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OZET

Amag: Bu calismada amacimiz, siganlar ile olusturulan fokal serebral iskemi (FSi)
ve reperflizyon modeli sonrasinda insan trofoblast progenitor hicre (iTPH)
enjeksiyonunun siganlarin beynindeki glukoz transport mekanizmasi ve glukoz
metabolizmasint nasil etkiledigini belirlemektir. Bu mekanizmalara bagli olarak
iTPH’ler ile alternatif bir hiicresel tedavi yonteminin gelistirilmesi konusunda

literatiire katki saglamaktir.

Yontem: Wistar sigan beyinlerinde gegici orta serebral arter tikanikligi ile FSI-
reperfiizyon modeli olusturulmustur. Sigcanlarin kuyruk venlerinden iTPH enjekte
edilip hayvanlar sakrifiye edilerek dokular1 iizerinde analizler gergeklestirilmistir.
GLUT1, GLUT3, GLUT4, IR ve IGF-1R protein miktarlarmm FSI durumunda ve
ITPH enjeksiyonuyla birlikte nasil degistigi Western Blot analizleri ile incelenmistir

ve ekspresyonlar1 immiinofloresan yontemi ile gosterilmistir.

Bulgular: GLUT1, GLUT3 ve GLUT4 protein miktarlart FSI 1. giinde artis
gdsterirken, FSI’nin ilerleyen giinlerinde sham gruplarina benzer protein miktarina
sahiptirler. FSI-iTPH 3. giinde ise FSI 3. giin gruplarina gore azaldiklari tespit
edilmistir. GLUT1 ve GLUT4 proteinlerinin FSI-iTPH 11. giinde FSi-11'inci giin ile
benzer miktarda oldugu belirlenmistir. GLUT3 proteini ise FSI-iTPH 11. giinde FSI-
11. giine kiyasla daha fazla miktardadir. IR protein miktar1 FSI 3. giinde azalirken,
FSI 11. giinde artis gdstermistir. Ancak FSI 11. giinde sham gruplarma gore diisiik
seviyededir. iTPH enjeksiyonu ile birlikte IR protein miktar1 FSI gruplarina gore
artmigtir. IGF-1R protein miktar1 FSI 1. giinde artarken, FSI’nin ilerleyen giinlerinde
sham gruplarina yaklasmustir ve iTPH enjeksiyonu ile birlikte FSI gruplarina kiyasla
artts gostermistir. GLUT1, GLUT3, GLUT4, IR ve IGFIR i¢in gergeklestirilen

immiinofloresan boyanmalari bu sonuglar destekler niteliktedir.

Sonug: FSI durumunda beyindeki glukoz transport mekanizmasi ve glukoz
metabolizmas:1  etkilenmektedir. iTPH’ler FSI durumunda beyindeki glukoz

transportunu ve metabolizmasini dlzenleyebilirler.

Anahtar Kelimeler: fokal serebral iskemi, trofoblast, glukoz transport, glukoz

metabolizmasi



ABSTRACT

Objective: Our aim in this study is to determine the changes in glucose transport
mechanism and glucose metabolism after human hTPC injection to ischemic rats to
develop an alternative cellular therapy method with hTPCs and to contribute to the

literature on this subject.

Method: The FClI-reperfusion model was established with temporary MCAO on the
brains of Wistar rats. After hTPCs injection from the tail veins of rats, animals were
sacrificed and analyzes were performed on their tissues. The amounts of GLUT1,
GLUTS3, GLUT4, IR, and IGF-1R proteins after FSI and hTPCs enjection were
examined by Western Blot analysis and the expression intensities were shown by

immunofluorescence method.

Results: While the protein amounts of GLUT1, GLUT3 and GLUT4 increased on
FSI-1st-day, they approached to the sham groups in the following days of FSI. On
FSI-hTPC-3rd-day, they decreased compared to FSI-3rd-day groups. The amounts of
GLUT1 and GLUT4 on the day 11 of FSI-hTPC were similar to FSI-11th-day
groups. The amount of GLUT3 protein was higher on the day 11 of FSI-hTPC
compared to FSI-11th-day group. While the amount of IR protein decreased at FSI-
3rd-day, it increased at FSI-11th-day. However, it was lower compared to sham
groups. With hTPC injection, the amount of IR protein increased compared to FSI
groups. While the amount of IGF-1R protein increased on the 1st day of FSI, it
approached sham groups in the following days of FSI. With hTPC injection, the
amount of IGF-1R increased compared to FSI groups. Immunofluorescence staining
for GLUTL, GLUT3, GLUT4, IR and IGF1R supported these results.

Conclusion: In the FCI state, glucose transport mechanism and glucose metabolism
in the brain are affected. hTPCs can regulate glucose transport mechanism and the

glucose metabolism of the brain in the FCI state.

Key words: focal cerebral ischemia, trophoblast, glucose transport, glucose

metabolism
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1. GIRIS

Inme, her yil yaklastk 6.7 milyon kisinin &lmesine sebep olan, tiim diinyada
siralamada en onde gelen ikinci 6liim nedenidir. Bu hastalarin %80'den fazlasi,
serebral iskemi sonucu hayatlarin1 kaybetmektedir (Jia ve ark., 2017) Iskemi
durumunda, beyne giden zengin kan akisi destegi kaybolur ve beyin yeterince
beslenemedigi ig¢in hasar goriir. Yetiskinlerin merkezi sinir sisteminde (MSS)
norogenezin olduke¢a sinirli olmasi, iskemik kosullarda, tamir mekanizmasinin yeterli
olmadig1 durumlarda 6liimciil veya hayati olumsuz yonde etkileyecek kalic1 hasarlar
olusmasima sebep olmaktadir. Giiniimiizde uygulanan tedaviler, kalic1 hasarlar
giderememekle birlikte, cogunlukla hastaligin ilerlemesini ve tekrarlanmasini
onlemeye yoneliktir. Bu sebeple, serebral iskemik hastalar igin en umut verici
calismalar, kaybedilen noronal hiicrelerin yerini alabilecek veya iskemiye yanit

olarak gelisen immiin cevabi diizenleyebilecek kok hiicre odakli caligmalardir.

Cogunlukla kemirgenler iizerinde gergeklestirilen, tedaviye yonelik arastirmalarin
bircogu baslica; embriyonik kok hicreler (EKH’ler) indiikklenmis pluripotent kok
hicreler (iPKH’ler), néronal kok hiucreler (NKH’ler) ve mezenkimal kok hicreler
(MKH’ler) iizerine odaklanmaktadir. Bu hiicrelerle yapilan ¢alismalar sonucunda
bir¢ok olumlu sonug elde edilse de, kullanilan kok hiicrelerin tipine bagli olarak
halen baz1 riskler ve sinirlamalar mevcuttur. Bu nedenle serebral iskemik inme
tedavisi igin farkli ve giivenilir bir hiicre tipine gerek duyulmaktadir. Insan trofoblast
progenitor hicreleri (iTPH’ler), trofektoderm kokenli olup, insan plasentasinda
mevcut olan hucrelerdir. Trofoblast progenitor hiicrelerden kdken alan trofoblast
hiicrelerinin ¢esitli biiylime faktorleri ve anjiyogenik faktorler salgiladiklar
bilinmektedir (Cooper ve ark., 1995; Han ve ark., 1996). Diger taraftan, iTPH’lerin
induklenerek noronal kok hiicrelere farklanabildikleri de tespit edilmistir (T. T. Lee
ve ark., 2012). iTPH’ler, bilinen 6zellikleri sebebiyle, serebral iskemik hastalar igin
ideal kok hicre tipi olabilir.

Glukoz beyin icin primer enerji kaynagidir ve ndron hiicrelerinin fonksiyonlarini
stirdirmesi igin esastir. Glukoz, kan-beyin bariyeri boyunca ndronlara glukoz
tastyicilart tarafindan iletilir (Simpson ve ark., 2007). Glukoz tasiyici proteinler
(GLUT’lar) bir glikoprotein ailesidir. Beyinde, esas olarak GLUT1, GLUT3 ve
GLUT4 proteinleri rol oynar (Vannucci ve ark., 1997; Vannucci ve ark., 1998)



GLUT1 (SCL2A1 geni) hem kan-beyin bariyerini olusturan endotel hiicrelerinde
hem de astrositlerde eksprese edilirken, GLUT3 (SCL2A3 geni) ndronlarda ytiksek
oranda eksprese edilir (Benarroch, 2014). Insiiline duyarli glukoz tasiyicisi olan
GLUT4 (SCL2A4 geni) ise, beynin belirli bolgelerinde; mikrovaskiler endotel
hiicrelerde ve serebellum, hipokampus ve hipotalamustaki noronlarda dagilim
gosterir (McCall ve ark., 1997; Grillo ve ark., 2009). Bu tastyicilarin ekspresyonu,

beyin gelisimine bagli olarak serebral glukoz kullanimindaki artis ile birlikte artar.

Insiilin, pankreasta bulunan P hiicreleri tarafindan sentezlenir ve esas olarak glikoz,
yag ve protein metabolizmasi tizerindeki etkileriyle bilinir. Beynin glukoz alimi da
insiilin sinyallerine bagl olarak gergeklesir (Stockhorst ve ark., 2004). Insiilin sinyal
yolaklarinin, insilinin insulin reseptére (IR) (Grillo ve ark.) baglanmasiyla
etkinlestirildigi (Hubbard, 1999; Li ve ark., 2005) ve insiilinin beyne IR araciligi ile
kan beyin bariyerini (KBB) gegerek girdigi bilinmektedir (Schwartz ve ark., 1992).
Sinir sisteminde IR'ler, hipotalamus, olfaktor bulbus ve hipokampuste heterojen bir

sekilde dagilim gosterir (Unger ve ark., 1989; Schulingkamp ve ark., 2000).

Insiilin benzeri biiyiime faktérii-1 (IGF-1), normal beyin gelisimi ve olgunlasmasi
sirasinda hiicre proliferasyonunu ve farklilagmasini tesvik etmede Onemli rol
oynayan bir norotrofik faktordir. IGF-1 Reseptori (IGF-1R) ve IR (Grillo ve ark.)
yakindan iligkilidir ve yapilar1 yiiksek oranda benzerlik gosterir (Garrett ve ark.,
1998; Xu ve ark., 2018). IGF reseptorleri hem glia hem de néronlarda mevcuttur
(Bergstedt ve Wieloch, 1993; W. H. Lee ve Bondy, 1993).

1.1. Cahsmanin hipotezi: Fokal serebral iskemi ve reperflizyon modelinde
1TPH’lerin terapodtik kullanimi, iyilestirici bir etki gostererek beyindeki glukoz

transportunu ve metabolizmasini diizenleyebilir.

1.2. Calsmanin amaci: Fokal serebral iskemik sicanlara yapilan iTPH
enjeksiyonunun, siganlarin beynindeki glukoz transport mekanizmasindaki ve glukoz
metabolizmasindaki etkilerini belirlemek, iTPH’ler ile alternatif bir hiicresel tedavi
yontemi gelistirmek ve bu konuda literatiire katki saglamaktir. Bu amag
dogrultusunda: GLUT1, GLUT3, GLUT4, IR ve IGF-1R proteinlerinin miktarlarinin

FSI durumunda ve iTPH enjeksiyonu sonrasinda nasil degistigi Western Blot analizi

ile belirlenmistir ve ekspresyonlar1 immunofloresan yontemi ile gOsterilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Fokal Serebral iskemi (FSI)
Inme, kan damarlari kan pihtis1 tarafindan tikandiginda veya arteriyovendz

malformasyonlar veya anevrizmalar nedeniyle kan damarlarinda riiptiir oldugunda
ortaya ¢ikar. Beyin en yiiksek enerji tiiketen organlardan biri oldugundan, inme ile
ortaya ¢ikan oksijen ve besin kaynagi eksikligi, norolojik bozukluklara yol agan
beyin hasarina neden olabilir (Lee ve ark., 2018).

Serebral iskemi, serebral kan akisinin (SKA) beynin tamaminda (global) ya da belirli
bir bolgesinde (fokal) kritik bir esik degerinin altina diismesi durumudur. Serebral
kan damar1 tikanmasi, fokal serebral kan akigin1 engelleyerek; fokal beyin iskemisine
ve enfarktlse neden olur (Sekil 2.1). SKA normalin %25 altina diiserse enfarktiis

olusur.

_=— FOKAL iSKEMI

02 SEViYESI
SEREBRAL ISKEMI

f
|

= GLOBAL iSKEMI

karotid arterlerde lokal tikanikhk

karotid arterlerde yaralanma

Sekil 2.1. Serebral iskemi tiplerinin sematik gosterimi (Sarkar ve ark., 2019).

