deney
alaninda on-egitime tabi tutulmadi. Fokal iskeminin akut fazlar1 sirasinda hipoaktif
bir fenotip geligebilir. Bu hipoaktivite siiresi degiskendir ve iskemi modeli,
prosediiriin  siddeti ve fare/sican susu gibi c¢esitli faktorlerden etkilendigi

diisiiniilmektedir (100). Calismamizda, acgik alan testinde IR ile sicanlarin gectigi
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cizgi sayis1 azalirken, tedaviler ile anlamh bir degisiklik gozlenmedi. Bu etki,
reperfiizyon siiresinin 24 saatle sinirli olmasindan kaynaklanabilir. Benzer sekilde,
subaraknoid kanamaya bagli beyin hasarinda isofluran PostC; ndrolojik skor, rotarod
testi ve acgik alan testinden tiiretilen maksimum hiz ve merkez-toplam mesafe
oranindaki zaman-rota degisiklikleri cerrahi girisimden 24 saat sonra anlamli bir
degisiklik olusturmazken, 48 saat sonra norodavranigsal fonksiyonda tedaviye
anlamli cevap alindig1 gosterilmistir (101). Sol KKA’nin kalic1 baglanmasiyla
olusturulan serebral hipoperfiizyonda 2. giin ac¢ik alan testinde belirgin motor

bozuklugu goriiliirken 15. giinde hareket sayisinda artis goriilmiistiir (102).

Motor koordinasyonu degerlendirmek i¢in kullanilan testlerden bir digeri de
dikey c¢ubuk testidir. Gen¢ ve yash farelerde yapilan 60 dk.lik OSA okliizyonu
sonrasinda geng siganlarda dikey gubuk test siiresinde 1 ve 3. giinlerde sham grubuna
gore anlamli bir azalma s6z konusu iken, 5. giinden itibaren iki grup arasinda teste
bagli anlamlilik ortadan kalkmistir. Yash farelerde ise bu iyilesme 9. giinde
goriilmiistiir (103). Sicanlarda beyin inflamasyonu modelinde, inflamasyonun
indiiklenmesinden 39 giin sonra yapilan dikey ¢ubuk testinde hasara bagli motor
koordinasyon anlamli azalirken, egzersiz uygulamasi ile anlamh iyilesme
goriilmiistiir (104). Bizim ¢alismamizda ise sicanlarin dikey ¢ubuk {izerinde ge¢irdigi
stire iskemik hasar ile anlamli azalirken, tedavi metodlar1 anlamli bir degisiklige
neden olmadi. Bu durumun nedeni reperfiizyon siiresinin kisa olmasi ile iliskili

olabilir.

Sicanlarda OSA okliizyonundan 24 saat sonra 1sin yliriime testi uygulanmis ve
hayvanlarin motor koordinasyonunda anlamli bozulma ile karsilasilmistir (105).

Calismamizda da IR hasari ile 151 yiiriime testlerinde yiiksek skorla karsilagildi ve
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tedavi metodlar1 bu skorlar {izerinde anlamli bir etki olusturamadi. Travmatik beyin
hasar1 olusturulan farelerde ise 1s1n yliriime test sonuglar1 incelendiginde, hasar ile
birlikte teste verilen cevap siiresinin anlamli uzadigi; melatonin tedavisinin ise 5.
giinden sonra anlamli bir iyilesme sagladigi goriilmiistiir (91). Sicanlarda yapilan bir
calismada tekrarlayan RePostC (cerrahi girisimden sonra 3 giin giinde bir kez)
uygulamasi subaraknoid kanama girisimi sonrasi ikinci giinden itibaren 1s1n yiiriime
testinde anlamli iyilesme saglarken erken RePostC (cerrahi girisimden hemen sonra)
ve gecikmeli RePostC (cerrahi girisimden yarim saat sonra) 3 giin i¢inde s6z konusu

davranis testinde anlamli bir degisme saglamamaistir (106).

