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OZET
Deneysel Serebral Iskemi/Reperfiizyon Modeli Olusturulan Sicanlarda

Agomelatinin Etkilerinin Arastirilmasi

Amag: Bu ¢alismada melatonerjik ve serotonerjik sistem aktivitesinde rol alan ve
ndrogenezi destekledigi bilinen Agomelatin’in, ndronlarda yogun hasara neden olan SI/R

stirecindeki etkilerinin arastirilmasi amaclandi.

Materyal Metod: Calismaya dahil edilen Sprague Dawley irki erkek siganlar
kontrol, SI/R ve SI/R+Agomelatin (20 ve 40 mg/kg) olmak iizere dort gruba (n=10)
ayrildi. Kontrol disindaki gruplarda 60 dakikalik SI uygulandi. Si’den bir saat sonra
intraperitonal yolla SI/R grubuna hidroksietil seliiloz, SI/R+Agomelatin gruplarma ise 20
ve 40 mg/kg Agomelatin uygulandi. Ug¢ giinliik R boyunca siganlara NDS, rotarod,
yapiskan ¢ikarma ve kavrama giicii testleri yaptirildi. Deney sonunda hayvanlar dekapite
edilerek beyin dokular1 alindi. Alinan beyin dokularinda TTC boyama yontemi ile infarkt
alan, Western Blot yontemi ile apoptoz (BCL-2 ve BAX) ve otofaji (Beclin-1, ATGS,
ATG7 ve p62) proteinlerinin seviyeleri belirlendi. Elde edilen verilerin istatistiksel

analizi yapild.

Bulgular: Kontrol ve SI/R+Agomelatin gruplarmin NDS skoru ve yapiskan
cikarma siiresi, SI/R grubuna goére diisiik; rotarodta kalma siiresi ve kavrama giicii
yiiksekti (p<0.05). Infarkt alamnin SI/R grubunda, kontrol ve SI/R+Agomelatin
gruplarina kiyasla biiyiik oldugu belirlendi (p<0.05). BCL-2, Beclin-1, ATGS5 ve ATG7
protein seviyelerinin, SI/R+Agomelatin grubunda SI/R grubuna goére yiiksek, BAX ve
p62 protein seviyelerinin ise diisiik oldugu tespit edildi (p<0.05).

Sonuc¢: Agomelatin’in ndrolojik defisit skorunu diislirdiigii gortildii. Davranig
testlerinde de denge-motor koordinasyonu, somatosensdr ve gii¢ kaybmi iyilestirdigi
saptand1. ilaveten Agomelatin’in SI/R hasarmin neden oldugu enfarktiis alanin1 azalttig1
tespit edildi. Bunlarin yan1 sira apoptotik protein seviyelerinde apoptozu inhibe edecek

yonde otofajik protein seviyelerinde otofajiyi indiikleyecek yonde etkiledigi tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Serebral iskemi, Agomelatin, Otofaji, Apoptoz
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ABSTRACT

Investigation Of The Effects Of Agomelatin On Experimental Cerebral
Ischemia/Reperfusion Modeled Rats

Aim: In this study aimed to investigate the effects of Agomelatine, which plays a
role in melatonergic and serotonergic system activity and is known to support
neurogenesis, on the Cerebral Ischemia (CI)/Reperfusion (R) process, which causes

intense damage to neurons.

Materials and Methods Sprague Dawley male rats included in the study were
divided into four groups (n = 10): control, CI/R and CI/R+Agomelatine (20 and 40
mg/kg). In groups other than control, 60-minute CI was applied. One hour after SI,
hydroxyethyl cellulose was administered intraperitoneally to the CI/R group, and 20 and
40 mg/kg Agomelatine was administered to the SI/R+Agomelatine groups. During three
days of R, the rats were subjected to NDS, rotarod, adhesive removal and gip strength
tests. At the end of the experiment, the animals were decapitated and their brain tissues
were taken. In the brain tissues taken, the levels of infarct area were determined by TTC
staining method, and the levels of apoptosis (BCL-2 and BAX) and autophagy (Beclin-1,
ATGS, ATG7 and p62) proteins were determined by Western Blot method. Statistical

analysis of the data obtained was performed.

Results: Control and Agomelatin groups than CI/R group, adhesive removal time
and NDS score were lower; rotarod time and grip strength were higher (p<0.05). The
infarct area was determined to be larger in the CI/R group compared to the control and
SI/R+Agomelatine groups (p<0.05). BCL-2, Beclin-1, ATGS and ATG7 protein levels
were found to be higher in the SI/R+Agomelatine group compared to the CI/R group, and
BAX and p62 protein levels were found to be lower (p<0.05).

Conclusion: Agomelatine was observed to reduce the neurological deficit score.
In behavioral tests, it was determined that it improved balance-motor coordination,
somatosensory and strength loss. Additionally, it was determined that Agomelatine
reduced the infarct area caused by CI/R injury. In addition, it was determined that it
affected the apoptotic protein levels in a way that would inhibit apoptosis and the

autophagic protein levels in a way that would induce autophagy.

Keywords: Cerebral Ischemia, Agomelatine, Autophagy, Apoptosis
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1. GIRIS

Inme, beyni besleyen damarlarda olusan tikanikliklar ya da damar disina
kanamalar nedeniyle gegici/kalic1 olarak etkilenmesi ile karakterize norolojik bir
hastaliktir (1). Son yillarda yiiksek oranda morbidite ve mortaliteye neden olmasi, insan
sagligina tehdidinin devam ettigini gostermektedir (2). Ayrica tiim diinyada onde gelen
Oliim nedenleri arasinda ikinci sirada yer aldigi ve diinya ¢apindaki tiim oliimlerin
%10'unu olusturdugu bilinmektedir (3, 4). inme temelde iskemik inme/serebral iskemi ve
hemorajik inme olarak siniflandirilabilir. Serebral iskemi (SI) tiim inmelerin yaklasik

%71°1 gibi biiyiik bir kismin1 olugturmaktadir (5).

Si en basta duyusal ve motor ndronlarin disfonksiyonu sonucu denge motor
koordinasyonda bozukluklarla, somatosensoriyel kayiplarla ve kavrama giiclinde
zayiflamayla kendini gdsterir (46). Fiziksel bu degisimin nedeni SI’nin yogun noronal
hasara ve o6liimiine neden olmasidir (45) SI nedenli ndronal hasar beyni besleyen
damar/damarlarin tikanarak beyindeki kan akiminin bolgesel veya tamamen kesilmesiyle
baslar. Bu kesinti sonucu olarak oksijen ve glikoz yoksunlugu kaynakli agir1 metabolik
stres hali meydana gelir (6). Reperfiizyon (R) ise ¢esitli mekanizmalar sonucu tikanan
kan akisinin diizenlenmesi ile iskemik bolgenin yeniden oksijenlenmesi olayidir. R’nin,
Sinedenli asir1 metabolik stresi hafifletmesi, dolayisiyla doku hasarini azaltmasi beklenir.
flging bir sekilde R sonrasi olusan doku hasar1 sadece iskemi sonucunda olusan doku
hasarindan fazladir. Yani SI’yi takip eden R’nin enfarktiis boyutunu arttirarak serebral
hasar1 siddetlendirdigi goriiliir (7, 8). Buna “deklemp soku (declamping shock)” adi
verilir (9, 10). SI ve R hasarmdan en cok etkilenen bdlge kor (¢ekirdek) ve bu bolgeyi
cevreleyen alan ise penumbra alani olarak adlandirilir (11). Kor bélgesinde daha kalici
hasarlar ve néronal 6liimler meydana gelirken, perifere gidildik¢e bu hasarin hafifledigi
gorilmistir. Bu nedenle penumbra, potansiyel olarak kurtarilabilir bir alan olarak
nitelendirilmistir (12). Bu nitelik ile penumbra alami, SI/R hasar1 (13, 14) ve iyilesmesi
(15-18) ile ilgili calismalar i¢in bir hedef haline gelmistir. Bu ¢aligmalar ayn1 zamanda
iskemik hasarin iyilesmesi siirecinde penumbradaki otofajik ve apoptotik aktivitenin

onemli rol oynadigini gdéstermistir.

Otofaji (Autophagy), Yunancada auto (kendi) ve phagein (yemek) kelimelerinin
birlesmesi ile olusmus ve kelime anlami olarak “kendini yeme/sindirme” anlamina gelen
bir terimdir. Bu terim ilk olarak Christian de Duve tarafindan lizozomal aktiviteden

bahsederken kullanilmistir (19). Otofaji, sitoplazmik makromolekiiller ve/veya islevlerini

1



yitirmis organellerin lizozom ile par¢alanmasi olayidir. Bu olay ile hiicrenin ihtiyag
duydugu enerji ve anabolik yapitaslar1 saglanir. Otofaji sadece hiicresel bilesenlerin
dontisiimiinden ibaret degildir. Stres ve “starvation” adi verilen hiicresel aclikta otofajik

aktivite artar.

Apoptoz (Apoptosis), Yunanca apo (-den/-dan) ve ptosis (diismek) anlamlarina
gelen kelimelerden olusmus ve “ayrilarak diisme, son bulma” gibi anlamlarda
kullanilmaktadir (20). Biyolojik terim olarak apoptoz, ilk olarak 1972°’de Kerr ve
arkadaslan tarafindan, morfolojik olarak farkli bir bigcimde olan ve progamlanmis hiicre
Olimiinii tanimlamak amacryla kullanilmistir (20). Progamlanmig hiicre 6liimii hiicresel
dongiisiinii tamamlamis hiicrelerin 6liimii ile organizmada hiicre ¢ogalmasini diizenler.
[laveten, hasarli ve potansiyel olarak tehlikeli hiicrelerin yok edilmesiyle organizmaya bir
savunma mekanizmasi saglar. Tiim bunlar, beyinde ciddi bir doku hasarina neden olan

SI’nin, beyin dokuda apoptotik aktivite artigina neden olabilecegini diisiindiiriir (20).

SI/R hasarinin iyilestirilmesine yonelik cesitli yaklasimlar mevcuttur (21-24).
Bunlar arasinda farmakolojik yaklasimlar daha yaygindir. Bunun yani sira iskemik
hasarin iyilestirilmesinde umut vadeden ajanlar ile ilgili ¢calismalar devam etmistir (25-
28). Bu calismalarda SI/R hasar1 ve Melatonin ile ilgili calismalar dikkat cekmistir.
Ciinkii Melatonin’in immiin yanit olusturulmasinda (29, 30) ve antioksidan aktivitede
(31-34) rol aldig1 bilinmektedir. Merkezi sinir sisteminde (MSS) ise hem ndroprotektif
(35, 36) hem de apoptotik ve otofajik aktivite ile ndroinflamasyonu hafifletici etkinligi
(37, 38) yapilan caligsmalarla ortaya konmustur. Tiim bunlar Melatonin agonisti olan
Agomelatin’in de néroprotektif ve/veya néroinflamasyonu hafifletici etkinligi olabilecegi
beklentisi dogurmustur. Yapilan ¢aligsmalar bu beklentiyi karsilayacak niteliktedir (39-
41). Bu durum, Agomelatin’in SI/R hasari ile iliskisinin incelenecegi ¢alismalara ihtiyac
duyuldugunu gostermektedir. Literatiirde yapilan ¢alismalar oldukca sinirli olup
genellikle Agomelatin’in SI/R hasarinda néroprotektif etkisi olabilecegini ortaya
koymustur (42-44). Buna karsin Agomelatin’in SI/R hasarinda terapotik etkinliginin olup
olmadigi heniiz tam anlamiyla aydinlatilmamistir. Planlanan bu tez ¢alismasinda,
Agomelatin’in SI/R hasarinda tedavi edici etkinligi olup olmadigmin incelenmesi
amaglanmistir. Planlanan bu tez ¢calismasinda, Agomelatin’in, SI/R hasar1 nedenli denge-
motor koordinasyonu, somatosensdr ve gili¢ kaybini iyilestirip iyilestirmeyeceginin

incelenmesi de amaclanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Beynin Kanlanmasi

Insan beyni, viicut agirhiginin %2-3’ii gibi kiigiik bir kismini olusturur. Buna
karsin beyin istirahat halinde kalp debisinin yaklasik olarak %15°1, oksijen ve enerji
(glikoz) tiiketiminin ise yaklagik %20’si gibi biiyiik bir kismina gereksinim duyar (45,
46). Beyin sinaps olusturmak iizere ndronlar lizerinde aksonlar ve dendritlerin gelisimini
saglama, nérotransmitter sentezi ve depolanmasi, noéronal hasarin onarilmasi ve membran
potansiyelinin korunmasi gibi sayisiz islevlere sahiptir. (47, 48). Bu sayisiz islevlerini
gerceklestirebilmesi icin de enerjiye ihtiya¢ duyar. Beynin temel enerji kaynagi
glikozdur. Dolasim ile beyne gelen glikoz, buradaki glikoz tasiyict 1 (GLUTI1)
araciligiyla kan beyin bariyerini asarak beyindeki ekstraseliiler siviya gecer. Ekstraseliiler
stvidan da GLUT]1 ile astrositlere ve GLUT3 adli tasiyict ile de noronlara girer. Glikoz,
beyinde (perifer hiicrelerde oldugu gibi) oksijen ile beraber yikilarak enerjinin eldesinde
kullanilir (49). S6z konusu isleyis Sekil 2.1°de 6zetlenmistir. Bu fizyolojik olay, beynin
enerji gereksiniminin karsilanmasinda glikoz ve oksijenin dolayisiyla tiim bunlari

saglayan serebral kan akiminin biiyiik 6nem tasidigini gosterir.
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Sekil 2. 1. Glikozun kan beyin bariyerinden gecisi ((A), glikozun néron ve astrosit

hiicrelerine glikoz tasiyicilari tarafindan kullanilmasi (B)) (GLUT1: Glikoz tastyict 1, GLUT3:
Glikoz tasiyici 3)



Serebral kan akimi, 100 g beyin dokusunda dakikada yaklasik 50 ml’dir. Bu deger
gi cevherde 70-80 ml/dakikaya cikarken beyaz cevherde yaklasik 20 ml/dakikadir (50,
51). Bununla beraber 100 g beyin dokusu dakikada yaklasik 5,6 mg glikoz (49) ve 3,5 ml
oksijen sarf eder. Serebral otoregiilasyon bu hassas dengenin korunmasi i¢in serebral
arteriyel basinci ortalama 70-160 mmHg araliginda tutar (50). Bu nedenle serebral kan
akimi ve kan basinci serebral otoregiilasyon adi verilen mekanizma ile siirekli kontrol

altinda tutulur (52).