Yetiskinlerde norogenez, normal kosullar altinda, iki spesifik “ndrogenik” beyin
bolgesi ile sinirhidir. Bunlar hipokampiisiin dentat girusundaki, yeni dentat graniil
hiicrelerinin iiretildigi subgraniiler bolge (SGZ) ve ndron haline gelmek icin rostral
goc akist (RMS) yoluyla bulbus olfaktoryusa go¢ eden yeni noronlarin iiretildigi
lateral ventrikillerin subventrikiler (SVZ) bélgesidir (Drapeau ve Nora Abrous,
2008). Yetiskinlerde diger MSS bolgelerinde nérogenezin normal fizyolojik kosullar
altinda sinirli olduguna inanilmaktadir, ancak yaralanmalardan sonra nérogenezin

indiiklenebilecegi disiinilmektedir (Gould, 2007). Norogenezin bu sekilde simirl

3



olmasi, tamir mekanizmasinin da yeterli olmadigi durumlarda iskemiden kaynakli

olusabilecek hasarlar1 kalic1 hale getirebilir.

Serebral iskemiye kars1 terapotik stratejiler sinirhidir. Ginimiizde uygulanmakta olan
tedaviler, kan akisin1 geri kazandirabilmek ve inmenin tekrarlamasini engellemek
amaciyla, pihtiy1 bozan doku plazminojen aktivatori (tPA) uygulamasina yoneliktir.
Akut iskemik inme i¢in tek FDA onayli tedavi tPA ile intravendz trombolizdir
(Gould, 2007; Farbu ve ark., 2011; Chu ve ark., 2015). Bununla birlikte, tPA’nin dar
terapotik zaman penceresi (inmenin baslamasindan 4,5 saat sonra), iskemik inmeye
kars1 tedavide terapotik etkinligi onemli Olglide azaltir. Tedavi amaciyla pihtinin
mekanik olarak ¢ikartilabilmesi gibi bazi cerrahi yontemler de mevcuttur. Ancak bu
yontemler de kendi icinde riskler tasimaktadir ve uygulamalar, kalic1 hasarin yok
edilmesini saglayamamaktadir. Gegici (trans) iskemik atak (TIA) ve kalp durmasina
kars1 tedavilerle alakali olarak ise, hipotermi disindaki tiim tedaviler noronal hasari
azaltmada basarisiz olmustur. Bu nedenle, tedavilerin amaci temel olarak TIA ve
kalp durmasi i¢in risk faktorlerinin (yliksek tansiyon, hiperlipidemi, sigara igme ve
kalp hastaligi) onlenmesine odaklanmakta ve bu da serebral iskemiye karsi yeni
tedavilerin gelistirilmesine bilyiikk dl¢iide ihtiya¢ duyuldugunu goéstermektedir (Lee
ve ark., 2018).

2.2. Glukoz Transport Proteinleri
Glukoz beyin i¢in primer enerji kaynagidir ve néronal fonksiyonlarin siirdiiriilmesi

icin esastir. Glukoz, néronlara glukoz tasiyicilari tarafindan iletilir (Simpson ve ark.,
2007). GLUT proteinleri, 14 Gyeli (GLUT1-GLUT14) SCL2A sodyum bagimsiz

kolaylastirilmis heksoz tasiyict ailesine aittir:

GLUT]1, eritrositlerle iligkilidir. Testis ve plasental dokuda ¢ok miktarda mevcuttur
(Harik ve ark., 1990; Hayano ve ark., 1990). GLUTS3; plasenta, karaciger, bobrek (G.
W. Gould ve ark., 1992; Burant ve Davidson, 1994), spermatozoa ve testiste (Burant
ve Davidson, 1994) tespit edilmistir. GLUTA4, kalp, iskelet kaslar1 ve yag dokusu gibi
insiiline duyarli dokularla iligkilidir (Charron ve ark., 1989; James ve ark., 1989).
Ayn1 zamanda beynin belirli bolgelerinde; mikrovaskiiler endotel hiicrelerde ve
serebellum, hipokampus ve hipotalamustaki noronlarda dagilim gésterir (McCall ve

ark., 1997; Grillo ve ark., 2009). GLUT4’lin plazma membranina translokasyonu,



insiilin etkisi ile veya AMPK araciligiyla (insiilin bagimsiz olarak) gerceklesir.

Boylece glikozun hiicre igine alimi saglanmis olur (Shaw, 2011; O'Neill, 2013).

Beyinde, esas olarak GLUT1, GLUT3 ve GLUT4 6nemli miktarlarda bulunmustur
(Rayner, 1996; Vannucci ve ark., 1997; Vannucci ve ark., 1998) (Sekil 2.2). Bununla
birlikte, GLUT2 ve GLUTS5, beynin ayr1 bélgelerinde nispeten az miktarlarda;
GLUT2, astrositlerde (Leloup ve ark., 1994) ve GLUTS5, kiglk damarlarda ve
mikroglialarda (Mantych ve ark., 1993; Payne ve ark., 1997) tespit edilmistir.

perisit

\

son ayakgik

Sekil 2.2. Bir beyin kapillerinin, iliskili bir astrositin ve ilgili glikoz tasiyicilar: ile etkilesim
halindeki bir néronun sematik tasviri. Kapiller endotel hiicreleri siki baglantilarla birbirine
baglanmistir. Belirtilen zarlar boyunca D-glikoz taginmasina aracilik eden glikoz tasiyicilart
gosterilmektedir. D-glikoz translokasyonunun ana yonii kirmizi oklarla gosterilmistir. SGLT1:
Sodyum-Glukoz Tastyict Protein 1 (Koepsell, 2020).

GLUT1 (SCL2AL1 geni) hem kan beyin bariyerini olusturan endotel hiicrelerinde
hem de astrositlerde eksprese edilirken, GLUT3 (SCL2A3 geni) noronlarda yuksek
oranda eksprese edilir (Benarroch, 2014). GLUT3’iin spesifik olarak noronlarda
eksprese edildigi bilinse de siganlarin, kopeklerin ve insanlarin GLUT3 proteinini
KBB’de de eksprese ettikleri bilinmektedir (Mantych ve ark., 1992). GLUT1
ekspresyonu, prenatal beynindeki GLUT3 ekspresyonundan ¢ok daha yiksektir.
GLUT4 6zellikle mikrovaskdler endotel hiicrelerde eksprese edilirken, beynin belirli
bolgelerindeki noronlarda da ekspresyonu mevcuttur (McCall ve ark., 1997; Grillo
ve ark., 2009).



2.2.1. Serebral Iskemide GLUT proteinleri
Inme sirasinda kandaki degisken glukoz konsantrasyonunun azalmasma ragmen,

beyne yeterli glukoz transferini saglamak esastir. GLUT proteinleri, periferal kan ile

beyindeki hiicrelere glukoz tasinmasina aracilik eden esas proteinlerdendir (Thorens

ve Mueckler, 2010).

Onceki yillarda yapilan bir c¢alismada, iskemi esnasinda beyindeki GLUT1 ve
GLUT3 ekspresyonunun upregiile oldugu tespit edilmistir (Lee ve Bondy, 1993;
Gerhart ve ark., 1994). Benzer sekilde bir baska calismada, FSI modelinde
reperfiizyondan 48 saat sonra sican beyninde GLUT3 mRNA ve protein seviyelerinin

arttigi belirtilmistir (Urabe ve ark., 1996).

2009 yilinda yapilan bir baska arastirmada ise yine, diyabetik sicanlarda
iskemi/reperfiizyon hasar1 sonrasi hipokampus ve serebral kortekste GLUT1 mRNA
ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (W. W. Zhang ve ark., 2009). Bu ¢alismalarla
paralel olarak, Huang ve ark. kemirgenler ile yapilan bir fokal serebral iskemi
modelinde, GLUT3 ekspresyonunun, iskemi sonrasi 24. saatte 10 kat arttigin
bildirmislerdir (Huang ve ark., 2010). 45 dakikalik hipoksik iskemi sonrasinda,
reperflizyondan 4 saat sonra beynin her iki tarafinda ve kontralateral taraflarinda
GLUT3 ekspresyonunda 6nemli bir artig gézlendigi ve yeniden oksijenizasyondan 24
saat sonra bazal seviyelere geri dondiigli de bir baska ¢aligmada bildirilmistir (Fung
ve ark., 2010).

Son olarak, 2016 yilinda yine kemirgenlerle yapilan bir caligmada ise, iskemiden 24
saat sonra hipokampal CA1l bolgesinin piramidal noronlarinda GLUT3
immiinoreaktivitesinde anlamli bir artis gozlendigi belirtilmektedir. Bu sonug,
beyindeki iskemiye cevap olarak artmig GLUT3 seviyelerini bildiren onceki
calismalarla ortiismektedir (Gerhart ve ark., 1994; Urabe ve ark., 1996; Fung ve ark.,
2010; Huang ve ark., 2010; S. Zhang ve ark., 2014).

Bu bulgular iskemik beyinde GLUT1 ve GLUT3 proteinleri araciligiyla beyne daha
fazla glukoz tasinimi saglanmaya calisildigini ve glukoz eksikliginin bu proteinler

aracilifiyla kompanse edilmeye ¢alisildigin1 gostermektedir.

Fokal serebral iskemi modellerinde GLUT4 proteininin rolii, GLUT1 ve GLUT3

proteinleri kadar arastirilmamistir. Bu sebeple bu proteinlerin fokal serebral iskemi
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durumunda tam olarak nasil degisti§i heniiz bilinmemektedir. Insiilin seviyesi
iskemik inme sirasinda degisir ve bazen inme meydana geldikten sonra insiilin
direnci ortaya cikar. BOylece insiiline duyarli bir glikoz tasiyicist olan GLUT4

etkilenebilir ve iskemide enerji regiilasyonuna katilabilir (S. Zhang ve ark., 2014).

GLUT4’lin plazma membranina translokasyonu insiilinden bagimsiz olarak, AMP-
aktive edici protein kinaz (AMPK) aktivasyonu yoluyla gerceklesebilir. Serebral
iskeminin temel sonuglarindan biri olan enerji tiikkenmesi, kendisini azalan adenozin
trifosfat (ATP) ve yikselen adenozin monofosfat (AMP) (Schulingkamp ve ark.)
seviyeleri ile gosterir.  AMPK, ATP rezervlerini korumak igin enerji stresi
durumlarinda aktive edilebilir. AMPK aktivasyonu enerji metabolizmasini artirir ve
AMPK aktivasyonuna yanit olarak GLUT4 translokasyonu, glikoz alimini arttirir
(Russell ve ark., 2004; Agnetti ve ark., 2005).

Iskemik hipokampiiste AMPK'nin altinda yatan mekanizmay1 ortaya ¢ikarmak igin,
10 dakikalik iskemiden sonra ¢esitli reperfiizyon stirelerinde (0, 10 dakika, 1, 6 ve 24
saat) Western Blot yontemi ile plazma ve post-plazma membranindaki GLUT4
degisiminin incelendigi bir ¢aligmada, sonuglar post-plazma membrandaki GLUT4
seviyesinin sham grubuna goére kademeli olarak azaldigini géstermektedir (Li ve ark.,

2010).

Simdiye kadar fokal ve global serebral iskemide GLUTI1, GLUT3 ve GLUT4’{in
fonksiyonlariin anlagilmasi i¢in ¢alismalar yapilmistir (Gerhart ve ark., 1994; Urabe
ve ark., 1996; Fung ve ark., 2010; Huang ve ark., 2010; S. Zhang ve ark., 2014).
Fakat bu proteinlerin hucresel lokalizasyonu ve iskemiye bagli olarak degisen
fonksiyonlart tam olarak ag¢iklanamamistir. Ayrica serebral iskemi tedavisinde

oynadiklari rol bilinmemektedir.

2.3. insiilin, Insiilin Biiyiime Faktorii ve Reseptorleri

2.3.1. Insiilin ve Insiilin Reseptor

Pankreas hiicreleri tarafindan tiretilen bir hormon olan instlin, esas olarak glikoz,
yag ve protein metabolizmasi {izerindeki etkileriyle bilinir. Baslangigta, iskelet kasi
gibi belirli dokularin glukoz kullaniminin esas olarak insiilin sinyallerine bagl
oldugu (Stockhorst ve ark., 2004), beynin ise insiilinden bagimsiz glukoz alimina

sahip oldugu diisiiniilmekteydi (Gerozissis, 2003). Ilerleyen arastirmalar, yenidogan



beyninin insiilin {irettigini ancak bunun daha sonraki yaslarda tespit edilemedigini
gostermistir (Gerozissis, 2003). Hem kemirgen hem de insan beyinlerinde insulin
reseptorlerinin ekspresyonunun kesfi (Havrankova ve ark., 1978; Schwartz ve ark.,
1992; Schwartz ve ark., 2000; Morton ve ark., 2006) ile birlikte, insiilinin IR aracili
bir yolla kan-beyin bariyerini gectigi bildirilmistir (Schwartz ve ark., 1992). Boylece
insiilin ve spesifik reseptdrlerinin beynin farkli bolgelerindeki varlig artik daha agik

bir sekilde bilinmektedir.

