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1. ÖZET 

YAŞLI VE GENÇ FARELERİN BEYİN FELCİ SONRASI PROTEİN 

EKSPRESYON PROFİLİ 

Beyin felci, dünyada yaygın görülen bir dolaşım sistemi hastalığıdır. Beyni besleyen 

damarlarda oluşan tıkanma ya da yırtılma ile kan akışının değişmesi sonucunda gelişen 

patolojik olaylar beyin felcine yol açmaktadır. Beyin felci görülme oranı 65 yaş ve 

üzerinde oldukça yüksek olduğu için yaşlanma beyin felci için bir risk faktörüdür. 

İskemik beyin felci görülme sıklığı yaşla birlikte artsa da araştırmalarda kullanılan 

deney grupları genellikle genç hayvanlardan seçilmektedir. Yaşlı ve genç beyinler 

arasındaki fizyolojik farkların, geliştirilmeye çalışılan tedavilerin ve bu tedavilerin 

kliniğe uyarlanmasının başarısızlığına neden olduğu düşünülmektedir. Bu bilgiler 

doğrultusunda beyin felcinin patofizyolojisinin yaşlı ve genç beyin arasında göstermiş 

olabileceği farklılıkların incelenmesi, hasarla ilgili mekanizmaların anlaşılması ve 

buna yönelik ilaçlar geliştirilmesi önem arz etmektedir. Bu tezde yaşlı ve genç 

farelerde orta serebral arter tıkanması metodu kullanılarak serebral iskemi 

indüklenmiştir. İskemi sonrası yaşlı ve genç farelerin striatum dokularında nöronal 

sağkalımın, hasar hacminin,  apoptotik hücre sayısının ve kan beyin bariyeri 

geçirgenliğinin karşılaştırılması amaçlanmıştır. Ek olarak, deney grupları arasında 

iskemi sonrası protein profili farklılıklarını ortaya koymak adına sıvı kromatografisi 

kütle spektrometresi ile geniş ölçekli protein profili analizi yapılmıştır. Gruplar arası 

farklılık gösteren proteinlere sinyal yolağı analizi yapılmış ve bu yolakların hangi 

mekanizmalarla ilişkili oldukları tespit edilmiştir. Çalışmanın sonucunda genç 

farelerle kıyaslandığında yaşlı farelerin striatumlarında, iskemi sonrası daha az hasar 

geliştiği, nöronal sağkalımın daha fazla olduğu, ancak daha fazla apoptotik hücre 

oluştuğu görülmüştür. Kan beyin bariyeri geçirgenliğinde ise yaşlı ve genç fareler 

arasında bir fark görülmemiştir. Protein profili analiziyle tanımlanan proteinlerin hasar 

gelişimi, apoptoz ve nöronal sağkalımda rolü olduğu düşünülmektedir. Bu proteinlerin 

detaylı incelenmesi ile ilişkilendirildikleri hedef mekanizmalar, klinik tedavi için 

geliştirilecek yeni hedef moleküllerin bulunmasında önemli rol oynayacaktır. 

Anahtar Kelimeler: İskemik beyin felci, OSAt,  Proteomiks, Serebral iskemi, Yaşlı 

ve genç fareler 
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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 
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3. GİRİŞ VE AMAÇ 

Beyin felci, ölüm oranı yüksek olan bir dolaşım sistemi hastalığıdır. Dünya 

Sağlık Örgütü, dünya çapında en önde gelen ölüm sebebi olarak dolaşım sistemi 

hastalıklarını işaret etmektedir (1). 2015 yılında dünya çapında neredeyse 18 milyon 

kişi dolaşım sistemi hastalıkları (kardiyo-vasküler hastalıklar) nedeniyle hayatını 

kaybetmiştir (2). Bu sayının 7 milyona yakınında ise serebrovasküler bir hastalık olan 

beyin felci sorumludur. Amerikan Kalp Birliği (AHA) verilerine göre dünya 

nüfusunun önemli bir kısmını oluşturan Amerika’da yılda yaklaşık olarak 800.000 

kişinin beyin felci geçirdiği bilinmektedir. Yine yalnızca Amerika’da 20 ölümden 

birinin sorumlusu beyin felcidir (2). Türkiye’de de durum benzerdir. Türkiye İstatistik 