Serebral dolasimda yer alan damarlar, brakiyosefalik gévde (innominat arter), sol
kommon karotid arter (KKA) ve sol subklavian arter olmak iizere 3 dala ayrilan aortik
arktan koken alir. Innominat arter (brakiyosefalik gévde) de Sag KKA ve sag subklavian
arter olmak tizere iki dala ayrilir. Sagda ve solda seyreden KKA’ler internal karotid arter
(IKA) ve eksternal karotid arter (EKA) olmak iizere dallara ayrilirlar ve bu dallardan IKA
beyine ilerler. Yine sagda ve solda var olan subklavian arterlerden de vertebral arter adi
verilen dallanmalar meydana gelir. Vertebral arterler beyine dogru kafatasinin igerisinde

birleserek basiller arterleri olusturur (51, 53).

Ozetle periferden uzanarak beyine ulasan ve serebral dolasimda rol alan damarlar
anteriorda IKA ve posteriorda basiller arterlerdir. Bu iki arter beyin icinde kompleks bir

damar ag1 olan Willis Poligonu’nu olusturur.

2.1.1. Willis Poligonu

Willis Poligonu, beynin tabanina yerlesik anastomoz yapmis arterlerden olusan
damarsal agdir. Bu damarsal yap1 ve islevi tarihte Fallopius, Casserio, Vesling ve Webfer
gibi bir¢ok bilim insani tarafindan aydinlatilmaya calisilmistir. Ancak 1664’te Thomas
Willis’in tam tanimlamasi ve islevini ortaya koymasi ile bu yapiya Willis Poligonu ad1

verilmistir (54, 55).

Poligon (polygone) Fransizca kokenli bir kelime olup “cokgen” anlamindadir ve
gercekten de Willis Poligonunda yer alan atardamarlar c¢okgeni animsatacak
goriiniimdedir. Anastomoz yapmis damarlarin baglantisinin  ifadesinde poligon
kavraminin yani sira ¢ember kavrami da kullanilabilmektedir. Ciinkii anastomotik
damarlar beyindeki kanlanmanin aksamamasi i¢in ¢cembersel baglanti kurmuslardir. Bu
baglanti sayesinde beyindeki kan akisinin azalmasi veya durmasi halinde beyin

dokusunda perflizyon korunur (56). Yani Willis Poligonu’nun temel islevi serebral



kanlanmanin kusursuz saglanmasidir. Bu islevini nasil gergeklestiginin tam

anlasilabilmesi i¢in Willis Poligonu’nu olusturan arterlerin iyi bilinmesi gerekir.

Willis Poligonu basitce IKA’in ve basiller arterin dallarindan olusan bir vaskiiler
halkadir. Karsilikli IKA’lardan bilateral olarak dallanan anterior serebral arterler, anterior
kommunikan arter (AKA) ile birbirine baglanarak beynin 6n tarafinin kanlanmasin
saglar. IKA’dan dallanan orta serebral arterler (OSA) beynin lateraline dogru seyrederek
bu bolgelerin kanlanmasini saglar. Beynin arka tarafi ise Basiller arterin, ikisi de posterior
serebral arter olarak adlandirilan iki dali ile kanlanir. Bu dallar posterior kommunikan
arterler ile IKA’ya baglanir. Boylece ¢ember tamamlanarak beynin her bdlgesinin
kesintisiz kanlanmasi saglanir (57). Serebral dolasimda ve Willis Poligonu’nda yer alan

damarlar Sekil 2.2°de gosterilmistir.
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Sekil 2. 2. Aortik ark ve Willis Poligonu’nun anatomik goriiniimii (58)

Sican ve insan Willis Poligonu, biiylik dlgiide benzer olsa da serebral halkada
morfolojik farkliliklar mevcuttur (Sekil 2.3). insan Willis Poligonundaki AKA siganlarda

bulunmamakta, siganlardaki olfaktor arterler de insan Willis Poligonunda yer



almamaktadir. Siganlarda IKA’larm Willis Poligonu’na katilmas: dikkat ¢ekmektedir.

Bunun aksine insanlarda IKA’lar Willis poligonuna dahil olmadan dallanir (59).

Anterior Kommunikan Arter N—
Olfaktor Arter

/

Anterior Serebral Arter N
Orta Serebral Arte

r

Internal Karotid Arter

Posterior Kommunikan Arter

Posterior Sercbral Arter

Basiller Arter

insan Willis Poligonu Sican Willis Poligonu

Sekil 2. 3. Insan ve siganlarda Willis Poligonu yapis1 (60)

2.2. inme

Halk arasinda fel¢ olarak da bilinen inme, serebral kan akiginin azalmasi veya
kesilmesi sonucu beynin glikoz ve oksijenden yoksun kalmasi ile ortaya ¢ikan klinik tablo
olarak tanimlanabilir (61, 62). Diinya Saglik Orgiitii inmeyi vaskiiler nedenli serebral
fonksiyon bozuklugu olarak tanimlamis ve inmenin genellikle 24 saatten fazla siirerek

6limle sonuc¢landigini belirtmistir (63, 64).

Inmenin tarihi MO 1600°lii yillara dayanmaktadir. Eski misir tibbi metinlerinden
Edwin Smith Papiriisii’nde ilk kez travmatik beyin hasarindan bahsedilmistir (65). MO
400’li yillara gelindiginde antik Yunan hekimlerinden Hipokrat ise inmeye benzer bir
durumdan bahsetmis ve bu durumu “apopleksi” olarak adlandirmistir (66, 67). On yedinci
yiizyila gelindiginde Ingiliz hekim Thomas Willis inmeyi kan dolasimi ve akisindaki
bozulma nedeniyle meydana gelen beyin hastaligi olarak tanimlamistir (68). On
dokuzuncu yiizyillda Fransiz doktor Jean-Martin Charcot, Hipokrat’in yiizyillar dnce
apopleksi olarak adlandirdigi terimi ani felg ve biling kaybi olarak tanitt1 ve bu duruma

serebral damarlarda biriken kolesteroliin damar1 tikamasi ile veya damarda olusan pihti
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ile beyne giden kanin azalmasinin ve kesilmesinin neden oldugunu vurguladi (69, 70).
Yirminci ylizy1l baglarinda X-1ginlar1 ve daha sonra bilgisayarli tomogafi ve manyetik
rezonans gibi c¢esitli goriintiileme tekniklerinin gelistirilmesi tip diinyasim1 aydinlatir
nitelikte olmustur (71). Teknolojik gelismeler ile beyinde ger¢eklesen bu olay ve hasarin
boyutu daha net belirlenebilmis ve serebral kan akisindaki degisiklikler daha iyi
incelenebilmistir. Incelemeler dogrultusunda yapilan ¢alismalar serebral kan akisindaki
azalmanin veya kesintinin nedeni olarak beyne giden damarlarda pihtilasmay1 one
cikarmustir (72, 73). Elde edilen bu sonuglar iizerine yirminci yiizyilin sonlara dogru
yapilan bilimsel ¢aligmalar inmenin 6nlenmesi ve tedavisine yonelmistir. Bu baglamda
pthtilasmanin 6niline gegebilmek icin heparin ve varfarin basta olmak {iizere gesitli
antikoagiilanlar (74, 75) mevcut pihtinin ¢6ziilmesi i¢in ise ¢esitli trambolitik tedaviler
(76, 77) gelistirilmistir. Yirmi birinci ylizyila gelindiginde ise endovaskiiler trombektomi
ad1 verilen beyindeki kan pihtisinin fiziksel olarak alinmasini saglayabilecek stentler ve

kateterler gelistirilmistir (78, 79).

Tarih boyunca inmenin bu kadar ilgiyle takip edilmesinin nedeni mortalite ve
morbidite oranlar1 yiiksek bir hastalik olmasidir (2, 80). Diinya genelinde, baslica 6lim
nedenleri arasinda ikinci sirada yer almasi (3) ve tiim dliimlerin yaklasik %10'unu

olusturmasi (4) bu hastaligin ciddiyetini géstermektedir.

2019 ve 2022’de yapilan Global inme Istatistiklerinde inme vakalarmin, inme
nedenli 6liimlerin, inmenin goriildiigii cinsiyet ve yas grubunun iilkelere gore degisiklik
gosterdigi ifade edilmistir. Istatistik sonuglarina bakildiginda ii¢ y1l icerisinde inme
mortalite oraninin azaldigi (81, 82) farkl bir calismada da bu azalmanin ¢esitli tedavilere

bagli seyrettigi ortaya konmustur (2, 80).

Inme, hemorajik inme ve iskemik inme/serebral iskemi olarak adlandirilan iki
sekilde goriilebilir. SI tiim inmelerin yaklasik %711 gibi biiyiik bir kismimi, hemorajik

inme ise yaklasik %29 unu olusturmaktadir (5).

Iskemik inme, hemorajik inme ile benzer seyreder. ikisi de serebral kanlanmanin
azalmasi/kesintiye ugramasi sonucu beynin glikoz ve oksijenden yoksun kalarak
hasarlanmas: seklinde ilerler. Ikisi arasinda bilinen tek fark serebral kanlanmanin nasil
kesintiye ugradigidir (83). Bu iki inme tliriiniin daha iyi anlasilabilmesi i¢in daha

yakindan incelenmesi gerekir.



2.2.1. Hemorajik inme

Hemorajik inme beyne giden kan damarlarinin zarar goérmesi ve/veya yirtilmasi
sonucu meydana gelen beyin kanamasi olarak tanimlanabilir. Beyinde gergeklesen bu
kanama sonucunda hem damarlardan sizan kan beyin dokusuna baski yapar hem de
serebral kan akis1 kesintiye ugrar. Bu iki durum da beyin dokusunda hasara neden olur
(84). Hemorajik inme, intraserebral kanama ve subaraknoid kanama ad1 verilen iki tiir
olarak goriilebilir (85). Bu iki kanama tiirli arasindan intraserebral kanamanin daha
yaygin oldugu bilinmekle birlikte ileri yaslarda ve erkeklerde daha sik goriilmektedir (86,
87).

2.2.2. Iskemik inme/Serebral iskemi

Iskemik inme, serebral damarlarm tikanmas1 sonucu meydana gelen inme tiiriidir.
Beyne giden damarlarin tikanmasi sonucu serebral kanlanmanin azalmasi ve/veya
kesintiye ugramasi ile gerceklesir. Damar tikamikliginin en yaygin nedenleri kan
damarlarmin duvarlarinda plak olusumu ve kanin damar igerisinde pihtilagarak tromboz
veya emboli olusumudur (88). Bu plaklarin olusumu, kanda bulunan kolesterol, trigliserit
ve diger maddelerin (kalsiyum, hiicresel atiklar vb.) vaskiiler duvarlarda birikmesiyle
sekillenmektedir. Damar duvarlarindaki hasar sonucu kanda bulunan pihtilasma
faktorlerinin etkisiyle tromboz meydana gelir. Tromboz da damar ¢eperine yapigarak

piht1 veya emboli olusumuna neden olur (88).