Insiilin sinyal yolaklari, insiilinin IR'ye baglanmasiyla etkinlestirilir (White ve
Yenush, 1998; Hubbard, 1999; Li ve ark., 2005). IR, IGF reseptorini de iceren bir
reseptor tirozin kinaz ailesine aittir (Sekiller 2.3 ve 2.4). Sinir sisteminde IR'ler,
hipotalamus, olfakt6r bulbus ve hipokampiiste heterojen bir sekilde dagilim gosterir

(Unger ve ark., 1989; Schulingkamp ve ark., 2000).

2.3.2. Tip 1 Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii ve Reseptorii
IGF ailesi, IGF-1 ve IGF-2 olmak iizere biyolojik olarak aktif iki peptit, alt1 tane

baglayict protein ve IGF-1R ve mannoz 6-fosfat/insilin benzeri buylime faktori-2
reseptori (M6P / IGF-2R) olmak Uzere bilinen iki reseptor icerir (Czech, 1989)
(Sekil 2.3). IGF reseptorleri hem glia hem de néronlarda mevcuttur (Bergstedt ve
Wieloch, 1993; Lee ve Bondy, 1993).

Merkezi sinir sisteminde ¢esitli noronlarda ve glialarda IGF-1 aktivitesi goruldr,;
bunlar, néronal hayatta kalma, ndrit buyumesi ve sempatik, duyusal, kortikal ve
motor noronlarda in vitro protein sentezinin tesvik edilmesi (Aizenman ve de Vellis,
1987; Caroni ve Grandes, 1990; Knusel ve Hefti, 1991), in vitro ndéronlarin
mitozunu, farklilasmasimi ve olgunlagmasini arttirmak (Pahlman ve ark., 1991)
astrositlerde timidin Dbirlesmesinin tesvik edilmesi (Ballotti ve ark., 1987)
oligodendrositlerin  proliferasyonunun, olgunlasmasinin ve miyelinasyonunun

desteklenmesi (McMorris ve ark., 1993) gibi olaylar1 icerir.

IGF-1R, hiicre biiylimesi ve farklilasmasinda kritik rol oynayan bir reseptor tirozin
kinazdir (Adams ve ark., 2000; Chitnis ve ark., 2008). IGF-1R ve IR yakindan
iligkilidir ve %57 sekans 6zdesligi ve yiiksek yapisal benzerligi paylasirlar (Garrett
ve ark., 1998; Xu ve ark., 2018) (Sekil 2.4).



IR-IGF1R
Hibritleri IGF2R

Sekil 2.3. Insiilin/IGF sistemi: Ligand-reseptor baglanma afiniteleri. IR ve IGF-1R proteinlerinin
her biri iki ap dimerinden olusur. IR, IR-A ve IR-B olmak iizere iki izoforma sahiptir. IR aff
dimerleri, IR / IGF-R hibrit reseptorleri olusturarak IGF-1R of dimerlerine baglanabilir. Her
reseptoriin insiiline, IGF1 ve IGF2'ye goreceli baglanma afiniteleri, kesintisiz oklarla (yliksek afinite)
veya kesintili oklarla (distik afinite) gosterilmektedir (Neirijnck ve ark., 2019).
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Sekil 2.4. Insiilin/IGF sinyallemesinin basitlestirilmis sematik bir temsili. Reseptorlerine ligand
baglanmasi, B alt birimlerinin otofosforilasyonuna yol agar. IRS (insilin reseptdrii substrati) veya
SHC (Src homoloji alani igeren) proteinlerin fosforilasyonu, MAPK (Ras / Raf / ERK) veya PI3K
(PI3K / PTEN / AKT) sinyal yollarinin aktivasyonuna sebep olur. AKT aktivasyonu, PI3K ve PTEN
tarafindan sirasiyla PIP3 veya PIP2 iiretimi yoluyla pozitif ve negatif olarak moddle edilir. Her iki yol
da hiicre proliferasyonu, farklilagmasi, metabolizmasi ve hayatta kalmasi ile iligkilidir. Oklar sinyal
iletimini gostermektedir (Neirijnck ve ark., 2019).

2.3.3. Serebral Iskemide Insiilin, IR, IGF-1 ve IGF-1R

Insiilinin beyin igindeki etkisi tam olarak anlasilamamistir. Noronlarda ve glial
hiicrelerde IR'lerin varligi, insiilinin glukoregiilasyon, devre gelisimi ve plastisite,
besin alimi1 ve viicut agirligi, dogurganlik ve lireme, 6grenme, hafiza ve dikkat dahil
olmak {izere gesitli beyin fonksiyonlarini etkiledigini diisiindiirmektedir (Bondareva
ve Chistyakova, 2007).



Insiilinin néroprotektif etkileri birgok ¢alismada gosterilmistir:

Glutamat reseptor ailesi hizli uyaric sinaptik iletimi etkilerken, y-aminobdtirik asit
(GABA) reseptorleri hizli inhibe edici sinaptik iletime aracilik eder. Sinaptik
iletisimi saglayan bu hassas sinyal dengesi, serebral iskemi ile birlikte asir1 uyarilma
yoniine kayabilir. Insiilin, glutamat seviyelerini diisiirebilir ve GABA seviyelerini

artirabilir (Mielke ve Wang, 2005).

Sican hipokampal néronlarinda oksijen-glikoz yoksunlugu ile olusturulan in vitro
serebral iskemi modeli calismasinda, hiicrelere 10 dakika boyunca insiilin ile
muamele edildiginde, GABA reseptdrlerinin ekspresyonunun yaklasik %20 artti1
gosterilmistir (Vetiska ve ark., 2007). Insiilinin, hiicre yiizeyinde bulunan GABA
reseptorlerinin -~ varligimi  arttirarak,  kiiltiirlenmis  noronlar1  oksijen-glikoz

yoksunluguna kars1 korudugu bildirilmistir (Mielke ve Wang, 2005).

Beyinde glikojen neredeyse tamamen beyne dagilmis olan astrositlerde bulunur
(Morgenthaler ve ark., 2006) ve insan astrositleri instlin reseptoriinii eksprese
ederler (Heni ve ark., 2011). Astrositler glikozu alir ve enerjiyi glikojen olarak

depolar. Bu, néron destegi i¢in 6nemlidir (Heni ve ark., 2011).

Insiilin reseptorii sinyallemesi, dendritik asir1 biiyiime, ndronal hayatta kalma, devre
gelisimi, sinaptik plastisite ve postsinaptik ndrotransmiter reseptor trafigi icin 6nemli
olarak kabul edilmektedir. Ortaya ¢ikan kanitlar, insiilin reseptor sinyalinin ¢esitli

norolojik bozukluklarda bozuldugunu gdstermistir.

1992 ve 1993 yillarinda Lee ve Bondy tarafindan IGF-1, IGF-2, reseptorleri ve
baglanma proteinlerinin MSS’deki rollerini aydmlatmak icin FSI sigan modelleriyle
in sitl hibridizasyon ve imminohistokimyasal yontemler kullanarak yapilan
caligmalar sonucunda, iskemik serebral kortekste hem IGF-1, hem IGF-2 gen
ekspresyonunda garpici bir artis goriilmiistiir. Hem IGF-1 hem de IGF-2'in, beyin
hasarma yanit olarak olusan fagositik aktivite sirasinda, fagositik hiicrelerde ytiksek

oranda eksprese edildigi bulunmustur (Lee ve ark., 1992; Lee ve Bondy, 1993).

IGF-1, baglayici proteinleri ve reseptorlerinin beyin hasarimi takiben hasarli beyin
bolgelerinde yogun bir sekilde indiiklendiginin gosterilmesi {izerine (Lee ve ark.,
1992; Bergstedt ve Wieloch, 1993; Lee ve Bondy, 1993), IGF-l'in beyin
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iyilesmesinde olas1 bir rolii oldugu diisiiniilmiis ve bunun {izerine aragtirmacilar IGF-

1’in FSI modelleri iizerindeki terapétik etkisine yogunlasmislardr.

In vitro olarak, IGF-1'in hem duyusal hem de motor ndronlari eksitotoksisite ve
oksidatif strese kars1 korumak i¢in glutamat, nitrik oksit ve hidrojen peroksitle iligkili
apoptozu inhibe ettigi gosterilmistir (Russo ve ark., 2005). KBB'yi olusturan endotel
hiicreleri de iskemi sonrasinda, oksijen ve glikoz yoksunlugu sonucunda IGF-1
sekresyonunu arttirarak noéron hasariin azalmasina yardimci olurlar (Wang ve ark.,
2013). Ayrica, inmenin siganlarda endojen IGF-1 ekspresyonunu artirarak,
subventrikiler zon (SVZ) ve dendat girus (DG)'da ndronal ve oligodendrosit
progenitorlerinin cogalmasini sagladigi bilinmektedir (Dempsey ve ark., 2003). IGF-
l'in siganlarda inme sonrast ndrogenez ve progenitdr hiicre proliferasyonunun yant
sira anjiyogenez ve miyelinasyonu da destekledigi gosterilmistir (Dempsey ve ark.,
2003; Russo ve ark., 2005).

2.4. Iskemi Tedavisinde Kok Hiicre Yaklasimlar
Serebral iskemide hiicresel tedaviye yonelik olarak, bir¢ogu kemirgenler iizerinde

gerceklestirilmis olan, bugiine kadar yapilan aragtirmalarin ¢ogunlugu, embriyonik
kok hicreler (EKH), indiiklenmis pluripotent kok hiicreler (iPKH), néronal kok
hicreler (NKH) ve mezenkimal kok hiicreler (MKH) olmak iizere baslica dort kok

hiicre tipi tizerine odaklanmaktadir.

EKH’ler pluripotent hiicrelerdir ve ndronlar ve glialar dahil olmak tizere herhangi bir
hiicre tipine farklilagabilme yetenekleri nedeniyle terapi igin ideal kabul
edilmektedir. Bu hiicre tipini kullanmanin en biiyiilk dezavantajlarindan biri,
farklilasmamis bir durumda enjekte edilirlerse teratom olusturabilmeleridir
(Seminatore ve ark., 2010). Ayrica etik kisitlamalar da EKH’lerin arastirmalarda

kullaniminin 6niine gegmektedir.

iPKH yaklagiminin da istenmeyen birtakim sonuglari mevcuttur. Ornegin,
kemirgenlerde olusturulan bir inme modeli ile yapilan bir ¢alismada arastirmacilar,
iPKH uygulanmasi sonrasinda hem inmeli hem de sham opere hayvanlarin

beyinlerinde ciddi teratom olusumu bulmuslardir (Kawai ve ark., 2010).
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NKH’ler, embriyolarin merkezi sinir sisteminden ve yetiskinlerdeki subventrikiler
ve subgranller bolgelerden (Sekil 2.5) izole edilebilir ve kultirlenebilirler
(Arvidsson ve ark., 2002). EKH'lerin aksine, NKH'ler pluripotent degildir, ancak
hepsi olmasa da birgok MSS hiicre tiiriine farklilagabilirler. Noronlara, astrositlere ve
oligodendrositlere farklilastiklar1 gosterilmistir. Bircok ¢alisma, hem endojen hem de
nakledilen NKH'lerin potansiyel terapotik faydasimi gosterse de, bu tip tedavinin
sinirlayict faktorlerinden biri nakledilen hiicrelerin hayatta kalma oraninin zayif
olmasidir. Nakledilen hicrelerin %1-3'inlin hayatta kaldigi ve daha kiiglik bir

yiizdenin noronlara farklilastigi gosterilmistir (Toda ve ark., 2001).

. Subventrikiller Zon (SVZ) Dentat Girosun
; Subgraniler Zonu (SGE)

0B

Sekil 2.5. Yetiskin beyninin ana noérogenik alanlari. Yetiskin nérogenez, subventrikiiler bdlge
(SVZ) / olfaktér bulbus (OB) ve hipokampal sistemde tanimlanmigtir. Glial fibriler asidik protein
pozitif astrositler (yesil), yavasca boliinerek progenitorlere (mavi) doniisiirler, bunlar da sirasiyla,
ndronlara (turuncu) veya glial hiicrelere (sar1) farklilasabilen olgunlasmamis hiicreler (kirmizi)
uretirler. RMS: rostral go¢ akisi; LV: lateral ventrikil; St: striatum; GCL: graniil hiicre katmani;
SGL.: subgranuler tabaka (Drapeau ve Nora Abrous, 2008).

