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1. OZET

YASLI VE GENC FARELERIN BEYIN FELCi SONRASI PROTEIN
EKSPRESYON PROFILI

Beyin felci, diinyada yaygin goriilen bir dolagim sistemi hastaligidir. Beyni besleyen
damarlarda olusan tikanma ya da yirtilma ile kan akisinin degismesi sonucunda gelisen
patolojik olaylar beyin felcine yol agmaktadir. Beyin felci goriilme orani 65 yas ve
iizerinde oldukca yiiksek oldugu icin yaslanma beyin felci icin bir risk faktoriidiir.
Iskemik beyin felci goriilme siklig1 yasla birlikte artsa da arastrmalarda kullanilan
deney gruplar1 genellikle gen¢ hayvanlardan segilmektedir. Yasl ve gen¢ beyinler
arasindaki fizyolojik farklarm, gelistirilmeye calisilan tedavilerin ve bu tedavilerin
klinige uyarlanmasiin basarisizligina neden oldugu diisiiniilmektedir. Bu bilgiler
dogrultusunda beyin felcinin patofizyolojisinin yasli ve geng beyin arasinda gostermis
olabilecegi farkliliklarin incelenmesi, hasarla ilgili mekanizmalarin anlagilmasi ve
buna yonelik ilaglar gelistirilmesi dnem arz etmektedir. Bu tezde yasli ve geng
farelerde orta serebral arter tikanmasi metodu kullanilarak serebral iskemi
indiiklenmistir. iskemi sonrasi yash ve geng farelerin striatum dokularmda néronal
sagkalimm, hasar hacminin, apoptotik hiicre sayismmn ve kan beyin bariyeri
gecirgenliginin karsilastirilmasi amaglanmistir. Ek olarak, deney gruplar1 arasinda
iskemi sonrasi protein profili farkliliklarini ortaya koymak adma sivi kromatografisi
kiitle spektrometresi ile genis 6l¢ekli protein profili analizi yapilmistir. Gruplar arast
farklilik gosteren proteinlere sinyal yolagi analizi yapilmis ve bu yolaklarin hangi
mekanizmalarla iliskili olduklar1 tespit edilmistir. Calismanin sonucunda geng
farelerle kiyaslandiginda yash farelerin striatumlarinda, iskemi sonras1 daha az hasar
gelistigi, noronal sagkalimin daha fazla oldugu, ancak daha fazla apoptotik hiicre
olustugu goriilmiistiir. Kan beyin bariyeri gecirgenliginde ise yaslt ve geng fareler
arasinda bir fark goriilmemistir. Protein profili analiziyle tanimlanan proteinlerin hasar
gelisimi, apoptoz ve ndronal sagkalimda rolii oldugu diisiiniilmektedir. Bu proteinlerin
detayli incelenmesi ile iligkilendirildikleri hedef mekanizmalar, klinik tedavi icin

gelistirilecek yeni hedef molekiillerin bulunmasinda dnemli rol oynayacaktir.

Anahtar Kelimeler: iskemik beyin felci, OSAt, Proteomiks, Serebral iskemi, Yasli

ve geng fareler



2. ABSTRACT

THE PROTEIN EXPRESSION PROFILE OF OLD AND YOUNG MICE
AFTER CEREBRAL ISCHEMIA

Cerebral ischemia is a well-known circulatory system disorder that generally occurs
in consequence of pathological conditions such as a rupture or a blockage within the
blood vessels supplying the brain. Aging is accepted as a risk factor especially in the
elderly population over the age of 65. Even though the incidence of cerebral ischemia
increases with age, the study groups are mostly chosen from young animals. It is now
considered that the physiological differences between the aged and the young animals
lead to the failure of development and clinical adaptation of these treatments. In the
scope of this knowledge, elucidation of the mechanisms and pathophysiological
differences of cerebral ischemia between young and aged animals and drug
development with these considerations have become important. In the present thesis
study, a cerebral ischemia model has been applied using middle cerebral artery (MCA)
occlusion in young and aged animals. The studies focused on the comparison of
neuronal survival, the size of infarct area and the number of apoptotic cells in the
striatal tissues after the cerebral ischemia. Additionally, liquid chromatography-mass
spectrometry was applied to reveal the differences of the protein profiles between the
study groups. The differential proteins between the groups were identified and
signaling pathway network analyses were performed to find out related mechanisms.
According to the results, it was observed that the striatum of aged animals showed less
infarct area with higher apoptotic cell number and neuronal survival at 72 hours post-
ischemia when compared with young animals. The identified proteins from the protein
profile analysis are thought to contribute to the apoptosis, neuronal survival and infarct
development. The detailed investigation of these proteins and the correlation between
their target mechanisms can reveal new target molecules to be used for development

of clinical treatments.

Key words: Cerebral ischemia, MCAo, Proteomics, young and aged animals



3. GIRIS VE AMAC

Beyin felci, 6liim orani yiiksek olan bir dolagim sistemi hastaligidir. Diinya
Saghk Orgiitii, diinya capinda en dnde gelen 6liim sebebi olarak dolasim sistemi
hastaliklarini igaret etmektedir (1). 2015 yilinda diinya ¢apinda neredeyse 18 milyon
kisi dolasim sistemi hastaliklar1 (kardiyo-vaskiiler hastaliklar) nedeniyle hayatini
kaybetmistir (2). Bu saymin 7 milyona yakminda ise serebrovaskiiler bir hastalik olan
beyin felci sorumludur. Amerikan Kalp Birligi (AHA) verilerine goére diinya
niifusunun 6nemli bir kismini olusturan Amerika’da yilda yaklasik olarak 800.000
kisinin beyin felci geg¢irdigi bilinmektedir. Yine yalnizca Amerika’da 20 dlimden
birinin sorumlusu beyin felcidir (2). Tiirkiye’de de durum benzerdir. Tiirkiye Istatistik
Kurumu 2016 yil1 6liim sebepleri arasinda ilk sirada gelen 6liim sebebi olarak dolagim
sistemi hastaliklarin1 kayda gecirmistir. Oliime sebebiyet veren dolasim sistemi
hastaliklarinin ise %23,6’s1 serebrovaskiiler hastaliklar kaynaklidir. Biitiin bu
istatistiksel verilerin yani sira beyin felci gegiren ve hayatta kalmay1 basaran hastalarin
birgogunun nodrolojik, motor ve psikolojik aktiviteleri yerine getiremedikleri,
yasamlarint bakima muhta¢ bir sekilde devam ettirmek zorunda kaldiklar1
bilinmektedir (3). Beyin felci, sonrasinda tedavi, bakim ve hasta ihtiyaglar1
diistiniildiigiinde hem iilke ekonomisi hem de hasta icin olduk¢ca maliyetli bir
hastaliktir (4). Ancak yakalanma siklig1, 6liim oran1 ve maliyeti bu denli yiiksek olan
beyin felcinin klinikte kullanilabilen tek tedavisi olusan pihtty1 ¢c6zmeyi hedefleyen
doku plazminojen aktivatoriidiir (tPA). tPA beyin felcinin tetiklenmesinden itibaren
ilk 3-4,5 saat icerisinde kullanildiginda etkili bir tedavi yontemidir, sonrasinda ise
toksik oldugu bilinmektedir. Bu sebeple hastalarin biiylik ¢ogunlugu bu tedavi
yonteminden faydalanamamaktadir (5). Klinik Oncesi g¢aligmalarla noroprotektif
oldugu Ongoriilmiis bir takim ajanlarin klinik uygulamalarmin basarisizlikla
sonuglandig1 bilinmektedir. Klinikte beyin felci goriilen vakalarin %80’ini 65 yas ve
iistii bireyler olusturmasina ragmen literatiirde yapilan bir¢ok in-vivo ¢aligma geng
deney hayvanlar1 kullanilarak yapilmaktadir. Gelistirilmeye calisilan tedavilerin
basarisizlikla sonuglanmasinin ve klinige uyarlanamamasmin nedenlerinden birinin de
yash ve geng beyinler arasindaki fizyolojik farkliliklar olabilecegi dusiiniilmektedir
(6). Bu bilgiler dogrultusunda beyin felci patofizyolojisinin yasli ve geng beyin



arasinda gdstermis olabilecegi farkliliklarin incelenmesi, mekanizmalarin anlagilmasi

ve buna yonelik ilaclarin gelistirilmesi 6nem arz etmektedir.

Bu tezde yasli ve geng deney hayvanlarinda orta serebral arter (OSA) tikanmasi
metodu kullanilarak serebral iskemi indiiklenen farelerin iskemik striatumlarmnin 1)
noronal sagkalim, ii) hasar alani biiytikliigii, iii) apoptotik hiicre sayisi, iv) kan beyin
bariyeri gegirgenligi ve v) protein profilleri bakimmdan farkliliklarinin

karsilastirilmast amaglanmaistir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Iskemik Beyin Felci

Beyin felci kalic1 veya gegici olarak beyni besleyen damarlarda goriilen
tikanma ya da yirtilma ile kan akiginin degismesi sonucunda ortaya ¢ikan patolojik
olaylar biitiiniidiir (7). Iskemik beyin felci trombotik, embolik ya da sistemik bir
hipoperfiizyon sonucunda gelisebilmektedir. Bu gibi durumlarda kontrollii dolasimin
bozulmasi beyne yeteri kadar kan gitmesine engel olmakta, dolayisi ile beyinde enerji
ve oksijen eksikligine sebep olmaktadir. Enerji ve oksijen eksikligi sonrasinda

patofizyolojik olaylar baglamaktadir (8).
4.2. Iskemik Beyin Felci Patofizyolojisi

Diizenli kan akismnin bozulmasiyla beyine yeterli oksijen ve glikoz
tasinamamaktadir. Oksijen ve glikoz yoklugu enerji eksikligine neden olmaktadir.
Yetersiz pre-sinaptik ndronlarda voltaj bagimli Ca*? kapilarinin agilmasma sebep
olarak sinaptik araliga glutumat salinmasina neden olur. Bu da post-sinaptik néronda
glutamat reseptdrlerinin aktive olmasina sebep olmaktadir. Bu reseptorlerin aktive
olmastyla ndron hiicrelerinde Ca*?, Na*, CI" iyonlar1 birikirken, K" iyonu ve glutamat
hiicreler arasi ortama salinir. Post-sinaptik bosluga salinan K* iyonu ve glutamat diger
noronlarda depolarizasyona yol agar ve bu depolarizasyonun yayilmasini saglar. Hiicre
icinde biriken Na®, CI iyonlari ise hiicre disindaki suyu hiicre i¢ine ¢eker ve ddem
olusur. ikincil mesajc1 olarak bilinen Ca*? iyonu ise birgok enzimatik yolag: aktive
eder. Ca™ iyonu aracihigi ile proteazlar, lipazlar ve endoniikleazlar gibi birgok hiicre
ici enzim aktive olur. Bu enzimlerden bir kismi direkt olarak serbest radikalleri ortaya
cikarirken diger bir kismi da mitokondri membranina zarar vererek serbest radikallerin
olugsmasini saglarlar. Olusan serbest radikaller mitokondriye ya da DNA’ya hasar
vererek apoptotik yolaklari aktive eder. Bunlarin yani sira serbest radikaller bir yandan
da enflamasyonu baglatacak olan mikroglia aktivasyonunu ve lokosit infiltrasyonunu

baslatir (9).



4.2.1. Glutamat birikimi ve ekzitotoksisite

Iskemik kosullarda ndronlar oksijen ve glikoz olmadigindan enerji iiretimi i¢in
gerekli olan adenozin trifosfat (ATP) sentezini gergeklestirememektedir. Yeterli ATP
sentezi gergeklesmedigi zaman néronal membran boyunca Na“-K" iyonlar1 gradiyenti
bozulur (10). Hiicreler arasi post-sinaptik boslukta gereginden fazla glutamat birikir.
Bu birikim néronlar i¢in toksiktir. Endojen uyarici glutamat ayni zamanda N-metil-D-
aspartat (NMDA), alfa-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropiyonik asit (AMPA)
ve kainat tipi glutamat reseptorlerini aktive etmektedir. Iyonotropik reseptdrlerin
aktive olmasi bu reseptdrlerin ilgili iyon kanallarinin agilmasini saglamaktadir (11).
Reseptor tipine gore iyon kanallar1 Na*, K* ve Ca*? iyonlarma gegirgenlik gosterir.
NMDA kapili iyon kanallar1 Ca*® iyonuna gegirgenlik gostererek hiicre igerisine Ca*

iyonu girisine ve bu iyonlarin hiicre i¢inde birikimine aracilik etmektedir (12).
4.2.2. Kalsiyum birikimi ve oksidatif stres

Kalsiyum, ¢ok yonlii bir sinyal iyonu ve ikincil mesajcidir. Hiicre i¢i bir¢ok
yolakta iletisimin saglanmasma aracilik etmektedir. Ca** iyonlar1 hiicre biiyiimesi,
hiicre farklilagsmasinin kontrolii, egzositoz, sinaptik aktivite, membran uyarmmi gibi
fonksiyonel ve hiicre i¢in dnemli yasamsal faaliyetlerin gerceklesmesinde onemli rol
oynamaktadir. Bu sebeple ndronlarda sitozolik Ca*? iyon konsantrasyonunu dengede
tutmak c¢ok oOnemlidir (13). Iskemik beyin felcini takiben glutamat salinim
mekanizmasmin ve membran biitiinliiiiniin bozulmasiyla hiicre i¢ci Ca*? iyon
konsantrasyonu artmaktadir. Birgok enzimatik reaksiyon i¢in ikincil mesajc1 olan Ca*?
iyonunun hiicre i¢i miktariin artmasi, hiicre i¢ci enzimlerin asir1 aktivasyonuna yol
agmaktadir. Kalpainler hiicresel fonksiyonlar1 Ca*? iyonu ile diizenlenen proteazlardir.
Kalpainlerin agir1 aktivasyonu en basta sitoskeletal proteinler olmak iizere,
mitokondriyal proteinlerin, membran proteinlerinin, tasiyici proteinlerin ve sinaptik
vezikiillerin kontrolsiiz yikimma neden olmaktadwr. Endoniikleazlarin asir1
aktivasyonu niikleik asitlerin parcalanmasina, lipazlarin agir1 aktivasyonu ise hiicre i¢i
ve membran lipidlerinin yikimina sebep olur (14). Ortamda asir1 Ca'? birikimi,
kalsiyum baglanma proteini kalmodulin {izerinden nitrik oksit (NO) sentezinde artisa
neden olur. Nitrik oksit senteziyle reaktif oksijen tiirleri (ROT) sitozolde cogalir.