A. Tarihi ve Tanmmmlanmasi

Si’nin klinik bulgularmnin incelenmesi inme semptomlarinin ilk kez tanimlandig
donemlere kadar uzanir. On dokuzuncu ylizyila gelindiginde ise Fransiz Doktor Jean-
Martin Charcot, Hipokrat’in ylizyillar 6nce apopleksi olarak adlandirdigr inmeyi
aciklamas1 Si’ye &6zgii ilk bulgulari ortaya koymustur. Dr. Charcot, inmenin beyin
damarlarinda tikanma sonucu kanlanmanin azalmasiyla meydana geldigini agiklamais,
beyin damarlarindaki tikanikliga damar c¢eperinde kolesterol birikmesinin veya
damarlarda olusabilen pihtinin neden oldugunu ortaya koymustur (69, 70). On dokuzuncu
yiizyil ortalarinda kalp hastalarini incelerken sadece serebral damarlardaki pihtilagmanin
degil perifer damarlarda olusan pihtinin da dolasim yoluyla beyin damarlarini
tikayabilecegini fark eden Fransiz doktor Armand Trousseau serebral emboli ve inme
arasindaki baglantiyr agiklamistir (89). Yirminci ylizyila gelindiginde, glinlimiizde hala
kullanilmakta olan serebral anjiyogafi ve elektroensefalogafi gibi teshis tekniklerinin

gelistirilmesi SI’nin tanimlanmasia biiyiik katki saglamistir (90, 91). Bu gelismelere
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bilgisayarli tomogafi ve manyetik rezonans gibi goriintiileme yontemlerinin de eklenmesi
SI’nin teshisinde biiyiik kolaylik saglamistir (71, 92). Teshis kolaylig1 saglanmasiyla
iskemik inmenin altinda yatan nedenlerinden biri olan serebral tromboz ve emboliyi daha
1yl aydinlatir nitelikte olmustur (93, 94).
B. Epidemiyolojisi

SI tiim inmelerin yaklasik %71°i gibi biiyiik bir kismini olusturdugu bilinmektedir
(5). Yapilan baz istatistiksel ¢aligmalar bu payin %85’e varabilecegini ortaya koymustur
(95). Sl insidansinin yasla beraber arttig1 ve 65 yas iizerinde yaygin olarak goriildiigii
bilinmektedir. Cinsiyete gore dagilimma bakildiginda erkeklerdeki oranin
kadinlardakinden daha yiiksek oldugu buna karsin kadinlarm hayat boyu Si riskinin daha
yiiksek oldugu sdylenebilmektedir (96). Kadimlardaki bu yiiksek riskin nedeni SI’ye kars1
koruyucu oldugu ifade edilen premenopozal donemdeki hormonal faktérlerin menopoz
doneminde ortadan kalkmasidir (97, 98). Hatta menopoz sonrasi kadinlarda SI riskinin
erkekleri gegebilecek kadar arttigi diislintilmektedir (99). Diinya genelinde bolgesel
olarak en yiiksek SI insidansinin Dogu Asya’da, ulusal olarak da Misir ve Cin’de en
yiiksek oldugu goriilmiistiir (100).

Iskemik inme ile ilgili umut verici istatistiksel bir veri de ¢esitli koruma ve tedavi
yontemlerinin uygulanmasina paralel olarak SI goriilme sikligmin azalmasidir. (2, 80,

101).

C. Nedenleri ve Risk Faktorleri

Literatiirdeki ¢aligmalar incelendiginde bazi demografik 6zelliklerin, metabolik
dengedeki bozukluklar ile kronik hastaliklarin ve olumsuz yasam tarzinin SI’ye neden
olabilecegi ve/veya SI icin risk faktdrii olabilecegi belirlenmistir (102). Yapilan
calismalar ile yas artisi ile SI riskinin artt1§1 ortaya konmus ve yaslanmanin Si i¢in 6nemli
bir risk faktorii oldugu vurgulanmistir (96, 103, 104). Diger demografik risk faktorii
olarak cinsiyetler aras1 SI goriilme durumuna bakildiginda erken yaslarda erkeklerde daha
sik goriilen Si'nin ileri yaslarda dzellikle menopozun baslangici ile kadinlarda arttig
rapor edilmistir (12, 105). Bunlarin yan1 sira SI insidansinin yas ve cinsiyetten bagimsiz
olarak siyahi irkta daha yiiksek olmasi irkin da Si igin bir risk faktdrii olarak
degerlendirilmistir (106, 107).

Serebral damarlarda plaka olusumuna neden oldugundan ve endotel disfonksiyona
yol acarak tromboz olusumuna zemin hazirladigindan dislipidemi/hiperlipidemi (108,

109), hipertansiyon (110-113), hiperglisemi/diyabet (114, 115), obezite (116-118) Si’nin



onde gelen risk faktorleridir. Aritmilerle karakterize atriyal fibrilasyon da
tromboembolizm/serebroembolizm ile SI’ye neden oldugundan risk faktérleri arasinda
yer almaktadir (119-121). Yasam tarz1 SI olusumu igin bir tehdit unsurudur. Bunlardan
dengesiz ve yetersiz beslenmenin (malniitrisyon) hem metabolik dengeyi olumsuz
etkileyerek dolayli yoldan Si’ye neden olabilecegi hem de Si’de mortaliteyi arttirdig
ortaya konmustur (122, 123). Ayrica yapilan calismalar makro ve mikro besin bilesenleri
bakimindan yeterli olan Akdeniz Diyetinin SI insidansini azaltabilecegini gdstermistir
(124-126). Sedanter yasam da sagliksiz beslenme gibi dolayli yoldan Si olusumuna ortam
hazirladigindan Si i¢in risk niteligindedir (127). Yapilan calismalar fiziksel aktivitenin S1
hastalarinda hastalik seyrini olumlu yonde etkileyebilecegini ortaya koymustur (128).
Sigara kullaniminin vaskiiler hasarla tromboz olusumuna ve kan beyin bariyerinde
disfonksiyonuna neden oldugundan SI’nin énde gelen risk faktdrlerindendir (129, 130).
MSS iizerinde eksitotoksisite ve noronal hasar basta olmak iizere bir¢ok olumsuz etkileri

oldugundan alkol kullaniminin da S i¢in bir risk faktorii oldugu goriilmiistiir (131).

D. Patofizyolojisi

SI, denge motor koordinasyonda bozukluklarla, somatosensoriyel kayiplarla ve
kavrama giiciinde zayiflamayla kendini gosterir (46). Fiziksel bu degisim Si’nin
patofizyolojik siirecinde duyusal ve motor néronlarin disfonksiyonuna neden olan yogun
ndronal hasarmn ve dliimiin meydana gelmesidir (45). SI nedenli néronal hasari mevcut
tikanikligin giderildiginde ve iskemik bolge yeniden reperfiize oldugunda azalmasi
beklenirken R’nin, SI hasarini siddetlendirdigi goriilmiistiir. (7, 8). Bu durum “deklemp
soku (declamping shock)” olarak adlandirilmaktadir (9, 10) . S6z konusu patofizyolojik
siiregte yalnizca SI hasarindan bahsetmek yetersiz kalacagindan SI ve R hasarinin beraber
incelenmesi gerekmektedir.

SI/R hasar1 glikoz ve oksijen yoksunlugu gériilen dokuya ait hiicrede (néronda)
enerji birimi olan adenozin trifosfat (ATP)’in sentezlenememesi ve tliikenmesi ile
tetiklenir (132). Hiicrelerde ATP nin sentezlenememesi ve tiikenmesi biiyiik hasarlara yol
acabilen bir patofizyolojik siirecin baglangicidir. Hiicrelerde ATP’ye bagimli olan ve
hiicre i¢i ile hiicre dis1 iyon dengesini saglayan pompalardan sodyum potasyum ATPaz
(Na-K ATPaz) pompasi, ATP nin parc¢alanmasi ile hiicre membraninda Na* ve K* iyon
degistiricisi olarak gorev alan bir enzimdir (133). Na-K ATPaz aktivitesinde her ATP
pargalanmasi ile 2 K hiicre i¢ine alinir ve 3 Na' hiicre disina ¢ikar (133). Bu iyon

degisikligi ile hiicre i¢i ve hiicre disi iyon dengesi saglanarak hem iyon (Na‘ ve K)
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gradyani hem de hiicrenin dinlenme membran potansiyeli korunur. Hiicrelerde yeterli
diizeyde ATP’nin bulunmamasi 0Ozellikle hiicre i¢i iyon konsantrasyonlarinda
dengesizlige neden olur (134). Bu da hiicrede dinlenme membran potansiyeli
korunmamasi sonucu hiicre zarinda siirekli bir depolarizasyon meydana gelir (134).
Noronlarin siirekli depolarize olmas1 bir aksiyon potansiyeli olusmasina ve olusan bu
aksiyon potansiyeli de presinaptik terminallere ulastiginda voltaj kapili Ca* kanallarinin
acgilarak hiicre icerisine Ca*? iyon girisine neden olur (135). Ca*? girisi ile glutamatin

sinaptik bosluga salinim1 gergeklesir (135).

Sinaptik bosluga salinmis glutamat, néronlarda iyonotropik ve metabotropik
olmak {izere iki tip reseptdrii ile aktivite gosterir. Iyonotropik reseptdrler N-metil-D-
aspartat (NMDA), a-amino-3-hidroksi-5-metilizoksazol-4-propiyonik asit ve kainat
olarak adlandirilan i¢ alt gruba ayrilir (136). Si sirasinda meydana gelen patofizyolojik
stiregte Ozellikle NMDA reseptorleri one ¢ikar. Ciinkii bu reseptorler aktive olduklarinda
hiicre icine asir1 miktarda Na* ve Ca™? iyonlarmin girisi gerceklesir (137). Hiicre icerisine
Na" girisi ile beyinde 6dem olusumuna ve serebral hasara zemin olusturur (138). Bunun
yam sira hiicreye yiiksek diizeylerde Ca*? akigt Ca*?> homeostazinin bozulmasina ve onu
takip eden bir dizi hiicresel olay ile eksitotoksisiteye neden olur. Hiicre icine NMDA

*2°a bagimli proteaz, lipaz ve endoniikleazlar:

reseptorii kaynakli Ca*? girisi hiicredeki Ca
aktive eder. Bu enzimlerin aktivasyonu da hiicre iskeleti, hiicre zar1 ve DNA gibi hiicresel
bilesenlerin ve dolayisiyla hiicresel fonksiyonun bozulmasina neden olur (132). Enzimler
ayni zamanda mitokondriyal lipid ve proteinlerin de par¢alanmasina yol acar ve reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimine neden olur. Tiim bunlar mitokondrinin fonksiyonel
bozuklugu ve oksidatif stres ile sonuglanir. Meydana gelen bu mitokondriyal

disfonksiyon hiicresel islevlerin kaybedilmesine ve noronal hasara yol acar.

SI/R nedenli néronal hasarin en yogun oldugu bolge kor (¢ekirdek) ve bu bdlgeyi
cevreleyen alan ise penumbra alani olarak adlandirilir (11). Kor bolgesindeki hasar daha
cok geri doniisiimsiiz/kalic1 iken, penumbral alanda hasarin hafifledigi ve hiicresel
faaliyetlerin devam ettigi goriilmiistiir. Bu nedenle penumbra alani, potansiyel olarak
kurtarilabilir bir alan olarak nitelendirilmis, SI/R hasari ve iyilesmesi ile ilgili calismalar
icin bir hedef haline gelmistir (12-18). Bu calismalar ayn1 zamanda iskemik hasarin
iyilesmesi siirecinde penumbradaki otofajik ve apoptotik aktivitenin Onemli rol
oynadigii gostermistir. Ciinkii hiicrelerdeki glikoz ve oksijen yoksunluguna bagli ATP

sentezlenememesi ve tiikenmesi ile baslayan eksitotoksisite, mitokondriyal disfonksiyon
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ile apoptoz gibi néronal hasar ve hiicresel 6liim yollarinin aktivasyonuna ve otofaji gibi

inflamatuar yanitlarin olusmasina neden olur (139).

=<Glutamat=>>

Sekil 2. 4. SI’nin patofizyolojisi (CHO: glikoz, ATP: Adenozin tri-fosfat, NMDA: N-metil-
D-aspartat ROS: reaktif oksijen tiirleri, 1: ndronal dokuya ulasan kan hacmi azalir, 2: ndronlar tarafindan
kullanilacak glikoz ve oksijen miktar1 azalir, 3: hiicre icerisindeki ATP tiikkenir, 4: ATP bagimli iyon
kanallar1 aktivasyonu durur ve iyon gradyani bozulur, 5: hiicre membrani depolarize olur, 6: hiicre igerisine
Ca+2 girisi artar, 7: sinaptik bosluga glutamat salinir ve postsinaptik nérondaki NMDA reseptoriine tutunur,
8: NMDA aktivasyonu ile hiicre igerisine agir1 miktarda Na+ ve Ca+2 girisi meydana gelir (eksitotoksisite),
9: Ca+2 ‘un kofaktdrii oldugu proteazlar, niikleazlar ve lipazlarin aktivitesi hiicre yapisint bozabilecek
kadar artar 10: NMDA reseptor aktivasyonu hiicre i¢i ROS’larin artisina ve oksidatif strese neden olur, 11:

mitokondrial disfonksiyon meydana gelir.)

a. Apoptoz:
Apoptoz, hiicre ¢ekirdeginde ve sitoplazmada morfolojik degisikliklere yol acan
programli hiicre oliimidiir. (140). Apoptoz sirasinda meydana gelen ilk morfolojik

degisiklik, hiicre ¢ekirdeginde biiziisme (piknoz) ve buna eslik eden kromatin
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yogunlagmasidir. Bunu sitoplazmada vakuol olusumu ile yogunlagsma takip eder (141).
Ardindan hiicre iskeleti ile hiicre i¢ci madde tasima sistemler bozulur ve komsu hiicreler
tarafindan fagosite edilebilir apoptotik cisimler olusur (142).