Hiicre bazli terapi igin en popiiler hiicre kaynaklarindan biri de eriskin dokudan elde
edilen kok hiicrelerdir. MKH'ler dolasimdaki kan, gobek kordon kani, plasenta, kalp,
yag dokusu, iskelet kasi, pankreas ve dis pulpasit da dahil olmak tizere memelilerdeki
hemen hemen tiim dokulardan izole edilebilmektedir (Zou ve ark., 2010). Onceki
caligmalar, inmeli hayvanlarda intraserebral veya intravendz yolla transplante edilen
MKH'lerin segici olarak iskemik sinir bdlgelerine go¢ ettigini, noronlara ve glial
hiicrelere farklilastigin1 ve fonksiyonel iyilesmeyi destekledigini gostermistir (Li ve
ark., 2002; Zhao ve ark., 2002). MKH’lerin immiinosiipresif 6zelliklere sahip oldugu
ve inflamasyonu azalttig1 bilinmekle birlikte (Tse ve ark., 2003; Togel ve ark., 2005),
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norotrofin ve anjiyogenik 6zelliklere sahip oldugu 6nceki ¢alismalarda gosterilmistir
(Eaves ve ark., 1991; Villars ve ark., 2000). Ancak in vivo modeller, nakledilen

MKH'lerde ¢ok diisiik bir hayatta kalma oran1 gostermistir (Coyne ve ark., 2006).

2.5. Trofoblast Progenitér Hucreler
Serebral iskemi tedavisinde yukarida bahsedildigi gibi, birgok kok hiicre ile

calisilmigtir. Bu ¢aligmalarin bazilarinda olumlu sonuglar da elde edilmistir ancak bu
hicrelerle ilgili olarak hala bazi siirlamalar ve riskler mevcuttur. Bu sebeple, yeni
ve guvenilir alternatif kok hiicre kaynaklarma ihtiyag duyulmaktadir. Literatiir
incelendiginde, iTPH’ler serebral iskemik hastalar i¢in umut verici adaylar arasinda
yer almaktadir (Cooper ve ark., 1995; Han ve ark., 1996; Lee ve ark., 2012; Molbay
ve ark., 2018; Molbay ve ark., 2020; Yanar ve ark., 2021).

Plasenta, gelismekte olan fetiisiin biyoenerjetik ihtiyaglarini karsilayabilecek
maternal-fetal vaskiiler bir ara yiiziin olusturulmasi i¢in gerekli oldugundan,
memelilerde olusan ilk organdir (Maltepe ve ark., 2010). Trofoblast kok hiicreleri,
trofoektoderm kaynaklidir ve plasentadaki trofoblast hiicrelerin kaynagidir (Sekil
2.6).

Trofoblast kok hiicreleri ilk olarak Tanaka ve arkadaslar1 tarafindan 1998'de fare
blastositlerinden izole edilmistir (Tanaka ve ark., 1998). Genbacev ve arkadaglari ise
ilk kez 2011'de insan trofoblast progenitdr hiicrelerini plasentadan elde etmislerdir

(Genbacev ve ark., 2011).
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Sekil 2.6. Implantasyon sonrasi plasentada koryonik mezensimdeki potansiyel trofoblast
progenitdr hicreleri. ITGA4+ hiicre popiilasyonlari, sitotrofoblast alt popiilasyonlar ile ortak olarak
p63, CDX2 ve ELF5'i eksprese ederler. Proksimal hiicre kolonundaki trofoblastlar proliferatiftir ve
invaziv ekstravilloz sitotrofoblastlarin onciileri olarak kabul edilirler. TPH: trofoblast progenitor
hicre; CTB: sitotrofoblast; STB: sinsitiyotrofoblast; EVT: ekstravilléz sitotrofoblast; MH:
mezenkimal hiicre; FV: fetal damar (Chang ve Parast, 2017).

iTPH'ler, Parkison hastaligi ve diger norodejeneratif hastaliklarin tedavisi igin
potansiyel alternatif pluripotent htcreler gibi gorinmektedir. Retinoik asitle
indiiklenmis TPH’lerin dopaminerjik ndronlara farklilastigi, bu hiicrelerin
nigrostriatal yol olusturdugu ve hem akut hem de kronik Parkinson hastalik modeli
olusturulmus siganlarda fonksiyonel motor néron eksikligini azalttig1 gdsterilmistir
(Lee ve ark., 2012). Trofoblastlarin, vaskiiler endotel biiylime faktérii (VEGF) ve
IGF gibi ¢ok ¢esitli anjiyogenik faktorler ve sitokinler salgilayabildigi bilinmektedir
(Cooper ve ark., 1995; Han ve ark., 1996; Lee ve ark., 2012; Molbay ve ark., 2018;
Molbay ve ark., 2020; Yanar ve ark., 2021). Ayrica, ekstravilloz trofoblastlarin
klasik histo-uyumluluk antijenleri HLA-A veya HLA-B'yi eksprese etmedigi g6z
ontine alindiginda, TPH nakillerinin smirli bir antijeniteye sahip olacagi

diistiniilmektedir (Hiby ve ark., 2010).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Denekler
Bu arastirmada kullanilan 300-320 gr agirliklart arasindaki 48 adet Wistar sigan

Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesinden elde edilmistir. Tiim denekler
28 + 4°C oda sicakliginda barindirilmistir. Denekler icin normal diyet ve su

kullanilmistir.

Deney Gruplan

1. Grup: Sham grubu (n=16)
2. Grup: Fokal serebral iskemi olusturulan grup (n=16)
3. Grup: Fokal serebral iskemi + iTPH enjekte edilen grup (n=16)

3.2. Gegici Fokal Serebral Iskemi Modelinin Olusturulmasi
3.2.1. Gegici Orta Serebral Arter Tikamkhgr (MCAO)

Wistar sicanlar %4 isoflurane ile anestezi edildikten sonra stereoskopik mikroskop
altinda, ventral orta alan insizyonu gerceklestirilmistir ve ylizey bag dokusu diseke
edilmistir. Yiizeydeki bag dokusunu altindaki glandular doku kiint diseksiyonla
ayirildiktan sonra altinda trakea kasi goriiliir. Trakea kasinin solundan karotid arter
bulunana kadar kint diseksiyon yapilmistir. Eksternal, internal, ve ortak karotid
arterler (ECA, ICA, CCA) bu asamada goriilmistiir. ECA’nin iki dal oksipital arter
ve siiperior tiroid arter, 6/0 ipek ile baglanip kateter ile kesilmistir. ECA mumkin
oldugunca distalden 6/0 ipek ile baglanmistir. Bir baska 6/0 ipek ECA’nin ICA ile
birlesim yerinin yakinindan gevsekge sarilmistir. Mikroklempler CCA ve ICA’nin
birlesim yerlerinin yakinlarina yerlestirilmistir. ECA’daki iki ipek bag arasina
arteriotomi gerceklestirilmistir. 2.0 mm uzunlugunda 0.39 mm c¢apinda silikon tipi
2.0-2.2 cm 4/0 monofilament naylon siitur ECA liimenine CCA’ya dogru
mikroklepmin oldugu boélgeye dogru itilmistir. ECA etrafindaki siitur sikilarak
naylon sdturun yeri stabilize edilip kanama onlenmistir. Sonrasinda ICA’daki
mikroklemp yavasca ¢ikarilmistir. Naylon siitur ECA’dan ICA liimenine dogru orta
serebral artere (MCA) ulasana kadar itilmeye devam edilmistir. Bu uzunluk tipik
olarak 300 gr sigan i¢in 1.8-2.0 cm uzunlugundadir. Siitur 2 cm isaretli bolgeye kadar
girilip bir diren¢ hissedilinceye kadar limen igerisinde itilmistir. 90 dk tikaniklik
stresi Olgllmiistiir. CCA’daki mikroklemp ¢ikarilmistir. Daha sonra deri 3/0 ipek ile
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hizlica kapatilmistir. Kirmizi 151k altinda hayvanin anesteziden uyanmasi

beklenmistir (Sasaki ve ark., 2009; Molbay ve ark., 2020).

3.2.2. Reperfuzyon
Tikaniklik periyodunun bitmesine ¢ok az kala sican yeniden anestezi edilip ilk

seferinde yapildigi gibi dezenfekte edilmistir ve dikisler kesilerek agilmistir. CCA
Uzerine onceki gibi mikroklemp yerlestirilmigtir. Tikayic1 siituru ICA boyunca
cekilip siitur bast ICA sonunda goriinene kadar g¢ekilmistir. Siitur ICA/ECA’dan
tamamen ¢ikarilmamalidir. ICA’da siiturun bittigi yere mikroklemp yerlestirildikten
sonra siitur tamamen ¢ikarilip, ECA tamamen sikica baglanmistir. Tikanikligin tam
giderilme saati (reperfiizyonun baslama saati) kaydedilmistir. ICA’daki mikroklemp
¢ikarilmigtir. CCA’daki mikroklemp ¢ikarilmigtir. Alan steril serium fizyolojik (SF)
ile 1slatihp 3/0 katgut ile i¢ dokular ve 3/0 ipek ile deri dikilerek kapatilmistir.
Intramiiskiiler olarak 0,1 ml Contramal verilmistir. intraperitonal olarak 5 ml SF
enjekte edilmistir. Reperfiizyon siirecinde hidrasyon saglanmistir. Anesteziden
uyanan sigan, davranigsal analiz i¢in kuyrugundan kaldirilarak tutulup, hayvan her
iki yone de donebiliyor mu diye test edilmistir. Saga dogru kivrilmasi beklenir
(Sasaki ve ark., 2009; Molbay ve ark., 2020).

3.3.iTPH Uygulamasi

iTPH’lerin Eldesi

iTPH’ler, Kaliforniya Universitesi Pediatri Anabilim Dali 8gretim lyelerinden Dog. Dr. Emin

Maltepe tarafindan tarafimiza génderilmistir.

Lo e ; N s

Sekil 3.1. insan trofoblast proenitiir hiicrelrinin invert mikroskop altindaki gorintisd. Skala
bar 1 br =500p.
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iTPH Enjeksiyonu

iTPH’ler hayvanlara 6x10° 0,7 ml medyum icerisinde kuyruk veninden enjekte
edilmistir. Hayvanlara hiicre verilmesinden 1 gin once subkutan Cyclosporin A
verilip, bu islem hiicre verilmesinden 7 giin sonrasina kadar devam ettirilmistir. 100
mg Cyclosporin A, 10 ml DMSO igerisinde ¢oziiliip, hayvan bagina 1 mg/gtin olmak
uzere verilmistir. Cyclosporinin verilmesindeki amag, siganlarin insan plasentasi

kokenli trofoblast progenitor hiicrelerini reddetmesini engellemek icindir.

3.4. SDS-PAGE Western Blot Protokoll

3.4.1. Lizat Hazirlama
Sakrifikasyon sonrasi elde edilen dokular bistiiri ile kiyildiktan sonra ependorflara

0,3-0,4’er gramlik boliinmiistiir. Ependorflar buza alimmistir. Ependorflar tartilarak
0,2 gram doku basmna 10 pl proteaz inhibitér kokteyli ve 600 pl lizis tamponu
eklenmistir. Tiim ependorflar 1 saat boyunca 15dk’da 1 kez vortekslenip daha sonra
sonikator cihazi ile mekanik olarak par¢alanmistir. 15000 rpm’de 10 dk santrifiij

ardindan siipernatant ependorflara 20’ser pl boliinmiistiir.

3.4.2. Ornek Hazirlama
Lizatlardan esit oranda protein igeren ornekler elde etmek i¢in Thermo Coomassie

Plus (Bradford) Assay Kit kendi talimatlart dogrultusunda kullanilmigtir. Sonuglar
dogrultusunda hesaplamalar yapilip gerekli miktarda laemmli ve distile su ile 30

mikrogram/ml oraninda protein igeren drnekler hazirlanmigtir.

3.4.3. SDS-PAGE Western Blot Protokoliinde Kullanilan Soliisyonlar

Sodyum Ortohovanadate (100X)
e 0,184 g Na—ortohovanadate

e 10ml 0,1 M TRIS (pH:10)

Lizis Tamponu
e 10mLO,1MTRIS (pH: 7,4)

e 90 mL dH20
e 1 mL Na-ortohovanadate
e 1gSDS
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Ayirma Soliisyonu (pH: 8,8)
e 18,179 TRIS

e 0,49SDS
e dH20 ile 100 mL’ye tamamlanir.

Toplama soltsyonu (pH: 6,8)
e 6,069 TRIS

e 0,49SDS
e dH20 ile 100 mL’ye tamamlanir.

Akrilamid — Bisakrilamid
e 7,5 g hazir akrilamid — bisakrilamid 37,5:1

e dH2O ile 25 ml’ye tamamlanir.