Sitozolde miktar1 artan NO, fosfolipazlar1 aktive eder. Fosfolipazlar yardimiyla



lipidler peroksidasyona ugrar ve yikim iirlinleri olarak serbest radikaller ortaya ¢ikar.
Serbest radikallerden siiperoksit anyonlar1 (O3 ") ile reaksiyona giren NO, peroksinitrit
(ONOQO") olusturur. Olusan bu radikaller ndrotoksik bir etkiye sahiptir (15, 16).
Fizyolojik durumlarda hiicrede, ROT ve serbest radikalleri temizleyebilecek
antioksidan enzimler bulunmaktadir. Ancak iskemi sonras1 artan Ca*? konsantrasonu
sonucu ortaya ¢ikan iiriinlerin normalden ¢ok fazla olmasi, bu yikim iiriinlerinin hiicre
tarafindan temizlenmesini engeller. Bu da serbest radikal iiretimi ve yikimi arasindaki
dengenin bozulmasiyla oksidatif stresin olugsmasina yol agar. ROT ve serbest radikaller
hem mitokondri DNA’sma hem de hiicre DNA’smna zarar verir. Ek olarak, Ca™
iyonlar1 mitokondride de birikir, bu durum oksidatif fosforilasyonun gerceklesmesini
engeller. Artan oksidatif stres, mitokondriyal ve niikleer DNA’nin bozulmasi ve

ndrodejenerasyonun yani sira hiicre 6liim yolaklarini da aktive etmektedir (16).
4.2.3. Endoplazmik retikulum stresi

Endoplazmik retikulum hiicre i¢i bir¢ok siirecte gorev almaktadir. Salgi ve
membran proteinlerinin sentezlendikten sonra katlanmasi ve sentezlenen proteinlerin
post-translasyonal modifikasyonlar1 endoplazmik retikulumda ger¢eklesmektedir. Rol
aldig1 bir diger dnemli siireg ise hiicre ici Ca* iyonu dengesini saglamaktir (17). Kas
kasilmasindan sinaptik iletime birgok hiicresel aktivitede dnemli olan Ca*? énemli bir

ikincil mesajcidir. Ca*?’

un birbirinden farkli kompleks yolaklarda hicbir karigikliga
sebebiyet vermeden sinyal iletimini saglayabiliyor olmasi dogru konsantrasyonda,
dogru zamanda, dogru araliklarla saliniyor olmasi sayesindedir. Endoplazmik
retikulum hiicre igin 6nemli bir Ca*? deposudur. Endoplazmik retikulum liimeninde
katlanmay1 bekleyen proteinlere saperon proteinler baglanir ve onlarin ¢okelmesini
veya yikilmasini engeller. Endoplazmik retikulum liimeninde bulunan saperon
proteinleri kalsiyuma bagli proteinlerdir (18). Iskemi sonrasi ortaya cikan enerji
eksikligini takiben kalsiyumun endoplazmik retikuluma pompalanmasini saglayan
sarko/endoplazmik retikulum Ca*? ATPaz enzimi islevini yerine getiremez. Bunu
takiben endoplazmik retikulumla iliskili endoplazmik retikulum Ca'? membran
kanallar1 liimende depo edilen Ca*™ iyonlarmi disar1 salar. Ca*? yoklugunda saperon

proteinler gorevlerini yerine getiremezler, proteinler degrade olur ya da hatali

katlanirlar (19). Hatal katlanmis veya katlanmamis proteinler proteozom tarafindan



yikilir, herhangi bir sebeple protein translasyonunun fizyolojik seviyenin iistiinde
olmas1 hatali proteinlerin artmasmna neden olmaktadwr. Bu durum iskemi sonrasi
degisen Ca'? iyonu konsantrasyonu ile beraber hiicre igin stres yaratmaktadir. Ayrica
hatali katlanmig veya katlanmamis proteinlerin artmasi, endoplazmik retikulumun
gbrevini geregince yerine getirememesine sebep olur, hatali proteinler birikir ve bunun
sonucunda katlanmamis protein yanit1 (UPR) olusur. Hatali proteinlerin birikmesiyle
baslayan ve buna karsilik katlanmamis protein yanitinin olusmasiyla devam eden
stirece endoplazmik retikulum stresi denmektedir (20). ER stresin nekroz, otofaji ve

apoptoz gibi 6liim yolaklarini aktive ettigi bilinmektedir (21).
4.2.4. Enflamasyon

Iskemik beyin felci sonrasinda gelisen enflamasyon en énemli patofizyolojik
yanitlardan bir tanesidir (22). Olusan serbest radikaller enflamatuar yanitin olusmasina
aracilik ederler. NO azalmasi vazokonstriiksiyona sebep olur ve bir 16kosit tiirii olan
notrofillerin hasarli bdlgeye infiltre olmasini kolaylastirir. Mast hiicreleri tarafindan
iiretilen tiimor nekrozis faktori alfa (TNF-a) ve interlokin-1beta (IL-1f) gibi sitokinler
l6kositlerin infiltre olacagi yeri bulmalarmi saglar. Lokositler indiiklenebilir nitrik
oksit sentaz (iNOS) ve matriks metaloproteinazlar (MMP’ler) gibi pro-enflamatuar
isaretcileri iskemik bolgeye birakirlar. Hasarli bolgedeki hiicrelerden bir baska pro-
enflamatuar igsaret¢i ATP sizintisi olur. Bu s1zint1 kemokinlerin ve sitokinlerin bolgeye
gelmelerini saglar. Bu siirecte hasarli bolgede ndronlarin ve mikroglialarin iletigimleri
de kopar. Iletisim ancak hasarli hiicrelerden sizan ATP ile mikroglialarm aktive
olmasiyla devam eder (23). Toll benzeri reseptorler (TLR) ve Niikleer faktor kappa B
(NFxB) immiin sistemin aktive olmasini saglayarak enflamatuar yanit olusturan iki
onemli yolaktir. Enflamatuar yanit olusurken hasarin merkezi sinir sisteminde

yayildig1 bilinmektedir (24).
4.2.5. Peri-infarkt depolarizasyonu ve yayilan depresyon

Iskemi siiresince kan akimmin bozulmasiyla ortaya ¢ikan enerji eksikliginde
noronlar ve glialar post-sinaptik bogluga glutamat ve K* salinimi yaparak depolarize
olurlar. Iskemiden etkilenen bolgenin merkezine ¢ekirdek (core) bdlgesi denmektedir.

Beyindeki hasarli dokunun merkezinde yer alan ¢ekirdek bolgedeki néronlar ve glialar



kontrolstizce depolarize olurlar, sonrasinda bir daha polarize olamazlar. Ancak kan
akimi yetersiz olmasma ragmen cekirdek bolgenin etrafinda yer alan penumbra
bdlgesinde ndronlar ve glialar daha fazla enerji harcayarak da olsa repolarize
olabilirler. Sonrasinda yine ayni1 hiicreler ortamda fazlasiyla bulunan glutamat ve K*
sebebiyle tekrar depolarize olur. Bu sekilde art arda tekrar eden depolarizasyonlara
peri-infarkt depolarizasyon denmektedir. Cekirdek ve penumbra bolgeleri zamana
bagli degisim gosterebilir (9). Beynin enerji ihtiyaci diger organlara kiyasla daha
fazladir. Viicudun bazal metabolizma enerjisinin yaklasik olarak beste biri beyin
tarafindan kullanilmaktadir. Beyin i¢in gerekli olan toplam enerjinin 6nemli bir
kismini ise Na'/K" pompalari harcamaktadir. Yetersiz enerji bu pompalarin gerektigi
gibi g¢alismasini engeller, Na" iyonlarmm hiicre i¢inde ve K"un hiicre disinda
birikmesine yol acarak ve iyon dengesinin bozulmasina yol agar. Bozulan iyon
dengesine bagli olarak depolarizasyon yayilir. Noronlarin ve glialarin uzun siireli
depolarize olmasi, siirekli depolarize olan néronlarin membran direncinin bozulmasi,
elektrokimyasal aktivite kayb1 ve noronlarda sitotoksik miktarda su birikimi yayilan
depolarizasyona yol acar (25). Yayilan depolarizasyon ve buna ek olarak birgok
metabolik olay sonucu ndronlarin ve bazi glial hiicrelerin elektriksel aktivitelerinin

kitlesel olarak sonlanmasina yayilan depresyon denmektedir (26).
4.3. Iskemik Beyin Felcini Tedavi Etmeye Yonelik Yaklasimlar

Iskemik beyin felcini tedaviye yonelik yaklagimlar dncelikle tikanan damari
acarak kanlanmay1 saglamay1 hedeflemektedir. Arastirmacilar tarafindan, ortaya ¢ikan
patofizyolojik olaylar1 hedef alan yaklasimlar heniiz ¢aliyma asamasindadir. Dokunun
oksijenlenmesini saglamak, olusan glutamat toksisitesini gidermek ya da toksisite
olusmadan engellemek, iskemi sonrasinda ortaya ¢ikan enflamatuar yanit1 baskilamak
ve Olim yolaklarmin néronal hiicrelerde aktiflesmesini engellemek de hedefler
arasindadir (27). Rekombinant doku plazminojen aktivatoriiniin (rtPA), iskemi sonra
olusan pihtiy1 ¢6zmeye yonelik tedavi edici etkisi, ilk olarak 1995 yilinda, Ulusal
Noérolojik Hastaliklar ve iskemi (NINDS) ¢alisma grubu tarafindan sunulmustur (28).
Amerikan Gida ve Ilag Yonetim Merkezi (FDA) tarafindan onayl, klinikte kullanilan
tek ilag, trombolitik bir ajan olan rtPA’dir. Ancak bu ila¢ hastalarda iskemi

baslangicindan yalnizca 3 - 4,5 saat sonrasina kadar olumlu etki gdstermektedir.



Belirtilen siire gectikten sonra toksiktir (29). Bu sebeple hastalarin sayica yalnizca
%2’si ila %35’ine uygulanabilmektedir (30). iskemik beyin felcini tedaviye yonelik
caligmalar arasinda normobarik ve hiperbarik oksijen tedavileri de vardir. Bu tedaviler,
dokuya uygulanan farkli basing oranlarinda oksijen ile dokuda oksijenlenmeyi
saglayarak kan akimini diizenlemeyi hedeflemektedir (31, 32). Hipoterminin
norodejeneratif hastaliklarda iyilestirici 0zelligi oldugu bilinmektedir. Viicut
sicakligin1 3 - 5 °C dislirmenin iskemi sonrasinda meydana gelen patofizyolojik
olaylar1 1iyilestirmede etkili oldugu goriilmiistiir. Hipotermi hasar hacmini
azaltmaktadir. Bunun yani swra anti-enflamatuar sitokinleri arttirirken, mikroglial

aktivasyonu aza indirgedigi de yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (33).
4.4. Klinik Tedavi Calismalarinin Basarisiz Olma Nedenleri

Klinik tedaviye yonelik calismalarin bir¢ok basarisiz olma sebebi vardir.
Iskemik beyin felci sonrasi ortaya cikan patofizyolojinin tedavi edilmesi zordur.
Gelistirilen ilaglar denendigi zaman ortaya ¢ikan sonuglarm giivenilir olabilmesi i¢in
klinik 6ncesi arastirmalarda olusturulan deney hayvani modellerinin tekrar edilebilir
olmas1 gerekmektedir. Diger bir nokta ise deneysel calismalarda kullanilan
hayvanlarin histolojik, morfolojik ve fizyolojik yapilarmin insanla birebir ayni
olmayisidir (34). Hayvanlar iizerinde denenen ve iyilesmeye yardimei olan birgok
ajan, klinikte basarisiz olmaktadir. Ayrica insanlarda iskemik beyin felcine yakalanma
yas1 genellikle 65 yas ve iistiidiir, aragtirmalarda kullanilan hayvanlar ise ¢ogu zaman
geng yetigkin hayvanlardir. Yasli ve gen¢ hayvanlarin iskemik beyin felcine karsi
gelistirdikleri yanitin farkli oldugu bilinmektedir (35). Bu sebeple gen¢ hayvanlarla
yapilan deneylerde goriilen iyilesme, klinikte goriilememektedir (35). Tedavi stratejisi
gelistirmekte zamanlamanin da biliyllkk Onemi vardwr. Laboratuar sartlarinda
arastirmacilar, iskemik beyin felcine karsi gelistirilen ajani beyin felci oncesinde,
sirasinda ya da sonrasinda uygulayabilirler. Genellikle bu saatler arastirmaci
tarafindan belirlenmektedir. Fakat klinikte iskemik beyin felci gegiren bir insan
hastaneye geldiginde iskeminin tam olarak baslama saati bilinememektedir.
Gelistirilen ajanlarin ise etkin dozu ya da toksisitesi cogu zaman tam anlamiyla deney

hayvanlarindan insana uyarlanamamaktadir (36).
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4.5. Yaslanma

Yaslanma genellikle zamana bagl artan yas ile birlikte dokularda ve hiicrelerde
meydana gelen hasar olarak tanimlanmaktadir. Yaslanma bir¢ok hastalik, hatta 6lim
icin 6nemli bir risk faktoriidiir (37). Yaslanma bir hastalik degil, fizyolojik bir siirectir.
Bu fizyolojik siireci anlamak ve agikliga kavusturmak i¢in birgok teori iiretilmistir
(38). Yaslanma siirecini agiklamaya calisan bir¢ok teoriden kabul gérmiis bazilari
evrimsel teori, serbest radikal teorisi, mitokondriyal teori, gen ekspresyonu teorisi,
telomer teorisi, enflamasyon hipotezi, immiin teori ve néro endokrin teorisidir (39).
Evrimsel teoriye gore yaslanma dogal secilimin bir sonucudur (40). Serbest radikal
teorisine gore hiicrede biriken oksidatif stres yaslanmaya sebep olur. Oksijenli
solunum gibi cogunlukla mitokondriyal metabolik reaksiyonlar sonrasinda agiga ¢ikan
yan Uriinler olan reaktif oksijen tiirleri (ROT) oksidatif strese yol acan molekiillerdir.
ROT’nin mitokondriyal ve niikleer DNA’ya hasar verdigi diisliniilmektedir. Ayrica
ROT’nin yaslanma ile arttigi, bazi tiirlerde ise reaktif oksijen tiirlerinin
baskilanmasmin yaslanmayr durdugu bilinmektedir (41). Zamanla biriken
mitokondriyal DNA mutasyonlari, mitokondri tarafindan yiiriitiilen oksidatif
fosforilasyon reaksiyonlarma zarar vermektedir. Bu mutasyonlar sonucunda
mitokondrinin metabolik yan iiriin olarak iirettigzi ROT larin miktar1 artar. Uretilen
ROT’lar yine mitokondriyal DNA’ya zarar verir ve bu bir dongii olarak yaslanma
stirecini  hizlandirir  (39). Gen ekspresyonu teorisine gore yaslanma gen
ekspresyonunun degisime ugramasi sonucunda hiicrelerin yaslanmasiyla ilgilidir.
Yaslanma siiresince gen ekspresyon profilinde degisimler oldugu bilinmektedir (42).
Kromozom uglarinda bulunan heterokromatin yapili telomerler her hiicre bdliinmesi
sonrasinda kisalirlar. Telomer uzunlugu belli bir seviyeye ulastifi zaman hiicre
boliinmesi durur. Telomeraz enzimi telomer sentezinden sorumludur. Canliligin
devam1 konusunda Onemli olan gonadal hiicrelerde telomeraz aktivitesi somatik
hiicrelere gore daha fazladir. Ancak yine de telomeraz telomerlerin kisalmasini
tamamen engelleyemez. Telomer teorisine gore yaglanma siirecini etkileyen en biiyiik
faktor kisalan telomerlerdir (43). Enflamasyon hipotezine ve immiin teoriye gore
yaslanma siireci, patolojik durumlarda hiicresel ve molekiiler mekanizmalarin
gelistirdigi immiin yanitlarla kontrol edilmektedir (44). Noroendokrin teoriye gore ise

yaslanmaya, sinir istemi noronlarinin komutlar1 ve buna kars1 hipotalamus-hipofiz-