Apoptoz hiicresel diizeyde incelendiginde bir¢ok pro-apoptotik ve anti-apoptotik
proteinlerin bu siirecte rol aldig1 goriilmistiir. Bu proteinler arasindan B hiicreli lenfoma-
2 (BCL-2) ve BCL-2 ile iliskili X (BAX) proteinleri 6ne ¢ikar (143, 144). BCL-2 anti-
apoptotik protein olup mitokondriden sitokrom C salinimini inhibe ederken BAX ise
BCL-2’nin aksine pro-apoptotik olup mitokondriden sitokrom C salinimini uyarir (143,
144). Sitokrom C salinimi piknoz ve kromatin yogunlasmasi, DNA hasar1 ve apoptotik
cisimlerin olusmasma neden olan kaspaz kaskadmi aktive eder (145). SI/R’nin
patofizyolojik seyrinde meydana gelen mitokondriyal disfonksiyona BCL-2’nin azalmasi
ve BAX’m artis1 eslik eder. Tiim bunlar SI/R sitokrom C saliimi artis1 ve bunu takip
eden kaspaz kaskadi aktivasyonundaki artisla sonuglanir. Bu da Si’de piknoz ve kromatin

yogunlagmasi, DNA hasar1 ve apoptotik cisimlerin olusmasi ile hiicresel hasarin artisina

neden olur.
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Sekil 2. 5. SI’de apoptozun seyri (BCL-2: B hiicreli lenfoma-2, BAX: BCL-2 ile iliskili X)
b. Otofaji:

Otofaji (Autophagy) Latince kokenli bir kelime olup kendi anlamina gelen “auto”

ile yemek anlamindaki “phagy” sozciiklerinin birlesiminden olugsmustur (146). Hiicrenin
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kendi kendini sindirmesi olayini ifade etmekte kullanilir. Bu olay hayvan hiicrelerinde
lizozomlar, bitki ve maya hiicrelerinde ise vakuoller ile gerceklesir (147).

Otofajinin temel tetikleyicileri hiicredeki hipoksik ortam, azalmis ATP diizeyleri
ve mitokondriyal hasar olup otofajik siirecin baslatilmasindaki temel amag hiicresel
hasarin en aza indirilmesidir. (148). Hiicrede otofajik siire¢ temelde besinsel geri
doniisiim ile enerji iiretiminin saglanmasi (149) ve ozellikle hasarli mitokondrinin
parcalanmasi (mitofaji) amaciyla (150) izolasyon membrani ad1 verilen bir otofagozomal
membran olusturularak baslar (147, 151). Bu membran uzayarak ve genisleyerek fagofor
olarak adlandirillan ve g¢esitli ¢oziinebilir sitoplazmik materyaller ve organelleri
cevreleyen hal alir (147, 151). Membrandaki bu uzama, cevreledigi sitoplazmik
materyaller ve organelleri ihtiva eden ve otofagozom da denilen bir kesecik olusturana
kadar devam eder (147, 151). Akabinde otofagozomlar lizozom ile birlesir ve otolizozom
adi verilen kompleksi olusturarak igerisindeki tiim bilesenler bozulur (147, 151).
Otofagozom igerisindeki ¢oziinebilir materyallerden o6zellikle yanlis katlanmig
proteinlere tutunarak otofajide bozulan p62 otofaji i¢in biyobelirte¢ niteliginde bir
proteindir. Dolayisiyla otofajik siirecin aktivasyonu p62 ifadesindeki azalmaya neden

olur (152).

Otofajik siirecte Ozellikle Beclin-1 olarak adlandirilan protein ve otofaji iliskili
gen (ATG) tarafindan kodlanan ve ATG proteinleri olarak bilinen proteinler aktif rol alir.
Beclin-1 izolasyon membrant olusumunun indiiklenmesindeki rolii ile bilinir. ATG
proteinlerinden 6zellikle ATGS ve ATG7 fagofor ve otofagozom olusumunda goérevlidir

(153).

Literatiirde SI/R patofizyolojisinde olusan hasarin nedeninin otofajinin azalmasi
olabilecegine dair mevcut goriisler dogrultusunda Si/R’de otofajiyi indiikleyen Beclin-1,
ATGS ve ATGT7 protein ifadelerinin azalmasi; otofajide tiikkenen p62 proteinin ifadesinin

artmasi1 beklenmektedir.
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Sekil 2. 6. SI’de otofaji siireci (ATGS: otofaji iliskili gen 5, ATG7: otofaji iliskili gen 7)

2.3. Agomelatin

2.3.1. Sentezi ve Kimyasal Yapisi

Agomelatin, non-monoaminerjik etki mekanizmasina sahip bir antidepresandir.
Etki mekanizmasi1 melatonerjik agonist olmasi ve serotonerjik antagonisti olmasi
ozelligine dayanir (154). Agomelatinin sentezi, Friedel-Crafts asilasyonu ve ardindan
Willgerodt-Kindler reaksiyonlari, olarak adlandirilan bir dizi biyoreaksiyon ile
gerceklesir. Melatonin ve naftalinden tiiretilen Agomelatin, melatoninin yapisindaki
indol halka ile naftalinin biyoizosterik olarak degistirilmesiyle sentezlenir. Agomelatinin
bu sentezi Sekil 2.7°de verilmistir (155). Sekil 2.7°de ac¢ik formiili gosterilen
Agomelatinin kapali formiilii CisH17NO> olup molekiiler agirligi 243,301 g/mol’diir.
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Sekil 2. 7. Agomelatin’in sentezi ve kimyasal yapist
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2.3.2. Fizyolojik Etkileri

Agomelatin, melatonerjik reseptorlerden melatonin reseptorii tip 1 (MT1) ve tip 2
(MT2) agonisti ve serotonerjik reseptorlerden 5-Hidroksitriptamin-2C (SHT-2C)
antagonistidir. Bu iki 6zelligi ile suprakiyazmatik ndron (SCN) ateslemesini arttirdigi
gorilmistiir (156). SCN {izerindeki aktivitesiyle beraber MSS’deki MT1 ve MT2
reseptOr agonistik etkisiyle de sirkadiyen ritmin diizenlenmesinde rol alir (Sekil 2.8)

(157).
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Sekil 2. 8. Agomelatinin sirkadiyen ritmin diizenlenmesindeki rolii (MSS: merkezi

sinir sistemi, SCN: Suprakiyazmatik niikleus, MT1: Melatonin reseptdrii tip 1, MT2: Melatonin reseptorii

tip 2)

Serotonin reseptor alt tipi olan SHT-2C reseptdrlerinin antagonisti olmasiyla bu
reseptorleri bloke ederek dopamin ve norepinefrin salinimim arttirdigl da goriilmiistiir

(Sekil 2.9) (158, 159).
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Sekil 2. 9. Agomelatin SHT-2C reseptoriine antagonistik etkisi (SHT-2C: 5-
Hidroksitriptamin-2C)

Depresyon bozuklugu olan yetiskin hastalara Agomelatin uygulamasinin
etkilerine bakildig1 baska bir calismada depresif bozukluguna terapotik etki edebilecegi
ve bu etki ile uyku kalitesini iyilestirebilecegi ve serum norepinefrin ve beyin kaynakli
norotrofik faktor (BDNF) diizeylerini arttirabilecegi ortaya konmustur (160).
Agomelatinin uyku-uyaniklik dongiisiinii diizenledigi, uyku kalitesini iyilestirdigi ve
hipokampal BDNF seviyelerini arttirdig1 yapilan diger bir calismada da ortaya konmustur
(161) Bagka calismalar ile de Agomelatinin BDNF modiilasyonunda rol aldigi ve
hipokampal BDNF ekspresyonunu, pozitif néron sayisin1 ve gen ifadesini arttirarak
bellek tizerinde etkili rol oynadig1 rapor edilmistir (162, 163). Agomelatinin BDNF
modiilasyonunu melatonerjik agonistik ve serotonerjik antogonistik aktivitelerinin

sinerjik etkisiyle gerceklestigi ortaya konmustur (164).

Agomelatinin uyku kalitesini diizenlemesi ile beraber nérogenezi arttirabilecegi
ve noroinflamasyonu azaltabilecegi sonuclanmistir (165). Agomelatinin 6zellikle dentat
girus olmak iizere beynin cesitli bdlgelerinde nodronal proliferasyonu ve ndrogenezi
arttirdigr  goriilmiistir (166). Agomelatinin MT1 ve MT2 agonizmi ile SHT2C
antagonizmasinin ortak etkisiyle noronal proliferasyonu arttirarak ndrogenezi
destekledigi belirtilmistir (167) Agomelatinin dentat girusta ndrogenezi arttirmasiyla

beraber néroinflamasyonu da iyilestirdigi gosterilmistir (41, 165). Agomelatinin
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hipokampiiste lipopolisakkarit nedenli ndrotoksisiteyi ERK/SorLA/BDNF/TrkB yolunu
modiile ederek hafiflettigini gosteren baska bir ¢aligmada da ayn1 zamanda hafiza ve
o0grenme bozukluklarini iyilestirdigi bildirilmistir (168). Benzer bir calismada ise
Agomelatinin doksorubisin ile indiiklenmis kortikal ve hipokampal beyin hasarin1 TNF-
alfa/NF-kB yolunun inhibisyonu ile iyilestirdigi ve oksidatif stresi azalttigi ortaya
konmustur (169). Yapilan bagka bir ¢caligma da yine hipokampiiste Agomelatinin sisplatin
kaynakli ndrotoksisiteyi azalttigi sonucuna varilmistir. Ayni c¢alisma Agomelatinin
sisplatin nedeniyle azalan ndronal hiicre canliligini arttirdigin1 ve zayiflayan lokomotor
aktiviteyi iyilestirdigini gostermistir (39). Ayrica Agomelatinin APP/PS1 transgenik
farelerde  alzheimerin temel patolojisi olan amiloid-f  birikimi ve tau
hiperfosforilasyonunu azalttigi goriilmiistiir (170). Agomelatinin beyin endotel
hiicrelerinde de izofluran etkisiyle azalmig noronal hiicre canliligini arttirdigin1 ve
siddetlenen inflamasyonu hafiflettigi gosterilmistir (171). Yiiksek doz glikoz uygulamasi
ile in vitro diyabetik noropati modeli olusturulmus dorsal kok gangliyonlarinda
Agomelatin uygulamasi ile hiicre canliliginin arttig1 rapor edilmistir. Ayni ¢alismada
Agomelatin uygulamasinin in vivo diyabetik ndropati modeli olusturulan farelerin de
raphe ¢ekirdegi, periakuaduktal girus, amigdala ve niikleus accumbens gibi beyin
bolgelerindeki inflamasyonu hafiflettigi ortaya konmustur. Bu ¢alismada dikkat ¢ceken
bulgulardan biri ise diyabetik noropati modeli olusturulan farelerde Agomelatin
uygulamasinin diyabetik parametreleri iyilestirmesi olmustur. Agomelatinin MSS’deki

aktivitesinin yani sira periferde metabolik etkilerine de dikkat ¢ekmistir (172).

Yiiksek yagl diyetle beslenen farelerde Agomelatin tedavisinin epididimal ve
adiopzal yag dokusundaki arttirdig1 ile viicut agirligini azalttigr gériilmiistiir. Bunun yani
sira Agomelatin uygulanan gruplarda kan glikoz seviyelerinin azalmasi ve insiilin
seviyelerinin artmasi insiilin direncini ve diyabetik parametreleri iyilestirebilecegini
gostermistir. Ayrica Agomelatin uygulamasmin HDL’yi arttirmasi, LDL ve total
kolesterolii azaltmasiyla serum lipid profili izerine etkileri olabilecegini diisiindiirmiistiir
(173). Bununla beraber Agomelatin uygulamasinin yiiksek fruktozla beslenen siganlarda
serum kolesterolii ve triagilgliseridi diisiirdiigii goriilmiistiir (174). Bagka bir calisma da
Agomelatinin yliksek yagl diyetle indiiklenen obez ve insiiline direngli sicanlarda viicut
agirhigini, i¢ organlarda yag birikimini, glikoz toleransini ve insiilin direncini
iyilestirebilecegini gostermistir. Ayni ¢alismada bobrek hasarini ile fonksiyon

bozuklugunu 1iyilestirebilecegi, renal endoplazmik retikulum stresini hafifletebilecegi
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gosterilmistir. Ayn1 ¢alismada anti-apoptotik olan BCL-2 protein seviyesini arttirarak ve
pro-apoptotik olan BAX protein seviyesini arttirarak apoptozu inhibe ettigi ortaya
konulmustur (175). Yine obez sicanlarda yapilan benzer bir ¢alisma Agomelatinin
otofajik aktiviteyi arttiran LC3- II/LC3-I oranin1 ve Beclin-1, ATGS protein seviyelerini
arttirdigit ve baskilayan mTOR protein seviyesini azalttigi belirlenmistir (176).
Agomelatinin diyabetik nefropati modeli olusturulmus sicanlarda da insiilin direncini ve

bobrek fonksiyonunu iyilestirdigi rapor edilmistir (177).