10% Ayirma Jeli
e 1660 ul dH20

e 1000 pl ayirma soliisyonu
e 1320 pl poliakrilamid

e 5ul TEMED

e 30l 10% APS

Toplama Jeli
e 1155 pul dH20

e 500 pl Toplama Soliisyonu
e 330 pl poliakrilamid

e 2.5ul TEMED

e 15pul10% APS

Yuratme Soltsyonu (pH: 8,3-8,6) (5X)
e 9gTRIS

e 43,29 Glisin
e 39gSDS
e 600 ml dH20

Blotlama Solusyonu (pH: 8,3-8,6)
e 3gTRIS

e 14,3 gGlisin
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e 200 mL metanol

e dH20 ile 1000 mL’ye tamamlanir.

TBS (pH) 7,4 (10X)
e 60,55gTRIS

e 87,66 g NaCl
e dH20 ile 1000 mL’ye tamamlanir.
e 1 mL TWEEN-20 eklenirse TBS-T elde edilir.

3.4.4. SDS-PAGE Western Blot Analizi

Hazirlanan 6rnekler 95°C’de 5 dakika kaynatilmistir. Calisilacak olan proteinin kilo
dalton agirlig1 dikkate alinarak uygun yiizdelerde jeller hazirlanmistir. Her kuyucuga
30 mikrogram/ml oraninda protein i¢eren numuneler yiiklenmistir. Elektroforezde
numuneler ilk 6nce 100V 30mA’de 15 dakika, sonrasinda ise 80V 30mA’de jelin
sonuna kadar yuritiilmiistiir. Elektrofezden sonra ise jeldeki proteinlerin membrana
gecmesi i¢in immunoblotlama yapilmistir. Blotlama islemi 30V 90mA’de gece boyu
+4°C’de gerceklestirilnistir. Proteinlerin membrana transfer olup olmadigini kontrol
etmek i¢cin membran, bantlar goriinene kadar Ponceau ile muamele edilmistir.
Ponceau membrandan uzaklasincaya kadar pH’s1 7.4 olan, %0.1 Tween-20 ilaveli
Tris Buffer Solusyonu (TBS-T) ile yikama yapilmistir. Ardindan membran 1 saat
stire ile oda 1sinda TBS-T ile hazirlanan %5°lik yagsiz siit tozu ile bloklanmistir.
Membran, diliie edilmis antikorlar (Abcam ab652 rabbit poliklonal anti GLUTI
1:1000, Abcam ab1344 rabbit poliklonal anti GLUT3 1:1000, Abcam ab654 rabbit
poliklonal anti GLUT4 1:2000, Santa Cruz SC-711 rabbit poliklonal anti IR 1:1000,
Santa Cruz SC-713 rabbit poliklonal anti IGF-1R 1:3000 ve Cell Signaling 4967
rabbit poliklonal anti B actin 1:5000)ile +4°C’de gece boyu Kkaristirici tizerinde
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda membran TBS-T ile 3 kez 10’ar dakika
yikanmigtir. Membran, sekonder antikor (Advansta R-05072-500 goat anti-rabbit
IlgG H+L, HRP conjugate 1:3000) ile oda sicakliginda karistirici iizerinde 1 saat
inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonrasinda TBS-T ile 3 kez 10’ar dakika yikanmustir.
Ardindan Super Signal Chemiluminisans ile 5 dakika karanlikta inkiibe edilip, Azure
Biosystems C280 goriintiileme cihazinda bantlar incelenmistir ve istatistiksel

analizler one way ANOVA yontemi ile yapilmistir.
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Doku Takibi
Sakrifikasyon sonrasi elde edilen dokular %4 formalin igerisinde gece boyu inkibe

edildikten sonra akan suda 4 saat yikanarak temizlenmistir. Dokular, sudan
arindirilmak amaciyla %70, %80 ve %90’lik artan derecelerde alkol serisinde 1’er
giin inkiibe edildikten sonra %100’liik alkolde 3 saat daha inkiibe edilmistir. Dokular
daha sonra seffaflastirma amaciyla ksilole alinarak 5 dk inkiibasyon yapilmistir.
Sertlestirme amaciyla dokular 3x1 saat parafin igerisinde tutulmustur ve son olarak

parafin igerisine gomiilmiislerdir.

3.5. immiinofloresan Yontemi
3.5.1. Immiinofloresan Yonteminde Kullanilan Soliisyonlar
PBS (pH: 7.2 -7.4):

e 16 gr NaCl

e 2,85gr Na2HPO4

e 0,8 gr KH2PO4
e 2000 ml dH20

Sitrik Asit Cozeltisi (pH: 6.0):
e 2,1 grsodyum sitrat (10mM)

e 900 ml dH20

3.5.2. immiinofloresan Protokolii
Deneklere ait doku bloklarindan alinan 5 mikrometre kalinligindaki parafin doku

kesitleri siiperfrost lamlara alinarak, 1 gece boyunca 56°C’de etiivde tutulmustur.
Deparafinizasyon icin parafin kesitler 2 defa 10’ar dakika ksilolden gegirilmistir ve
daha sonra derecesi giderek azalan alkol serilerinin her birinde 5’er dakika (%100,
%90, %80, %70) bekletilmistir. Kesitler, distile su ile 5 dakika muamele edilmistir.
Dokudaki antijenik maskelenmenin ortadan kaldirilmasi i¢in kesitler, 200 ml sodyum
sitrat sollisyonu i¢ine alinmistir ve ii¢ defa 5’er dakika mikrodalga firinda (750 watt)
tutulmuslardir. Bu islemden sonra sodyum sitrat soliisyonu icerisinde 20 dakika
boyunca oda 1sisinda bekletilmislerdir. Dokularin ¢evresi hidrofobik kalemle
cizildikten sonra 3 defa 5’er dakika PBS’ten gegirilmislerdir. Daha sonra dokulardaki
0zgiil olmayan antikor baglanmasini 6énlemek amaciyla Ultravision Protein Block ile
10 dakika muamele edilmistir. Sonrasinda dokular primer antikorlar ile (Abcam
ab562 rabbit poliklonal anti GLUT1 1:1000, Abcam ab53095 rabbit poliklonal anti
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GLUT3 1:500, Abcam ab654 rabbit poliklonal anti GLUT4 1:1000, Santa Cruz SC-
711 rabbit poliklonal anti IR 1:500 ve Santa Cruz SC-713 rabbit poliklonal anti IGF-
1R 1:250) +4 °C’de gece boyu inkiibe edilmislerdir. Kontrol kesitlerine, uygun
serum ya da izotip IgG uygulanmistir. Kesitler primer antikorlar ile inkiibasyondan
sonra, 3 defa 5’er dakika PBS ile yitkanmistir. Sekonder antikor (Life Tech 10042
alexa flour donkey anti-rabbit 1IgG H+L-568 4 mikrogram/ml) ile 2 saat karanlikta
inkiibasyon yapilmistir. PBS ile 3 defa 5’er dakika yikama yapilmistir. Son olarak
kesitler, DAPI’li kapatma sivisiyla kapatilmistir. Degerlendirmeler floresan
mikroskop ile yapilmistir. Gorilintiler 40x  biiylitmede fotograflanmistir.

Semikantitatif analiz yapilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Western Blot Analizi Sonuclar

4.1.1. GLUT1 Protein Miktarindaki Degisimler
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Sekil 4.1. GLUT1 Western Blot sonuglari. A) GLUT 1 Western Blot bantlari. B) GLUT 1 protein
seviyesindeki degisiklikler. a. Sham 1. Giin — FSI 1. Giin, b. FSI 1. Giin — FSi 11. Giin, c. FSI 1. Giin
—FSI 3. Giin d. FSI 3. Giin — FSIiTPH 3. Giin. * p <0.05; ** p<0.01; *** p < 0,001.

FSI 1. giin grubunda GLUT1 protein miktar1, sham 1. giine gore istatistiksel olarak
anlamli sekilde yiiksektir (p< 0,001). FSI 3. giindeki protein miktarinin FSI 1. giine
kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldig: goriilmektedir (p<0,001). FSI 3.
giindeki protein miktar1 ile sham 3. giin grubu arasinda anlamli bir fark yoktur.
Benzer sekilde FSI 11. giindeki protein miktari, FSI 1. giine kiyasla anlaml1 sekilde
daha diisiiktiir (p<0,001) ve FSI 11. giindeki protein miktar1 ile sham 11. giin grubu
arasinda anlamli bir fark yoktur (Sekil 4.1).

FSI-iTPH 3. giin grubundaki GLUT1 protein miktar1 FSI 3. giine kiyasla anlamli
sekilde daha diisiiktiir (p <0.05). GLUT1 protein miktar;, FSI-iTPH 11. giin ile FSI
11. giin gruplar kiyaslandiginda istatistiksel olarak farkli degildir (Sekil 4.1).

22



4.1.2. GLUTS3 Protein Miktarindaki Degisimler

A

FSi 1. Giin

Fsi 3. Giin

Fsi 11. Giin
FSi-iTPH 3. Giin
FSI-iTPH 11. Giin

SHAM 1. Giin
SHAM 3. Giin
SHAM 11. Giin
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Sekil 4.2. GLUT3 Western Blot Sonugclari. A) GLUT 3 Western Blot bantlari. B) GLUT 3 protein
seviyesindeki degisiklikler. a. Sham 1. Giin — FSI 1. Giin, b. Sham 11. Giin — FSi 11. Giin, c. FSI 1.
Giin — FSI 11. Giin, d. FSI 11. Giin — FSI iTPH 11. Giin, e. FSI 3. Giin — FSI iTPH 3. Giin, f. FSI 3.

Giin — FSI 11. Giin. * p <0.05; ** p<0.01; *** p < 0,001.
FSI 1. giin grubunda GLUT3 protein miktar1 sham 1. giin grubuna gore istatistiksel
olarak anlaml sekilde daha yiiksektir (p<0.05). FSI 11. giindeki protein seviyesi FSI
1. giine (p<0.001) ve FSI 3. giine (p<0.01) kiyasla anlaml sekilde daha diisiiktiir. FSI
11. gundeki protein seviyesinin aynt zamanda sham 11. giin grubu ile
kiyaslandiginda da anlamli sekilde daha diisiik oldugu goriilmektedir (p<0.05) (Sekil

4.2).

FSI-iTPH 3. giin grubundaki protein miktar1 FSI 3. giin grubuna gore istatistiksel
anlamli sekilde daha diisiiktiir (p<0.01). FSI-iTPH 11. gin grubundaki protein
miktar1 ile FSI 11. giin grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur
(Sekil 4.2).
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4.1.3. GLUT 4 Protein Miktarindaki Degisimler
A

SHAM 1. Giin
SHAM 3. Giin
SHAM 11. Giin
Fsi 1. Giin

Fsi 3. Giin

Fsi 11. Giin
FSi-iTPH 3. Giin
FSi-iTPH 11. Giin
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Sekil 4.3. GLUT 4 Western Blot Sonuclari. A) GLUT 4 Western Blot bantlari. B) GLUT 4 protein
seviyesindeki degisiklikler. a. Sham 1. Giin — FSI 1. Giin, b. Sham 3. Giin — FSI 3. Giin, ¢. FSI 3. Giin

— FSIiTPH 3. Giin, d. FSI 3. Giin — FSI 11. Giin. * p <0.05; ** p<0.01; *** p < 0,001.
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FSI 1. giin grubunda GLUT 4 protein miktar: sham 1. giin grubuna gore istatistiksel
anlamli sekilde daha yiiksektir (p<0.01). Benzer sekilde, FSI 3. giin grubundaki
protein ekspresyonu da sham 3. giin grubuna gore anlamli sekilde yiiksektir (p<0.01).
FSI 11. giinde ise protein seviyesi FSI 3. giine gore anlamli sekilde diismiistiir
(p<0.05). FSI 11. giin ile sham gruplar1 arasinda anlaml bir fark yoktur (Sekil 4.3).

FSI-iTPH 3. giin grubunda protein miktar1 FSI 3. giine kiyasla anlamli sekilde daha
diisiiktiir (p<0.01). FSI-iTPH 11. giin grubu ile FSI 11. giin grubu kiyaslandiginda

aralarinda anlamli bir fark yoktur (Sekil 4.3).
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4.1.4. IR Protein Miktarindaki Degisimler

A

SHAM 1. Giin
SHAM 3. Giin
SHAM 11. Giin
' FSi 3. Giin
. FSi 11. Giin
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Sekil 4.4. IR Western Blot Sonuclari. A) IR Western Blot bantlari. B) IR protein seviyesindeki
degisiklikler. a. Sham 3. Gun — FSI iTPH 3. Giin, b. FSi 3. Giin — FSI iTPH 3. Giin, ¢. Sham 11. Giin
—FSi 11. Giin, d. FSI 1. Giin — FSI 11. Giin, e. FSI 1. Giin — FSi 3. Giin, f. FSI 11. Giin — FSI iTPH

11. Giin, g. FSI 3. Giin — FSI 11. Giin. * p <0.05; ** p<0.01; *** p < 0,001.
FSI 1. giin grubundaki IR protein miktarinda sham 1. giine kiyasla anlaml bir fark
yoktur. FSI 3. giindeki protein miktar1 FSI 1. giine kiyasla anlamli sekilde azalmistir
(p<0.001). Aynm1 zamanda FSI 3. giindeki protein miktar1 sham 3. giine gére anlaml
sekilde daha diisiiktiir (p<0.001). FSI 11. giin IR protein miktar1 FSI 3. giine gore
anlaml sekilde artmistir (p<0.05). Ancak FSI 11. giindeki protein miktar1 sham 11.
giine gore anlaml1 sekilde daha diisiiktiir (p<0.001) (Sekil 4.4).