Kurumu 2016 yılı ölüm sebepleri arasında ilk sırada gelen ölüm sebebi olarak dolaşım 

sistemi hastalıklarını kayda geçirmiştir. Ölüme sebebiyet veren dolaşım sistemi 

hastalıklarının ise %23,6’sı serebrovasküler hastalıklar kaynaklıdır. Bütün bu 

istatistiksel verilerin yanı sıra beyin felci geçiren ve hayatta kalmayı başaran hastaların 

birçoğunun nörolojik, motor ve psikolojik aktiviteleri yerine getiremedikleri, 

yaşamlarını bakıma muhtaç bir şekilde devam ettirmek zorunda kaldıkları 

bilinmektedir (3). Beyin felci, sonrasında tedavi, bakım ve hasta ihtiyaçları 

düşünüldüğünde hem ülke ekonomisi hem de hasta için oldukça maliyetli bir 

hastalıktır (4). Ancak yakalanma sıklığı, ölüm oranı ve maliyeti bu denli yüksek olan 

beyin felcinin klinikte kullanılabilen tek tedavisi oluşan pıhtıyı çözmeyi hedefleyen 

doku plazminojen aktivatörüdür (tPA). tPA beyin felcinin tetiklenmesinden itibaren 

ilk 3-4,5 saat içerisinde kullanıldığında etkili bir tedavi yöntemidir, sonrasında ise 

toksik olduğu bilinmektedir. Bu sebeple hastaların büyük çoğunluğu bu tedavi 

yönteminden faydalanamamaktadır (5). Klinik öncesi çalışmalarla nöroprotektif 

olduğu öngörülmüş bir takım ajanların klinik uygulamalarının başarısızlıkla 

sonuçlandığı bilinmektedir. Klinikte beyin felci görülen vakaların %80’ini 65 yaş ve 

üstü bireyler oluşturmasına rağmen literatürde yapılan birçok in-vivo çalışma genç 

deney hayvanları kullanılarak yapılmaktadır. Geliştirilmeye çalışılan tedavilerin 

başarısızlıkla sonuçlanmasının ve kliniğe uyarlanamamasının nedenlerinden birinin de 

yaşlı ve genç beyinler arasındaki fizyolojik farklılıklar olabileceği düşünülmektedir 

(6). Bu bilgiler doğrultusunda beyin felci patofizyolojisinin yaşlı ve genç beyin 
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arasında göstermiş olabileceği farklılıkların incelenmesi, mekanizmaların anlaşılması 

ve buna yönelik ilaçların geliştirilmesi önem arz etmektedir. 

Bu tezde yaşlı ve genç deney hayvanlarında orta serebral arter (OSA) tıkanması 

metodu kullanılarak serebral iskemi indüklenen farelerin iskemik striatumlarının i) 

nöronal sağkalım, ii) hasar alanı büyüklüğü, iii) apoptotik hücre sayısı, iv) kan beyin 

bariyeri geçirgenliği ve v) protein profilleri bakımından farklılıklarının 

karşılaştırılması amaçlanmıştır. 
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4. GENEL BİLGİLER 

4.1. İskemik Beyin Felci 

Beyin felci kalıcı veya geçici olarak beyni besleyen damarlarda görülen 

tıkanma ya da yırtılma ile kan akışının değişmesi sonucunda ortaya çıkan patolojik 

olaylar bütünüdür (7). İskemik beyin felci trombotik, embolik ya da sistemik bir 

hipoperfüzyon sonucunda gelişebilmektedir. Bu gibi durumlarda kontrollü dolaşımın 

bozulması beyne yeteri kadar kan gitmesine engel olmakta, dolayısı ile beyinde enerji 

ve oksijen eksikliğine sebep olmaktadır. Enerji ve oksijen eksikliği sonrasında 

patofizyolojik olaylar başlamaktadır (8). 

4.2. İskemik Beyin Felci Patofizyolojisi 

Düzenli kan akışının bozulmasıyla beyine yeterli oksijen ve glikoz 

taşınamamaktadır. Oksijen ve glikoz yokluğu enerji eksikliğine neden olmaktadır. 