Agomelatinin  hem noéronal proliferasyonu, ndrogenezi arttirmasi ve
noroinflamasyonu azaltmasi hem de SI/R nedenleri arasinda yer alan metabolik
parametreleri iyilestirmesi SI/R hasarini hafifletebilecegini akla getirmektedir. Planlanan
bu calismada; literatiirde hala gizemini koruyan Agomelatinin SI/R nedenli nérolojik
defisit ve inflamasyon ile iliskisinin incelenmesi somatosensdriyel kayip, denge-motor
koordinasyon kaybi, giic kaybi iizerine etkilerinin degerlendirilmesi ve beyin

dokusundaki apoptotik ve otofajik protein seviyelerinin analizi amaclanmastir.
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Deneyin Yapildig1 Merkez

Calismadaki uygulamalarm tamanu Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafinca 27.06.2022 tarihli toplantinin 2020/8-7 say1l1 karar1
ile onaylanan ve 15128 HAYBIS kayit numaral etik kurul protokoliinde belirtildigi
sekilde yapildi. Calisma Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve
Arastirma Merkezi’nde (INUTF-DEHUM) ve inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji

Anabilim Dali aragtirma laboratuvarlarinda gergeklestirildi.

3.2. Deney Gruplarindaki Hayvan Sayilarinin Belirlenmesi

Deneylerde kullanilacak hayvanlarin sayisi; hayvanlarin deneye baslama agirlik
ortalamasi yaklasik 300 g, standart sapmast 10 g, %4 sapma, tip 1 hata (o) 0.05 ve tip 2
hata (B) (Giig=0.80) oldugunda hayvanlarin 4 gruba ayrilmasi durumunda her bir grupta
en az 10 hayvanin olmasi gerektigi gii¢ analizi (Power Analiz) ile belirlendi. Bu kapsamda

calismada 10-12 haftalik 40 hayvan (Sprague Dawley ki erkek sican) kullanildi.

3.3. Deney Gruplarimin Olusturulmasi ve Deney Tasarim

Deneyde kullanilan siganlar deneye baslangi¢ giinii itibariyle tekli kafeslere
yerlestirildi. Tekli barindirma ortami1 hayvanlarda stres olusturacagindan si¢anlarin 7 giin
boyunca tekli yasam kosullarina ve kafes stresine adapte olmalar1 saglandi. Caligmaya
dahil edilen tiim siganlar Kontrol, SI/R, SI/R+20 mg/kg Agomelatin ve SI/R+40 mg/kg
Doz Agomelatin olmak {izere rastgele atama yontemiyle 4 gruba ayrildi (n=10). Calisma
stiresince tlim si¢anlar sicakligi 21+£2°C’ de sabit tutulan ortamda barindirildi. Siganlarin
barmdirildigi ortam icin 12 saat aydinlik/12 saat karanlik dongiisti uygulandi. Hayvanlara
ad libitum olarak beslenmeleri i¢in pellet halindeki standart sigan yemi, su ihtiyaclari i¢in
ise normal musluk suyu verildi. Sekil 3.1’de de gosterilmekte olan deney tasarim su

sekilde 6zetlenebilir:

1- Kontrol Grubu: Bu gruptaki hayvanlara ii¢ giinliik 6n/alistirma davranis

testleri yaptirildi. Dérdiincii giin hayvanlara sadece KKA, IKA ve EKA izolasyonu ile
cerrahi operasyon taklidi yapildi ancak OSA damarmin okliizyonu yapilmadi. Cerrahi
operasyonu takip eden ii¢ glinde de norolojik defisit skorlama (NDS), rotarod ve kavrama
giicii testleri yaptirildi. Deneyin yedinci giiniinde davranis testleri tamamlandiktan sonra
hayvanlar dekapite edilerek beyin dokular1 alindi. Alinan beyin dokularinda 2,3,5-trifenil

tetrazolium klorilir (TTC) boyama yontemi ile infarkt alan hesaplandi. Western Blot
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yontemi ile de apoptotik (BCL-2 ve BAX) ve otofajik (Beclin-1, ATGS5, ATG7 ve p62)

proteinlerin seviyeleri belirlendi.

2- Si/R Grubu: Bu gruptaki hayvanlara ii¢ giinliik 6n/alistirma davranis testleri

yaptirildi. Dérdiincii giin hayvanlara 60 dakikalik ST modeli olusturuldu ve 60 dakikanin
sonunda R siireci baglatildi. R basladiktan bir saat sonra Agomelatin ¢oziiciisii olan
%1°lik Hidroksietil Seliiloz (HES)’dan 1 ml intraperitonal uygulandi. Cerrahi operasyonu
takip eden {i¢ giinde de NDS, rotarod ve kavrama giicii testleri yaptirildi. Deneyin yedinci
giiniinde davranis testleri tamamlandiktan sonra hayvanlar dekapite edilerek beyin
dokular1 alindi. Almman beyin dokularinda TTC boyama yontemi ile infarkt alan
hesaplandi. Western Blot yontemi ile de apoptotik (BCL-2 ve BAX) ve otofajik (Beclin-
1, ATGS, ATG7 ve p62) proteinlerin seviyeleri belirlendi.

3- SI/R+20 mg/kg Agomelatin Grubu: Bu gruptaki hayvanlara ii¢ giinliik

on/alistirma davranis testleri yaptirildi. Dérdiincii giin hayvanlara 60 dakikalik SI modeli
olusturuldu ve 60 dakikanin sonunda R siireci baslatildi. R basladiktan bir saat sonra 1 ml
hacminde %1’lik HES’de ¢ozdiiriilen Agomelatin (20 mg/kg) intraperitonal yolla
uygulandi. Cerrahi operasyonu takip eden ii¢ giinde de NDS, rotarod ve kavrama giicii
testleri yaptirildi. Deneyin yedinci gliniinde davranig testleri tamamlandiktan sonra
hayvanlar dekapite edilerek beyin dokular1 alindi. Alinan beyin dokularinda TTC boyama
yontemi ile infarkt alan hesaplandi. Western Blot yontemi ile de apoptotik (BCL-2 ve
BAX) ve otofajik (Beclin-1, ATGS5, ATG7 ve p62) proteinlerin seviyeleri belirlendi.

4- Si/R+40 mg/kg Agomelatin_ Grubu: Bu gruptaki hayvanlara ii¢ giinliik

on/alistirma davranis testleri yaptirildi. Dérdiincii giin hayvanlara 60 dakikalik SI modeli
olusturuldu ve 60 dakikanin sonunda R siireci baslatildi. R basladiktan bir saat sonra 1 ml
hacminde %1°lik HES’de c¢ozdiirilen Agomelatin (40 mg/kg) intraperitonal yolla
uygulandi. Cerrahi operasyonu takip eden ii¢ giinde de NDS, rotarod ve kavrama giicii
testleri yaptirildi. Deneyin yedinci giiniinde davranis testleri tamamlandiktan sonra
hayvanlar dekapite edilerek beyin dokular1 alindi. Alinan beyin dokularinda TTC boyama
yontemi ile infarkt alan hesaplandi. Western Blot yontemi ile de apoptotik (BCL-2 ve
BAX) ve otofajik (Beclin-1, ATGS, ATG7 ve p62) proteinlerin seviyeleri belirlendi.
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Sekil 3. 1. Deney tasarimi (Si/R: serebral iskemi/reperfiizyon, TTC: 2,3,5-trifenil tetrazolium

kloriir, Ip: intraperitonal)

3.4. Agomelatin ve HES Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Agomelatin ¢oziiciisii olan %1°lik HES c¢ozeltisi 1 g HES’in 100 ml distile su ile
karigtirilmasi ile elde edildi. Agomelatin uygulanacak gruplardaki her hayvanin agirligina
gore kilogram basina 20-40 mg (42) olacak sekilde toz formundaki Agomelatin (sigma,
lot no: #116M4702V) 1 ml %1°lik HES ¢6zeltisinde ¢ozdiirtildii (178, 179).

3.5. Serebral iskemi Modelinin Olusturulmasi

Hayvanlarin cerrahi operasyonlarina anestezi uygulamasi tamamlandiktan
(hayvanlar tamamen anesteziye girdikten) sonra baslandi. Siganlar intramiiskiiler yolla
70 mg/kg ketamin, 8 mg/kg (180) uygulanmasi ile anestezi altina alind1 ve siganlarin
penge kistirma yanitlari ile anesteziye girip girmedigi degerlendirildi. Anesteziye girdigi
saptanan hayvanlarin boyun bolgesindeki yaklasik 3x4 cm?’lik alanin tiras edilmesi ile
cilt gorliniir hale getirildi. Gortiniir hale gelen cilt bélgesi povidon iyot soliisyonu ve

%70’1ik etanol ile dezenfekte edilerek cerrahi iglemlere baglandi.

Deney sirasinda hayvanlarin viicut sicakliklart rektal prob yardimiyla 36.5-
37°C’de sabit tutulacak sekilde kontrol edildi. Fokal SI modeli koizumi intraluminal
filaman teknigi kullanilarak sag orta serebral arterin okliizyonu (OSAO) ile olusturuldu.
Modelin sematik gdsterimi Sekil 3.2°de yer almaktadir.
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Sekil 3. 2. Deneysel SI/R modelinin sematik gosterimi (KKA: kommon Karotid arter,
EKA: eksternal karotid arter, IKA: internal karotid arter, OSA: orta serebral arter, 1: KKA ve EKA’daki
kan akis1 tamamen kesilir ve IKA klemplenir, 2: KKA’da kiigiik bir kesi acilir, 3: IKA klempi agilarak
KKA’da agilan kesi icerisinden IKA boyunca OSA’ya ulasana dek ucu silikonlu naylon ip gonderilir ve
OSA kan akist kesilir, 4: ucu silikonlu naylon ip ¢ikarilarak reperfiiyon baslar)

Model olusturulurken, hayvanlar sirtiistii pozisyonda yatirilarak orta hattin 5-6
mm sagina 3-4 cm uzunlugunda cilt lizerinden vertikal yonde kesi yapildi. Bu kesi ile
stiperfisyel fasyaya ulasilarak altinda yer alan sternohyoid, digastrik ve sternomastoid
kaslarma ulasildi. Bu kaslarin daha derininde kalan sag KKA, IKA ve EKA kendilerini
cevreleyen vagus siniri ve dokulardan izole edilerek ortaya ¢ikarildi (Sekil 3.3A). Kontrol
grubunda bu asamadan sonra agilan kesi bolgesinden dikisler atildi. Dikisi takip eden 1
saatin sonunda bu gruba ait hayvanlara intraperitoneal yolla 1 ml %0.9’luk izotonik

sodyum kloriir ¢ozeltisi verildi.

SI/R ve SI/R+Agomelatin gruplarinda ise izolasyondan sonra KKA’dan iki, EKA
ve IKA’dan birer tane her biri yaklasik 5’er cm uzunlugunda olan 5-0 ipek siitiirler
gecirildi (Sekil 3.3B). EKA proksimalden, KKA da distalden baglanarak buradaki kan
akisi ilerleyen asamada KKA’da agilacak keside kan kaybi olmamasi i¢in durduruldu
(Sekil 3.3C). IKA gecici olarak bir mikrovaskiiler klemp yardimiyla ile klemplendi. IKA
ve EKA bifurkasyonun 1 mm proksimalinden sag KKA’ya bir kesi acildi. OSAO i¢in ucu
silikon ile kalinlagtirllmis olan yaklagik 0.39 mm c¢apinda 4/0 naylon ip bu kesi
bolgesinden damar icine sokularak IKA’ya dogru yoneltildi. Ip IKA klempe ulastiginda
klemp kaldirildi ve OSA dogrultusunda yaklagik 18-20 mm ilerletildi (Sekil 3.3D).
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Sekil 3. 3. Deneysel SI modelinin olusturulmasi (KKA: kommon karotid arter, EKA:
eksternal karotid arter, IKA: internal karotid arter. KKA, EKA ve IKA vagus siniri ve ¢cevredeki dokulardan
izole edildi (A), KKA’dan ikiser EKA ve IKA’dan 5 cm’lik birer parca ipek ip gecirildi (B), KKA’dan
gecirilmis iplerden biri ile EKA’dan gecirilmis ip diigiimlendi (C), KKA’daki diigiimiin yukarisinda bir
kesi agild1, bu kesiden ucu silikonlu naylon ip damar igerisine almarak IKA boyunca ilerletildi ve ip
yeterince ilerledikten sonra tekrar kaymamasi igin KKA’daki diigiimlenmemis (serbest) ipek ip kesinin

yukarisindan baglandi (D))

Ucu silikonlu naylon ip 60 dakika boyunca damar igerisinde bekletilerek OSAO
saglandi ve ilgili bolgede serebral kan akisi kesildi. Bu siirede hayvanlar 1s1 minderi
tizerinde bekletilerek rektal prob yardimiyla viicut sicakliklar1 korundu (Sekil 3.4). Altmis

dakikanin sonunda ucu silikonlu naylon ip geri ¢ekilerek R saglandi.
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Sekil 3. 4. SI siirecinde rektal prob yardimiyla hayvanlarmn viicut sicakliklarmin

korunmasi

Hayvanlar anestezi altindayken dikisler atild1 ve kafeslerine alindi. R basladiktan
1 saat sonra hayvanlara intraperitonal yolla 1’er ml hacimde HES (%]1) veya Agomelatin

(20kg/mg veya 40 kg/mg) uygulandi.