Beyin dokusu bolgeleri, farkli noronal yapi igerigi ve hiicre tiplerinin
metabolizmasina bagli olarak iskemiye farkli duyarliliklar gosterir (107).
Somatosensor korteks ve Ozellikle barrel alani iskemiye karsi olduk¢a duyarlidir
(108). Anoksik depolarizasyon, parietal duyu korteksinin barrel alaninda ortaya
cikar ve yayilir (109). Anoksik depolarizasyon, in vitro beyinde oksijen-glukoz
yokluguna bagli serebral hasarin ve in vivo iskemik kordaki hasar ve geri
doniisiimsiiz aktivite kaybinin baslaticisidir (110). Calismamizda noronal hasarin
degerlendirilmesi i¢in primer somatosensOr korteks-barrel alani kullanildi ve bu
bolgenin hem iskemik hasara hem de tedavilere anlamli sekilde cevap verdigi
gortldii.

Nekroz; rastgele gelisen, genler tarafindan kontrol edilemeyen, diizensiz bir
siirectir. Serebral doku hari¢ diger tiim dokularda hipoksik o6liimde karakteristik
olarak karsilasilan nekroz tipi koagiilasyon nekrozu iken; beyin dokusu hipoksisinde
dokunun enzimatik sindirimi ile ortaya ¢ikan likefaksiyon nekrozu goriliir. Bu

nekroz tipinde hiicresel yapilar korunmaz (111). DAPI, deforme olmamis hiicre
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zarindan gecerek niikleusu boyayan ve DNA fragmantasyon tespit yontemlerinden
biri olan immunoflorosan boyama cesitidir (112). Calismamizda IR ile azalan hiicre
yogunlugu tedavi gruplarinda IR’ye gore anlaml artt1. Sun ve ark. (113) OSA’ya 100
dk iskemi ve ardindan 24 saat reperfiizyon uygulanan sicanlarda, 1 siklus 10*10 dk
RI seklindeki PostC’ nin iskemik ¢ekirdek alanini ¢evreleyen koronal boliimlerde IR
ile azalan hayatta kalan néron (surviving neurons) sayisini anlamli artirdigini; PostC
ile birlikte otofaji inhibitérii 3-metiladenin (MA) uygulamasinin bu koruyuculugu
azalttigin1 gostermislerdir. Benzer sekilde, Tunel pozitif hiicreler PostC ile azalirken,
beraberinde MA uygulamasinin s6z konusu hiicreleri artirdigi goriilmiistiir. 2 saat
iskemi ve 24 saat reperfiizyon uygulanan sicanlarda IR'den 30 dakika 6nce ve sonra
iki defa 5 mg/kg dozunda ip melatonin enjeksiyonunun striatum ve subventrikiiler
bolgedeki oligodendrositleri kontrol ve IR grubuna goére anlamh artirdigr ¢ogalan
hiicre niikleer antijeni (PCNA)/NG2 immiinofloresan boyamasi ile rapor edilmistir.
72 saat reperfiizyondan sonra da PCNA/NG2 ve DAPI boyamalarinin bu sonuglarla
uyumlu oldugu gosterilmistir (114).

Iskemik inmeye bagl beyin 6demi patojenezinde yiiksek BNP diizeyleri
etkilidir (115). Beyindeki iskemik alanin potansiyel bir plazma BNP kaynag:
olabilecegi ve OSA okliizyonunun sican beynindeki BNP mRNA ekspresyonunu
artirdig rapor edilmistir (79,80). 60 dakika okliizyonu takiben 48 saat reperflizyona
maruz kalan sicanlarda beyin dokusu BNP seviyesinde anlamli artig gdsterilmistir.
Bununla birlikte IR dncesinde, sirasinda ve sonrasinda safran uygulamasi ile beyin
dokusu BNP diizeyi azalmistir (116). Benzer sekilde, ¢alismamizda da IR sonrasi
yiikselen doku BNP diizeyleri PostC, RePostC ve melatonin tedavileri ile anlamli

azaldi. 2 saat sag OSA iskemisi ve 24 saat reperfiizyon sonrast korpus striatumda