FSI-iTPH 3. giin grubunda protein miktar1 FSI 3. giine kiyasla anlamli olarak daha
fazladir (p<0.001). FSI-iTPH 11. giindeki protein seviyesi ise FSI 11. giine gore
anlamli sekilde daha yiiksektir (p<0.05) (Sekil 4.4).
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4.1.5. IGF-1R Protein Miktarindaki Degisimler

A

FSi 1. Giin

FSi 3. Giin

FSi 11. Giin
FSI-iTPH 3. Giin
FSi-iTPH 11. Giin

SHAM 1. Giin
SHAM 3. Giin
SHAM 11. Giin
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Sekil 4.5. IGF-1R Western Blot Sonuglari. A) IGF-1R Western Blot bantlar1. B) IGF-1R protein
seviyesindeki degisiklikler. a. Sham 1. Giin — FSI 1. Giin, b. FSi 3. Giin — FSIiTPH 3. Giin, c. FSi 11.
Gun — FSI itph 11. Giin, d. FSi 1. Giin — FSi 11. Giin, e. FSi 1. Giin- FSI 3. Giin. * p <0.05; **

p<0.01; *** p <0,001.
FSI 1. giin grubunda IGF-1R protein miktar: sham 1. giine gére anlaml sekilde daha
yiiksektir (p<0.01). FSI 3. giinde protein miktar1 FSI 1. giine kiyasla anlamli sekilde
diismiistiir (p<0.01). FSI 11. giin ile FSI 3. giin arasinda anlaml1 bir fark yoktur. FSI
11. gundeki protein miktar: FSI 1. giine anlamli sekilde daha diisiiktiir (p<0.01).

Sham 3. ve 11. giinler ile FSI 3. ve 11. giinlerdeki protein miktarlari arasida anlaml

bir fark goriilmemistir (Sekil 4.5).

FSI-iTPH gruplarindaki ekspresyon seviyeleri diger gruplara kiyasla daha yiiksek
goriilmektedir. FSI-TPH 3. giindeki protein seviyesi FSI 3. giine kiyasla anlaml
sekilde daha yiiksektir (p<0.01). Benzer sekilde FSI-iTPH 11. giindeki protein
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seviyesi FSI 11.

goriilmemistir (Sekil 4.5).

giine kiyasla anlamli

sekilde

daha yiksektir (p<0.001)

Tablo 4.1. Western Blot sonuglarimin dzet gosterimi. FSI ve sham gruplar birbirleri arasinda

giinlere gore kiyaslanmustir. FSI grubu kendi igerisinde kiyaslanmustir. FSI-iTPH ve FSI gruplar

birbirleri arasinda giinlere gére kiyaslanmugtir. Istatistiksel anlamlilik degerleri ile birlikte artis ve

azalislar1 oklar ile gosterilmistir. FSI-iTPH grubu kendi igerisinde kiyaslanmistir ancak istatistiksel

anlamlilik tespit edilmemistir. ad: anlamli degildir.

Protein Miktarlarmin

Ka 1'§1la§t111lma51 GLUT1 GLUT3 GLUT4 IR IGF1R
FSi 1. Giin A'u A'A 1 t
(Sham 1. Giine kiyasla) p =0,001 p <0.05 p=0,01 ad p=0,01
FSi 3. Giin '
(Sham 3. Giine kiyasla) ad ad p=0,01 p = 0,001 ad
FSI 11. Giin
(Sham 11. Giine kiyasla) ad p <0.05 ad p <0,001 ad
FSi 3. Giin ‘ ‘
(FSI 1. Giine kiyasla) p = 0,001 ad ad p = 0,001 p=0,01
FSi 11. Giin ‘ .'
(FSI 1. Giine kiyasla) p<0,001 | p<o0,001 ad p < 0,001 p <0,01
FSI 11. Giin
(FSI 3. Giine kiyasla) ad p<0,01 p =0.05 p =0.05 ad
FSIiTPH 3. Giin ‘
(FSI 3. Giine kiyasla) p =0.05 p<0,01 p=0,01 p<0,001 p=0,01
FSi TPH11. Giin A.A
(FSI 11. Giine kiyasla) ad p <0.05 ad p 20.05 p<0,001
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4.2. Immiinofloresan Boyanma Sonuclar
4.2.1. GLUT1 Immiinofloresan Boyanmalar1

GLUT]1 baslica ¢ok sayida endotel hiicresinde ve noéronal hiicrelerde immunopozitif

reaksiyon gostermistir (Sekil 4.6).

Sham 1. Giin Sham 3. Giin Sham 11. Giin l GLUT-1
-

FSi 3. Giin FSi 11. Giin

FSi—iTPH 3. Giin FSi—iTPH 11. Giin

/

Sekil 4.6. Serebral kortekste GLUT1 immiinofloresan boyanmalari. A) Sham 1. giin, B) Sham 3.
giin, C) Sham 11. giin, D) FSi-1. giin E) FSI 3. giin, F) FSI 11. giin, G) izotip Kontrol, H) FSI-iTPH
3. giin ve 1) FSI-iTPH 11. giin. Gériintiiler 40x biiyiitmede fotograflanmistir. Endotelyal reaksiyonlar
oklar ile, ndronal reaksiyonlar ise ok baglar1 ile gosterilmistir. GLUTL1, DAPI.

28



4.2.2. GLUT3 immiinofloresan Boyanmalari

GLUT3 immun reaktivitesi GLUT1’e benzer sekilde endotel ve noronal hiicrelerde

tespit edilmistir (Sekil 4.7).

Sham 1. Giin Sham 3. Giin Sham 11. Giin

Fsi 3. Giin

izotip Kontrol FSi—iTPH 3. Giin

Sekil 4.7. Serebral kortekste GLUT3 immiinofloresan boyanmalari. A) Sham 1. gin, B) Sham 3.
giin, C) Sham 11. guin, D) FSi-1. gtin, E) FSI 3. giin, F) FSI 11. giin, G) izotip Kontrol, H) FSI-iTPH
3. giin ve 1) FSI-iTPH 11. giin. Gériintiiler 40x biiyiitmede fotograflanmistir. Endotelyal reaksiyonlar
oklar ile, ndronal reaksiyonlar ise ok baglar1 ile gdsterilmigtir. GLUT3, DAPI.
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4.2.3. GLUT4 Immiinofloresan Boyanmalar1

GLUT4 proteini nodronal ve endotel hicrelerinde immunopozitif reaksiyon

gostermistir. FSI gruplarinda endotelyal reaksiyonlar cogunluktadir (Sekil 4.8).

Sham 1. Giin Sham 3. Giin Sham 11. Giin

FSi 3. Giin FSi 11. Giin

izotip Kontrol FSi—iTPH 3. Giin FSi—iTPH 11. Giin

Sekil 4.8. Serebral kortekste GLUT4 immiinofloresan boyanmalari. A) Sham 1. giin, B) Sham 3.
giin, C) Sham 11. giin, D) FSi-1. gtin E) FSI 3. giin, F) FSI 11. giin, G) izotip Kontrol, H) FSI-iTPH
3. giin ve I) FSI-iTPH 11. giin. Gériintiiler 40x biiyiitmede fotograflanmustir. Endotelyal reaksiyonlar
oklar ile, noronal reaksiyonlar ise ok baslar1 ile gosterilmistir. GLUT4, DAPI.
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4.2.4. IR Iimmiinofloresan Boyanmalar1

IR immdinofloresan boyanmalari baslica endotel hiicrelerinde tespit edilmistir (Sekil
4.9)

Sham 1. Gun Sham 3. Giin Sham 11. Giin

£Si 1. Gan £Si 3. Giin FSi 11. Gan

Negatif Kontrol

Sekil 4.9. Serebral kortekste IR immiinofloresan boyanmalari. A) Sham 1. gun, B) Sham 3. gin,
C) Sham 11. giin, D) FSIi-1. giin E) FSI 3. giin, F) FSI 11. giin, G) Negatif Kontrol, H) FSi-iTPH 3.
giin ve 1) FSI-iTPH 11. giin. Gériintiiler 40x biiyiitmede fotograflanmistir. Endotelyal reaksiyonlar
oklar ile, ndronal reaksiyonlar ise ok baglar1 ile gdsterilmistir. IR, DAPI.
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4.2.5. IGF-1R Immiinofloresan Boyanmalari

IGF-1R immiinoreaktivitesi endotel hiicrelerinde yogunluktadir (Sekil 4.10).

Sham 11. Giin
=n

Sham 1. Giin Sham 3. Gan

: 2 FSi 11. Giin
FSI 1. Giin IGF-1R

7

Negatif Kontrol
IGF-1R

Sekil 4.10. Serebral kortekste IGF-1R immiinofloresan boyanmalari. A) Sham 1. giin, B) Sham 3.
giin, C) Sham 11. giin, D) FSI-1. giin E) FSI 3. giin, F) FSI 11. giin, G) Negatif Kontrol, H) FSI-iTPH
3. giin ve 1) FSI-iTPH 11. giin. Gériintiiler 40x biiyiitmede fotograflanmistir. Endotelyal reaksiyonlar
oklar ile, ndronal reaksiyonlar ise ok baslar1 ile gosterilmistir. IGF-1R, DAPI.
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Tablo 4.2. immiinofloresan gériintiilerinin semikantitatif analizleri. Her siitun kendi icerisinde

karsilastirilmustir. (E): Endotelyal reaksiyonlar (N): Noronal reaksiyonlar

GLUT1 GLUT3 GLUT4 IR IGF-1R

E N E N E N E N E N
Sham 1. Giin ++ +/- + + ++ + ++ - 4+ +
Sham 3. Giin + ++ + + ++ —+ ++ - — +
Sham 11. Giin ++ +/- +/- +H+ ++ + + - ++ +/-
FSi 1. Giin | | + ++ ++ i ++ +/-
FSi 3. Giin ++ +/- ++ + -+ +/- + - + +
FSI 11. Giin ++ +- + ++ ++ +/- ++ - + +/-
FSI-hTPC 3. Giin + +/- +/- ++ + + + - ++ +
FSI-hTPC 11. Giin ++ +/- + =+ | 4 =+ | =+ - | -
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5. TARTISMA

Inme, diinya ¢apinda énemli bir &liim ve sakatlik nedenidir (Campbell ve ark., 2019).
Iskemik inme igin yapilan miidahaleler sinirlidir ve bunlarin ¢ogu esas olarak tikali
damarin rekanalizasyonunu hedefler. Rekanalizasyon yoluyla serebral kan akisinin
diizenlenmesini hedefleyen bu tedavilerin etkili olduklar1 klinik sonuglar ile
kanitlanmistir (Prabhakaran ve ark., 2015; Goyal ve ark., 2016). Ancak sinirli zaman
penceresi nedeniyle tedavi tiim hastalar i¢in uygun degildir (Prabhakaran ve ark.,
2015). Rekombinant doku plazminojen aktivatorii ile tromboliz, ortalama olarak
hastalarin sadece %7-12'si i¢in uygundur (Craig ve ark., 2020) ve bu oran,
trombektomi i¢in daha da azdir (Goyal ve Ospel, 2020). Gelismis iilkelerde durum
bu sekilde devam etmektedir ve bu say1 daha az gelismis iilkelerde muhtemelen ¢ok
daha diisiik olacaktir (Martins ve ark., 2020).

Kok hiicre bazl terapiler, felg (J. Zhang ve Chopp, 2013), travmatik beyin hasari
(Weston ve Sun, 2018), Parkinson hastalig1 (Yasuhara ve ark., 2017) ve Alzheimer
hastaligi gibi ¢oklu norolojik bozukluklar1 tedavi etmek igin umut verici
yaklagimlardir (Hunsberger ve ark.,, 2016). Deneysel kanitlar, inmeli hayvan
modellerinde kok hiicre tedavilerinin giivenligini ve etkinligini gostermistir
(Borlongan, 2019). Eksojen kok hicre naklinin, inme (Gong ve ark., 2019; Liu ve
ark., 2019; Yu ve ark., 2019) ve hipoksik-iskemik beyin hasar1 (Wang ve ark., 2008;
Zhou ve ark., 2017) olan hastalarin sonuglarini iyilestirebilecegi bilinmektedir. Faz |
klinik ¢alismalardan elde edilen umut verici sonuglara ragmen (Savitz ve ark., 2011;
Banerjee ve ark., 2014), kok hiicre bazli biiyiik klinik c¢alismalardan elde edilen
fonksiyonel norolojik sonuclar, inme hastalarinda kok hiicre tedavisini desteklemek

icin yetersiz kalmistir (Borlongan, 2019).