Yetersiz pre-sinaptik nöronlarda voltaj bağımlı Ca+2 kapılarının açılmasına sebep 

olarak sinaptik aralığa glutumat salınmasına neden olur. Bu da post-sinaptik nöronda 

glutamat reseptörlerinin aktive olmasına sebep olmaktadır. Bu reseptörlerin aktive 

olmasıyla nöron hücrelerinde Ca+2, Na+, Cl- iyonları birikirken, K+ iyonu ve glutamat 

hücreler arası ortama salınır. Post-sinaptik boşluğa salınan K+ iyonu ve glutamat diğer 

nöronlarda depolarizasyona yol açar ve bu depolarizasyonun yayılmasını sağlar. Hücre 

içinde biriken Na+, Cl- iyonları ise hücre dışındaki suyu hücre içine çeker ve ödem 

oluşur. İkincil mesajcı olarak bilinen Ca+2 iyonu ise birçok enzimatik yolağı aktive 

eder. Ca+2 iyonu aracılığı ile proteazlar, lipazlar ve endonükleazlar gibi birçok hücre 

içi enzim aktive olur. Bu enzimlerden bir kısmı direkt olarak serbest radikalleri ortaya 

çıkarırken diğer bir kısmı da mitokondri membranına zarar vererek serbest radikallerin 

oluşmasını sağlarlar. Oluşan serbest radikaller mitokondriye ya da DNA’ya hasar 

vererek apoptotik yolakları aktive eder. Bunların yanı sıra serbest radikaller bir yandan 

da enflamasyonu başlatacak olan mikroglia aktivasyonunu ve lökosit infiltrasyonunu 

başlatır (9).  
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4.2.1. Glutamat birikimi ve ekzitotoksisite 

İskemik koşullarda nöronlar oksijen ve glikoz olmadığından enerji üretimi için 

gerekli olan adenozin trifosfat (ATP) sentezini gerçekleştirememektedir. Yeterli ATP 

sentezi gerçekleşmediği zaman nöronal membran boyunca Na+-K+ iyonları gradiyenti 

bozulur (10). Hücreler arası post-sinaptik boşlukta gereğinden fazla glutamat birikir. 

Bu birikim nöronlar için toksiktir. Endojen uyarıcı glutamat aynı zamanda N-metil-D-

aspartat (NMDA), alfa-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropiyonik asit (AMPA) 

ve kainat tipi glutamat reseptörlerini aktive etmektedir. İyonotropik reseptörlerin 

aktive olması bu reseptörlerin ilgili iyon kanallarının açılmasını sağlamaktadır (11). 

Reseptör tipine göre iyon kanalları Na+, K+ ve Ca+2 iyonlarına geçirgenlik gösterir. 

NMDA kapılı iyon kanalları Ca+2 iyonuna geçirgenlik göstererek hücre içerisine Ca+2 

iyonu girişine ve bu iyonların hücre içinde birikimine aracılık etmektedir (12).   

4.2.2. Kalsiyum birikimi ve oksidatif stres 

Kalsiyum, çok yönlü bir sinyal iyonu ve ikincil mesajcıdır. Hücre içi birçok 

yolakta iletişimin sağlanmasına aracılık etmektedir. Ca+2 iyonları hücre büyümesi, 

hücre farklılaşmasının kontrolü, egzositoz, sinaptik aktivite, membran uyarımı gibi 

fonksiyonel ve hücre için önemli yaşamsal faaliyetlerin gerçekleşmesinde önemli rol 

oynamaktadır. Bu sebeple nöronlarda sitozolik Ca+2 iyon konsantrasyonunu dengede 

tutmak çok önemlidir (13). İskemik beyin felcini takiben glutamat salınım 

mekanizmasının ve membran bütünlüğünün bozulmasıyla hücre içi Ca+2 iyon 

konsantrasyonu artmaktadır. Birçok enzimatik reaksiyon için ikincil mesajcı olan Ca+2 

iyonunun hücre içi miktarının artması, hücre içi enzimlerin aşırı aktivasyonuna yol 

açmaktadır. Kalpainler hücresel fonksiyonları Ca+2 iyonu ile düzenlenen proteazlardır. 

Kalpainlerin aşırı aktivasyonu en başta sitoskeletal proteinler olmak üzere, 

mitokondriyal proteinlerin, membran proteinlerinin, taşıyıcı proteinlerin ve sinaptik 

veziküllerin kontrolsüz yıkımına neden olmaktadır. Endonükleazların aşırı 

aktivasyonu nükleik asitlerin parçalanmasına, lipazların aşırı aktivasyonu ise hücre içi 

ve membran lipidlerinin yıkımına sebep olur (14). Ortamda aşırı Ca+2 birikimi, 

kalsiyum bağlanma proteini kalmodulin üzerinden nitrik oksit (NO) sentezinde artışa 

neden olur. Nitrik oksit senteziyle reaktif oksijen türleri (ROT) sitozolde çoğalır. 