52



western blot teknigi ile BNP ekspresyon analizi yapilmis ve calismamiza benze
sekilde kontrole gore yiiksek ekspresyon seviyesi ile karsilasilmistir (117). Klinik bir
calismada yiiksek plazma BNP seviyelerinin, serebral enfarktiis ile gii¢lii ve bagimsiz
bir sekilde iligkili oldugunu ve bu iliskinin belirgin olarak anjiyografik vazospazmi
olmayan hastalarda goriildiiglinii rapor etmislerdir (118). Dokudan BNP salinimi
proinflamatuar sitokinlerle iligskilendirmektedir (119). BNP'nin mitokondriyal ROS
iiretimini azalttigi ve mitokondriyal ATP'ye duyarli potasyum kanalinin agilmasina
neden oldugu rapor edilmistir (120). Bununla birlikte, hipoksinin ilk 6nce HIF-1a'nin
ekspresyonunu indiikledigi ve buna bagli olarak BNP mRNA'min aktivasyonu ve
ekspresyonunun gerceklestigi gosterilmistir (121). Ayrica mPTP agilmasini inhibe
ederek ve PI3K/Akt yolagi aracili koruyucu etkiler gosterdigi bildirilmistir (122).
Akut stresle birlikte artan BNP diizeyleri beyin hasarin1 azaltmak i¢in enflamasyon,
mitokondri ve PI3K/Akt gibi yasamsal yolaklara etki ederek endojen protektif bir rol

oynayabilir.

Parkin ve PINK1, mitofajinin spesifik bir yolagini olusturur ve mitokondrinin
otofajik bozunmasinda énemli rol oynar. Calismamizda Parkin ve PINK1 ekspresyon
diizeyleri IR ile anlamli artt1. Siganlarda 90 dk OSA okliizyonu sonras1 6, 12, 24 ve
48 saat reperflizyon gerceklestirilmis, tiim zaman noktalarinda PINKI1 pozitif
hiicrelerin belirgin regiilasyonu saptanmistir. Parkin’in ise reperfiizyondan 12-48 saat
sonra 6nemli Ol¢iide arttig1 ve her iki proteinin de 24 saat sonra maksimum seviyeye
ulastigit ve 48 saat sonra kademeli olarak azaldigi gosterilmistir (123). 60 dk
oklizyon ve 7 giin reperfiizyona tabi tutulan transgenik farelerde, PINKI
overekspresyonunun Parkin protein diizeyinin yilikselmesini sagladigi rapor edilmistir

(124).

53



Parkin proteinini kodlayan Park2 geni iskemik noronlarda, mitokondriyal
transmembrandaki potansiyel kaybi algilar ve degradasyon i¢in hedeflenen hasarli
mitokondride birikir (125). Farelerde OSA okliizyonundan 24 saat sonra
mitokondriyal Park2 translokasyonunu arttig1 gosterilmistir. Iskemiye bagli infarkt
hacmi Park?2 silinmesi ile artarken, CO2 maruziyeti ile olusturulan asidik PostC ile
degismemis; Park2-/- noronlarina eksojen Park2 uygulamasi ile ise asidik PostC' nin
noroprotektif etkisi geri donmiistiir (126). Tiroid hormonunun biyolojik aktif formu
olan triiyodotironin (T3) PostC, izole si¢an kalbinde 30 dk iskemi/45 dk reperfiizyon
ile diizeyleri artan PINK1 ve Parkin protein ekspresyonunu daha da artirdig1 rapor
edilmistir (127). Siganlarda 90 dk sag OSA okliizyonu sonrast 24 saat reperflizyon
uygulanmis, bilateral olarak iki bacaga 3 siklus 10’ar dk seklinde gergeklestirilen
RePostC ile norolojik defisit skorlar1 ve serebral enfarktiis boyutunun yiizdesi
azalirken, Parkin proteininin yukar1 ifadesi rapor edilmistir (128). Calismamizda ise
Parkin ve PINKI1 diizeyleri RePostC ve diger tedavi uygulamalarindan etkilenmedi.
Protein diizeylerinin tedaviye verdigi cevaplardaki farklilik, dnceki ¢alismanin sag
OSA okliizyonu yapmast ve/veya RePostC’nin bilateral olarak iki bacaga
uygulanmasi ile iligkili olabilir. Parkin ve PINK1 diizeyinin serebral IR hasarinda
melatonin ve klasik PostC uygulamalarindan nasil etkilendigine dair ¢alisma bizim
bilgilerimize goére mevcut degildir. Sicanlarda subaraknoid hemorajide, PINK1 ve
Parkin protein ekspresyonunun cerrahi prosediirden 24 saat sonra kontrole kiyasla
arttig1, melatonin tedavisinin bu ekspresyonu daha fazla indiikledigi ve MA’nin
melatonin ile uygulanmasinin Parkin ve PINK1 diizeylerini hemoraji ve melatonin