11



adrenal aksmin olusturdugu yanitlar arasindaki fonksiyonel bozulmalar sebep
olmaktadir (42). Yaglanma bircok molekiiler ve metabolik olaym i¢inde bulundugu
kompleks bir siirectir. Bu siirecin anlagilabilmesi i¢in zamanla olusturulan teoriler tek
basma diisiiniilemez ve her biri aslinda alt basamaklarinda i¢ i¢e gegmis bir ag gibi

birbirini etkilemektedir (45).
4.5.1 Yaslanma ile ilgili hiicresel ve molekiiler mekanizmalar

Hiicre i¢i ya da hiicre dis1 kaynakli stres, hiicre icin molekiiler diizeyde bir hasar
olusturmaktadir. Olusan hasar hiicre tarafindan her zaman efektif bir sekilde
onarilamaz. Boylece hasar birikir. Cogu zaman biriken hasar hiicreler arasi hatali
sinyal iletimine ve enflamasyona neden olmaktadir. Hiicre diizeyindeki hasarlari
akabinde doku seviyesinde fonksiyonel bozulmalar takip eder. Bu siirecte stresle
karsilagilan andan itibaren antioksidan onarim mekanizmalar1t hiicresel hasarin
baskilanmasi yoniinde ¢alisir. Ortadan kaldirilan hasar bu mekanizmalarin ¢alisma
sekilleri sebebiyle hiicre i¢in yeni bir stres yanit1 olusturmaktadir. Olusan stres yanit1
enflamasyon, DNA metillenmesi ve hatta kok hiicre kaynaklarinm kullanilmasiyla
rejenerasyonu tetikler. Ancak hiicrede stresle meydana gelen rastgele molekiiler
hasarm birikim miktari, hasar1 onarmakla yilikiimlii antioksidanlarin kapasitesine ve
onarim mekanizmalarmin ¢aligma verimine baglidir. Onarim sistemleri enerji bagimli
caligmaktadir ve buna bagli olarak her zaman hasar1 tamamiyla ortadan
kaldiramamaktadir. Onarim sonrasinda bir miktar hasar onarilmadan kalmaya devam
eder. Ayni sekilde bir siire sonra onarim mekanizmalar1 da biriken hasarin etkisiyle
yavaslar, dokusal fonksiyonlarda bozulmalar ortaya ¢ikar ve yaslanma meydana gelir
(46). Yaslanmay1 indiikleyen ya da yaslanma siirecine dahil olan bircok mekanizma
vardir. Hiicre genomunu hedef alan nokta mutasyonlari, kromozomal delesyonlar,
duplikasyonlar ve translokasyonlar, telomerlerin kisalmas1 veya virlitik entegrasyonlar
genomik kararsizliga neden olmaktadir. Hem mitokondriyal DNA hem de niikleer
DNA i¢in genomik kararsizlik bir tehdittir (47). Zamanla DNA’da biriken hasar genom
kararsizligma sebep oldugu kadar bazi kromozomal bdlgelerde bozulmalara da yol
acmaktadir. Kromozom uglarinda bulunan telomerler yaslanmayla beraber biriken
hasara duyarlidir (48). Epigenetik diizenlemeler de yaslanma siirecinde hiicreyi

etkileyen faktorlerdendir. Bu diizenlemeler DNA metilasyonlarini, histon
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modifikasyonlarini, kromatin yapisindaki degisimleri icermektedir (49). Protein
homeostazisi, proteostaz yaslanma nedeni ile degisen bir bagka molekiiler sistemdir.
Bu sistem, proteomun islevsel olabilmesi i¢in bir¢gok yolagin bir arada ¢alismasiyla
protein dengesini sagmaktadir. Normal kosullarda bu sistem koordine bir sekilde
calisir ve dengeyi bozan herhangi bir sorunu diizeltir. Ancak yaslanma ile birlikte
protein homeostazisi bozulmaya baslamaktadir. Bu sisteme dahil olan saperonlar yeni
sentezlenmis proteinlerin ¢okelti olusturmadan, istenmeyen katlanmalar1 engelleyerek
proteinlerin  diizgiin  katlanmalarindan  sorumludur.  Yaslanmanin etkisiyle
saperonlarda azalma goriiliir. Bunu takiben hatali katlanan proteinlerin miktar artar.
Artan hatali proteinler hiicrede ¢okelti olusturur. Yine yaslanmanin etkisiyle hatali
proteinlerin eliminasyonunu saglayan saperon aracili otofaji ve ubikutin-proteazom
aktivitesi azalir. Boylece hiicresel protein dengesi bozulur; bu da dokuda fonksiyon
kaybmna yol agar. Zamana bagli fonksiyon kaybi yaslanmayla iliskilendirilir (50).
Yaslanmanm molekiiler gostergelerini 2013 yilinda Otin ve arkadaslar1 genomik
instabilite, telomer yipranmasi, epigenetik degisimler, proteostaz dengesinin
bozulmasi, mitokondri fonksiyonunda bozulma, kok hiicre kaynaklarmin tiikenmesi
gibi bagliklar altinda toplayip bir derleme ile mekanizmalarin anlagilmasmna katki
saglamistir (51). Yaslanma tek bir mekanizmanin incelenerek anlagilamayacagi
kompleks bir siirectir. Her bir mekanizma incelendiginde diger mekanizmalarla

etkilesim i¢inde oldugu goriilmektedir (52).
4.5.2. Yaslanma siirecinde beyin

Beyin yaslanma siirecinden en fazla etkilenen organlardan bir tanesidir. Fazla
enerji harcamasi sebebiyle ihtiyact olan oksijen miktar1 ve oksijenin mitokondri
tarafindan kullanildig1 yolaklarin metabolik atiklarmim diger organlara kiyasla fazla
olmasi, bu metabolik atiklarin hasar verdigi genomik ve hiicresel yapilara karsi
koruyucu gorevi goren ve gerektiginde disaridan alinan antioksidanlar i¢in ulasilamaz
olmas1 beynin bu siiregten etkilenmesinin baslica nedenidir. Kendini yenileyebilme
ozelliginin smirli olmasi da yaslanmanin etkilerini beyinde fark ettirir (53). Beyinde
meydana gelen hiicresel, morfolojik ve fonksiyonel degisimlere 6zellikle néron ve glia
hiicrelerinde yaslanmaya bagli olarak gerceklesen molekiiler degisimler neden

olmaktadir. Bu siirecte bozulan protein homeostazisi nedeniyle néronlarin i¢cinde ve
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etrafinda noronal plaklar olusur, olusan plaklar 6liim yolaklarini indiikler ve néron
kaybi1 olur. Mikroglialarin agir1 aktif bir sekilde ¢calismasi kronik enflamasyonu arttirir.
Noronal biiyiime faktorlerinin salinmmi azalir ve ndrogenez neredeyse durur.
Oligodendrogliozis ve astrogliozis gozlenir. Oligodendrositlerin  artmasi
miyelinizasyonu arttirir (54). Ortamda bulunan plaklar, néronal diiglimler, sayisi
normale gore c¢okca artan oligodendrositler ve astrositler norotransmitterler
araciligiyla yapilan nodronal iletimi yavaslatir. Bozulan ndronal fonksiyonlarin
sonucunda sinaps sayisinda ve sinaptik plastisitede azalma goriiliir (55, 56). Yapilan
arastirmalarda, norolojik bir hastalik gegmisine sahip olmaksizin, manyetik rezonans
gorilintiileme (MRI) teknigi kullanilarak yaslanma ile birlikte ventrikiillerde, serebral
kortikal sulkuslarda genisleme goriildiigii bildirilmistir (57). Siirecle ilgili oldugu
diistiniilen diger iki bolge de gri (grey matter) ve beyaz maddedir (white matter).
Yaslanma siirecinde beyinde hem gri maddede hem de beyaz maddede hacimsel
degisiklikler oldugu bilinmektedir. Gri madde hacmi orta yash gruplarda azalmaya
baslaylp yaslanmayla bu azalmanm artarak devam ettigi dikkat c¢ekerken, beyaz
maddede meydana gelen hacimsel azalmanin yasli gruplarda daha belirgin oldugu
gosterilmistir (58). Beyin dokusunda oksijenlenme diger biitiin dokular gibi vaskiiler
sistem tarafindan saglanir. Vaskiiler sistem i¢in gegirgenlik; besin, oksijen gibi
dokunun ihtiyaci olan maddelerin dokuya tasmmasi, c¢esitli metabolik atiklarin
dokudan uzaklagtirilmasi i¢in onemlidir. Ancak gecirgenligin artmasi, yani hiper
gecirgenlik (hiperpermeability), tasinan maddenin dokular arasi bosuklara sizmasina
neden olmaktadir. Bu sizint1 (ya da 6dem), iskemi gibi patojik sonuglara neden olabilir.
Damarlarm i¢inde bulunan vaskiiler endotel hiicreleri yaptiklari hiicresel baglantilarla
gecirgenligi dinamik bir sekilde kontrol etmektedir. Ayrica vaskiiler endotel hiicreler,
anjiyogenezi ve vaskiiler homeostazisi kontrol etmektedir. Vazodilatasyon ve
vazokonstriiksiyon gibi mekanizmalar1 kullanarak kan basincmin dengede tutulmasmi
saglamaktadirlar. Yaglanma siirecinde artan ROT miktari, bu hiicreleri de olumsuz
etkilemektedir. Artan oksidatif strese yanit olarak apoptotik 6liim yolaklar1 aktiflesir.
Bunun sonunca hem hiicresel hem de fonksiyonel kayiplar olur, endotel hiicreler
arasindaki baglar bozulur ve gecirgenlik artar. Bu siirecten beyni koruyan en giiclii

yap1 olan, yapisinda endotel hiicreleri bulunduran kan beyin bariyeri de etkilenir. Kan
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beyin bariyerinde hiper gegirgenlik meydana gelir. Bu da istenmeyen maddelerin

beyne sizmas1 demektir, bir¢ok patolojik sonucu dogurabilir (59).
4.5.3. Yaslanmaya bagh sik goriilen hastalhklar

Yaslanma bir¢ok yaygin hastalik i¢in risk faktoriidiir. Bu hastaliklar arasinda,
siralamada norodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklar 6nde gelmektedir. Geligmis
iilkelerde; demans, Alzheimer hastalig1 ve iskemik beyin felci yakalanma siklig1 belli
bir yastan sonra oldukca artan hastaliklardir. Saghkli bir yasam icin gerekli olan
sistemlerde  yaslanmayla beraber mutasyonlarin, hiicresel ve molekiiler

mekanizmalarin yan etkilerinin birikmesi sonucunda bu hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir

(60).
4.6. Iskemik Beyin Felcine Kars1 Gelistirilen Yanitlar

Beyin felci her ne kadar 65 yas ve iizeri bireylerde daha sik goriilse de beyin
felci hastalarinin %10’luk bir kismint 50 yas ve altindaki bireyler olusturmaktadir.
Yapilan arastirmalarda beyin felci gecirmis yash hastalarin 6liim oraninin geng
hastalara gore daha yiiksek oldugu belirtilmistir (61). Bunun yani sira yash ve geng
hastalarda hastaligin seyri hakkinda bilgi veren farkli ¢aligmalar vardwr. Bazi
caligmalar beyin felci gegiren yaslt hastalarin bu hastaligi daha agir gegirdigini (62-
64), hastalik sonrasi iyilesmenin yasli hastalarda daha zor oldugunu ortaya koyarken,
bazi ¢alismalar ise bu hastaligin goriilme sikliinin yaslanma ile artmasi yiiziinden

literatlirde genglerle ilgili ¢alismalarin ihmal edildigini sdylemektedir (65).

Literatiirde iskemik beyin felci sonrasinda yashi hayvanlarda (18-20 ay,
Sprague Dawley (SD) sican) hasar gelisiminin gen¢ hayvanlara (3-4 ay, SD sican)
kiyasla daha hizli oldugu gosterilmistir. Bunun yani sira, yine ayni ¢aligmada yaslt
hayvanlarda apoptotik hiicrelerin daha fazla bulundugu belirtilmistir. lyilesme ise geng
hayvanlarda daha hizlidir (66). Bagka bir ¢caligmada ise yash (13-14 ay, C57BL/10J
fare) ve gen¢ (2-3 ay, C57BL/10J fare) hayvanlar karsilastirildiginda, yaslanmaya
bagli olarak mikroglial proliferasyonun arttii, hiicre gogiiniin yavagladigr ve
ndrogenezde azalma oldugu gosterilmistir (67). Bir diger ¢calismada yash hayvanlarda
(18-20 ay, SD sigan), geng hayvanlara (3-4 ay, SD sican) gore glial aktivite artmistir.

Artan glial aktivite hasar alaninin ¢evresinde glial yara olusumuna sebep vermis ve bu
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olusumun fonksiyonel iyilesmeyi azalttig1 belirtilmistir (68). Serebral kanlanmada ise
yash (18 ay, C57BL/10J) ve geng (9-12 hafta, C57BL/6) farelerde iskemi sonras1 ayni
oranda diisiis oldugu belirtilmistir (69). Anjiyogenezin, hem yasl hayvanda (24 ay,
Fisher sican) hem de gen¢ hayvanda (3 ay, Fisher sican) iskemi ile indiiklendigi
gosterilmistir (70). Ancak bazi ¢caligmalarda iskemi sonrasi tetiklenen norogenezin
yasl (3-15 ay, Wistar sican) ve gen¢ (5 hafta, Wistar sican) hayvanlar arasinda
degisiklik gostermedigi (71); baz1 calismalarda ise yash hayvanlarda (10 ay, SD sigcan)

ndrogenezin artti1 gosterilmistir (72).

Sonug olarak; iskemik beyin felci goriilme siklig1 65 yas ve lizerinde diger yas
gruplarma gére oldukca artmaktadir (73). Iskemik beyin felci goriilme siklig1 yasla
birlikte artsa da arastirmalarda kullanilan deney hayvanlar1 gruplar1 genellikle geng
hayvanlar olmaktadir. Ancak, yasl ve gen¢ hayvanlarin iskemiye kars1 gelistirdikleri
yanit ve hasar1 onarabilme kapasiteleri birbirinden farklidir. Ayrica, arastirma yapilan
hayvanin yash olarak tanimlanabilmesi i¢in belli bir standart bulunmamaktadir.
Yapilan arastirilmalarin klinige uyarlanabilirligini azaltan sebeplerden bir tanesi de
aragtirmacilarin farkli yas araliklarinda deney hayvanlariyla calisarak gruplar
arasindaki varyasyonu arttirmasidir. Bu sebeple, iskemik beyin felcini in-vivo ortamda
yash deney gruplart ile calisip, yasli beyin fizyolojisinin gelistirdigi yanitin

mekanizmasini ¢ozmeye ¢aligmanin 6nemli oldugu diisiiniilmektedir.
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5. MATERYAL VE METOT

5.1. Deney Dizayni ve Gruplar
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Sekil 5.1.1. Deney dizayni. A) Set I hayvanlarindan immiinohistokimya ¢aligmalar1

yapilmustir. B) Set II hayvanlarindan protein ¢aligmalart yapilmistir.