3.6. Norolojik Defisit Skorlama ve Davrams Testleri

NDS Testi

NDS testi, Bederson skorlama metodu kullanilarak gergeklestirildi. Hayvanlarin
norolojik durumlarinin gézlemlenmesi R bagladiktan 24 saat sonra tiim hayvanlara
uyguland1 (Sekil 3.5). Modifiye edilmis Bederson skorlama metoduna gére norolojik

duruma karsilik gelen puan sistemi Tablo 3.1°de gosterildigi gibidir.
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Tablo 3.1: Bederson skorlama metoduna gore ndrolojik duruma karsilik gelen

puan sistemi

Puan Norolojik Durum

0 Puan Saglikli nérolojik durum (defisit yok)

1 Puan Kuyrmgundan tutup kaldirildiginda konlateral 6n ayakta fleksiyon

2 puan Konlateral én ayakta fleksiyon ve lateral itmeye karsi azalnus direng

3 puan Yiiriirken konlateral ydne dogru daire ¢izme

4 puan Kuyrugundan tutup kaldirildifinda dénme hareketi veya ndbet aktivitesi
5 puan Spontan olarak yiiriiyememe

Sekil 3. 5. Hayvanlarin norolojik durumunun gézlemlenmesi

Rotarod Testi

Rotarod cihazi kendi etrafinda donen 4 kulvarli silindir bir banttan olusmaktadir.

Bu bandin doniis hizi, ivmesi ve siiresi ayarlanabilmektedir. Bu test ile donen bir bant

iizerine yerlestirilmis hayvanin diigmeden kalabildigi siire 6lciilerek hayvanlarin cerrahi

islemler ve SI sonrasi denge motor koordinasyonu degerlendirildi. Tiim gruplardaki

hayvanlarin cihaza ve teste alisabilmesi i¢in cerrahi operasyonlar1 dncesinde 3 giin

boyunca her birine 15 dakika siiresince 5 rpm’de 6n alistirma uygulamalar1 yaptirildi.

Testlere cerrahi operasyonun ertesi glinii baslandi ve 3 glin boyunca her giin ayni saatte,
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ayni aragtirmacilar tarafindan yaptirildi. Gruplardaki tiim hayvanlar bireysel bolmelerine
dénen ¢cubugun tersi yoniinde yerlestirildi. Akabinde rotarod cihazi 300 saniye igerisinde
4 rpm’den 40 rpm’ye ¢ikacak sekilde ayarlandi ve siganlarin bu ivmeli harekette donen
bandin iizerinde kalabildigi siire 6l¢iildii (Sekil 3.6). Bu 6l¢iim her bir sican i¢in 5 dakika
araliklarla 3 kez tekrarlandi (Sekil 3.7).

On alistirma
uygulamasi igin cihaz,
15 dakika boyunca
5 rpm sabit hiza
ayarland.

Cerrahi islemler sonras
rotarod testi igin cihaz,
300 saniye igerisinde
4 rpm’den 40 rpm’ye
gikacak sekilde ivmeli
hiza ayarlandi

Sekil 3. 6. Rotarod cihazinin ayarlanmasi ve hayvanlarin yerlestirilmesi

Sekil 3. 7. Hayvanlara rotarod testinin yapilmasi
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Yapiskan Cikarma Testi

Yapiskan ¢ikarma testi hayvanlardaki somatosensoriyel duyarliligi dlger. Bu test
hayvanlarin cerrahi operasyonlarindan sonraki duyusal durumlarini incelemek i¢in tercih
edilen bir yontemdir. Testi yapmak iizere her hayvanin sol &n ayagmm (SI modeli sag
OSAO ile olusturuldugu icin) distal radial yiiziine esit boyutlarda kesilmis (1x1 cm?)
yapigkan etiketler yapistirildi ve hayvanin etiketi ¢ikartmasi beklendi. Bu siirecte
kronometre ile siire tutularak hayvanin davranislar1 goézlemlendi. Etiketi hissederek
temizlenmeye bagladigi ilk an (saniye cinsinden) not edildi. Her bir etiket siiresi en fazla
120 saniye ile smirlandirildi. Tiim hayvanlara cerrahi operasyonlardan 6nce 3 giin
boyunca giinde 1 kez yapiskan testi alistirmasi yapildi. Cerrahi operasyonlarin ertesi
giinlinden itibaren yani R bagladiktan 24 saat sonra 3 giin boyunca her giin ayn1 saatlerde
ayni arastirmacilar tarafindan yapildi (Sekil 3.8).

Sekil 3. 8. Hayvanlara yapigkan ¢ikarma testinin yapilmasi

Kavrama Giicii (Gip Strenght) Testi

Kavrama giicii testi, giic mukavemet cihazi ile hayvanlarin ekstremite kuvvetlerini
Olemek i¢in yapilan bir testtir. Degerlendirmede standardizasyonu saglamak i¢in tiim
hayvanlar kuyruklarindan ¢ubugun yukarisina dogru tutuldu ve asagi dogru hareket
ettirilerek ¢cubugun ortasindan iyice kavramasi saglandi. Govde ve alt ekstremiteler yere
paralel bir bigimde tutularak hayvan kavradigi cihaz ¢ubugunu birakana kadar cekildi,
biraktiginda tamamlandi. Bu islem her hayvanin her testinde ayni sekilde gerceklestirildi
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ve hayvan cihaz ¢ubugunu birakmadan hemen 6nceki en biiyiik deger hayvanin giic
degeri kabul edildi ve deger G cinsinden kaydedildi.

Bu test giinliik olarak her hayvana {ist ekstremitelerin ikisi (Sekil 3.9 A), yalnizca
sag (Sekil 3.9 B) ve yalnizca sol (Sekil 3.9 C) ekstremitelere ayr1 ayr1 5’er tekrarla yapildi.
Yorulma birikiminin 6niine ge¢mek i¢in hayvanlar her test arasindaki zaman aralig1 1
dakika olacak sekilde dinlendirildi. Hayvanin st (6n) ekstremitelerinden her birinin
Olclimii ayn1 deneysel prosediir ile yapilarak birbirinden bagimsiz olarak degerlendirildi.
Olgiimii yapilmayan pengenin, dl¢iimii yapilan diger pengenin sonucunu etkilememesi
icin test sirasinda kontralateral penge tutularak yapildi. Yapilan 5 tekrarli test sonuglari
arasindan en biiyiik 3 Ol¢limiin ortalamasi alinarak sonuglar hayvanin agirhigina gore
oranland1 (gii¢/agirlik orani). Daha sonra sol 6n kavrama kuvveti ile sag 6n kavrama
kuvveti oranlandi. Bu test deney siiresi boyunca ayni kisiler tarafindan gerceklestirildi.

Test sonucunda elde edilen veriler ile gruplarin mevcut motor fonksiyon kayiplar

degerlendirildi.

Sekil 3. 9. Hayvanlara kavrama giicii (gip strenght) testinin yapilmas (iki penge
kuvvet testi (A), sag penge kuvvet testi (B), sol penge kuvvet testi (B))
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3.7. Hayvanlarin Dekapite Edilmesi ve Beyin Dokularimin Alinmasi

Yedinci giin davranis testleri tamamlandiktan sonra hayvanlar dekapite edildi ve
beyin dokulari ¢ikartildi. Alinan beyin dokular1 Western Blot analizleri yapilana kadar
uygun kosullarda (-80 °C’de) muhafaza edildi. TTC boyama yapilacak beyin dokulari

kuru buz iizerinde dondurularak TTC boyama analiz protokolii uygulandi.

3.8. Analizlerin Yapilmasi

3.8.1. TTC Boyama ile Beyin Infarkt Alaninin Analizi

TTC NADH, dehidrogenazlar ve diaforazlar ihtiva eden dokularda formazan
pigmentlerini indirgeyen kristal yapili bir kimyasal olup dehidrogenazlarin substrati olan
bir redoks indikatoriidiir. Suda kolayca ¢oziinebilen ve normalde beyaz olan TTC, canli
hiicrelerin mitokondrilerinde proton alicisi rolii iistlenerek siiksinat dehidrogenaz enzimi
tarafindan 1,3,5-trifenil formazana indirgenir ve dokuya formazanin rengi olan kirmizi-
pembe rengini verir. Canlilik aktivitelerini yitirmis dokularin hiicrelerinde ise
dehidrogenaz  enzimleri bozuldugundan TTC indirgeyemeyecegi ve doku
boyanamayacagi i¢in beyaz renkte kalir. Bu 6zelligi nedeniyle canli ve cansiz dokularin

ayriminda TTC ile boyama yontemi yaygin kullanilan yontemlerdendir (181).

TTC analizi i¢in alinan beyin dokular1 kuru buz iizerinde donduruldu. Kesitler
bregmanin 4 mm anterioru ve 6 mm posterioru araliginda koronal olarak 2 mm araliklarla
6 dilim olacak sekilde alindi. Alinan kesitler, i¢cerisinde fosfat tampon soliisyonu (PBS)
ile %1°lik konsantrasyonda hazirlanmig TTC bulunan petri kabina alindi. 37 °C’de 30
dakika siiresince etiivde inkiibe edildi. Akabinde beyin dilimleri %4’liik formaldehit ile
12 saat siiresince fikse edildi (181, 182). Fiksasyonun ardindan TTC ile boyanmig
kesitlerin fotograflar1 gekildi ve goriintiiler bilgisayara aktarildi. Infarkt alan yiizdesel

olarak su formiille hesaplandi:

30



B
x 100

A
%C =

Sekil 3. 10. infarkt alanin yiizdesel olarak hesaplanmasi (kontralateral hemisferdeki

tiim alan (A), inspilateral hemisferdeki saglikli alan (B), infarkt alan (C))

3.8.2. Western Blot Yontemi ile Apoptotik ve Otofajik Proteinlerinin
Seviyelerinin Belirlenmesi

Western Blot analizleri indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali
biinyesindeki Beyin Arastirmalar1 Laboratuvari’nda yapildi. Sicanlarin  beyin
dokularindaki apoptotik (BCL-2 ve BAX) ve otofajik (Beclin-1, ATGS, ATG7 ve p62)
proteinlerin seviyeleri Western Blot analizleri ile belirlendi. Yapilan Western Blot

analizinin genel prosediirii Sekil 3.11°de gosterilmistir.
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1- BCA Analizi ile 2- Numunelere Yiikleme 3- Numunelerin SDS 4- Elektroforez 5- Transfer (Blotlama)
Protein Miktar Tayini  Tamponlarimn Eklenmesi Jel'e Yiiklenmesi islemi islemi
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Sekil 3. 11. Western Blot analizine genel bakis

Alinan doku 6rnekleri RIPA Lysis Buffer (abcam, lot:GR3289972-20, UK) ve
proteaz inhibitor kokteyl (abcam, lot:GR3251345-2) icerisinde homojenize edildi ve buz
tizerinde 30 dk inkiibe edildi. Lizis sonrasi 3 defa 10 sn sonikasyon yapildi (Q125,
QSonica, USA). Tiipler 4°C sicaklikta 15000 rpm’de 30 dk santrifiij edildikten sonra
slipernatant yeni tiiplere alind1 ve 6rneklerin protein diizeyleri BCA Protein ol¢tim kiti
(Pierce™ BCA Protein Assay Kit, lot: WB319447) kullanilarak belirlendi. Calismada
%15 sodyum dodesil siilfat jeller kullanildi ve her kuyucuga esit miktarda protein 6rnegi
(50 pg) yiikledi. Jeller 10 dk 100 V’da daha sonra 70 dk 200 V’da yiiriitiildii. Elektroforez
sonrast Trans-Blot Turbo RTA transfer kiti (Katalog No: 1704272, BioRad, ABD)
kullanilarak 0.22 pm poli-vinili-den floriir membranlara proteinler transfer edildi

(TransBlot Turbo, BioRad, ABD) (Sekil 3.10.).
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Sekil 3.10. Western Blot membran transferi i¢in hazirlanan sandvigin yapisi

Membran oda sicakliginda 1 saat %5°lik siit tozuyla bloklandi ve sonra gece boyu
4 °C’de proteinlerin primer antikorlar1 ile inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra,
membranlar 3 defa 5 dakika siireyle TBS-T ile yikandi ve oda sicakliginda 1 saat HRP ile
konjiige edilmis sekonder antikor uygulandi. inkiibasyondan sonra membranlar 3 defa 5
dk siireyle TBS-T ile yikandi. Son olarak, ECL soliisyonu (Pierce™ ECL Western
Blotting Substrate, Thermo-scientific, lot: YH374889) ile muamele edilen membranlar,
Fusion FX-7 (Vilber, Almanya) sisteminde goriintiilendi. Blotlarin analizi Image J
programinda analiz edildi. Yiikleme kontrolii olarak insan anti-fB-aktin antikoru

kullanildi. Deneyde Slgiilen doku protein seviyesi B-aktin’e oranlandi.