grubuna gore anlamli azalttig1 rapor edilmistir (129).
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BNIP3 normal sartlarda SSS'de diistiktiir, ancak hipoksik ve iskemik
kosullarda eksprese edilmesi i¢in indiiklenebilir (130). 1 saat OSA iskemisi 24 saat
reperfiizyona tabi tutulan sicanlarda (131) ve travmatik beyin hasarinda (132) BNIP3
diizeylerinde anlamli artis goriilmiistiir. Ayn1 zamanda BNIP3 geni susturmanin
yenidogan beyin hipoksisinde ndroprotektif etkili oldugu bildirilmistir (133). Insan
noroblastoma SH-SYS5Y hiicrelerinde norotoksik syflutrin maruziyetine yanit olarak
artmis BNIP3 gen ifadesi melatonin tedavisi ile anlamli olarak azalmistir (134).
Ayrica kronik serebral hipoperfiizyonda Parkin ve BNIP3 protein ekspresyonu ve
LC3-II/LC3-I orani anlamli sekilde artmustir (135). Benzer sekilde calismamizda
BNIP diizeyleri IR hasar ile artarken, ardkosullanma ve melatonin uygulamalar ile

anlamli azald.

FUNDCI1 yeni saptanan bir mitofaji reseptoriidir ve LC3 ile dogrudan
etkileserek mitokondriyal ig hacmini yonetir. FUNDCI1 mitofajisinin uygun sekilde
aktivasyonu sadece mitokondriyal performansin siirdiiriilmesi icin degil, aym
zamanda miyokardiyal IR hasarinda hiicre/organ homeostazi, mikrovaskiiler
reperfiizyon defektleri ve trombosit aktivasyonu/agregasyonu ic¢in hayati Gneme
sahiptir (13). Calismamizda IR hasari ile artan FUNDCI proten ekspresyonu
tedavilerle anlamli azaldi. Benzer sekilde, Pc-12 noroendokrin hiicre kiiltiiriinde
FUNDCI protein ekspresyon artisinin hipoksinin 6. saatinden itibaren anlamli hale
geldigi gosterilmistir. Relatif mRNA ekspresyonu ise 24. saatte bile anlamli bir
degisiklik gostermemistir (74). FUNDC1’in serebral dokuda etkileri ile ilgili
calismalar olduke¢a kisitli olmasina karsin kardiyak calismalar dikkat ¢cekmektedir.
Kardiyak iskeminin mitokondri aracili apoptozu Onlemek i¢in defosforilasyon

(Tyr18) yoluyla FUNDCI'1 aktive ederek mitofajiyi artirdigi, ancak izole
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kardiyomiyositlerde reperflizyonla protein diizeyinin asag1 regiile edildigi
bildirilmistir (136). FUNDCI, IR hasarindan 12 saat once ip olarak (20 mg/kg)
uygulanan melatonin 2 saat iskemi ve 4 saat reperfiizyon seklindeki kardiyak IR
hasar1 ile azalan FUNDCI1'in aktif olmayan formunun diizeyini tersine ¢evirmistir
(137). FUNDCI, sigara dumani ekstresine maruz kalan insan bronsiyal epitel
hiicrelerinde ve KOAH farelerinde yiiksek oranda eksprese edilmistir. FUNDC1'in
susturulmasinin IL-6 ve TNF-a ve mPTP seviyelerini azalttigi, mukosiliyer klirensi
arttirdignt ve sigara dumaninin neden oldugu mitokondriyal otofajiyi ve hiicre
apoptozunu inhibe ettigi gozlenmistir (138). Calismamizda uygulanan tedavilerin
serebral koruyucu etkisinde mitofaji regiilasyonunun yanisira FUNDCI diizeylerinin
azalmasina bagl olarak enflamasyon (IL-6) ile apoptoz (TNF-a))’ un azaltilmasinin

ve mitokondriyal biitiinliiglin (mPTP) saglanmasinin rolii olabilir.