Tiim deneysel prosediirler, laboratuvar hayvanlarinin bakimi ve kullanimu ile
ilgili yerel talimatlara gore Istanbul Medipol Universitesi’nden alinan yerel etik kurul
onay1 (2017-33) ile gerceklestirilmistir. Deney hayvanlar1 12 saat karanlik, 12 saat
aydinlik periyotta olacak sekilde diizenli aydinlatma kosullar1 altinda yetistirilmistir.
Ayrica deney hayvanlar1 su ve yeme ad libitum olarak erisebilmektedir. Deney
gruplarinda rastgele secilen 20-25 gram agirliginda, 8-12 haftalik geng yetiskin (n=14)
ve 18-24 aylik yash (n=14) C57BL/6j erkek fareler kullanilmistir. Her bir fare i¢in
beyin felci modeli 30 dakika orta serebral arter tikanmasi (OSAt) ve sonrasinda 72 saat
reperflizyon ile olusturulmustur (74, 75). 72 saat sonrasinda deney hayvanlari sakrifiye
edilmis, beyinler izole edilerek kuru buz flizerinde dondurulmustur. Dondurulan
beyinlerden immiinohistokimya ve protein c¢alismalari i¢in drnekler hazirlanmistir.

Ornekler kullanima kadar -80 °C’de saklannustir.
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Tablo 5.1.1. Kullanilan deney gruplari. Set I hayvanlarindan immiinohistokimya, Set II

hayvanlarindan ise protein ¢aligmalari i¢in 6rnek toplanmistir.

Grup Adr Hayvan
Adedi
Set I-Geng hayvan, 30 dk beyin felci, 72 saat reperflizyon 7

Set I-Yash hayvan, 30 dk beyin felci, 72 saat reperfiizyon

7
Set II-Geng hayvan, 30 dk beyin felci, 72 saat reperflizyon 7
Set II-Yaslt hayvan, 30 dk beyin felci, 72 saat reperflizyon 7

Toplam Hayvan Sayisi 28

5.2. Orta Serebral Arter Okliizyonu ve Reperfiizyon

20-25 gram agirhigindaki erkek C57BL/6 fareler % 1,5 izofluran (% 30 O, geri
kalan1 N>O) ile anesteziye alinmuistir. Anesteziye alinan hayvanlarin viicut 1silar1 rektal
prob yardimiyla Olciilmiis, homeotermik 1sitma sistemiyle 36,5-37 °C arasinda
tutulmustur (Harvard instruments, ABD). Deney siiresince kan akimi, esnek 0,5 mm
fiber optik Laser Doppler (LDF) probunun (Perimed, Stockholm, Isveg) orta serebral
arter iizerindeki kafatas1 bolgesine (Bregma -2 mm posterior; 6 mm lateral) temas
edecek sekilde sabitlenmesiyle dl¢iilmiistiir. Orta serebral arter tikanmasi (OSAt) ile
olusturulan fokal serebral iskemi, intraliiminal filament teknigi kullanilarak
indiiklenmistir (74, 75). Bu teknik ile sirasiyla, boynun orta hattinda insizyon yapilmus,
sol common karotid arter ve eksternal karotid arter izole edilmis, izolasyon sonrasinda
arterler 7.0 ipek ip (Dogsan, Tiirkiye) ile baglanmistir. Sol internal karotid arter
tizerine ise bir adet mikrovaskiiler klips yerlestirilmistir (FE691: Aesculap, Tuttlingen,
Almanya). Klips yerlestirildikten sonra orta serebral arter tikanmasi i¢in sol kommon
karotid artere kii¢iik bir insizyon yapilmis ve buradan igeriye Onceden silikon
(Xantopren: Bayer Dental, Osaka, Japonya) ile kaplanarak capt 180-190 um’ye
cikartlmis 8.0 naylon monofilament (Ethilon; Ethicon, Norderstedt, Almanya)
itilmistir. Itilen naylon monofilament internal karotid arter icerisinde, karotid
bifiirkasyonundan 9 mm distal yonde direng hissedilinceye kadar ilerletilmistir. Bu
yontemle 30 dakika boyunca orta serebral artere kan akis1 engellenmistir. Otuz dakika

sonra silikon kapli naylon filament geri c¢ekilmis ve reperflizyon baglatilmistir.
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Reperfiizyon baslangicindan itibaren 20 dakika boyunca LDF ile kayit alinmaya
devam edilmistir. Boyunda olusturulan insizyon 5.0 ipek ip ile siitur atilarak
kapatilmigtir.  Sonrasinda anestezisi sonlandirilan fareler ilgili kafeslerine

yerlestirilmistir.
5.3. Beyin Kesitlerinin Alinmasi ve Ornek Toplama

Otuz dakikalik orta serebral arter okliizyonunu takiben 72 saatlik reperfiizyona
alinan hayvanlar, reperflizyon bitiminde yliksek doz izofluran ile sakrifiye edilmistir.
Sakrifiye edilen hayvanlarin beyinleri ivedilikle izole edilip kuru buz iizerinde
dondurulmustur. Dondurulan beyinler 6rnek toplama islemine kadar -80 °C’de
saklanmistir. Immiinohistokimyasal ¢alismalar ve immiinofloresan ¢aligmalar igin
beyinler kryostat (CM 1950, Leica, Almanya) kullanilarak kesilmistir. Doku dondurma
medyumu (14020108926, Leica, Almanya) ile serebellumlarindan kryostat cihazma
sabitlenen beyinlerden bregma 0’dan itibaren 2 mm rostral-2 mm kaudal araliginda,
18 um kalinliginda koronal kesitler alimmistir. Pozitif yliklii camlara (Objekttrager;
Isotherm, Almanya) alinan kesitler, 40 °C sicaklikta bulunan 1sitici tabla (WiseTherm
HP-LP, Wisd Laboratory Equipments, Almanya) iizerinde 30 dakika boyunca
sabitlenmeye birakilmistir. Sabitlenen kesitler immiinohistokimya ve immiinofloresan
calismalar yapilincaya kadar -80 °C’de saklanmistir. Protein ¢aligmalari i¢in ipsilateral
hemisferlerin striatum bolgelerinden doku alinmistir. Dokular, ilgili c¢alismada
kullanilincaya kadar 2 ml’lik mikrosantrifiij tiipler icerisinde, -80 °C’de muhafaza
edilmistir (74, 75).

5.4. Cresyl Violet Boyamasi ile Hasar Analizi

Cresyl violet boyamasi 30 dakika OSAt sonras1 72 saat reperflizyon ile beyin
felci olusturulan farelerin izole edilen beyinlerinden kryostat cihazi ile 18 pum
kalinliginda Bregma 0 mm seviyesinden alman koronal kesitlere yapilmistir. -80 °C’de
saklanan beyin kesitleri oda sicakligina ¢ikarilarak 30 dakika boyunca kurumaya
birakilmistir. Kesitler sale yatagma dizilerek %4 liikk paraformaldehit (PFA, 158127;
Sigma, ABD) igerisine koyulmus ve 7 dakika oda sicakliginda inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonrasinda kesitlerin bulundugu sale yatagi %4 liikk PFA’dan
cikarilarak sirastyla dH>O ve fosfat tamponlu salin ¢ozeltisine (PBS, 0.1 M, pH 7,4)
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batirilip ¢ikarilmistir. Temiz PBS’ye alinan kesitler 3 kere 5’er dakika boyunca
calkalayict (Unimax 1010; Heidolph, Almanya) {lizerinde yikanmigtir. Yikamalarin
sonrasinda tekrar igerisinde dH>O bulunan saleye batirilip cikartilan Ornekler,
icerisinde cresyl violet (C5042-106, Sigma, ABD) olan saleye alinmis ve 2 dakika
boyunca oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda igerinde cresy!
violet ve kesitler bulunan sale calkalayici iizerine konulmus, 13 dakika daha oda
sicakliginda c¢alkalayici iizerinde inkiibasyona birakilmigtir. Daha sonra icerisinde
dH>0 bulunan 3 ayri saleye daldirilip ¢ikarilan kesitler 20°ser saniye siireyle sirastyla
%70, %90, %95 ve %100 etanol (24102, Sigma, ABD) serisinden gecirilmistir.
Kesitler bir pegete lizerinde silizdiiriiliip sale yataklar1 ile birlikte igerisinde ksilen
(108684, Merck, ABD) bulunan baska bir saleye alinmis ve 3 dakika oda sicakliginda
inkiibasyona birakilmistir. Son olarak beyin kesitlerinin {izerine kapatma ortami olarak
entellan (1.079.610.500, Merck Millipore, ABD) damlatilmig ve lamel ile
kapatilmigtir. Tarayic1 yardimiyla kesitler taratilmistir. Kontralateral ve ipsilateral
striatum ImageJ programi (Amerikan Ulusal Saglik Enstitiisii, NIH, ABD) kullanilarak

Ol¢iilmiis, boylece hasar analizi yapilmistir (75).
5.5. TUNEL Boyamasi ile DNA Fragmantasyon Analizi

DNA fragmantasyonu boyamasi (TUNEL), in situ hiicre 6liimii deteksiyon kiti
(In Situ Cell Death Detection Kit, 11684795910, Roche, Isvigre) kullanilarak 30
dakika OSA tikanmas1 sonras1 72 saat reperfiizyon uygulanan farelerin beyinlerinden
kryostat cihazi ile 18 pm kalinliginda alinan 2. seviye kesitlerine yapilmistir. Kesitler
oncelikle %4 PFA ile fikse edilmistir. Fiksasyon sonrasinda PBS ile yikanan kesitlerde
antijen geri kazanim sitrat tamponu (pH 6,0) ile yapilmistir. Normal keg¢i serumu
(NGS, G9023, Sigma, ABD) ile bloklanan kesitler TUNEL reaksiyon karigimi ile
inkiibe edilmistir. Son olarak DAPI (4’-6-diamino-2-phenylindole, D9542, Sigma,
ABD) ¢ekirdek boyasi ile boyanan kesitlere floresan sinyalin solmasini engelleyici
kapatma ortami Fluoromount (F4680, Sigma, ABD) eklenmis daha sonra kesitlerin
tizeri lamelle kapatilmistir. Kapatma ortami kuruduktan sonra, kesitler taramali
konfokal laser mikroskopu kullanilarak (LSM 780, Zeiss, Almanya) goriintiilenmistir.
Boyanan kesitlerin ipsilateral striatum bdlgesindeki TUNEL pozitif hiicreler, yani

DNA’s1 fragmante olmus hiicreler rastgele (region of interest: ROI) 12 bolgede
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sayllmustir. Ipsilateral striatum icin sayilan bolgelerin ortalama degeri hesaplanmugtir

(74, 75).
5.6. Iskemik Striatumda NeuN Boyamasi ve Noronal Sagkalim Analizi

NeuN (MAB377X, MerckMillipore, Almanya), antikoru kullanilarak
immiinohistokimya boyamalar1 yapilmistir. Bu boyamalar, 30 dakika OSA tikanmasi1
sonras1 72 saat reperflizyon uygulanan farelerin izole edilen beyinlerinden kryostat
cihazi ile 18 pm kalinliginda alinan 2. seviye kesitlerine yapilmistir. Eksi 80 °C’de
saklanan beyin kesitleri oda sicakligina ¢ikarilarak 30 dakika boyunca kurumaya
birakilmistir. Kesitler sale yatagma dizilerek %4 liilk PFA igerisine koyulmus ve 15
dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonrasinda kesitlerin
bulundugu sale yatagi %4’ liik PFA’dan ¢ikarilarak dH>O bulunan saleye 1 kez batirilip
cikartilmistir. Sale yatagi degistirilen kesitler 3 kere 5’er dakika boyunca PBS ile
calkalayict (Unimax 1010; Heidolph, Almanya) {izerinde yikanmistir. PBS ile yikanan
kesitlerde antijen geri kazanimi sitrat tamponu (pH 6,0) ile yapilmistir. %0,3 Triton-X
(X100, Sigma, ABD) bulunduran PBS ¢d6zeltisine %10 NGS eklenerek elde edilen
bloklama ¢ozeltisi ile kesitler oda sicakliginda, 1 saat boyunca calkalayic1 (Unimax
1010; Heidolph, Almanya) tlizerinde bloklanmistir. Bloklama islemi sonrasinda, %0,3
Triton-X bulunduran PBS icerisinde %2 NGS ile 1:100 oraninda seyreltilmis Alexa
Fluor 488 konjuge anti-NeuN primer antikoru kesitlerin iizerine eklenmistir ve +4
°C’de, gece boyunca calkalayici izerinde inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin (14-16
saat sonra), kesitler 3 kere 5’er dakika boyunca PBS ile calkalayici {izerinde
yikanmistir. Son olarak kesitler DAPI ¢ekirdek boyasi ile boyanmis ve kesitlerin
iizerine Fluoromount kapatma ortami damlatilarak kesitler lamellerle kapatilmistir.
Degerlendirme yapabilmek icin, kesitler taramali konfokal laser mikroskopu
kullanilarak (LSM 780, Zeiss, Almanya) goriintiilenmistir. Boyanan kesitlerin
ipsilateral striatum bdlgesinde, NeuN immiinopozitif hiicreler rastgele (region of
interest: ROI) 12 bdlgede sayilmustir. Ipsilateral striatum igin sayilan bdlgelerin

ortalama degeri hesaplanmustir (74, 75).
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5.7. IgG Boyamasi ve Kan Beyin Bariyeri Ge¢irgenligi

Vectastain kit (PK-7800, Vector Laboratories, ABD), kullanilarak IgG
boyamas1 yapilmistir. 30 dakika OSA tikanmasi sonrasinda 72 saat reperfiizyon ile
iskemik beyin felci indiiklenen farelerin izole edilen beyinlerinden kryostat cihazi ile
18 um kalinliginda alinan bregma seviyesindeki kesitlerine yapilmistir. Eksi 80 °C’de
saklanan beyin kesitleri oda sicakliginda 30 dakika boyunca kurumaya birakilmigtir.
Kesitler %4’lik PFA ile 15 dakika oda sicakliginda fiksasyona birakilmistir.
Fiksasyon sonrasinda kesitler dH>O’dan geg¢irilmis ve 5 dakika boyunca PBS ile
calkalayicit (Unimax 1010; Heidolph, Almanya) iizerinde yikanmistir, PBS yikamasi
3 kez tekrar edilmistir. Yikama sonrasinda 0.3% H»O: iceren metanol soliisyonu
icinde Ornekler 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir. On dakika boyunca kit
icerisindeki serumla bloklanan 6rnekler sonrasinda biotinlenmis sekonder antikor ile
muamele edilmistir. Sonrasinda streptavidin/peroksidaz kompleksi ile inkiibe edilen
orneklere DAB substrat1 (SK-4100, Vector Laboratories, ABD), damlatilmis ve renk
degisimi gozlenmistir. Boyanan kesitler tarayici ile taranmis, iskemik striatum ve
korteksteki IgG gecisi densitometrik olarak ImageJ programi kullanilarak
hesaplanmistir (76).

5.8. Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS) Analizi i¢in Ornek

Hazirlama

30 dakika OSAt sonras1 72 saat reperflizyon uygulanan farelerin beyinlerinden
proteomiks c¢aligmast yapilmistir. Protein c¢aligmalari i¢in beyinlerin ipsilateral
hemisferlerin striatum bolgelerinden alman dokular kullanilmustir. ki ml’lik
mikrosantrifiij tlipler icerisinde, -80 °C’de muhafaza edilen dokular tartimstir.