Sitozolde miktarı artan NO, fosfolipazları aktive eder. Fosfolipazlar yardımıyla 
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lipidler peroksidasyona uğrar ve yıkım ürünleri olarak serbest radikaller ortaya çıkar. 

Serbest radikallerden süperoksit anyonları (O2
−) ile reaksiyona giren NO, peroksinitrit 

(ONOO−) oluşturur. Oluşan bu radikaller nörotoksik bir etkiye sahiptir (15, 16). 

Fizyolojik durumlarda hücrede, ROT ve serbest radikalleri temizleyebilecek 

antioksidan enzimler bulunmaktadır. Ancak iskemi sonrası artan Ca+2 konsantrasonu 

sonucu ortaya çıkan ürünlerin normalden çok fazla olması, bu yıkım ürünlerinin hücre 

tarafından temizlenmesini engeller. Bu da serbest radikal üretimi ve yıkımı arasındaki 

dengenin bozulmasıyla oksidatif stresin oluşmasına yol açar. ROT ve serbest radikaller 

hem mitokondri DNA’sına hem de hücre DNA’sına zarar verir. Ek olarak, Ca+2 

iyonları mitokondride de birikir, bu durum oksidatif fosforilasyonun gerçekleşmesini 

engeller. Artan oksidatif stres, mitokondriyal ve nükleer DNA’nın bozulması ve 

nörodejenerasyonun yanı sıra hücre ölüm yolaklarını da aktive etmektedir (16).  

4.2.3. Endoplazmik retikulum stresi 

Endoplazmik retikulum hücre içi birçok süreçte görev almaktadır. Salgı ve 

membran proteinlerinin sentezlendikten sonra katlanması ve sentezlenen proteinlerin 

post-translasyonal modifikasyonları endoplazmik retikulumda gerçekleşmektedir. Rol 

aldığı bir diğer önemli süreç ise hücre içi Ca+2 iyonu dengesini sağlamaktır (17). Kas 

kasılmasından sinaptik iletime birçok hücresel aktivitede önemli olan Ca+2 önemli bir 

ikincil mesajcıdır. Ca+2’un birbirinden farklı kompleks yolaklarda hiçbir karışıklığa 

sebebiyet vermeden sinyal iletimini sağlayabiliyor olması doğru konsantrasyonda, 

doğru zamanda, doğru aralıklarla salınıyor olması sayesindedir. Endoplazmik 

retikulum hücre için önemli bir Ca+2 deposudur. Endoplazmik retikulum lümeninde 

katlanmayı bekleyen proteinlere şaperon proteinler bağlanır ve onların çökelmesini 

veya yıkılmasını engeller. Endoplazmik retikulum lümeninde bulunan şaperon 

proteinleri kalsiyuma bağlı proteinlerdir (18). İskemi sonrası ortaya çıkan enerji 

eksikliğini takiben kalsiyumun endoplazmik retikuluma pompalanmasını sağlayan 

sarko/endoplazmik retikulum Ca+2 ATPaz enzimi işlevini yerine getiremez. Bunu 

takiben endoplazmik retikulumla ilişkili endoplazmik retikulum Ca+2 membran 

kanalları lümende depo edilen Ca+2 iyonlarını dışarı salar. Ca+2 yokluğunda şaperon 

proteinler görevlerini yerine getiremezler, proteinler degrade olur ya da hatalı 

katlanırlar (19). Hatalı katlanmış veya katlanmamış proteinler proteozom tarafından 
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yıkılır, herhangi bir sebeple protein translasyonunun fizyolojik seviyenin üstünde 

olması hatalı proteinlerin artmasına neden olmaktadır. Bu durum iskemi sonrası 

değişen Ca+2 iyonu konsantrasyonu ile beraber hücre için stres yaratmaktadır. Ayrıca 

hatalı katlanmış veya katlanmamış proteinlerin artması, endoplazmik retikulumun 

görevini gereğince yerine getirememesine sebep olur, hatalı proteinler birikir ve bunun 

sonucunda katlanmamış protein yanıtı (UPR) oluşur. Hatalı proteinlerin birikmesiyle 

başlayan ve buna karşılık katlanmamış protein yanıtının oluşmasıyla devam eden 

sürece endoplazmik retikulum stresi denmektedir (20). ER stresin nekroz, otofaji ve 

apoptoz gibi ölüm yolaklarını aktive ettiği bilinmektedir (21).  