3.9. Istatistiksel Analizler

Calisma sonunda elde edilen veriler IBM SPSS statistics version 24.0 for
Windows paket programu ile istatistiksel olarak analiz edildi. Istatistiksel analiz siirecinde
Shapiro Wilk testi kullanilarak elde edilen verilerin normal dagilima uygunlugu
degerlendirildi. Analizler Kruskal Wallis H testi ile yapildi, gruplar arasi
karsilastirmalarda 6nemli farklilik belirlendiginde Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney
U testi kullanildi. Nicel veriler ortalama deger + standart sapma ile 6zetlendi ve p<0.05

degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Agomelatinin NDS ve Davrams Testleri Uzerine EtKkisi

4.1.1. Agomelatinin NDS Uzerine Etkisi

Intraperitonal olarak uygulanan Agomelatinin SI/R modeli olusturulan gruplarda
NDS {izerine etkisi Sekil 4.1.’de verilmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda, bu

skorun SI/R grubuna gore Agomelatin uygulanan gruplarda diisiik oldugu belirlendi
(p<0.05).
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Sekil 4. 1. Agomelatinin NDS iizerine etkisi (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis

H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile
degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. a ve b birbirinden farkli olup harfler

gruplar arasindaki istatistiksel fark1 gostermektedir, *°p<0.05).
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4.1.2. Agomelatinin Rotarod Test Siiresi Uzerine Etkisi

SI/R modeli olusturulan sicanlarda Agomelatinin rotarod test siiresi iizerine etkisi
Sekil 4.2°de verilmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda bu siirenin SI/R
grubunda kontrol grubuna gore diisiis gosterdigi (p<0.05), Agomelatin gruplarinda ise bu
siirenin SI/R grubuna gore arttig1 belirlendi (p<0.05).
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Sekil 4. 2. Agomelatinin rotarod test siiresi lizerine etkisi (Verilerin degerlendirilmesi

Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U
testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. a, b ve ¢ birbirinden farkli

olup harfler gruplar arasindaki istatistiksel farki gdstermektedir, **<p<0.05).

35



4.1.3. Agomelatinin Yapiskan Cikarma Siiresi Uzerine EtKisi

Agomelatin uygulamasinin yapiskan ¢ikarma siiresi iizerine etkisi Sekil 4.3’te
verilmistir. Bu siirenin SI/R grubunda kontrol grubuna gére anlamli olarak uzadig
(p<0.05), 40 mg/kg dozunda Agomelatin uygulanan grupta ise SI/R grubuna gore

yapiskan ¢ikarma siiresinin anlamli olarak azaldig: tespit edildi (p<0.05).
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Sekil 4. 3. Agomelatinin yapiskan c¢ikarma siiresi tlizerine etkisi (Verilerin
degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar Bonferroni diizeltmeli
Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. a, b ve c

birbirinden farkli olup harfler gruplar arasindaki istatistiksel farki gostermektedir, #>°p<0.05).
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4.1.4. Agomelatinin Kavrama Giicii Testi Uzerine Etkisi

Intraperitonal olarak uygulanan Agomelatinin kavrama giicii testi iizerine etkisi
Sekil 4.4’te verilmistir. Bu test ile hesaplanan sol penge/sag pence kavrama giicii orani
SI/R grubunda kontrol grubuna gére daha diisiik oldugu belirlendi (p<0.05). Agomelatin
uygulanan gruplarda ise SI/R grubuna gore bu oranin arttig1 ve bu artisin doz bagiml

oldugu yapilan istatistiksel analizler ile tespit edildi (p<0.05).
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Sekil 4. 4. Agomelatinin kavrama giicli (grip strenght) testi ile hesaplanan sol

pence/sag penge kavrama giicli orani iizerine etkisi (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis
H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile
degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. a, b, ¢ ve d birbirinden farkl1 olup

harfler gruplar arasindaki istatistiksel farki gostermektedir, **<4p<0.05).
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4.2. Agomelatinin Infarkt Alam Uzerine Etkisi

Agomelatinin SI/R nedenli olusan infarkt alan yiizdesine etkisi Sekil 4.5’te
verilmistir. Kontrol grubunda SI/R modeli olusturulmadigi icin bu grupta infarkt alan
gbzlenmedi. Agomelatin uygulanan gruplarda SI/R grubuna gére infarkt alan yiizdesinin

diisiik oldugu ve bu diisiisiin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p<0.05).
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Sekil 4. 5. Agomelatinin Infarkt Alan (%C) iizerine etkisi (Verilerin degerlendirilmesi
Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U
testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. a, b ve c birbirinden farkli

olup harfler gruplar arasindaki istatistiksel farki gostermektedir, **p<0.05).
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4.3. Agomelatinin Apoptotik ve Otofajik Protein Seviyeleri Uzerine Etkisi
4.3.1. Agomelatinin Apoptotik Protein Seviyeleri Uzerine Etkisi
A. Agomelatinin BCL-2 Protein Seviyeleri Uzerine Etkileri

Sekil 4.6’da intraperitonal olarak uygulanan Agomelatinin beyin dokusundaki
BCL-2 protein seviyesi iizerine etkisi verilmistir. SI/R grubunda bu seviye kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde diisiik oldugu belirlendi (p<0.05).
Agomelatin uygulanan gruplarda ise SI/R grubuna gére BCL-2 protein seviyesinin arttig

(p<0.05) ve artisin kontrol gruplarina yaklastig goriildii (p>0.05).
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Sekil 4. 6. Agomelatinin BCL-2 protein seviyesi iizerine etkisi (Western Blot jel

goriintlisii (A) ve BCL-2 bantlarinin densimetrik analizinin gosterilmesi (B)). (Verilerin
degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli
Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama =+ standart sapma olarak ifade edildi. a ve b

birbirinden farkli olup harfler gruplar arasindaki istatistiksel farki gostermektedir, **p<0.05).
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B. Agomelatinin BAX Protein Seviyeleri Uzerine Etkileri

Intraperitonal olarak uygulanan Agomelatinin beyin dokusundaki BAX protein
seviyesi tizerine etkisi Sekil 4.7°de verilmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda
SI/R grubunda bu seviye kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde
yiiksek oldugu (p<0.05), Agomelatin uygulanan gruplarda ise SI/R grubuna gore BAX
protein seviyesinin diistiigii belirlendi (p<0.05).
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Sekil 4. 7. Agomelatinin BAX protein seviyesi iizerine etkisi (Western Blot jel

gorlntiisii (A) ve BAX bantlarinin densimetrik analizinin gosterilmesi (B)). (Verilerin
degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli
Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. a, b ve c

birbirinden farkli olup harfler gruplar arasindaki istatistiksel farki gdstermektedir, **°p<0.05).
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4.3.2. Agomelatinin Otofajik Protein Seviyeleri Uzerine Etkisi

A. Agomelatinin Beclin-1 Protein Seviyeleri Uzerine Etkileri

Sekil 4.8’de intraperitonal olarak uygulanan Agomelatinin beyin dokusundaki
Beclin-1 protein seviyesi iizerine etkisi verilmistir. SI/R grubunda bu seviye kontrol
grubuna gore daha diisiik tespit edildi (p<0.05). Agomelatin uygulanan gruplarda ise SI/R
grubuna gore Beclin-1 seviyesinin arttigi ve bu artisin doz bagimli oldugu belirlendi

(p<0.05).
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Sekil 4. 8. Agomelatinin Beclin-1 seviyeleri iizerine etkisi (Western Blot jel

goriintiisii (A) ve Beclin-1 bantlarinin densimetrik analizinin gosterilmesi (B)). (Verilerin

degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli
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Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. a, b, ¢ ve

d birbirinden farkl olup harfler gruplar arasindaki istatistiksel farki gostermektedir, **<¢p<0.05).

B. Agomelatinin ATGS5 Protein Seviyeleri Uzerine Etkileri

SI/R modeli olusturulan sicanlarda Agomelatinin beyin dokusundaki ATGS

protein seviyesi iizerine etkisi Sekil 4. 9°da verilmistir. Yapilan istatistiksel analizler

sonucu SI/R grubunda ATGS protein seviyesinin kontrol grubuna gére daha diisiik oldugu

belirlendi (p<0.05). 40 mg/kg Agomelatin uygulanan grupta ise SI/R grubuna gore ATG5

protein seviyesinin arttig1 (p<0.05) ve bu artigin kontrol grubuna yakin seviyede oldugu

tespit edildi (p>0.05).
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Sekil 4. 9. Agomelatinin ATGS5 protein seviyesi tizerine etkisi (Western Blot jel

goriintlisii (A) ve ATGS bantlarinin densimetrik analizinin gosterilmesi (B)). (Verilerin
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degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar Bonferroni diizeltmeli
Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. a ve b

birbirinden farkli olup harfler gruplar arasindaki istatistiksel farki gostermektedir, **p<0.05).

C. Agomelatinin ATG7 Protein Seviyeleri Uzerine Etkileri

Intraperitonal olarak uygulanan Agomelatinin beyin dokusundaki ATG7 protein
seviyesi iizerine etkisi Sekil 4.10°da verilmistir. Yapilan istatistiksel analizler SI/R
grubunda ATG7 protein seviyesinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak diisiik
oldugu belirlendi (p<0.05). Agomelatin uygulanan gruplarda ise SI/R grubuna gore
protein seviyelerini arttirdigi (p<0.05) ve bu artisin kontrole yakin oldugu tespit edildi

(p>0.05).
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Sekil 4. 10. Agomelatinin ATG7 protein seviyesi lizerine etkisi (Western Blot jel

gorlntiisii (A) ve ATG7 bantlarinin densimetrik analizinin gosterilmesi (B)). (Verilerin
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degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar Bonferroni diizeltmeli

Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. a ve b

birbirinden farkli olup harfler gruplar arasindaki istatistiksel farki gostermektedir, “°p<0.05).

D. Agomelatinin p62 Seviyeleri Uzerine Etkileri

SI/R modeli olusturulan siganlarda Agomelatin uygulamasinin beyin dokusundaki
p62 protein seviyesi iizerine etkisi Sekil 4.11°de verilmistir. Elde edilen bulgular SI/R
grubunda p62 protein seviyesinin kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugunu
gdstermistir (p<0.05). Uygulanan Agomelatinin p62 protein seviyesini SI/R grubuna gére

azalttig1 ve bu azalmanin doz bagimli oldugu goriilmiistiir (p<0.05).
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Sekil 4. 11. Agomelatinin p62 protein seviyesi iizerine etkisi (Western Blot jel

goriintlisii (A) ve p62 bantlarinin densimetrik analizinin gosterilmesi (B)). (Verilerin

degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli
Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. a, b ve c

birbirinden farkli olup harfler gruplar arasindaki istatistiksel farki gostermektedir, #>°p<0.05).

5. TARTISMA
5.1. Agomelatinin SI/R Hasarinda NDS, infarkt Alan ve Davrams Testleri

Uzerine Etkisi

SI/I beyne giden damarlarin tikanmasiyla serebral kanlanmanin azalmasi ve/veya
kesintiye ugramasi sonucu ger¢eklesen yogun noronal hasar ile karakterize patofizyolojik
siirectir. NDS, SI/R nedenli meydana gelen ndrolojik bozukluklari inceleyen bir skorlama
yontemi olup bu yontemde yaygin olarak Baderson skorlama metodu kullanilmaktadir.
Bu yontem ile hayvandaki SI/R hasarma bagl olarak gelisen nérolojik bozukluklar ve
yetersizlikler tespit edilebilmektedir (183). Infarkt alan hesaplamasi TTC boyama
metoduyla dokudaki canli ve cansiz bolgelerin ayrimi ile cansiz doku alaninin tespiti
esasina dayanmip SI/R’nin neden oldugu hasarin biiyiikliigiinii gostermektedir (181).
Davranis testlerinden rotarod SI/R nedenli denge-motor koordinasyon kaybinin (184),
yapiskan ¢ikarma testi somatosensoriyel kaybin (185) ve kavrama giicii ise 6n pencgelerde
kavrama giicii kaybinin (186) degerlendirilmesini saglayan yontemlerdendir.
Agomelatinin  viicuttaki hem noronal proliferasyonu, ndrogenezi arttirict ve
noroinflamasyonu azaltict hem de SI/R nedenleri arasinda yer alan metabolik
parametreleri iyilestirici rolleri, SI/R hasarim hafifletebilecegini akla getirmektedir.
Literatiirde Agomelatinin SI/R iizerine etkilerinin incelendigi ¢alismalar oldukca
sinirhidir. Wijitra Chumboatong ve ark. tarafindan yapilmis bir ¢alismada SI/R modeli
olusturulmus siganlarda Agomelatinin NDS’yi azaltti§1 sonucuna varilmistir (42). Ayni
calismada Agomelatinin SI/R nedenli infarkt alam azalttig1 tespit edilmistir (42).
Agomelatin ile agonist olan melatoninin SI/R hasari iizerine etkilerinin incelendigi bir
caligmada da melatonin uygulamasinin NDS’yi ve infarkt alanim1 azaltti§1 goriilmiistiir
(27). Yapilan baska bir arastirmada ise Agomelatin ile agonist olan melatoninin SI/R
nedenli infarkt alani azalttifini ortaya koymustur (187). Sandal S. ve ark. tarafindan
yapilan bir ¢calismada ise melatoninin SI/R modelinde NDS’yi diisiirdiigii ve infarkt alan1
azalttig1 gorlilmiistiir (188). Yine ayn1 caligsmada melatoninin yapigskan ¢ikarma siiresini
azalttigi ve rotarod Tlizerinde kalma siiresini uzattigt rapor edilmistir (188).