Calismaya buz iizerinde devam edilmistir (74).
5.8.1. Protein izolasyonu

Protein izolasyonu i¢in UPX (Universal Protein Extraction Kit, 44101,
Expedeon, Almanya) kullanilmistir. Kullanmaya baslamadan dnce UPX igerisine %1
olacak sekilde proteaz-fosfataz inhibitor karigimi (5872, Cell Signaling, ABD)
eklenerek ekstraksiyon karisimi elde edilmistir. Bir gram doku iizerine 500 pl

ekstraksiyon karigimi eklenmistir. Her bir tiipe 4 adet zirkonyum bilye (D1132,
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Benchmark Scientific, ABD) eklenmistir. Igerisinde dérnek bulunan mikrosantrifiij
tiipleri BeadBug Microtube Homogenizer (2763713, Sigma, ABD) cihazina
yerlestirilmistir. Ornekler 10 saniye boyunca homojenize edilmis, homojenizasyon
bitiminde ornekler buza konmustur. Bu islem 2 kez daha tekrar edilmistir.
Homojenizasyon sonrasi 6rnekler 95 °C’de 5 dakika boyunca su banyosunda (Niive,
Tiirkiye) inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyon bitiminde 6rneklerin oda sicakligma
gelmesi beklenmigstir. Oda sicakligina ulasan Ornekler 1 saat boyunca +4 °C’de
bekletilmistir. Daha sonra 6rnekler 10 dakika boyunca 15.000 g’de santrifiij edilmis
ve olusan iist faz temiz mikrosantrifiij tlipline alimmustir. Kullanilincaya kadar protein

ornekleri -80 °C’de saklanmistir (74).
5.8.2. Protein konsantrasyonu ol¢iimii

Orneklerden izole edilen proteinlerin konsantrasyonlar: Qubit protein analiz
kiti (Q33211, Invitrogen, Life Technologies Corporation, ABD) kullanilarak, Qubit
2.0 Fluorometer (Invitrogen, Life Technologies Corporation, ABD) cihazi ile
olciilmiistiir. Ornek sayis1 ve kalibrasyon igin gerekli olan 3 standart gdz Oniinde
bulundurularak tampon soliisyonu hesaplanmistir. Qubit i¢in 6zel olan tiiplere her bir
standart i¢in 190 pl, Ornekler i¢in ise 198 pl tampon soliisyonu konulmustur.
Standartlar 10 pl, drnekler ise 2 pl olacak sekilde ilgili tiiplere eklenmistir. Tiipler
hassas vorteks (Heidolph, Almanya) ve mikrosantrifiij ile kisa siireli santrifiij
yapildiktan sonra 15 dakika boyunca oda sicakliinda karanlik ortamda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi bitince konsantrasyonlar, Qubit 2.0 Fluorometer

(Invitrogen, Life Technologies Corporation, USA) cihazi ile dlgiilmiistiir .
5.8.3. Filtre destekli 6rnek hazirlama (FASP) ile triptik peptidlerin eldesi

Triptik peptidler, filtre destekli 6rnek hazirlama protokoliine (Filter Aided
Sample Preparation Protocol, 44250, FASP) gore hazirlanmistir (77). Yiiz pg 6rnek
son hacmi 230 pl olacak sekilde iire soliisyonu (6 M) ile tamamlanmgtir. 230 pl 6rnek
ve iire karisim1 FASP Kkiti filtreli tiiplerine eklenerek 15 dakika boyunca 14.000 g’de
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 filtreli tiipiin tizerine 200 pl daha iire soliisyonu
eklenerek santriflij tekrarlanmistir. Santrifiij sonrasinda dipte kalan sivi kisim

uzaklagtirilmig ve filtre tlizerine iire ile seyreltilmis 100 pl iyodoasetamit (10 mM)
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soliisyonu eklenmistir. Kisaca vortekslenen drnekler 40 dakikay1 agsmayacak sekilde
karanlikta inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi érnekler 10 dakika boyunca
14.000 g’de santrifiij edilmistir. Daha sonra drnekler ticer kez ayr1 ayr1 lire (6 M) ve
amonyum bikarbonat (50 mM) ile yikanmustir. Orneklerin bulundugu filtreye 75 ul
tripsin soliisyonu (90057, Pierce, ABD) eklenerek, kisa bir vorteks yapilmistir
ardindan tiip parafilmlenmis ve 37 °C’de gece boyunca inkiibasyona birakilmistir.
Ertesi giin yeni tiipe alan filtre 2 kere 50 mM amonyum bikarbonat ile yikanmastir.
Yikamalarin bitiminde filtre iizerine 50 pl, 0,5 mM sodyum kloriir soliisyonu
eklenmis ve 10 dakika boyunca 14,.000 g’de santrifiij edilerek triptik peptidler
filtreden ayristirtlmistir. Triptik peptidlerin  konsantrasyonu kit (Quantitative
Colormetric Peptide Assay, 23275, Pierce, ABD) yardimiyla Sl¢iilmiistiir. Triptik
peptidler, LC-MS/MS sistemine yiiklenmeden dnce 100 ng/pul konsantrasyonda olacak
sekilde tiiplere ayrilmis, liyofilize edilmistir. Kullanmadan hemen 6nce %0,1 formik

asit (FA, Sigma-Fluka, ABD) i¢erisinde ¢ozlilmiistiir.

5.8.4. Sivi kromatografisi-kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) analizi ve veri

isleme

S1v1 Kromatografisi ve Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS) analizi ve izleyen
protein tanimlamalar1 daha 6nce yayinlanan bir protokole gore yapilmistir (78, 79). Bu
analiz icin ACQUITY UPLC M snifi kolonlarin bagli oldugu, yiiksek ¢oziiniirliikli
SYNAPT G2-Si (Waters, ABD) kiitle spektrometresi kullanilmistir. Kolonlar, %97
mobil faz A (%0,1 FA igeren UHPLC dereceli suda, Merck, ABD) ile dengelenmis ve
sicaklik 55 °C olarak ayarlanmigtir. Triptik peptidler kolonlara yiiklenmis ve 90 dakika
gradyentli ayristirma ile yakalama (trap) kolonundan (Symmetry C18, 5 pm, 180 pm
i.d. x 20 mm, Waters), analitik kolona (CSH C18, 1,7 pum, 75 um i.d. x 250 mm,
Waters) ayristirilmistir. Bu ayristirma %0,1 FA (h/h) iceren, gradyenti %4 ’ten %40’a
olan asetonitril (ACN) ile 0,400 pl/dk akis hiziyla yapilmigtr. MS ve MS/MS
taramalarmin pozitif iyon modlar1 0,7 saniye dongii siiresi ile sirayla
gerceklestirilmistir. Diisiik carpigsma enerjisi 10 volt, yiiksek carpigsma enerjisi ise 30
volt olarak ayarlanmistir. Iyonlar, iyon hareketlilik ayrimi (IMS) ile ayrilmugtir. Bir
IMS dongiisii boyunca bir dalga hiz1 1000'den 55 m/s'ye degistirilmistir. Hareketlilik
icin serbest birakma stiresi 500 ps, trap yiiksekligi 15 volt olarak ayarlanmistir. Trap
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serbest birakildiktan sonra hareketlilik ayrimi i¢cin IMS dalga gecikmesi 1000 ps’dir
(80). Herhangi bir dncii iyon onse¢imi olmaksizin, 50-1900 m/z araligindaki tiim
iyonlar ¢oziiniirlik modunda pargalanmistir. Ek olarak, 100 fmol/ul Glu-1-
fibrinopeptid B, 60 sn aralikla kilitli kiitle referansi (lock mass reference) olarak inflize
edilmistir. infiize edilen iyonlar PMT (photomultiplier tubes) detektdr kullanilarak
saptanmustir. Peptidleri tanimlamak ve miktarlandirmak i¢in proteomik yazilim olarak
Progenesis-QI (Waters, ABD) kullanilmistir. Tiim proteinler en az {i¢ essiz peptid
sekansi ile tanimlanmis ve daha sonra proteinlerin p degerleri ve ekspresyon orani

hesaplanmuigtir.
5.8.5. Farkhlik gosteren proteinlerin sinyal yolag: analizi

30 dakika OSAt ve 72 saat reperflizyonla indiiklenen beyin felci sonrast LC-
MS/MS yontemi kullanilarak geng ve yash farelerde ekspresyonu farklilik gosteren
proteinler tespit edilmistir. Tespit edilen proteinlerin hangi yolaklarda gorev aldigi
“Ingenuity® Pathway Analysis (IPA®)” programi yardimiyla yazilimsal olarak

belirlenmistir.
5.9. istatistiksel Analiz

Istatistiksel data karsilastirmasi icin yazilim olarak SPSS (SPSS for Windows;
SPSS Inc., USA) kullanilmistir. Gruplar arasindaki farklar, bagimsiz iki dérneklem
grubunun istatistiksel farkini ortaya koyabilen t testi ile hesaplanmistir. Tiim degerler
ortalama + standart sapma (S.S.) olarak verilmistir. P degerleri <0,05 ise istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. Laser Doppler Flowmetrisi ile Serebral Kan Akimimin Olgiilmesi

Laser Doppler kaydi
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Sekil 6.1.1. Laser Doppler kaydi. Yasli ve gen¢ hayvanlarda OSAt modeli ile olusturulan

iskemik beyin felci sirasinda serebral kan akimi degisimi.

Deneysel OSAt modelinin olusturulmasi sirasinda, olusturulan modelin
devamliliginin saglanmasi, iskemi siiresince olusan hasarin kontrolii ve reperfliizyon
esnasinda kanlanmanin takip edilebilmesi i¢in Laser Doppler Flowmetri (LDF) cihaz1
yardimiyla deney hayvanlarinin striatum (bregma -2 mm posterior; 6 mm lateral)
bolgesinden serebral kan akimlar1 6l¢iilmiis ve kayit alinmistir. OSAt ile iskeminin
indliklenmesinden yaklagik 15 dakika dnce serebral kan akimi 6l¢limlerine baglanmas,
30 dakika iskemi siiresince ve reperflizyonun ilk 20 dakikasinda kayit alinmaya devam
edilmistir. LDF kaydina bakildiginda yasli ve gen¢ hayvanlarm iskemi baglangicina
gore kan akimlarinda yaklasik %80’lik bir diislis gozlemlenmistir. Kan akimlari
diistiikten sonra, iskemi siiresince her iki grupta da kan akimi sabit seyretmistir.
Filamentin geri ¢ekilmesiyle iskemi sonlandirilip reperfiizyon baslatildiginda ise kan
akimlarinda parabolik olarak bir artig goriilmektedir. 30 dakika OSAt, 72 saat
reperflizyon uygulanan yagh ve gen¢ deney hayvanlar1 arasinda serebral kanlanma
bakimimdan iskemi Oncesinde, iskemi devam ederken ve reperfiizyon sirasinda

istatistiksel olarak bir fark olmadig1 goriilmiistiir (Sekil 6.1.1.).
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6.2. Cresyl Violet Boyamasi ile Hasar Analizi

Hasar hacmi
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Sekil 6.2.1. Hasar hacminin degerlendirilmesi. Yaslh ve gen¢ hayvanlarda iskemik beyin felci
sonrasinda olusan hasar hacminin belirlenmesi. Tiim sonuglar ortalama + standart sapma

olarak verilmistir. *p<0.05 yash grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir.

Hasar hacminin belirlenebilmesi i¢in yash ve gen¢ hayvanlardan izole edilen
beyinlerden striatum seviyesinden hasarin basindan, ortasindan ve sonundan alinan 18
pum kalinligindaki kesitlere cresyl violet boyamasi yapilmistir. Boyama sonrasi kesitler
tarayic1 ile taranmigs ve hasar alanmin sinirlart Image J programi yardimiyla
belirlenmis, hasarli bolgeler dl¢lilmiis ve gruplarin ortalamasi alinmistir. Yapilan
analiz sonucunda, yaslt hayvanlarm iskemik beyin felcine karsi gen¢ hayvanlardan
istatistiksel olarak anlamli sekilde daha az hasar gelistirdikleri goriilmiistiir. (Sekil
6.2.1.).
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Odem
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Sekil 6.2.2. Odemin degerlendirilmesi. Yasli ve geng hayvanlarda iskemik beyin felci
sonrasinda olusan 6demin karsilastirilmasi. Tiim sonuglar ortalama + standart sapma olarak

verilmistir. *p<0.05 yash grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir.

Yasli ve gen¢ hayvanlarda 6demin belirlenebilmesi i¢in izole edilen
beyinlerden striatum seviyesinden hasarin basindan, ortasindan ve sonundan alinan 18
um kalinligindaki kesitlere cresyl violet boyamasi yapilmistir. Hasar alaninin sinirlari
Image J programi yardimiyla belirlenmis, hasarli bolgeler dl¢lilmiis ve gruplarin
ortalamasi alinmistir. Olusan 6dem hesaplamasi icin ipsilateral hemisferin alanindan
kontralateral hemisferin alanit c¢ikartilmigtir. Yapilan analiz sonucunda, geng
hayvanlarda iskemi sonrasi yasli hayvanlara gore istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde daha fazla 6dem olustugu goriilmiistiir (Sekil 6.2.2.).
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6.3. DNA Fragmantasyon Analizi ile Apoptotik Hiicre Sayisinin Belirlenmesi

DNA fragmantasyonu
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Sekil 6.3.1. Yash ve geng farelerde iskemik beyin felci sonras1 apoptotik hiicre sayisi. Tiim
sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. *p<0.05 yash grubuna gére istatistiksel

olarak anlamlilig1 gostermektedir.

30 dakika OSAt ve sonrasinda 72 saat reperflizyon uygulanan yaglh ve geng
farelerin beyinlerinden kryostat cihazi ile striatum seviyesinden alinan 18 pm
kalinligindaki kesitlere apoptotik hiicrelerin tespiti i¢in in-situ hiicre 6liimii tespit kiti
(in-situ Cell Death Detection kif) ile TUNEL boyamasi1 yapilmstir. Kesitler boyama
sonrasinda 488 nm dalga boyunda, konfokal laser mikroskop ile fotograflanmistir.
Goriintiilerde ipsilateral striatumdan her biri 62,500 um?® olacak sekilde 12 rastgele
alan belirlenmis ve bu alanlarda TUNEL ile isaretlenmis hiicreler sayilmistir.
Gruplarin ortalamast alinmig ve apoptotik hiicre sayisi belirlenmistir. Yasl ve geng
fareler kiyaslandiginda, geng farelerde indiiklenen iskemi sonrasi olusan apoptotik
hiicre sayismin yasli farelere gore istatistiksel anlamli olarak daha az oldugu

gorilmiistiir (Sekil 6.3.1., bar 50 um’dir).
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6.4. Noronal Sagkalim Analizi

Noronal sagkalim
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Sekil 6.4.1. Noronal sagkalimin degerlendirilmesi. Iskemik beyin felci sonrasinda yash ve
geng farelerin ndronal sagkalim ylizdesi. Tiim sonuglar ortalama + standart sapma olarak

verilmistir. *p<0.05 yash grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir.

30 dakika OSAt ve 72 saat reperflizyon uygulanan yash ve genc¢ hayvanlar
arasinda ndronal sagkalimda herhangi bir fark olup olmadigmni gorebilmek icin
striatum seviyesinden alinan 18 pm kalmhigindaki kesitlere immiinohistokimyasal
boyamalar yapilmstir. Kesitler ndronlara 6zgii bir isaret¢i olan NeuN antikoru ve bir
cekirdek boyasi olan DAPI ile immiinohistokimyasal olarak boyanmistir. Boyama
sonrasinda kesitler Alexa Fluor 488 konjuge NeuN i¢cin 488 nm dalga boyunda laser,
DAPI i¢in ise 405 nm dalga boyunda laser kullanilarak konfokal laser mikroskop ile
fotograflanmistir. Degerlendirmeler, ¢ekilen goriintiiler iizerinden yapilmistir. Hem
ipsilateral hem de kontralateral striatumdan her biri 62,500 um? olacak sekilde 12
rastgele alan belirlenmis ve bu alanlarda NeuN antikoru ile igaretlenmis hiicreler
sayllmistir. Noronal sagkalim yiizdesi kontralateral hemisfere gore hesaplanmistir.
Yasli ve geng fareler kiyaslandiginda iskemi sonrasi geng farelerde ndronal sagkalimin
yaslh farelere gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha az oldugu goriilmiistiir

(Sekil 6.4.1., bar 50 um’dir).
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6.5. IgG Boyamasi ile Kan Beyin Bariyeri Geg¢irgenliginin Degerlendirilmesi

A Korteks
160 -

801

% Kkontralateral

404

Yash Geng

B Striatum

160 .