4.2.4. Enflamasyon 

İskemik beyin felci sonrasında gelişen enflamasyon en önemli patofizyolojik 

yanıtlardan bir tanesidir (22). Oluşan serbest radikaller enflamatuar yanıtın oluşmasına 

aracılık ederler. NO azalması vazokonstrüksiyona sebep olur ve bir lökosit türü olan 

nötrofillerin hasarlı bölgeye infiltre olmasını kolaylaştırır. Mast hücreleri tarafından 

üretilen tümör nekrozis faktörü alfa (TNF-α) ve interlökin-1beta (IL-1β) gibi sitokinler 

lökositlerin infiltre olacağı yeri bulmalarını sağlar. Lökositler indüklenebilir nitrik 

oksit sentaz (iNOS) ve matriks metaloproteinazlar (MMP’ler) gibi pro-enflamatuar 

işaretçileri iskemik bölgeye bırakırlar. Hasarlı bölgedeki hücrelerden bir başka pro-

enflamatuar işaretçi ATP sızıntısı olur. Bu sızıntı kemokinlerin ve sitokinlerin bölgeye 

gelmelerini sağlar. Bu süreçte hasarlı bölgede nöronların ve mikrogliaların iletişimleri 

de kopar. İletişim ancak hasarlı hücrelerden sızan ATP ile mikrogliaların aktive 

olmasıyla devam eder (23). Toll benzeri reseptörler (TLR) ve Nükleer faktör kappa B 

(NFκB) immün sistemin aktive olmasını sağlayarak enflamatuar yanıt oluşturan iki 

önemli yolaktır. Enflamatuar yanıt oluşurken hasarın merkezi sinir sisteminde 

yayıldığı bilinmektedir (24).  

4.2.5. Peri-infarkt depolarizasyonu ve yayılan depresyon 

İskemi süresince kan akımının bozulmasıyla ortaya çıkan enerji eksikliğinde 

nöronlar ve glialar post-sinaptik boşluğa glutamat ve K+ salınımı yaparak depolarize 

olurlar. İskemiden etkilenen bölgenin merkezine çekirdek (core) bölgesi denmektedir. 

Beyindeki hasarlı dokunun merkezinde yer alan çekirdek bölgedeki nöronlar ve glialar 
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kontrolsüzce depolarize olurlar, sonrasında bir daha polarize olamazlar. Ancak kan 

akımı yetersiz olmasına rağmen çekirdek bölgenin etrafında yer alan penumbra 

bölgesinde nöronlar ve glialar daha fazla enerji harcayarak da olsa repolarize 

olabilirler. Sonrasında yine aynı hücreler ortamda fazlasıyla bulunan glutamat ve K+ 

sebebiyle tekrar depolarize olur. Bu şekilde art arda tekrar eden depolarizasyonlara 

peri-infarkt depolarizasyon denmektedir. Çekirdek ve penumbra bölgeleri zamana 

bağlı değişim gösterebilir (9). Beynin enerji ihtiyacı diğer organlara kıyasla daha 

fazladır. Vücudun bazal metabolizma enerjisinin yaklaşık olarak beşte biri beyin 

tarafından kullanılmaktadır. Beyin için gerekli olan toplam enerjinin önemli bir 

kısmını ise Na+/K+ pompaları harcamaktadır. Yetersiz enerji bu pompaların gerektiği 

gibi çalışmasını engeller, Na+ iyonlarının hücre içinde ve K+’un hücre dışında 

birikmesine yol açarak ve iyon dengesinin bozulmasına yol açar. Bozulan iyon 

dengesine bağlı olarak depolarizasyon yayılır. Nöronların ve gliaların uzun süreli 

depolarize olması, sürekli depolarize olan nöronların membran direncinin bozulması, 

elektrokimyasal aktivite kaybı ve nöronlarda sitotoksik miktarda su birikimi yayılan 

depolarizasyona yol açar (25). Yayılan depolarizasyon ve buna ek olarak birçok 

metabolik olay sonucu nöronların ve bazı glial hücrelerin elektriksel aktivitelerinin 

kitlesel olarak sonlanmasına yayılan depresyon denmektedir (26).  