Insan iPKH'leri, merkezi sinir sistemi bozukluklar ile ilgili terapotik ¢oziimler igin
kullanilmistir. Ancak bu hiicre tipinin kullanimi, mutagenez veya onkogenez i¢in
potansiyel riskler, immiinotoleransli hiicrelerin {iretimi ve zayif entegrasyon

nedenleriyle sinirlidir (Kooreman ve Wu, 2010; Ambasudhan ve ark., 2014).

Eksojen NKH'lerin, iskemik bolgelere goc¢ ederek noronlara veya astrositlere
farklilasabildikleri bilinmektedir (Cheng ve ark., 2015; Ryu ve ark., 2016; L. Huang

ve Zhang, 2019). Inme sican modelinde insan NKH'lerinin uygulanmasinin, dendritik
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dallanmay1 arttirdigi ve inflamasyonu inhibe ettigi de bildirilmistir (Bacigaluppi ve
ark., 2009; Andres ve ark., 2011). NKH'lerin gelecek vaat eden faydalarina ragmen,
bazi sinirlamalar mevcuttur. Nakil i¢in ¢ok yliksek dozda hiicre gereklidir. Bununla
birlikte, ¢cok yiiksek yogunlukta nakledilirlerse kiimelenebilirler ve hayatta kalma
oranlar1 zayiflayabilir (Tang ve ark., 2017). Dahasi, nérogenez i¢in endojen NKH'leri
dizenleyen molekuler mekanizmalar ve hastalarda endojen norogenezi
giiclendirmeye yonelik yontemler hakkinda anlayisimiz sinirli kalmaktadir (R. Zhang
ve ark., 2016). NKH uygulama kosullarini optimize etmek igin daha fazla ¢alismaya
ihtiya¢ vardir.

MKH'lerin iskemik sinir bdlgelerine go¢ edip, ndronlara ve glial hiicrelere
farklanabildikleri bilinmektedir (Li ve ark., 2002; Zhao ve ark., 2002). Klinik dncesi
caligmalar, inmenin erken bir asamasinda MKH'lerin transplante edilmesinin,
mikroglia fenotiplerini diizenleyerek ve rejeneratif sirecleri uyararak norolojik
fonksiyonel sonuglar iyilestirdigini gostermektedir (van Velthoven ve ark., 2012;
Donega ve ark., 2014) Ne yazik ki, MKH'ler intravenéz uygulamadan sonra diger
organlarda, ozellikle akcigerlerde birikmeye ve toplanmaya egilimlidir ve bu da

emboli veya kanamaya neden olabilir (Liao ve ark., 2017; Sugiyama ve ark., 2018).

Trofoblast hiicrelerinin VEGF ve IGF g¢esitli biiylime faktorleri ve anjiyogenik
faktorler salgiladiklar bilinmektedir (Cooper ve ark., 1995; Han ve ark., 1996; Lee
ve ark., 2012; Molbay ve ark., 2018; Molbay ve ark., 2020; Yanar ve ark., 2021).
Trofoblast hilcreleri pluripotent TPH’lerden kdken alirlar. TPH’lerin retinoik asitle
indiiklendiklerinde dopaminerjik néronlara farklilastigi, bu hiicrelerin nigrostriatal
yol olusturdugu ve hem akut hem de kronik Parkinson hastalik modeli olusturulmus
sicanlarda fonksiyonel motor noron eksikligini azalttigi gosterilmistir (T. T. Lee ve
ark., 2012). iTPH’ler, bilinen &zellikleri sebebiyle serebral iskemide iyilestirici bir

rol oynayabilir.

Noron hiicreleri fonksiyonlarimi siirdiirmek i¢in glikoza ihtiyag duyarlar. Bu sebeple
glukoz beyinde temel enerji kaynagi olarak kabul edilmektedir. Glukoz, ndéronlara
kan-beyin bariyeri boyunca GLUT’lar tarafindan tasiir (Simpson ve ark., 2007).
Beyinde, ozellikle GLUTI1, GLUT3 ve GLUT4 baskin olarak bulunmaktadir
(Rayner, 1996; Vannucci ve ark., 1997; Vannucci ve ark., 1998). inme sonrasinda

hiicrelerin rejenerasyonlar1 ve fonksiyonel aktiviteleri i¢in glikoza ihtiyaglar1 vardir.
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Inme sonrasinda GLUT proteinlerinin ~ ekspresyonlarinda degisim oldugu
bilinmektedir (Gerhart ve ark., 1994; Urabe ve ark., 1996; Fung ve ark., 2010; Huang
ve ark., 2010; S. Zhang ve ark., 2014; W. H. Lee ve Bondy, 1993 W. H. Lee ve
Bondy, 1993). Serebral iskemide kok hiicre ile tedavi sonrasinda beyinde GLUT

proteinlerinin nasil etkilendigi ile iliskili herhangi bir bilgi mevcut degildir.

Beynin ihtiyag duydugu glikozun hiicrelere alimi igin insiilin sinyalleri gereklidir
(Stockhorst ve ark., 2004). Insiilin sinyal yolaklar: insiilin ve IR’nin etkilesimi ile
aktiflestirilir (Hubbard, 1999; Li ve ark., 2005). Boylece insiilin KBB’yi gecerek
beyin hiicrelerine ulasir. IR ve IGF-1R yakindan iliskilidir ve yapilar1 yiiksek oranda
benzerlik gosterir (Garrett ve ark., 1998; Xu ve ark., 2018). IGF-1R, beynin normal
gelisimi icin gereklidir. Ayrica bu siirecte beyin hiicrelerinin proliferasyonunu ve
farklilasmasini tesvik eden 6nemli bir norotrofik faktordiir. IGF-1R, bu sebeple beyin
hiicrelerinin biiyiimesi ve farklilasmasinda kritik rol oynar (Adams ve ark., 2000;
Chitnis ve ark., 2008). FSI modelinde kék hiicre tedavisine bagli olarak glikoz

metabolizmast ile iligkili proteinlerin etkileri bilinmemektedir.

iTPH’ler, etkilerine bagli olarak, beyindeki glikoz metabolizmasin1 ve glikoz

taginimini regiile edebilir ve beyin fonksiyonlarinin diizelmesini saglayabilir.

Bu ¢alismada Wistar sigan beyinlerinde gegici MCAO ile FSi-reperfiizyon modeli
olusturulmustur. Iskemili siganlarin kuyruk venlerinden iTPH enjekte edilmistir. FSI
durumunda ve iTPH enjeksiyonu ardindan glukoz transport mekanizmasinin ve
glukoz metabolizmasinin nasil degistigini belirlemek amaciyla dokular tizerinde
Western Blot ve imminofloresan analizleri gergeklestirilmistir. GLUT1, GLUTS3,
GLUT4, IR ve IGF-1R protein miktarlarinin degisimi Western Blot analizleri ile

incelenmistir ve ekspresyonlart immiinofloresan yontemi ile gosterilmistir.

Western Blot analizlerinin sonuglarina gére, GLUT1 ve GLUT3 proteinlerinin
miktarlar1 FSI 1. giin gruplarinda sham 1. giin gruplarina kiyasla istatistiksel olarak
anlamli sekilde artmistir (sirasiyla p<0,001; p<0.05) (Sekiller 4.1 ve 4.2) (Tablo 4.1).
Bu bulgularimiz literatiir bulgular1 ile uyumluluk gostermektedir (Gerhart ve ark.,
1994; C. Y. Huang ve ark., 2010). GLUT1 ve GLUT3 proteinlerinin immdinofloresan
goruntileri de bu sonuglar1 dogrulamaktadir. FSI 1. giin gruplarinda &zellikle
endotelyal hiicrelerdeki reaksiyonlarin arttii tespit edilmistir (Sekiller 4.6 A, D ve
4.7 A, D) (Tablo 4.2).
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Sonuglarimiza goére, GLUT1 ve GLUT3 protein miktarlar1 FSI 3. giinde sham
gruplarina yaklagmaktadir (Sekiller 4.6 B, E ve 4.7 B, E) (Tablo 4.2). GLUT1 ve
GLUTS3 protein miktarlar1 incelendiginde FSI 3. giin gruplari ile sham 3. giin gruplar
aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmemistir (Sekiller 4.1 ve 4.2). Benzer
sekilde, Gerhart vd., 1994 yilinda post iskemik gerbiller ile gergeklestirdikleri bir
calismada, GLUT1 ve GLUT3 mRNA ekspresyonlarinin FSI 1. giinde en yiiksek
seviyedeyken, FSI 3. giinde kontrol gruplar seviyesine dondiiklerini bildirmislerdir

(Gerhart ve ark., 1994).

Calismalarimizin sonuglar;, GLUT1 protein miktarinin FSI 11. giinde de sham
gruplar1 seviyesinde oldugunu gostermektedir (Sekil 4.1) (Sekil 4.6 C, F) (Tablo
4.2). GLUT3 miktar1 ise FSI 11. giinde sham 11. giine gore istatistiksel olarak
anlamli azalis gostermistir (p<0.05) (Sekil 4.2) (Tablo 4.1) (Sekil 4.7 C, F) (Tablo
4.2).

Literatiirde FSI’de GLUT4 proteininin nasil degistigine dair bir ¢alisma yoktur.
Bulgularimiza goére, GLUT 4 proteini de, GLUT 1 ve GLUT 3 proteinlerine benzer
sekilde FSI 1. giinde sham 1. giin grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde
yiikselmistir (p<0.01) (Sekil 4.3) (Tablo 4.1) (Sekil 4.8 A, D) (Tablo 4.2). GLUT4
protein miktar1 FSI 3. giinde de yiiksek seviyedeyken, FSI 11. giinde FSI 3. giine
gore anlaml sekilde azalarak (p<0.05) sham gruplar seviyesine donmiistiir (Sekil
4.3) (Tablo 4.1) (Sekil 4.8 E, F) (Tablo 4.2). GLUT4 Western Blot analizlerine gore,
FSI 11. giin ve sham 11. giin gruplan arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
yoktur (Sekil 4.3). GLUT4 immiinofloresan boyanmalar1 semikantitatif olarak
incelendiginde, sham 11. giinde FSI 11. giine kiyasla daha fazla néronal reaksiyon
gorinmektedir (Tablo 4.2). Sham gruplarinda néronal ve endotelyal ekspresyonlar
mevcutken, FSI gruplarinda endotelyal ekspresyonlar gogunluktadir (Sekil 4.8 A-F)
Tablo 4.2).

FSI ile birlikte GLUT proteinlerin miktarlarinin artis1, iskemik beyinde bu proteinler
aracilifiyla beyne daha fazla glukoz tasinimi saglanmaya calisildigimi ve glukoz
eksikliginin kompanse edilmeye calisildigimi gostermektedir. Ilerleyen giinlerde
normale donen kan akisi ile birlikte GLUT miktarlar1 sham gruplari seviyesine

donmektedir.

37



GLUTI1, GLUT3 ve GLUT4 proteinleri, iTPH enjeksiyonu sonrast benzer sekilde
degismislerdir. FSI-iTPH 3. giindeki protein miktarlar1 FSI 3. giin gruplarma kiyasla
istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmistir (sirasiyla p<0.05; p<0.01; p<0.01)
(Sekiller 4.1; 4.2; 4.3) (Tablo 4.1) (Sekiller 4.6 E, H; 4.7 E, H; 4.8 E, H) (Tablo 4.2).

Western Blot analizlerine gére, GLUT1 ve GLUT4 protein miktarlar1 FSI-iTPH 11.
giinde FSI 11. giin ile kiyaslandiginda, gruplar arasinda istatistiksel olarak fark
yoktur (Sekiller 4.1 ve 4.3). GLUT3 proteini ise FSI-iTPH 11. giinde FSI 11. giine
kiyasla istatistiksel olarak artmistir (p<0.05) (Sekil 4.2) (Tablo 4.1). Immiinofloresan
boyanmalar1 incelendiginde semikantitatif analizlere gore, GLUTI protein
ekspresyonu FSI 11. giinde FSI-iTPH 11. giin grubuna goére farkli degildir (Sekil 4.6
F, 1) (Tablo 4.2). Ozellikle noéronlardaki GLUT3 ve GLUT4 proteinlerinin
ekspresyonlarmin FSI-iTPH 11. giinde FSI 11. giine gore artig gosterdigi tespit
edilmistir (Sekiller 4.7 F, 1 ve 4.8 F, I) (Tablo 4.2). FSI 11. giinde GLUT4 protein
ekspresyonu endotel hiicrelerde ¢ogunluktayken, FSI-iTPH grubunda néronal

ekspresyonun daha fazla oldugu goriilmektedir (Sekil 4.8 F ve I).