80 1

9% Kkontralateral

40 -

Yash Geng

Sekil 6.5.1. Kan beyin bariyeri gegirgenliginin degerlendirilmesi. Iskemik beyin felci
sonrasinda yash ve gen¢ farelerin A) korteks ve B) striatumlarinda kan beyin bariyeri
gecirgenligi.

30 dakika OSAt ve 72 saat reperfiizyon ile indiiklenen beyin felci sonrasinda
kan beyin bariyeri gecirgenligi bakimindan yash ve gen¢ farelerin iskemik

hemisferlerinin karsilastirilabilmesi i¢in 18 pm kalinligindaki kesitlere IgG boyamasi
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yapilmigtir. Boyama sonrasinda taratilan  kesitler densitometrik  olarak
degerlendirilmis. Degerlendirme sonrasinda yasli ve geng¢ farlerin hem iskemik
kortekslerin de hem de striatumlarinda kan beyin bariyeri gegirgenligi agisindan

istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (Sekil 6.5.1.).

6.6. Sivi Kromatografisi Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS) ile Proteinlerin

Tanimlanmasi

OSAt modeli ile indiiklenen iskemik beyin felci sonrasinda yasli ve geng
hayvanlarin iskemik striatum bdolgelerinde birbirlerine gore degisen protein
profillerinin analiz edilebilmesi i¢in sivi kromatografisi ve kiitle spektrometresi
yontemi kullanilmigtir. Yashh ve gen¢ fare dokularindan elde edilen protein
orneklerinden yapilan proteom analizi sonucunda toplam 1646 adet protein tespit
edilmistir. Tespit edilen proteinlerin arasindan 107 adet proteinin en az gruplar arasi
1,4 kat, p<0,05 ya da p<0,01 istatistiksel olarak anlamli bir sekilde farklilik gdsterdigi

belirlenmistir.
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Tablo 6.6.1. Yash ve geng¢ hayvanlarin iskemik striatumlarinda istatistiksel olarak anlamli

degisen proteinlerin listesi. “DK” degisim katsayisini ifade etmektedir.

Erisim
Kodu
Q7TQF7
Q8VHG2
Q9CXT4
QI9JKC6
Q61330
P97315
QIDCT8
Q8BZN6
Q62418
Q8BZ98
Q8CHT1
P48318
P23819
P48774
Q61016
P21279
P63017
P70349
P14152
Q7TSI2
008539
P26645

QICWSO0

Protein Adi, Kisaltmasi
Amphiphysin, AMPH

Angiomotin, AMOT

ATP-binding cassette sub-family B member 8§,

mitochondrial, ABCB8

Cell cycle exit and neuronal differentiation
protein 1, CENDI1

Contactin-2, CNTN2
Cysteine and glycine-rich protein 1, CSRP1

Cysteine-rich protein 2, CRIP2

Dedicator of cytokinesis protein 10, DOCK10

Drebrin-like protein, DBNL
Dynamin-3, DNM3

Ephexin-1, NGEF

Glutamate decarboxylase 1, GAD1
Glutamate receptor 2, GRIA2

Glutathione S-transferase Mu 5, GSTMS5

Guanine nucleotide-binding protein
G(I)/G(S)/G(O) subunit gamma-7, GNG7
Guanine nucleotide-binding protein G(q)
subunit alpha, GNAQ

Heat shock cognate 71 kDa protein, HSPAS

Histidine triad nucleotide-binding protein 1,
HINT1

Malate dehydrogenase, cytoplasmic, MDHI

Microtubule-associated protein 6, MAP6

Myc box-dependent-interacting protein 1,
BIN1

Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate,

MARCSKS
N(G),N(G)-dimethylarginine
dimethylaminohydrolase 1, DDAH1

Anova

(p)
0,015

0,026
0,023
0,007
0,004
0,000
0,000
0,023
0,001
0,003
0,008
0,023
0,004
0,006
0,004
0,000
0,003
0,000
0,013
0,018
0,002
0,004

0,004

DK
1,70
1,54
1,55
2,08
2,00
9,01
2,10
1,86
2,67
1,54
1,49
2,35
1,81
1,41
1,48
4,57
1,43
4,41
1,41
1,49
2,03
1,49

2,03

Yiiksek
Yaslh
Geng
Yaslh
Yaslh
Yaslh
Yaslh
Yaslh
Yash
Geng
Geng
Yaslh
Yaslh
Yaslh
Geng
Yaslh
Yaslh
Yash
Yaslh
Yash
Yaslh
Yaslh
Yaslh

Geng
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P70441 E’;‘{(E)Q{F(f ) Sxehange regulatory cofactor 0,001 1,75 Yagh
P08553 Neurofilament medium polypeptide, NEFM 0,028 1,44 Yagh
P35802 g;lll\z%ril membrane glycoprotein M6-a, 0,012 1.43 Yasl
Q4KMM3 | Oxidation resistance protein 1 , OXR1 0,008 1,54 Yaslh
Q970P4 Paralemmin-1, PALM 0,005 1,56 Yaslh
Q7M6Y3 ;’il;sé[i)rlll’ag;iéfgri(ﬁtol-binding clathrin assembly 0,006 150 Yash
Q6Q477 il;;r::erz’erik%?;g :alcium-transporting 0,002 2.2 Yasl
Q9QXVO0 | ProSAAS, PCSKIN 0,014 1,69 Yash
Q99LX0 | Protein deglycase DJ-1, PARK7 0,007 1,53 Yagh
Q91V89 Protein Ppp2r5d, PPP2R5D 0,009 2,03 Geng
Q9QZX7 | Serine racemase, SRR 0,029 1,40 Geng
QI9JLMS Serine/threonine-protein kinase, DCLK1 0,006 1,44 Geng
P08228 Superoxide dismutase [Cu-Zn], SOD1 0,004 2,63 Yaslh
035526 Syntaxin-1A, STX1A 0,026 1,60 Yash
QIJKK7 Tropomodulin-2, TMOD2 0,005 1,60 Yaslh
Q99104 Unconventional myosin-Va, MYOS5A 0,001 1,78 Yaslh

6.7. Sinyal Yolag1 Analizleri

Sinyal yolagi analizi (IPA, Ingenuity Pathway Analysis, QIAGEN, ABD)
programi kullanilarak gruplar aras1 degisen, protein miktar verilerine gore tespit edilen
proteinlerin ait oldugu yolaklar tahmin edilmeye calisilmistir. IPA programi
literatiirdeki bilgilerden yola ¢ikarak degisim gosteren proteinleri ¢esitli bagliklar
altinda gruplandirmistir. Yash ve genc hayvanlar arasinda iskemi sonrasi anlamli
farklilik gosteren proteinlerin IPA tarafindan iliskili olabilecegi tespit edilmis yolaklar
sunlardir: Uzun siireli depresyon, nitrik oksit sentezi, nobet gegirme, hareket
kabiliyeti, kas hiicre 6liimii, hiicresel uzantilarin olusmasi, mikrotiibiil hareketi, hiicre

iskeleti organizasyonu, uzun siireli depresyon, hareket bozukluklar1 ve koordinasyon.
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Sekil 6.7.1. Iskemi sonrasi uzun siireli depresyonla ilgili anlamli olarak degisen proteinler. A)
Iskemik striatumda tanimlanan proteinlerin yasl ve geng hayvanlar arasindaki kat degisimleri,

B) tammlanan proteinlerin IPA analizi sonucunda uzun siireli depresyonla iligkilendirilmesi.

Yasli farelerin iskemik striatumlarindan tanimlanan GNAQ, GRIA2, MAP6,
MYOSA ve PARKT7 proteinlerinin geng hayvanlara gore istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde daha fazla ifade edildigi goriilmiistiir. IPA analizi bu proteinlerin uzun

stireli depresyonun aktivasyonu ile iligkili oldugunu ortaya koymustur (Sekil 6.7.1.).
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Sekil 6.7.2. Iskemi sonrasi nitrik oksit sentezi ile ilgili anlamli olarak degisen proteinler. A)
Iskemik striatumda tanimlanan proteinlerin yasl ve geng hayvanlar arasindaki kat degisimleri,

B) tamimlanan proteinlerin IPA analizi sonucunda nitrik oksit sentezi ile iligkilendirilmesi.

Tanimlanan DDAHI ve SRR proteinlerinin yash farelerin iskemik
striatumlarinda genclere gore istatistiksel olarak daha az ifade edildigi goriilmiistiir.
Buna nazaran SOD1 ve PARKY7 proteinleri yaslh farelerin iskemik striatumunda geng
farelere gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha fazla ifade edilmektedir. IPA
analizinin sonucuna gére DDAH1 ve SRR proteinlerinin az ifade ediliyor olmasi,
SOD1 ve PARKY proteinlerinin ise fazla ifade ediliyor olmasi yash farelerde nitrik
oksit sentezini geng farelere kiyasla azaltmaktadir (Sekil 6.7.2.).
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Sekil 6.7.3. Iskemi sonrasi ndbet gegirme ile ilgili anlamli olarak degisen proteinler. A)

Iskemik striatumda tanimlanan proteinlerin yasl ve geng hayvanlar arasindaki kat degisimleri,

B) tamimlanan proteinlerin IPA analizi sonucunda nébet gegirme ile iliskilendirilmesi.

GNAQ, GRIA2, AMPH, CNTN2, DBNL ve GNG7, Progenesis-QI tarafindan

tanimlanan ve IPA tarafindan nobet gegirme ile dolayli olarak iligkilendirilen

proteinlerdendir. Nobet gecirmeyi engelleyen GNAQ, GRIA2, AMPH,

CNTN2 ve

GNGT7 proteinlerinin ifadelerinin yaslh farelerin iskemik striatumlarinda geng farelere

gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha fazla ifade edildigi goriilmiistiir.

DBNL proteini ise geng farelerin iskemik striatumlarinda daha fazla ifade edilmektedir

(Sekil 6.7.3.).
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Sekil 6.7.4. Iskemi sonrasi hareket kabiliyeti ile ilgili anlamli olarak degisen proteinler. A)
Iskemik striatumda tanimlanan proteinlerin yasl ve geng hayvanlar arasindaki kat degisimleri,

B) tamimlanan proteinlerin IPA analizi sonucunda hareket kabiliyeti ile iligkilendirilmesi.

Tanimlanmis proteinler arasindan SOD1, CNTN2, GNG2, GRIA2, MYOS5A,
PARK?7, CENDI, HINT1, OXR1 ve PCSKIN proteinleri IPA yazilimi tarafindan
hareket kabiliyeti (lokomasyon) ile iliskilendirilmis ve bu grupta bulunan biitiin
proteinlerin yasli hayvanlarm iskemik striatumlarinda genglere gore istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde daha fazla ifade edildigi goriilmiistiir. Ayn1 zamanda IPA bu

proteinlerin ifadesinde olan artisin hareket kabiliyetini arttirdigini belirtmistir (Sekil
6.7.4.).
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Sekil 6.7.5. Iskemi sonrasi kas hiicresi 6liimii ile ilgili anlamli olarak degisen proteinler. A)
Iskemik striatumda tanimlanan proteinlerin yasl ve geng hayvanlar arasindaki kat degisimleri,

B) tamimlanan proteinlerin IPA analizi sonucunda kas hiicresi dliimiiyle iliskilendirilmesi.

SOD1, GNAQ, PARK7, ABCBS8, ATP2B4 ve MDHI1 proteinlerinin ifadesi
yasli hayvanlarin iskemik striatumda genc farelerin iskemik striatumlarma gore
anlamli olarak daha fazla ifade edilmistir. Bu proteinler IPA tarafindan kas hiicre

sliimi ile iliskilendirilmistir (Sekil 6.7.5.).
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Sekil 6.7.6. Iskemi sonrasi hiicresel uzantilarin olusumu ile ilgili anlamli olarak degisen
proteinler. A) Iskemik striatumda tamimlanan proteinlerin yasl ve geng hayvanlar arasindaki
kat degisimleri, B) tamimlanan proteinlerin IPA analizi sonucunda hiicresel uzantilarin

olusumu ile iligkilendirilmesi.

IPA tarafindan hiicresel uzantilarin olusumu ile iliskilendirilmis proteinlerden
CNTN2, MYOS5A, SODI1, CSRP1, DOCK10, GMP6A, NEFM, PALM ve PICALM
yash farelerin iskemik striatumlarinda geng farelerle karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde daha fazla ifade edilmistir. Yine hiicresel uzantilarin
olusumu ile iligkilendirilmis DBNL ve DCLKI’in yash farelerin iskemik
striatumlarinda istatistiksel anlamli olarak daha az ifade edildigi goriilmistiir (Sekil
6.7.6.).
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Sekil 6.7.7. Iskemi sonrasi apoptotik kas hiicresi 6liimii ile ilgili anlamli olarak degisen
proteinler. A) Iskemik striatumda tamimlanan proteinlerin yasl ve geng hayvanlar arasindaki
kat degisimleri, B) tanimlanan proteinlerin IPA analizi sonucunda apoptotik kas hiicresi limii

ile iligkilendirilmesi.

Kas hiicrelerinin apoptotik 6lim yolagma girmesini engellemeyle iligkili
bulunan ATP2B4, MDH1, GNAQ, SODI1 ve PARKY7 proteinleri iskemi ile beyin felci
indiiklenen yasli hayvanlarin iskemik striatumlarida iskemi gegirmis geng hayvanlara

gore istatistiksel olarak daha az ifade edildigi goriilmistiir (Sekil 6.7.7.).
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Sekil 6.7.8. Iskemi sonrasi davranis ile ilgili anlamli olarak degisen proteinler. A) Iskemik
striatumda tanimlanan proteinlerin yash ve gen¢ hayvanlar arasindaki kat degisimleri, B)

tanimlanan proteinlerin IPA analizi sonucunda davranis ile iligkilendirilmesi.

IPA tarafindan davranisla iligkilendirilmis DBNL, SRR, DNM3, GSTMS5 ve
PPP2R5D proteinleri yasli hayvanlarin iskemik striatumlarinda gen¢ hayvanlara
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha az ifade edilirken; bu gruba dahil
olan GNAQ, GNG7, MAP6, PARK7, PCSKIN, SODI1, AMPH, ATP2B4, CNTN2,
GADI1, MARCSKS, STX1A, TMOD?2, BIN1 ve CRIP2 proteinlerinin istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde daha fazla ifade edildigi gortilmiistiir (Sekil 6.7.8.).
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Sekil 6.7.9. Iskemi sonras1 mikrotiibiil dinamigi ile ilgili anlaml olarak degisen proteinler. A)
Iskemik striatumda tanimlanan proteinlerin yasl ve geng hayvanlar arasindaki kat degisimleri,

B) tamimlanan proteinlerin IPA analizi sonucunda mikrotiibiil dinamigi ile iligskilendirilmesi.