4.3. İskemik Beyin Felcini Tedavi Etmeye Yönelik Yaklaşımlar 

İskemik beyin felcini tedaviye yönelik yaklaşımlar öncelikle tıkanan damarı 

açarak kanlanmayı sağlamayı hedeflemektedir. Araştırmacılar tarafından, ortaya çıkan 

patofizyolojik olayları hedef alan yaklaşımlar henüz çalışma aşamasındadır. Dokunun 

oksijenlenmesini sağlamak, oluşan glutamat toksisitesini gidermek ya da toksisite 

oluşmadan engellemek, iskemi sonrasında ortaya çıkan enflamatuar yanıtı baskılamak 

ve ölüm yolaklarının nöronal hücrelerde aktifleşmesini engellemek de hedefler 

arasındadır (27). Rekombinant doku plazminojen aktivatörünün (rtPA), iskemi sonra 

oluşan pıhtıyı çözmeye yönelik tedavi edici etkisi, ilk olarak 1995 yılında, Ulusal 

Nörolojik Hastalıklar ve İskemi (NINDS) çalışma grubu tarafından sunulmuştur (28). 

Amerikan Gıda ve İlaç Yönetim Merkezi (FDA) tarafından onaylı, klinikte kullanılan 

tek ilaç, trombolitik bir ajan olan rtPA’dır. Ancak bu ilaç hastalarda iskemi 

başlangıcından yalnızca 3 - 4,5 saat sonrasına kadar olumlu etki göstermektedir. 
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Belirtilen süre geçtikten sonra toksiktir (29). Bu sebeple hastaların sayıca yalnızca 

%2’si ila %5’ine uygulanabilmektedir (30). İskemik beyin felcini tedaviye yönelik 

çalışmalar arasında normobarik ve hiperbarik oksijen tedavileri de vardır. Bu tedaviler, 

dokuya uygulanan farklı basınç oranlarında oksijen ile dokuda oksijenlenmeyi 

sağlayarak kan akımını düzenlemeyi hedeflemektedir (31, 32). Hipoterminin 

nörodejeneratif hastalıklarda iyileştirici özelliği olduğu bilinmektedir. Vücut 

sıcaklığını 3 - 5 °C düşürmenin iskemi sonrasında meydana gelen patofizyolojik 

olayları iyileştirmede etkili olduğu görülmüştür. Hipotermi hasar hacmini 

azaltmaktadır. Bunun yanı sıra anti-enflamatuar sitokinleri arttırırken, mikroglial 

aktivasyonu aza indirgediği de yapılan çalışmalarda gösterilmiştir (33). 

4.4. Klinik Tedavi Çalışmalarının Başarısız Olma Nedenleri 

Klinik tedaviye yönelik çalışmaların birçok başarısız olma sebebi vardır. 

İskemik beyin felci sonrası ortaya çıkan patofizyolojinin tedavi edilmesi zordur. 

Geliştirilen ilaçlar denendiği zaman ortaya çıkan sonuçların güvenilir olabilmesi için 

klinik öncesi araştırmalarda oluşturulan deney hayvanı modellerinin tekrar edilebilir 

olması gerekmektedir. Diğer bir nokta ise deneysel çalışmalarda kullanılan 

hayvanların histolojik, morfolojik ve fizyolojik yapılarının insanla birebir aynı 

olmayışıdır (34). Hayvanlar üzerinde denenen ve iyileşmeye yardımcı olan birçok 

ajan, klinikte başarısız olmaktadır. Ayrıca insanlarda iskemik beyin felcine yakalanma 

yaşı genellikle 65 yaş ve üstüdür, araştırmalarda kullanılan hayvanlar ise çoğu zaman 

genç yetişkin hayvanlardır. Yaşlı ve genç hayvanların iskemik beyin felcine karşı 

geliştirdikleri yanıtın farklı olduğu bilinmektedir (35). Bu sebeple genç hayvanlarla 

yapılan deneylerde görülen iyileşme, klinikte görülememektedir (35). Tedavi stratejisi 

geliştirmekte zamanlamanın da büyük önemi vardır. Laboratuar şartlarında 

araştırmacılar, iskemik beyin felcine karşı geliştirilen ajanı beyin felci öncesinde, 

sırasında ya da sonrasında uygulayabilirler. Genellikle bu saatler araştırmacı 

tarafından belirlenmektedir. Fakat klinikte iskemik beyin felci geçiren bir insan 

hastaneye geldiğinde iskeminin tam olarak başlama saati bilinememektedir. 

Geliştirilen ajanların ise etkin dozu ya da toksisitesi çoğu zaman tam anlamıyla deney 

hayvanlarından insana uyarlanamamaktadır (36). 
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4.5. Yaşlanma 

Yaşlanma genellikle zamana bağlı artan yaş ile birlikte dokularda ve hücrelerde 

meydana gelen hasar olarak tanımlanmaktadır. Yaşlanma birçok hastalık, hatta ölüm 

için önemli bir risk faktörüdür (37). Yaşlanma bir hastalık değil, fizyolojik bir süreçtir. 