FSI 1. giinde gergeklestirilen iTPH enjeksiyonu ile birlikte, Western Blot analizlerine
gére GLUT1, GLUT3 ve GLUT4 proteinlerinin miktarlar1 FSI-iTPH 3. giin
gruplarinda FSI 3. giin gruplarina kiyasla azalmistir. Bu durum, iTPH’lerin
enjeksiyonu ile gerceklestirilen terap6tik miidahaleden dolayr homeostazinin gegici

olarak bozulmastyla, viicudun verdigi bir tepkinin sonucu olabilir.

GLUT1 ve GLUT4 protein miktarlarindaki degisimler incelendiginde, iTPH
enjeksiyonunun 11. giinleri ile FSI-11. giinler arasinda anlamlh bir fark
gorilmemektedir. Bu durum, iTPH enjeksiyonunun 11. giinlinde beyindeki GLUT1

ve GLUT4 transport mekanizmasinin etkilenmedigini gostermektedir.

GLUTS3 proteini ise FSI-iTPH 11. giinde FSI 11. giine kiyasla istatistiksel olarak
yiiksek miktardadir (p<0.05). GLUT3 protein miktarinin FSI 11. giinde, sham
gruplarina kiyasla diisiik seviyede oldugu g6z oniine alindginda bu durum, iskemik
doku i¢in avantajli olarak goriilebilir. iTPH’ler glukoz transport mekanizmasin

GLUT3 proteini Gzerinden dizenliyor olabilir.

Literatiirde FSI durumunda IR proteininin regiilasyonuna dair bir calisma yoktur.

Western Blot ve immiinofloresan sonuglarimiz, FSI 1. giin grubundaki IR protein
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miktarinin sham 1. giine kiyasla anlamh farklilik igermedigini gostermektedir (Sekil
4.4) (Sekil 4.9 A, D) (Tablo 4.2). Ancak FSI 3. giinde protein miktarinin FSI 1. giine
kiyasla anlamli sekilde azaldig: tespit edilmistir (p<0.001) (Sekil 4.4) (Tablo 4.1)
(Sekil 4.9 D, E) (Tablo 4.2). Bu azalma ayni zamanda sham 3. giin grubu ile
kiyaslandiginda da anlamlidir (p<0.001) (Sekil 4.4) (Tablo 4.1). Western Blot
analizlerine gore, FSI 11. giinde IR protein miktar1 FSI 3. giine gére anlaml sekilde
artmasina ragmen (p<0.05) (Sekil 4.4) (Tablo 4.1) (Sekil 4.9 E, F) (Tablo 4.2), sham
11. giine gdre anlamli sekilde daha diisiiktiir (p<0.001) (Sekil 4.4). Immiinofloresan
boyanmalarinda ise sham 11. giin grubundaki IR ekspresyonu diger sham gruplarina
kiyasla da daha diisiik goriinmekle birlikte, FSI 11. giin grubuna gére daha diisiiktiir
(Sekil 4.9 C, F) (Tablo 4.2).

Sonuglarimiz FSI-iTPH 3. giin grubundaki IR protein miktarmnin FSI 3. giine kiyasla
anlamli olarak daha fazla oldugunu gostermektedir (p<0.001). Aym sekilde FSI-
iTPH 11. giindeki protein miktar1 FSI 11. giine gére anlamli sekilde daha yiiksektir
(p<0.05) (Sekil 4.4) (Tablo 4.1). Iimmiinofloresan boyanmalarinda ise FSI gruplari ile
FSI-iTPH gruplari arasinda anlamli bir fark goriinmemektedir (Sekil 4.9 E, H ve F, I)
(Tablo 4.2).

IR proteininin FSI 3. giinde iskemiden kaynakli azalis géstermesi ve FSI 11. giinde
artmasma ragmen sham gruplarina kiyasla daha az miktarda olmasi, glukoz
metabolizmasimnin  iskemiden kaynakli bozuldugunu gdstermektedir. 1TPH
enjeksiyonuyla birlikte FSI gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde
artan IR protein miktari, iTPH’lerin glukoz metabolizmasimi diizenleyebilecegini

gostermektedir.

IGF-1R Western Blot bulgular1 incelendiginde, FSI 1. giin grubunda protein
miktarinin sham 1. giine kiyasla anlamli sekilde daha yiiksek oldugu goriilmektedir
(p<0.01) (Sekil 4.5) (Tablo 4.1). Immiinofloresan boyanmalarmda bu iki grup
arasinda anlaml bir fark goriilmemektedir (Sekil 4.10 A, D) (Tablo 4.2). IGF-1R
protein miktarinin FSI ile birlikte artis;, bu konu ile ilgili gerceklestirilen diger
calismalar1 destekler niteliktedir (W. H. Lee ve ark., 1992; Bergstedt ve Wieloch,
1993).

Western Blot ve immiinofloresan sonuglarina gore, FSI 3. giinde IGF-1R protein

miktar1 FSI 1. giine kiyasla anlamli sekilde azalmistir (p<0.01). FSI 11. giin grubu ile
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FSI 3. giin grubu arasinda anlamli bir fark yoktur (Sekil 4.5) (Sekil 4.10 D, E, F)
(Tablo 4.2). Western Blot analizlerine gore, GLUT1, GLUT3 ve GLUT4
proteinlerinde oldugu gibi, IGF-1R protein miktarinin kan akisinin normale
donmesiyle birlikte sham gruplar1 diizeyine ulastigi goriilmektedir (Sekil 4.5) (Tablo
4.1). iImmiinofloresan boyanmalarinda ise FSI 3. ve 11. giin gruplarindaki IGF-1R
ekspresyon seviyeleri sham gruplarina kiyasla daha diigiik gériinmektedir (Sekil 4.10

B, Eve C, F) (Tablo 4.2).

GLUT proteinlerinden farkli olarak, Western Blot analizlerinde ve immiinofloresan
boyanmalarinda FSI-iTPH gruplarindaki IGF-1R protein miktarinin diger gruplara
kiyasla daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.5) (Tablo 4.1) (Sekil 4.10)
(Tablo 4.2). Western Blot analizlerinde FSI-iTPH 3. giindeki IGF-1R protein
seviyesi FSI 3. giine kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde daha yiiksektir
(p<0.01). Benzer sekilde FSI-iTPH 11. giindeki protein seviyesi FSI 11. giine kiyasla
anlaml sekilde daha yiiksektir (p<0.001) (Sekil 4.5). Bu durum, iTPH’lerin FSi’den

kaynakli olarak degisen IGF-1R mekanizmasini diizenleyebilecegini gostermektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu calismada Wistar sicanlarda FSi-reperfiizyon modeli olusturulup iskemili
siganlara iTPH enjekte edilmistir. Boylelikle beyindeki glukoz transport
mekanizmasiin ve glukoz metabolizmasimin FSI durumunda nasil etkilendigi ve
iTPH’lerin iskemik sigan beyinlerindeki glukoz transportunu ve metabolizmasini ne

sekilde etkiledigi incelenmistir.

Elde edilen sonuglar maddeler halinde asagida 6zetlenmistir:

6.1. FSi’nin Beyindeki Glukoz Transport Mekanizmasi Uzerindeki Etkileri
1. GLUT1 ve GLUT3 protein miktarlart FSI 1. giinde sham gruplarma kiyasla artis

gostermistir.

2. GLUT1 ve GLUT3 protein miktarlar1, FSI 3. giinde FSI 1. giine kiyasla azalarak,

sham gruplar1 seviyesine yaklasmistir.

3. GLUTI protein miktar1 FSI 11. giinde FSI 3. giine gére degismemistir, sham

gruplart ile aralarinda anlamli bir fark yoktur.
4, GLUT3 protein miktar1 FSI 11. giinde sham gruplarma kiyasla azalis gdstermistir.

5. FSI’nin GLUT4 protein miktar1 iizerindeki etkisi ilk kez bu calismada

incelenmistir.
6. GLUT 4 protein miktar1 FSI 1. giinde sham gruplarma kiyasla artig gdstermistir.

7. GLUT4 protein miktar1 FSI 3. giinde de sham gruplarina gore yiiksek olup, FSI
11. giinde FSI 3. giine kiyasla azalis gdstermistir.

8. FSI 11. giindeki GLUT4 protein miktar1 ile sham gruplari arasinda anlaml bir fark
yoktur.

Gruplar arasinda belirtilen farklar istatistiksel olarak anlamlidir. FSI ile birlikte
GLUT protein miktarlarinda sham gruplarmma kiyasla artis tespit edilmistir. Bu
durum, iskemi durumunda GLUT’lar araciligiyla beyne daha fazla glukoz tagmimi
saglanmaya calisildigini gostermektedir. FSI 3. ve 11. giinlerde GLUT proteinlerinin
sham gruplar1 seviyesine yaklagmalari, serebral kan akisinin normale donmesi

sebebiyle olabilir.
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6.2. Iskemi Durumunda Beyindeki Glukoz Transport Mekanizmasina
iTPH’lerin Etkileri
1. iTPH’lerin FSi-reperfiizyon modelinde terapétik kullanimlarinin glukoz transport

mekanizmasina etkileri bu ¢calismada ilk kez incelenmistir.
2. 1TPH’ler GLUT1, GLUT3 ve GLUT4 proteinlerini benzer sekilde etkilemistir.

3. GLUT1, GLUTS3, ve GLUT4 proteinlerinin FSI-iTPH 3. giindeki miktarlar1 FSI 3.

giin gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmistir.

4. GLUT1 ve GLUT4 protein seviyeleri FSI-iTPH 11. giinde FSI 11. giin ile
kiyaslandiginda, gruplar arasinda istatistiksel olarak fark yoktur. Bu durum, iTPH
enjeksiyonunun 11. gininde beyindeki GLUT1 ve GLUT4 transport

mekanizmasinin etkilenmedigini gostermektedir.

5. GLUT3 proteini FSI-iTPH 11. giinde FSI 11. giine kiyasla anlamli sekilde yiilksek

miktardadir.

6. GLUT3 protein miktarinin FSI 11. giinde, sham gruplarina kiyasla diisiik seviyede
oldugu goz oOniine alindiginda, iTPH’lerin etkisi ile artan GLUT3 protein miktari,
1TPH lerin glukoz transport mekanizmasint GLUT3 proteini lizerinden diizenliyor

olabilecegini gostermektedir.

6.3. FSI’nin Beyindeki Glukoz Metabolizmasi Uzerindeki Etkileri
1. IR protein miktarinm FSI durumunda ne sekilde degistigi ilk kez bu calismada

incelenmistir.

2. FSI 1. giinde IR protein miktar: sham gruplarina gore degismemistir. Ancak FSI 3.
ginde, FSI 1. giin ve sham 3. giin gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlaml

sekilde azalmistir.

3. FSI 11. giinde IR protein miktart FSI 3. giine gore anlamli sekilde artmasina
ragmen, sham 11. giine gore anlamli sekilde daha disiiktir. Bu durum glikoz

metabolizmasinin iskemiden kaynakli bozuldugunu gostermektedir.

4. IGF-1R protein miktar1 FSI 1. giin grubunda sham 1. giine kiyasla anlaml1 sekilde
daha yiksektir.
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5. FSI 3. giinde IGF-1R protein miktar1 FSI 1. giine kiyasla anlamli sekilde
diismiistiir ve FSI 11. giinde FSI 3. giine kiyasla degismemistir.

6. IGF-1R protein miktarinin kan akisinin diizelmesiyle birlikte sham gruplari

diizeyine ulastig1 goriilmektedir.

6.4. iskemi Durumunda Beyindeki Glukoz Metabolizmasina iTPH’lerin Etkileri
1. iTPH’lerin FSi-reperfiizyon modelinde terapotik kullanimlarmin  glukoz

metabolizmasina etkileri bu ¢aligmada ilk kez incelenmistir.

2. FSI-iTPH gruplarindaki IR protein miktar1 FSI gruplarma kiyasla istatistiksel
olarak anlamli sekilde daha yuksektir.

3. FSI-iTPH gruplarindaki IGF-IR protein miktar1 diger gruplara kiyasla daha
yuksek seviyededir.

4. iTPH enjeksiyonuyla birlikte FSI gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli
sekilde artan IR ve IGF-1R protein miktarlari, iTPH’lerin glukoz metabolizmasini

diizenleyebilecegini gostermektedir.
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