Mitofaji yolaklarinin arasinda bir koordinasyon olup olmadigi heniiz tam
olarak aydinlatilamamistir. Epidemiyolojik ve deneysel verilere goére potansiyel
olarak Parkinson olusturma riskine sahip insektisid olan rotenona maruz kalan SH-
SYS5Y hiicrelerinde FUNDCI1 reseptor aracilit mitofajinin PINK1/Parkin'e bagl
mitofajiden bagimsiz oldugunu ortaya konmustur (7). PINK1 delesyonu yapilmis
farelerde miyokard enfarktiisiinden sonra kalpte Parkin'in hasar gormiis kardiyak
mitokondriye alindigi ve hiicrelerin Parkin ekspresyonunu artirarak PINK1
eksikligini telafi etmeye caligtigin1 gosterilmistir. Bu durum depolarize kardiyak
mitokondriye Parkin aliminin ve mitofajinin aktivasyonunun PINK1'den bagimsiz
oldugunu diisiindiirmektedir. Bu da BNIP3'{in mitokondriyal klerense aracilik etmesi
icin PINK1 eksikligini telafiye dayali bir mekanizmaya dahil olmadigim

gostermektedir (139). Parkin eksik miyositlerde ise BNIP3 aracili otofajinin azaldig1
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gosterilmistir (140). BNIP3'lin mitofaji tizerine etkisini PINK1 ile degil Parkin ile
koordine ettigi diisiiniilebilir. BNIP3'in inaktivasyonunun ise PINKI1’i proteolitik
isleme tesvik ettigi ve PINK /Parkin aracili mitofajiyi baskiladigi bildirilmistir.
Hipoksinin neden oldugu BNIP3 ekspresyonu, PINKI ve mitofajinin
ekspresyonunun artmasina neden olur (141). Hiicre kiiltiiriinde kardiyak progenitor
hiicre farklilagsmas1 sirasinda mitofaji reseptorleri FUNDCI1 ve BNIP3 delesyonunun
mitokondriyal ag olusumunu ve farklilagma sirasinda islevsiz mitokondri birikimini
artirdig1 bildirilmistir (142). NIX/Bnip3’un LC3II’e daha az baglanma gosterdigi bu
nedenle FUNDCI1 mitofajisinin, NIX veya Bnip3 ile indiiklenen mitofajiden
bagimsiz oldugu ve hipoksi ile indiiklenen mitofaji sirasinda FUNDCl1'in
ekspresyonu zayiflatildiginda ise hem NIX hem de BNIP3'lin arttigi bulunmustur
(75). Calismamizda Parkin ile PINK1 diizeyleri arasinda ve FUNDCI1 ile BNIP3
diizeyleri arasinda anlamli pozitif korelasyon goriildii. Bizim sonuglarimiz ve
yukaridaki tiim literatlir verileri birlikte degerlendirildiginde FUNDCI1 yolaginin
Parkin/PINK1 ve BNIP3’ten bagimsiz oldugu, BNIP3 yolagmin ise PINKI’ den
bagimsiz iken; Parkin ve FUNDCI’deki degisimlerden etkilendigi c¢ikariminda

bulunulabilir.

Otofaji gibi mitofajinin de inmede sagkalim veya oliimii destekledigine dair
net bir teori yoktur. Akut serebral iskemi hasarinda artmis mitofaji mitokondriyal
yapmin bozulmasini 6nleyerek ve mitokondriyal zar potansiyelini koruyarak,
norolojik fonksiyonu iyilestirmis ve infarkt alanini azaltmistir. Bu bulgular, inme
sirasinda mitofajinin koruyucu rolii oldugunu savunmaktadir (143). Ote yandan,
karnosin tedavisinin p-Drpl ve Parkin diizeyini azalttig1 ve ayn1 zamanda apoptozu