Bu fizyolojik süreci anlamak ve açıklığa kavuşturmak için birçok teori üretilmiştir 

(38). Yaşlanma sürecini açıklamaya çalışan birçok teoriden kabul görmüş bazıları 

evrimsel teori, serbest radikal teorisi, mitokondriyal teori, gen ekspresyonu teorisi, 

telomer teorisi, enflamasyon hipotezi, immün teori ve nöro endokrin teorisidir (39). 

Evrimsel teoriye göre yaşlanma doğal seçilimin bir sonucudur (40). Serbest radikal 

teorisine göre hücrede biriken oksidatif stres yaşlanmaya sebep olur. Oksijenli 

solunum gibi çoğunlukla mitokondriyal metabolik reaksiyonlar sonrasında açığa çıkan 

yan ürünler olan reaktif oksijen türleri (ROT) oksidatif strese yol açan moleküllerdir. 

ROT’nin mitokondriyal ve nükleer DNA’ya hasar verdiği düşünülmektedir. Ayrıca 

ROT’nin yaşlanma ile arttığı, bazı türlerde ise reaktif oksijen türlerinin 

baskılanmasının yaşlanmayı durduğu bilinmektedir (41). Zamanla biriken 

mitokondriyal DNA mutasyonları, mitokondri tarafından yürütülen oksidatif 

fosforilasyon reaksiyonlarına zarar vermektedir. Bu mutasyonlar sonucunda 

mitokondrinin metabolik yan ürün olarak ürettiği ROT’ların miktarı artar. Üretilen 

ROT’lar yine mitokondriyal DNA’ya zarar verir ve bu bir döngü olarak yaşlanma 

sürecini hızlandırır (39). Gen ekspresyonu teorisine göre yaşlanma gen 

ekspresyonunun değişime uğraması sonucunda hücrelerin yaşlanmasıyla ilgilidir. 

Yaşlanma süresince gen ekspresyon profilinde değişimler olduğu bilinmektedir (42). 

Kromozom uçlarında bulunan heterokromatin yapılı telomerler her hücre bölünmesi 

sonrasında kısalırlar. Telomer uzunluğu belli bir seviyeye ulaştığı zaman hücre 

bölünmesi durur. Telomeraz enzimi telomer sentezinden sorumludur. Canlılığın 

devamı konusunda önemli olan gonadal hücrelerde telomeraz aktivitesi somatik 

hücrelere göre daha fazladır. Ancak yine de telomeraz telomerlerin kısalmasını 

tamamen engelleyemez. Telomer teorisine göre yaşlanma sürecini etkileyen en büyük 

faktör kısalan telomerlerdir (43).  Enflamasyon hipotezine ve immün teoriye göre 

yaşlanma süreci, patolojik durumlarda hücresel ve moleküler mekanizmaların 

geliştirdiği immün yanıtlarla kontrol edilmektedir (44). Nöroendokrin teoriye göre ise 

yaşlanmaya, sinir istemi nöronlarının komutları ve buna karşı hipotalamus-hipofiz-
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adrenal aksının oluşturduğu yanıtlar arasındaki fonksiyonel bozulmalar sebep 

olmaktadır (42). Yaşlanma birçok moleküler ve metabolik olayın içinde bulunduğu 

kompleks bir süreçtir. Bu sürecin anlaşılabilmesi için zamanla oluşturulan teoriler tek 

başına düşünülemez ve her biri aslında alt basamaklarında iç içe geçmiş bir ağ gibi 

birbirini etkilemektedir (45).  

4.5.1 Yaşlanma ile ilgili hücresel ve moleküler mekanizmalar 

Hücre içi ya da hücre dışı kaynaklı stres, hücre için moleküler düzeyde bir hasar 

oluşturmaktadır. Oluşan hasar hücre tarafından her zaman efektif bir şekilde 

onarılamaz. Böylece hasar birikir. Çoğu zaman biriken hasar hücreler arası hatalı 

sinyal iletimine ve enflamasyona neden olmaktadır. Hücre düzeyindeki hasarları 

akabinde doku seviyesinde fonksiyonel bozulmalar takip eder. Bu süreçte stresle 

karşılaşılan andan itibaren antioksidan onarım mekanizmaları hücresel hasarın 

baskılanması yönünde çalışır. Ortadan kaldırılan hasar bu mekanizmaların çalışma 

şekilleri sebebiyle hücre için yeni bir stres yanıtı oluşturmaktadır. Oluşan stres yanıtı 

enflamasyon, DNA metillenmesi ve hatta kök hücre kaynaklarının kullanılmasıyla 

rejenerasyonu tetikler. Ancak hücrede stresle meydana gelen rastgele moleküler 

hasarın birikim miktarı, hasarı onarmakla yükümlü antioksidanların kapasitesine ve 

onarım mekanizmalarının çalışma verimine bağlıdır. Onarım sistemleri enerji bağımlı 