Mikrotiibiil dinamigi ile iligkili oldugu diisiiniilen tanimlanmig proteinlerden
DBNL ve DCLKI1 proteinleri yasli hayvanlarin iskemik striatumlarinda geng
hayvanlara kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha az ifade edildigi
goriilmiistiir. Mikrotiibiil dinamigini etkiledigi diisiiniilen CSRP1, DOCK10, GPM6A,
MAP6, MYOSA, NEFM, PALM, PICALM, CNTN2 ve SOD1 proteinleri ise iskemi
ile beyin felci indiiklenmis yash hayvanlarda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
daha fazla ifade edildigi belirlenmistir (Sekil 6.7.9.).
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Sekil 6.7.10. Iskemi sonrasi hiicre iskeleti organizasyonu ile ilgili anlamli olarak degisen
proteinler. A) Iskemik striatumda tamimlanan proteinlerin yasl ve geng hayvanlar arasindaki
kat degisimleri, B) tamimlanan proteinlerin IPA analizi sonucunda hiicre iskeleti

organizasyonuyla iliskilendirilmesi.

IPA programu tarafindan hiicre iskeletinin organize olmasiyla iligkilendirilen
proteinler DBNL, DCLK1, DOCK10, GPM6A, MAP6, MYOS5A, NEFM, PALM,
PICALM, CNTN2, SODI, CSRP1, SLC9A3R ve AMOT’tur. Bu proteinlerin
arasindan yalnizca DBNL, DCLK1 ve AMOT istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
yasli hayvanlarin iskemik striatumlarinda geng hayvanlara gore daha az ifade edildigi
gorlilmiistiir. Hiicre iskeletinin organize olmasiyla iliskilendirilmis diger proteinler
yasli hayvanlarda genglere gore istatistiksel olarak daha fazla ifade edildigi
saptanmistir (Sekil 6.7.10.).
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Sekil 6.7.11. iskemi sonrasi uzun siireli potansiyel artisi ile ilgili anlamli olarak degisen
proteinler. A) Iskemik striatumda tamimlanan proteinlerin yasl ve geng hayvanlar arasindaki
kat degisimleri, B) tanimlanan proteinlerin IPA analizi sonucunda uzun siireli potansiyel

artisryla iligkilendirilmesi.

Tanimlanan GNAQ, GRIA2, MAP6 ve STX1A proteinleri iskemi ile beyin
felci indiiklenmis yaslh hayvanlarin iskemik striatumlarinda gen¢ hayvanlarla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha fazla ifade edildigi
goriilmiistiir. SRR ise yash hayvanlarm iskemik striatumlarinda geng hayvanlara gore
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha az ifade edildigi saptanmustir. IPA programi

bu paterni uzun siireli potansiyel artis1 ile iligkilendirmistir (Sekil 6.7.11.).
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Sekil 6.7.12. Iskemi sonras1 hareket bozukluklari ile ilgili anlamli olarak degisen proteinler.
A) Iskemik striatumda tamimlanan proteinlerin yasli ve gen¢ hayvanlar arasmdaki kat
degisimleri, B) tanimlanan proteinlerin IPA analizi sonucunda hareket bozukluklariyla

iligkilendirilmesi.

DBNL proteininin azalmasi, GNAQ, MYOS5A, PARK7, GRIA2, GNG7,
SOD1, HSPA8 ve NGEF proteinlerinin artmasit IPA tarafindan hareket
bozukluklarinin baskilanmasiyla iliskilendirilmistir. Bu protein grubu arasindan
DBNL proteini yasli hayvanlarin iskemik striatumlarinda gen¢ hayvanlara gore
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha az ifade edildigi goriilmiistiir. Bu
mekanizmayla iligkilendirilmis diger 8 protein ise yasl hayvanlarin iskemik
striatumlarinda gen¢ hayvanlarla karsilastirildiginda daha fazla ifade edildigi
belirlenmistir (Sekil 6.7.12.).
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Sekil 6.7.13. iskemi sonrasi koordinasyon ile ilgili anlamli olarak degisen proteinler. A)
Iskemik striatumda tanimlanan proteinlerin yasl ve geng hayvanlar arasindaki kat degisimleri,

B) tamimlanan proteinlerin IPA analizi sonucunda koordinasyonla iliskilendirilmesi.

[fadesinin artmasi IPA tarafindan koordinasyonun artmasi ile iliskilendirilmis
PPP2R5D, DBNL, GNAQ, GRIA2 ve PARKT7 proteinlerinden PPP2R5D ve DBNL
proteinlerinin gen¢ hayvanlarin iskemik striatumlarina gore yasgl hayvanlarmn iskemik
striatumlarmda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha az ifade edildigi
gorlilmiistiir. GNAQ, GRIA2 ve PARK?7 proteinleri ise iskemi ile beyin felci
indiiklenmis yashi hayvanlarm iskemik striatumlarinda geng farelere kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha fazla ifade edildigi saptanmistir (Sekil
6.7.13.).
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7. TARTISMA ve SONUC

Iskemik beyin felci, beyne besin ve oksijen tasityan kan damarlarinin yirtilmasi
ya da tikanmasi sonucu serebral kan akiminin bozulmasiyla ortaya ¢ikan, yashlarda
genglere gore daha sik goriilen bir hastahiktir (7). Iskemik beyin felci ile gelisen
patofizyoloji, deney hayvanlar1 ile gerceklestirilen c¢aligmalarla anlasilmaya
calisilmistir. Bu siiregte iskemi sonrasi ortaya ¢ikan eksitotoksisite, indiiklenmis
oksidatif stres ve enflamasyon gibi birgok patolojik yolakla ilgili ¢oziimler
gelistirilmistir (81, 82). Arastirmacilar tarafindan ortaya atilan iyilestirmeye yonelik
¢Oziim Onerileri, ¢ogu zaman deneysel iskemi c¢aligmalarinda basarili olsa da
translasyonel klinik ¢aligmalarda basarisizlikla sonuclanmaktadir. Bu ¢aligmalarin
basarisizlikla sonu¢lanmasinin bir¢ok sebebi oldugu diistiniilmektedir (36). Klinik
Oncesi arastirmalar tasarlanirken, hastada iskemik beyin felcine karst gelisen
patofizyolojik yanit1 laboratuar ortaminda tam anlamiyla taklit edebilen iskemik beyin
felci hayvan modellerinin eksikligi, deneysel caligmalarin klinige aktarilmasini
zorlagtirmaktadir (83). Yaslanmaya bagh degisen fizyoloji ve olusan diger hastaliklar
translasyonel iskemik beyin felci arastwrmalarinin klinige uyarlanamamasinin en
biiyiik sebeplerindendir. Arastirmalar i¢in kullanilan ¢ogu model iskemik beyin felci
hastalarmin sahip olduklar1 diger hastaliklar1 tagimamaktadir; dolayisi ile bu
modellerde iskemik beyin felcine karsi hastalardan daha farkli patolojik yanitlar
olugsmakta, daha da 6nemlisi sonuclar gelistirilen ilaclarin etkileri konusunda yaniltici
olmaktadir (84). Biitiin bunlar g6z 6niine alinarak klinik 6ncesi ¢aligmalarin klinige
uyarlanabilmesi ve klinik ¢aligmalarda elde edilen sonuglarin basarili olabilmesi i¢in
yapilan deneysel caligmalarda hastaligin ¢okca goriildiigii yas araliklar1 da dikkate
alinmalidir. Bu yas araliginda uygulanan iskemik beyin felci modeli ile yasa bagl
olarak gelisen iskemi kaynakli patofizyolojinin iyi anlasilmasi ileride tedaviye yonelik

hedeflerin gelistirilmesine katkida bulunacaktir.

Bu baglamda, yapilan bu tez calismasinda iskemik beyin felci gegirmis yasl
(18-24 ay, C57BL/6j) ve geng (8-12 haftalik, C57BL/6j) fareler arasindaki i) noronal
sagkalim, ii) hasar alanm biiyiikliigii, iii) apoptotik hiicre sayisiiv) kan beyin bariyeri
gecirgenligi ve v) protein profili farkliliklar1 karsilastirilnustir. iskemik beyin felci igin
in vivo sartlarda 30 dakika orta serebral arter tikanmasi (OSAt) ardindan 72 saat
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reperflizyon modeli kullanilmistir. Olusturulan bu model, beyni besleyen damarlardan
bir tanesi olan orta serebral arterin tikanmasini igcermekte ve insanda en sik meydana
gelen beyin felci tiirli olan iskemik beyin felcinin in vivo olarak taklit edilmesini
saglamaktadir. Uygulanan bu model ile striatum bolgesinde hasar gelismektedir. Bu
yontem ile gelisen hasar nispeten daha hafif oldugundan genellikle kortekse kadar

ulagamamaktadir. Fareler, akut hasarin tamamlandig1 72. saatte sakrifiye edilmistir.

Olusturulan 30 dakika OSAt, ardindan 72 saat reperfiizyon modeli sirasinda
invazif olmayan LDF yontemi ile beyin kan akimi dl¢iimii yapilmistir. Yash ve geng
hayvanlarda hasarin verildigi striatum bolgesindeki kanlanma, gerek kan akiminin
durduruldugu 30 dakikalik siirede, gerekse reperflizyonun ilk 20 dakikasinda
yerlestirilen prob araciligi ile Ol¢iilmiistiir. Belirlenen bolgeden yapilan bu Ol¢lim,
iskemi siiresini kontrol edebilmek ve bu sayede olusturulan hasarin miktarini
belirleyebilmek amagli yapilmaktadir. Ayrica yapilan Olciimler gergeklestirilen
operasyonlarin basarist ve tekrarlanabilirligi hakkinda fikir vermektedir (74, 75).
Olgiimlerde, yash ve geng hayvanlarin operasyon yapilan tiim setlerinde kanlanmanin
iskemi baslangicinda %20’nin altina diistiigii, iskemi siiresince bu oranin degismedigi
gozlemlenmistir. Ayrica reperflizyon baslangicindan itibaren setler arasinda
kanlanmanin ayn1 oranda artti§1 goriilmiistiir. LDF yontemi ile 6l¢iilen kanlanmada
yash ve gen¢ hayvanlar arasinda istatistiksel bir fark goriilmemistir (Sekil 6.1.1.). Bu
sonuclar, elde edilen diger sonuglarin yasli ve gen¢ hayvanlardaki kanlanma
farkliliklarindan kaynaklanmadigina isaret etmistir. Literatlirde yapilan ¢alismalarda
da iskemi siiresince, iskemiyi takip eden reperfilizyon sirasinda yaslt ve geng hayvan

deney gruplar1 arasinda kanlanma agisindan fark olmadigi belirtilmistir (85).

OSAt modelinde 30 dakika iskemi, ardindan72 saat reperfiizyon ile olusturulan
hasar striatumla sinirli kalmaktadir. Olusan hasar hacmini ve 6demi 6lgmek ve yash
ve gen¢ hayvanlardaki hasar1 birbiriyle kiyaslayabilmek i¢in cresyl violet boyamasi
yapilmistir (86). Cresyl violet boyamasi canli noronlardaki Nissil cisimciklerini
boyamaktadir. Bu boyamanin sonucunda sadece hasarsiz bolgelerdeki ndronlar
boyanmistir. Cresyl violet boyamast hasarli ve hasarsiz bolgelerin kolaylikla
birbirinden ayrilmasini saglamaktadir (75). Boylece hasar analizi i¢in yash ve geng

hayvanlarda hasarli bolgelerin alanlar1 6l¢iilmiis, gruplarin ortalamasi alinmistir (Sekil
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6.2.1.). Odem icin ise hasara ipsilateral ve kontralateral hemisferlerin alanlari
Olctilmiistiir (Sekil 6.2.2.). Literatiirde yaslh ve gen¢ hayvanlarda iskemi sonrasi olusan
hasarla ile ilgili farkli sonuclar yer almaktadir. Bazi aragtirmacilarin verilerine gore,
yaslanma ile iskemiye yanit olarak gelisen hasar artmaktadir (87, 88). Bazi
calismalarda ise sonuclar gen¢ hayvanlarda gelisen hasarin yasl hayvanlardan daha
fazla oldugu yoniindedir (68, 89, 90). Bunun yam sira, yasl ve geng si¢anlarda
OSAt’nin norolojik etkisine bakmak i¢in yapilan bir ¢aligma bu iki grup arasinda hasar
acisindan herhangi bir fark olmadigini gostermistir (91). Popa-Wagner ve arkadaglar1
sicanlarda yaptiklar1 caliymada yasli hayvanlarda hasar gelisiminin daha hizli
oldugunu, iskemi sonrast 3. giinde hasar hacimleri karsilastirildiginda yash
hayvanlarin hasar hacimlerinin gen¢ hayvanlara oranla daha fazla oldugunu
gostermistir. Ancak yine ayni ¢aligmanin sonuglarina bakildiginda iskemi sonrasi 7.
giinde gen¢ hayvanlarin iskemiye baglh gelistirdikleri hasarm neredeyse yash
hayvanlarla ayn1 seviyeye geldigi goriilmektedir (66). Hasar alan1 geligimi tek basina
degerlendirilmemelidir. Yash ve gen¢ hayvanlar arasinda goriilen hasar alanmi farki
birgok siiregten etkilenmis olabilir. Ornegin, iskemi ile iliskili apoptotik hiicre dliimii
stirecinin baslama siiresi, noronal hiicrelerin kayb1 ve beyin makrofajlarinin ortamdaki

olii hiicreleri temizleme siireleri hasari belirleyen birka¢ noktadir (68, 92).

Iskemik beyin felci sonrasinda, kan akimin kesilmesiyle iskeminin etkili
oldugu cekirdek bolgede nekrotik hiicre 6liimii gerceklesmektedir. Ancak bu siiregte
ve hatta bu siireci takip eden uzunca bir siire penumbrada apoptotik hiicre Sliimlerinin
devam ettigi, hasarin yayildigi bilinmektedir (93). Yapilan bir ¢alismada, yaslanmanin
beyin felcine karsi hizli hasar alani gelismesine neden oldugu rapor edilmis ve
yaglanma kotli prognozla iliskilendirilmis, bu durumun da hasar bdlgesinde
gerceklesen apoptotik hiicre 6liimiiyle baglantili oldugu belirtilmistir (66). Fakat yasl
ve geng sicanlarda yapilan bir bagka caliymada ise iskemi/reperflizyondan 48 saat
sonra gelisen apoptotik hiicre sayisinin yasa bagli olarak degismedigi vurgulanmistir.
Bu calismaya gore yash ve geng siganlarda iskemi/reperflizyon sonrasinda, 48. saatte,
apoptotik hiicre sayis1 ayni olsa da yasa bagli apoptotik siirecin geligimi farklilik
gostermektedir. Yine ayni ¢alismanin sonuglarina gore, 48. saatte yash sicanlar geng
sicanlara gore apoptotik siirecin erken evresindedir ve bu da yasl hayvanlara gore geng

hayvanlarin daha fazla noronal hiicre kaybetmesinin nedenini ac¢iklamaktadir (94).
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Yasl ve geng fareler arasinda apoptotik hiicre 6liimiindeki farki ortaya koymak igin
apoptoz siirecinde olusan DNA kiriklar1 incelenmistir. /n situ hiicre 6limii deteksiyon
kiti (TUNEL) kullanilmig, 30 dakika OSA tikanmasi, ardindan 72 saat reperflizyonu
takiben ortaya ¢ikan apoptotik hiicre oliimii degerlendirilmistir. Bu kit apoptoz
sirasinda  olusan DNA  kiriklarina baglanarak apoptoza giden hiicre sayisini
belirlemeye yardimci olmaktadir. Bu ¢alismanin sonucunda yaslh farelerde apoptoza

giden hiicre sayisinin geng farelere gore daha fazla oldugu goriilmiistiir (sekil 6.3.1.).