indiikleyen faktor ve sitokrom C salinimini inhibe ettigi ve azalan mitofajinin
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mitokondriyal korumay1 sagladigi rapor edilmistir (144). Bunun farkli olarak, aktive
olan Parkin’in voltaj bagimhi anyon se¢ici kanal protein 1 (VDACI)’i
ubikiitinleyerek apoptozisi baskiladigi bildirilmistir (145). BNIP3 diizeylerindeki
artisin fizyolojik durumlarda mitofaji siirecinde artarken, hipoksi gibi patolojik
durumlarda ise apoptoza bagli olarak gerceklesebilecegi rapor edilmistir (146).
Ayrica, Unc-51 gibi otofaji aktive edici kinaz 1 (Ulkl)" in asir1 ekspresyonunun,
FUNDC1'in aktivasyonunu arttirdigi ve bu modiilasyonun mitofajiyi destekleyerek
sinir hiicrelerini hipoksiye bagli apoptozdan korudugu rapor edilmistir (74).
Calismamizda IR hasari ile tiim mitofaji yolaklar1 aktif hale gelerek Parkin-PINKI1,
BNIP3 ve FUNDCI diizeyleri artt1; PostC, RePostC ve melatonin tedavileri ile ise
Parkin/PINK1 diizeyleri degismezken, BNIP3 ve FUNDCI diizeyleri azald1 ve
niikleer yapt korundu. Bizim c¢alismamizda her ne kadar Parkin ve PINKI
diizeylerinde tedaviye bagl ekstra artis gozlenmemisse de diger calismalarin verileri
ile birlikte degerlendirildiginde Parkin/PINK1’e bagli mitofajinin sagkalimi
destekledigi, FUNDC1’ bagli mitofaji artisinin hiicreyi apoptozdan korudugu, BNIP3
diizeylerindeki artisin ise apoptoz kaynakli olup hiicresel hasara neden olabilecegi

distiniilebilir.

Farkli mitofaji yolaklarinda gorevli proteinlerin hiicrenin apoptotik siirecinde
de etkili oldugu diistiniilmektedir. Parkin’in, mitofaji sirasinda BAX'im mitokondriyal
lokalizasyonunu onleyerek ve BAK iibikiitinlesmesini saglayarak apoptotik
fonksiyonlarint inhibe ettigi rapor edilmistir (147). Benzer sekilde, Parkin
delesyonunun sican hipokampal noral kok hiicrelerini apoptoza duyarl hale getirdigi
gosterilmistir (148). Ayrica Parkin'in hayatta kalma yanlis1 Bel-2 ailesi tiyesi Mcl-1'i

parcalayarak ciddi mitokondriyal hasar durumunda hiicre 6liimiinii tesvik edebilecegi
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de gosterilmistir (149). Bu durum Parkin'in, mitokondriyal hasarin derecesine bagli
olarak yasami veya oliimii destekleyen yolaklar arasinda dengeyi degistirebilecegini
diisiindiirmektedir. BNIP3 proapoptotik mitokondriyal protein olarak kabul edilir.
Bcl-2 proapoptotik proteininin inhibe etme, Bax ve LC3 ile etkilesen bolge aracili
mitofajiyi aktive etme gorevlerine sahip oldugunu gosterilmistir (71). Apoptoz ve
mitofaji arasindaki BNIP3 fonksiyonunun degisimi belirsizdir. Bellot ve ark (69),
proteinler Bcl-2/Bcl-XL i¢in BNIP3 BH3 peptitlerinin afinitesinin, otofaji yerine
hiicre oliimiinii tetikleyemeyecek kadar diisiik oldugunu bildirmislerdir. Bagka bir
calisma, BNIP3'in LC3 ile etkilesen bdlgesinin, sitokrom c¢ salinimindan once
mitokondriyi hedefleyerek mitofajiyi indiikledigini ve bodylece hiicresel sitokrom c
salim kapasitesini azalttigini gostermistir (150). Ayrica hipoksi altinda, BNIP3-
siRNA ile transfekte edilen hiicreler ise kontrolden daha diisiik bir apoptoz oram
sergilemis ve BNIP3 tarafindan indiiklenen apoptozun, kaspazdan bagimsiz oldugu
rapor edilmistir. MA uygulanmasi, BNIP3 kaynakli hiicre apoptozunu ve dliimiinii
artirabilecegi ve mitofajinin hipokside koruyucu bir rol oynadig1 gosterilmistir (150).
Calismamizda DAPI boyama ile IR’ye maruz serebral dokularda apoptotik
cekirdeklerin varligr dikkat cekti. Bu ¢ekirdekler mitofajide gorevli yolaklardan
herhangi birinin strese bagli olarak apoptoz yoniine egilimi ile iligkili olabilir.
Bunlara ek olarak, kardiyak iskeminin FUNDCI1 defosforilasyonunu degistirerek
mitofajiyi aktive ettigi ve hasarli mitokondri ve sitokrom-c'yi elimine ettigi,
reperfiizyonda ise, FUNDCI aktivasyonunun azaldigi ve apoptoz olasiligini artiran
mitofajiyi azaltan ve nekroptoz ana medyatdrlerinden olan Ripk3 ekspresyonunu