Norodejeneratif bir hastalik olan Huntington hastalig1 modeli olusturulan ve Agomelatin
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ile tedavi edilen sigcanlarda rotarod iizerinde durma siiresinin uzadigr ve Agomelatinin
norodejeneratif motor koordinasyon bozuklugunu iyilestirdigi goriilmistir (189).
Agomelatinin lokomotor aktivite {izerine etkilerinin incelendigi bagka bir ¢caligmada ise
rotarod tlizerinde kalma siiresini uzattig1 ve lokomotor aktiviteyi arttirdigi sonucu elde

edilmistir (190).

Mevcut literatiir degerlendirildiginde Agomelatinin SI/R’de NDS ve infarkt alan1
azaltt1g1 goriilmektedir. Buna karsin SI/R hasarinda Agomelatinin; somatosensoriyel
ithmalin Olctildiigli, kavrama gilicii kaybinin degerlendirildigi ve denge-motor
koordinasyonun incelendigi bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bu ¢alismada SI/R modeli
olusturdugumuz sicanlara Agomelatin uygulamasinin NDS ve infarkt alanin literatiirle
paralel sekilde azalttigini tespit ettik. Ek olarak SI/R hasarinda Agomelatinin yapiskan
cikarma siiresi ile kavrama/giic kaybini azalttigini1 ve rotarod iizerinde kalma siiresini
uzattigint ilk defa rapor ettik. Sonuclarimizi var olan c¢alismalarla birlikte
degerlendirdigimizde Agomelatinin, SI/R kaynakli noronal hasar ile denge-motor
koordinasyon, somatosensoriyel ve kavrama giicii kaybini iyilestirici etkileri olabilecegi

distiniilmektedir.

5.2. Agomelatinin Apoptoz ve Otofaji Uzerine Etkisi

5.2.1. Agomelatinin Apoptoz Uzerine Etkisi

Apoptoz hiicre ¢ekirdeginde biiziisme ve kromatin yogunlasmasi ile basglayan ve
bunu sitoplazmada yogunlagsmanin takip ettigi programli hiicresel 6liim siirecidir (141).
Bu siirecte rol alan sirasiyla anti-apoptotik ve pro-apoptotik proteinlerden olan BCL-2 ve
BAX proteinleri éne ¢ikmaktadir (143, 144). SI/R siirecinde BCL-2 protein seviyesi
diiserken BAX protein seviyesinde artis goriiliir. Bu durum SI/R siirecinde apoptotik
aktivitenin artigina ve buna bagli noronal hasara neden olur (191). Agomelatinin ise BCL-
2 protein seviyesini arttirip BAX protein seviyesini azaltarak apoptozu inhibe ettigini

gosteren ¢alismalar mevcuttur (175).

Literatiir verileri incelendiginde SI/R modeli olusturulmus siganlara Agomelatin
uygulamasinin, SI/R nedenli artan BAX protein seviyesini azalttig1 tespit edilmistir. Ayn1
caligma apoptozda BCL-2 proteinine benzer sekilde anti-apoptotik rol oynayan ve
SI/R’de azalan BCL-XL protein seviyesinin Agomelatin uygulamasi ile arttigmi
gdstermistir. Yine bu calisma ile pro-apoptotik olan ve SI/R’de artan Cas-3 protein

seviyesinin Agomelatin uygulamasiyla diistiigli gosterilmistir (42). Agomelatinin
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apoptotik aktivitesinin ndronal PC-12 hiicrelerinde incelendigi bir in vitro ¢caligmada ise
Agomelatin uygulamasinin pro-apoptotik Cas-3 ve Cas-9 protein seviyelerini azalttigi
ortaya konmustur (192). Hipokampiiste endoplazmik retikulum stresi olusturulan
siganlarda da Agomelatinin BAX protein seviyelerini azaltip; BCL-2 protein seviyelerini
arttirarak apoptozu inhibe ettigi rapor edilmistir (193). Agomelatinin analogu olan
melatoninin hipokampal BCL-2 protein seviyesinde ve BCL-2/BAX oraninda énemli bir
artisa neden olarak apoptozu inhibe ettigi gosterilmistir (194). Yine hipokampiiste
homosistein tarafindan indiiklenmis apoptozu melatonin uygulamasinin inhibe ettigi,
melatonin uygulanan grupta BCL-2 protein seviyesinin arttifi ve BAX protein
seviyesinin azaldig1 gosterilmistir. Ayni ¢calisma melatonin uygulamasiyla bu proteinlerin
yani sira apoptozda BCL-2’ye benzer aktivite gosteren BCL-XL protein seviyelerinin
artt1g1 ve apoptozda artig gosteren sitokrom-C, pro-Cas-3, pro-Cas-8 ve pro-Cas-9 protein

seviyelerinin azaldig1 sonuglarint sunmustur (195).

Mevcut literatiir degerlendirildiginde Agomelatinin BCL-2 protein seviyelerini
arttirarak, BAX protein seviyelerini azaltarak apoptozu inhibe edebilece§i rapor
edilmistir. SI/R modeli olusturdugumuz sicanlara Agomelatin uygulamas: ile elde
ettigimiz bulgularin literatiire paralel olarak beyin dokusundaki BCL-2 protein seviyesini
arttirdigin1 ve BAX protein seviyesini azalttigin1 gosterdik. Bulgularimiz Agomelatinin

apoptozu inhibe edici potansiyele sahip olabilecegini akla getirmektedir.

5.2.2 Agomelatinin Otofaji Uzerine Etkisi

Otofaji (Autophagy) kendi anlamina gelen “auto” ile yemek anlamindaki “phagy”
sozctiklerinin birlesiminden olup hiicrenin kendi kendini yemesi/sindirmesi olayini ifade
etmekte kullanilir. (146). Olduk¢a kompleks olan bu siirecte rol alan proteinlerden
Beclin-1, ATGS5, ATG7 ve p62 proteinleri 6ne ¢ikmaktadir.

Otofajinin temel tetikleyicileri, SI/R patofizyolojisinde yer alan hiicredeki
hipoksik ortam, azalmig ATP diizeyleri ve mitokondriyal hasardir (148). Buna karsin
hiicrede otofajik siire¢ ile enerji iiretiminin saglanmast ve hiicresel hasarin en aza
indirilmesi amaglanir (149). Dolayisiyla otofajinin SI/R patofizyolojisiyle tetiklenerek
noronal hasar1 siddetlendirici mi yoksa enerji iiretiminin saglanmasi yoluyla ndronal

hasara kars1 koruyucu mu oldugu heniiz aydinlatilmamaistir (196).

Yapilan bir ¢alismada ATG7 yoksunu farelerde otofaji kaybina bagli olarak

norodejenerasyonun meydana geldigi gosterilmistir (197). Benzer sekilde yapilan farkl
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bir ¢alismada ise ATGS nakavt farelerde norodejeneratif bozukluklarin gelistigi ve bu
bozuklugun otofaji baskilanmasi ile iliskili oldugu ortaya konmustur (198). Baska bir
caligma ile otofajinin uyarilmasinin néroprotektif etkinlik gostererek spinal kord hasarmi
azaltabilecegi bildirilmistir (199). Bu calismalar otofajik aktivitedeki artisin SI/R’nin
neden oldugu noronal hasari hafifletebilecegini diisiindiirmektedir. Guo H, ve ark.
Tarafindan OSAO modeli olusturulan farelerde uzaktan ekstremite iskemik ardkosullama
yapilarak iskemik hasarin azaltilmasi hedeflenmistir. Elde edilen sonuglara gore tedavi
grubunda Beclin-1 ile ATG7 protein seviyelerinin arttig1 ve p62 protein seviyeleri ile
infarkt alanin azaldig1 goriilmiistiir (200). SI/R hasarindaki otofajik seyri inceleyen baska
bir ¢aligma ise infarkt alandaki kor ve penumbral bolgeyi ayri olarak ele almis, otofajik
aktiviteyi arttiran Beclin-1 ve LC3 protein seviyelerinin penumbral bolgede kor bdlgesine
gore daha yiiksek oldugu rapor edilmistir. Ayn1 calismada rapamisin uygulamasi ile
tedavi edilen grupta da bu iki otofajik protein seviyesinin arttig1 ve SI/R nedenli infarkt

alanin azaldig gosterilmistir (201).

Agomelatinin otofajik aktiviteye etkisi ile ilgili yapilmis ¢alismalara bakildiginda
ise kronik strese maruz birakilmis farelerde hipokampal Beclin-1 ile LC3-I protein
seviyelerini arttirdig1 ve p62 protein seviyelerini azalttig1 gosterilmistir (202). Baska bir
caligmada Agomelatinin U87GM ve A172 glioblastoma hiicrelerinde, otofajik siirecte rol
alan Beclin-1 ve LC3-II protein seviyelerini arttirdig1 goriilmiistiir. Agomelatinin agonisti
melatoninin de incelendigi ayni g¢aligmada melatoninin benzer etkilerle otofajiyi
indiikledigi rapor edilmistir (203). Melatoninin hidrojen peroksit kaynakli hasar {izerine
etkisinin incelendigi bir in vitro calismada melatonin uygulamasinin HT22 hipokampal
hiicrelerinde Beclin-1, LC-3B ve ATGS protein seviyelerini arttirip p62 protein seviyesini
azalttig1 belirlenmistir (204). Melatoninin SI/R olusturulmus sicanlarda ise beyin
dokusundaki LC3-I/II oranin1 ve LC3 ile Beclin-1 protein seviyesini arttirarak p62 protein
seviyesini azalttig1 ve boylelikle SI/R hasarim hafiflettigi gosterilmistir (188). Yapilan
calismalar degerlendirildiginde Agomelatin agonisti olan melatoninin SI/R hasarinda
otofajik siireglerde rol oynayabilecegi gosterilmisken Agomelatinin bu siirecte nasil

etki/etkiler gosterecegi hala gizemini korumaktadir.

Yaptigimiz ¢alisma ile Agomelatin uygulamasinin SI/R’de Beclin-1, ATG5 ve
ATGT7 protein seviyelerini arttirdifini ve p62 protein seviyesini azaltarak otofajik
aktiviteyi destekledigini belirledik. Otofajik aktivitedeki bu indiiksiyon bizlere

Agomelatinin infarkt alandaki hiicresel aktivitenin fazla oldugu penumbral bélgeyi
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arttirmasindan ~ ve/veya kor bolgesini azaltmasindan kaynakli olabilecegini
diisiindiirmektedir. Ozetle bu ¢alismanin sonuclar1 Agomelatinin, SI/R nedeniyle azalmis
otofajiyi indiikleyerek SI/R hasarini iyilestirici etkileri olabilecegini diisiindiiren kritik 6n

kanitlar sunmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calisma siirecinde yapilan testlerde elde edilen bulgulara goére Agomelatin
gruplarinda rotarod iizerinde kalma siiresinin daha uzun, etiket ¢ikarma siirelerinin daha
kisa oldugu ve kavrama giic oraninin da daha yiiksek oldugu goriildii. Sonuglarimiz
Agomelatinin SI/R nedenli bozulmus motor koordinasyonu ile somatosensdriyel ihmali
ve giic kaybim iyilestirdigini ve SI/R etkisiyle olusan infarkt alam1 azalttigin1 gosterdi.
Western Blot analizi ile Agomelatinin apoptozda rol alan BCL-2 protein seviyesini
arttirdig1 ve BAX protein seviyesini azalttig1 sonucu elde edildi. Bu sonu¢ Agomelatinin
SI/R hasar1 nedenli apoptozu inhibe edebilecegini diisiindiirdii. Agomelatinin otofajik
siirecte aktivite gosteren protein seviyelerine etkisi analiz edildiginde Beclin-1, ATGS ve
ATGT7 proteinlerin seviyelerini arttirdigi, p62 protein seviyesini azalttigini belirledik.
Otofajik protein seviyelerindeki bu degisim SI/R modeli olusturulmus sicanlarda

Agomelatin uygulamasinin otofajiyi indiikleyebilecegini akla getirdi.

SI/R oldukga karmasik patofizyolojiye sahip bir siire¢ oldugundan Agomelatinin
SI/R’de terapétik etkinligi birgok faktorle iliskili olabilmektedir. Dolayisiyla s6z konusu
etkinligin aydinlatilmasi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag duyulmaktadir. Bu ihtiyag
dogrultusunda Agomelatinin daha farkli dozlarda ve farkli uygulama ydntemleri
kullanilarak SI/R hasar1 iizerine etkisinin incelenmesi literatiirdeki bosluklara katki
saglayabilecektir. Bununla beraber farkli R siireleri iizerindeki roliiniin incelenmesi de
Agomelatinin iskemik inme seyrindeki etkisi ile ilgili soru isaretlerini azaltabilecektir.
Agomelatin ile tedavinin SI/R hasarindaki apoptotik siiregte rol oynayan hiicresel
yolaklar tizerine etkisinin incelenmesi de ilerde yapilacak g¢alismalarla literatiire bu
konuda katki saglayacaktir. Agomelatinin SI/R hasarinda meydana gelen otofaji iizerine
etkisi hala gizemini korumaktadir. Agomelatin uygulamasinin SI/R’deki otofajik siirece

dahil molekiiler mekanizmalarin incelendigi daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.
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