Yaslt ve geng farelerin ipsilateral striatumunda, iskemi sonrasinda sagkalan
noron hiicrelerinin sayisini1 belirlemek ve gruplar arasinda karsilastirma yapabilmek
icin NeuN antikoru kullanilarak immiinohistokimyasal boyamalar yapilmistir (95).
Hesaplamalarda her grubun kendi kontralateral hemisferine gore normalizasyon
yapilmistir. Immiinohistokimya boyama, yasli hayvanlarin iskemik striatumlarinda
sagkalan ndron sayismin gen¢ hayvanlarla kiyaslandiginda daha fazla oldugunu
gostermistir (sekil 6.4.1.). Li ve arkadaslar1 sicanlarda yaptiklar1 bir ¢aligmada
yaymladiklar1 verilerle iskemik beyin hasarmmin olusmasindan hemen sonra yasgh
hayvanlarda daha fazla oksidatif stres ve protein hasarmnimn goriildiigiinii belirtmistir.
Ek olarak, yasli ve gen¢ hayvanlar arasinda fokal kortikal iskemi sonrasinda apoptotik
hiicre sayisinda ve NeuN pozitif hiicre sayisinda fark gérememislerdir. Bunun sebebini
yash hayvanlarin beyin dokusunda olusan, gen¢ hayvanlara gore daha erken gelisen
ve daha agir olan iskemik yanitin hasarin ¢evresinde sinir olusturmasiyla ve bu simir
sayesinde yasli hayvanlarda noronal sagkalimin saglandigiyla iliskilendirmislerdir
(89). Iskemi sonrasi kan beyin bariyeri gecirgenliginin belirlenebilmesi igin IgG
boyamas1 yapilmistir. Yapilan densitometrik analiz sonucunda iskemi sonrast hem
striatumda hem de kortekste yasli ve gen¢ hayvanlarin kan beyin bariyeri

gecirgenlikleri arasinda istatistiksel bir fark goriilmemistir (Sekil 6.5.1).

Iskemik beyin felci sonrasinda yash ve gen¢ hayvanlarda olusan kan akimi,
hasar alani, apoptotik hiicre sayis1 ve noronal sagkalim gibi patolojik yanitlarin yani
sira protein profilindeki farkliliklar da incelenmistir. Iskemi sonras1 yash ve geng
hayvanlarin iskemik striatumlarindan elde edilen dokularla genis 6lgekli proteomik
analiz yapilmistir. Stvi kromatografisi kiitle spektrometrisi ile yapilan proteomik

caligma sonucunda gruplar arasinda farklilik gosteren, ekspresyonu en az 1,4 kat
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degisen, p<0,05 ya da p<0,01 istatistiksel olarak anlamli proteinler tanimlanmistir
(Tablo 6.6.1.). Tanimlanan proteinler, IPA yolak analizi programi kullanilarak iskemik
beyin felci sonrasinda prognozda etkili olabilecek Onemli yolaklarla
iliskilendirilmistir. Uzun siireli depresyon, nitrik oksit sentezi, nobet ge¢irme, hareket
kabiliyeti, kas hiicre 6liimii, hiicresel uzantilarin olusumu, kas hiicrelerinin apoptotik
oliimii, davranig, mikrotiibiil dinamigi, hiicre iskeleti organizasyonu, uzun siireli

potansiyel artis1, hareket bozukluklar1 ve koordinasyon iligkili bulunan yolaklardandir.

Tanimlanan proteinlerden GNAQ, GRIA2, MAP6, MYOS5A ve PARK7
proteinlerinin ifadesinin artmasi IPA tarafindan uzun siireli depresyonun artmasiyla
iliskilendirilmistir. Uzun siireli depresyonun aktivasyonu ile iligkili bu proteinlerin
ifadesi yash hayvanlarin iskemik striatumunda gen¢ hayvanlara kiyasla daha fazladir
(Sekil 6.7.1.). IPA analizine gore ifadesinin artmasi nitrik oksit sentezini aktive eden
DDAHI1 ve SRR proteinleri yagh farelerde daha az ifade edilirken, nitrik oksit
sentezini baskilamakla iliskilendirilen SOD1 ve PARK?7 proteinleri geng¢ farelere
kiyasla yash farelerde daha fazla ifade edildigi goriilmiistiir (Sekil 6.7.2.). GNAQ,
GRIA2, AMPH, CNTN2, DBNL ve GNG7 proteinleri IPA tarafindan nobet gegirme
ile dolayli olarak iliskilendirilen proteinlerdendir. Nobet gecirmeyi engelleyen GNAQ,
GRIA2, AMPH, CNTN2 ve GNG7 proteinlerinin ifadelerinin yash farelerin iskemik
striatumlarmda geng farelere gore ifade edildigi goriilmiistiir. DBNL proteini ise geng
farelerin iskemik striatumlarinda daha fazla ifade edilmektedir (Sekil 6.7.3.). IPA
analizi ile SOD1, CNTN2, GNG2, GRIA2, MYOS5A, PARK7, CENDI1, HINTI,
OXR1 ve PCSKIN proteinlerinin ifadesinde olan artig, yazilim tarafindan hareket
kabiliyeti (lokomasyon) ile iligkilendirilmis ve bu grupta bulunan biitiin proteinlerin
yash hayvanlarin iskemik striatumlarinda genglere gore daha fazla ifade edildigi
gorilmiistiir (Sekil 6.7.4.). IPA tarafindan kas hiicre 6liimii ile iligkilendirilmig SOD1,
GNAQ, PARK7, ABCBS, ATP2B4 ve MDH1 proteinlerinin ifadesi yaslt hayvanlarin
iskemik striatumda gen¢ farelerin iskemik striatumlarina gore daha fazla ifade
edilmistir. Bu proteinlerin ifadesindeki artigin dolaylt olarak hiicre Olimiinii
engelledigi yazilim tarafindan ortaya konmustur (Sekil 6.7.5.). IPA tarafindan hiicresel
uzantilarin olusumu ile iliskilendirilmis proteinlerden CNTN2, MYOS5A, SODI,
CSRP1, DOCKI10, GMP6A, NEFM, PALM ve PICALM genc farelerle

karsilagtirildiginda yashi farelerin iskemik striatumlarinda daha fazla ifade

52



edilmektedir. Yine hiicresel uzantilarin olusumu ile iligkilendirilmis DBNL ve DCLK1
ise yaslt farelerin iskemik striatumlarinda daha az ifade edildigi goriilmiistiir (Sekil
6.7.6.). Kas hiicrelerinin apoptotik 6liim yolagma girmesini engellemeyle iligkili
bulunan ATP2B4, MDH1, GNAQ, SODI1 ve PARKY7 proteinleri iskemi ile beyin felci
indiiklenen yasli hayvanlarin iskemik striatumlarinda iskemi gegirmis geng hayvanlara
gore daha az ifade edildigi gortilmiistiir (Sekil 6.7.7.). IPA tarafindan davranisla
iliskilendirilmis DBNL, SRR, DNM3, GSTMS5 ve PPP2R5D proteinleri yash
hayvanlarin iskemik striatumlarinda geng¢ hayvanlara kiyasla daha az ifade edilirken;
yine davranisla iligkilendirilen GNAQ, GNG7, MAP6, PARK7, PCSKIN, SODI,
AMPH, ATP2B4, CNTN2, GAD1, MARCSKS, STX1A, TMOD2, BIN1 ve CRIP2
proteinlerinin daha fazla ifade edildigi goriilmiistiir (Sekil 6.7.8.). Mikrotiibiil dinamigi
ile iliskilendirilmis DBNL ve DCLKI1 proteinleri yashh hayvanlarin iskemik
striatumlarmda gen¢ hayvanlara kiyasla daha az ifade edildigi goriilmiistiir.
Mikrotiibiil dinamigini etkiledigi diisiiniilen CSRP1, DOCK10, GPM6A, MAP6,
MYOS5A, NEFM, PALM, PICALM, CNTN2 ve SODI1 proteinleri ise iskemi ile beyin
felci indiikklenmis yash hayvanlarda daha fazla ifade edilmektedir (Sekil 6.7.9.).
DOCKI10, GPM6A, MAP6, MYOSA, NEFM, PALM, PICALM, CNTN2, SODI,
CSRP1, SLCY9A3R ve AMOT proteinleri IPA yazilimi ile hiicre iskeletinin organize
olmasiyla iliskilendirilmis ve yasli hayvanlarda genglere gore daha fazla ifade edildigi
goriilmiistiir. Hiicre iskeleti organizasyonu ile iligkilendirilen diger proteinler ise
DBNL, DCLK1 ve AMOT’tur. Bu proteinlerin yaslh hayvanlarm iskemik
striatumlarmda gen¢ hayvanlara gore daha az ifade edildigi goriilmiistiir (Sekil
6.7.10.).Tanimlanan GNAQ, GRIA2, MAP6 ve STXI1A proteinleri iskemi ile beyin
felci indiiklenmis yaslh hayvanlarin iskemik striatumlarinda gen¢ hayvanlarla
karsilagtirildiginda daha fazla ifade edilmektedir. SRR proteinin ise yash hayvanlarin
iskemik striatumlarmda gen¢ hayvanlara gore daha az ifade edilmektedir. IPA
programinda GNAQ, GRIA2, MAP6 ve STX1A proteinlerinin artmasi uzun stireli
potansiyel artigini aktive ettigi gosterilmistir, GRIA2 ise uzun siireli potansiyel artigini
baslilamaktadir (Sekil 6.7.11.). DBNL proteininin azalmasi, GNAQ, MYOS5A,
PARK7, GRIA2, GNG7, SODI, HSPA8 ve NGEF proteinlerinin artmast IPA
tarafindan hareket bozukluklarmin engellenmesiyle iliskilendirilmistir. Bu protein

grubu arasindan DBNL proteininin yaslt hayvanlarin iskemik striatumlarinda geng
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hayvanlara gore daha az ifade edildigi goriilmiistiir. Bu mekanizmayla iliskilendirilmis
diger 8 protein ise yash hayvanlarin iskemik striatumlarinda gen¢ hayvanlarla
karsilastirildiginda daha fazla ifade edilmektedir (Sekil 6.7.12.). Ifadesinin armas1 IPA
tarafindan koordinasyonun artmasi ile iligskilendirilmis PPP2R5D, DBNL, GNAQ,
GRIA2 ve PARK?7 proteinlerinden PPP2R5D ve DBNL proteinlerinin yaslh
hayvanlarin iskemik striatumlarinda gen¢ hayvanlara gore daha az ifade edildigi
goriilmiistiir. GNAQ, GRIA2 ve PARK?7 proteinleri ise iskemi ile beyin felci
indiiklenmis yagli hayvanlarm iskemik striatumlarinda geng farelere kiyasla daha fazla
ifade edilmektedir (Sekil 6.7.13.).

Tanimlanan proteinlerin biiylik bir kismmin iskemi prognozunda etkili
yolaklarla iligskilendirildigi goriilmiistiir. Her bir proteinin ifadesinin yasli ve geng
hayvanlar arasinda gozlenen degisimi ayr1 bir ¢alisma konusudur. Iskemi gegirmis
yash hayvanlarin striatumunda ifadesi gen¢ hayvanlara gore daha fazla olmasiyla
SOD1, MYOSA, GRIA2 ve PARKY proteinleri dikkat cekmistir. Fizyolojik kosullarda
SOD1 proteinin ROT’lara kars1 antioksidan gérevi gordiigii bilinmektedir (96). Davis
ve arkadaglari tarafindan serebral iskemi gegiren hayvanlarin striatum bdlgesine SOD1
geni eksprese eden virlis enjeksiyonunun, striatal ndroprotektif etkisi oldugu
gosterilmistir (97). Bu sonug noronal sagkalim sonucuyla iliskilidir. Protein analizinde
SOD1 proteinin daha fazla ifade edildigi yasl hayvanlarda noronal sagkalimin da geng
hayvanlara gore daha fazla oldugu goriilmiistiir. MYOSA vezikiiler tagima proteinidir
ve organellerin tasinmasindan sorumludur (98). Ayrica yapilan bir galismada MYOSA
proteinin melanom hiicrelerinin apoptotik dliimiine sebep oldugu gdsterilmistir (99).
MY OS5A proteininin, yapilan protein analizlerinde genclere kiyasla yash hayvanlarda
daha fazla ifade edildigi goriilmiistiir. DNA fragmantasyonu analiziyle elde edilen
apoptotik hiicre sayis1t MYOS5A proteininin ifade edildigi yaslilarda genclere gore daha
yiiksektir. GRIA2 bir glutamat reseptoriidiir ve Ca'? iyonlarmmn gegisini
diizenlemektedir. Iskemi sonrasinda sinaptik bosluklarda artan glutamat bu tiir
reseptorleri aktive ederek hiicre icerisine asir1 Ca™ girmesine neden olmaktadir. Ca*?
apoptotik ve nekrotik Olim yolaklarimi aktiflestirmektedir (100). PARK7 son
zamanlarda yapilan caligmalarda oksidatif stres sensorii olarak goriilmektedir.

Sicanlarda yapilan bir caligmada astrositik PARK?7 proteinin fokal serebral iskemi
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kaynaklioksidatif stresin etkisini azalttig1, serbest radikallere kars1 hiicreleri korudugu

ve noroproteksiyon sagladigi gosterilmistir (101).

Yapilan bu ¢alismalar goz oniine alindiginda, iskemik beyin felci indiiklenen
farelerde yasa bagli olarak farkli patolojik yanitlar gelistigi goriilmiistiir. Elde ettigimiz
sonuglar, literatiirde yash ve gen¢ deney hayvanlarinda iskemi sonrasi goriilen farkl
hasar alani, apoptotik hiicre 6liimii ve noronal sagkalim verilerini desteklemektedir.
Bu yanitlara ek olarak molekiiler diizeyde, farkli yas gruplarinda protein profilleri de
farklilik gostermektedir. Proteom analizi sonucu gozlenen bu farkliliklar hem
yaslanma siireci hem de yaglilarda iskemi sonrasi ortaya ¢ikan patofizyolojik olaylarin
anlagilmasinda 6ne ¢ikmaktadir. Yash ve geng¢ gruplarinda anlamli olarak farkli ifade
edilen 100°den fazla proteinin ve bu proteinlerin olusturduklar1 molekiiler sinyal
yolaklarinin ileride tasarlanacak tedaviler i¢in hedef molekiil gelistirilmesine katk1
saglayacagin diisiiniilmektedir. Buna ek olarak, beyinde yaslanmayla seviyesi artan
proteinlerin belirlenmesi, bu proteinlerin bilinmeyen fonksiyonlari olabilecegine isaret
etmekte ve gelecekte bu mekanizmalarin agiga c¢ikarilmasma olanak saglayacagi
diistiniilmektedir. Yaslanma siirecinin daha iyi anlagilmasiyla birlikte yaslhilarda daha
cok goriilen iskemik beyin felci ve diger ndrolojik hastaliklarin tedavisinde rol alan

mekanizmalar diizenlenecek daha kapsamli ¢alismalarla ortaya konabilecektir.
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