arttig1 rapor edilmistir (136). Buna gore, mitofaji medyatodrleri apoptoz ve otofaji
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arasindaki dengenin yanisira nekroptoz modiilasyonu ile de hiicresel denge

saglayabilir.

Sonuc¢

e Parkin-PINKI1, FUNDC1 ve BNIP3 protein ekspresyon diizeylerinin artist
OSA okliizyonuna bagli serebral IR ile tiim mitofaji yolaklarinin aktif

oldugunu gosterebilir.

e Iskemik ardkosullanma, uzak iskemik ardkosullanma ve melatonin mitofaji
yolaklarindan FUNDCI1 ve BNIP3 yolaklarini inhibe ederek koruyucu etki
gosterebilir. IR ile FUNDCI1 ve BNIP3 aracili mitofaji artisinin tedavilerle
azalmis olmasi, bu yolaklarin reperfiizyon hasarina aracilik edebilecegini ve

tedavi ile artisinin sinirlandirilabilecegini diistindiirebilir.

e IR ile artmis Parkin-PINKI1 diizeylerinin tedavi uygulamalar1 ile korunmasi,
bu mitofaji yolagmin aktivasyonunun hiicresel sagkalimi destekledigini

diistindiirebilir.

e Klinik uygulanabilirligi oldukca kolay ve noninvaziv bir metod olan uzak
iskemik ardkosullanma, klasik ardkosullanma kadar mitofaji mekanizmalari

ve noronal hasarda koruyuculuk saglayabilir.

e Melatonin, ardkosullanma metodlar1 ile ayn1 mitofaji yolaklarini kullanarak
koruyuculuk saglayabilir ve farmakolojik ardkosullanma yapan bir ajan

olarak diisiiniilebilir.

e Serebral IR hasarmma bagh olarak artan BNP, IR hasarinin teshisinde ve

tedavinin degerlendirilmesinde kullanilabilecek bir biyobelirtec olabilir.

60



e Serebral IR hasarinda kullanilan tedavilerin daha etkili olabilmesi i¢in
semptomlar bagladiktan hemen sonra, miimkiin olan en kisa siirede
uygulanabilmesi biiyiik dnem tasir. Invaziv olmayan ve etkili giicii yiiksek bir
metod olan uzak iskemik ardkosullanma ve melatonin klinik olarak
uygulanabilirligi  test edilebilir ve terapotik bir strateji  olarak

degerlendirilebilir.
Cahsmanin simirhhklan

Ardkosullanma ve melatonin uygulamalari molekiiler diizeyde ve ndronal
hiicre yogunlugu agisindan iyilesme/koruyuculuk saglarken, bu etki davranis testleri
aracilig1 ile klinik tabloya yansimadi. Bu durum reperfiizyon siiresinin 24 saatle
sinirli olmasindan kaynaklanabilir (Reperfiizyon siiresi mitofaji yolaklarinda gorevli
Parkin ve Pinkl vs proteinlerin 24. saatte maksimum seviyeye ulastigma dair
literatiir bilgisine bagli olarak belirlendi).

Calismada goze c¢arpan apoptotik c¢ekirdeklerin varligi, mitofajide gorevli
yolaklardan herhangi birinin strese bagli olarak apoptoza egilimi ile iliskili olabilir.
Caligmamizda, immunoflorosan boyama yontemi olarak DAPI boyamas: yapildi.
Beraberinde tunel boyama ve Bcl-2, kaspaz-9 vs diizeylerinin analizi ile mitofaji
bagimli/mitofajiden bagimsiz apoptotik seyrin gézlenmemis olmasi ¢alismanin eksik

yonleri olarak diisiiniilebilir.
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