çalışmaktadır ve buna bağlı olarak her zaman hasarı tamamıyla ortadan 

kaldıramamaktadır. Onarım sonrasında bir miktar hasar onarılmadan kalmaya devam 

eder. Aynı şekilde bir süre sonra onarım mekanizmaları da biriken hasarın etkisiyle 

yavaşlar, dokusal fonksiyonlarda bozulmalar ortaya çıkar ve yaşlanma meydana gelir 

(46). Yaşlanmayı indükleyen ya da yaşlanma sürecine dahil olan birçok mekanizma 

vardır. Hücre genomunu hedef alan nokta mutasyonları, kromozomal delesyonlar, 

duplikasyonlar ve translokasyonlar, telomerlerin kısalması veya virütik entegrasyonlar 

genomik kararsızlığa neden olmaktadır. Hem mitokondriyal DNA hem de nükleer 

DNA için genomik kararsızlık bir tehdittir (47). Zamanla DNA’da biriken hasar genom 

kararsızlığına sebep olduğu kadar bazı kromozomal bölgelerde bozulmalara da yol 

açmaktadır. Kromozom uçlarında bulunan telomerler yaşlanmayla beraber biriken 

hasara duyarlıdır (48). Epigenetik düzenlemeler de yaşlanma sürecinde hücreyi 

etkileyen faktörlerdendir. Bu düzenlemeler DNA metilasyonlarını, histon 
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modifikasyonlarını, kromatin yapısındaki değişimleri içermektedir (49). Protein 

homeostazisi, proteostaz yaşlanma nedeni ile değişen bir başka moleküler sistemdir. 

Bu sistem, proteomun işlevsel olabilmesi için birçok yolağın bir arada çalışmasıyla 

protein dengesini sağmaktadır. Normal koşullarda bu sistem koordine bir şekilde 

çalışır ve dengeyi bozan herhangi bir sorunu düzeltir. Ancak yaşlanma ile birlikte 

protein homeostazisi bozulmaya başlamaktadır. Bu sisteme dahil olan şaperonlar yeni 

sentezlenmiş proteinlerin çökelti oluşturmadan, istenmeyen katlanmaları engelleyerek 

proteinlerin düzgün katlanmalarından sorumludur. Yaşlanmanın etkisiyle 

şaperonlarda azalma görülür. Bunu takiben hatalı katlanan proteinlerin miktarı artar. 

Artan hatalı proteinler hücrede çökelti oluşturur. Yine yaşlanmanın etkisiyle hatalı 

proteinlerin eliminasyonunu sağlayan şaperon aracılı otofaji ve ubikutin-proteazom 

aktivitesi azalır. Böylece hücresel protein dengesi bozulur; bu da dokuda fonksiyon 

kaybına yol açar. Zamana bağlı fonksiyon kaybı yaşlanmayla ilişkilendirilir (50). 

Yaşlanmanın moleküler göstergelerini 2013 yılında Otin ve arkadaşları genomik 

instabilite, telomer yıpranması, epigenetik değişimler, proteostaz dengesinin 

bozulması, mitokondri fonksiyonunda bozulma, kök hücre kaynaklarının tükenmesi 

gibi başlıklar altında toplayıp bir derleme ile mekanizmaların anlaşılmasına katkı 

sağlamıştır (51). Yaşlanma tek bir mekanizmanın incelenerek anlaşılamayacağı 

kompleks bir süreçtir. Her bir mekanizma incelendiğinde diğer mekanizmalarla 

etkileşim içinde olduğu görülmektedir (52).  

4.5.2. Yaşlanma sürecinde beyin 

Beyin yaşlanma sürecinden en fazla etkilenen organlardan bir tanesidir. Fazla 

enerji harcaması sebebiyle ihtiyacı olan oksijen miktarı ve oksijenin mitokondri 

tarafından kullanıldığı yolakların metabolik atıklarının diğer organlara kıyasla fazla 

olması, bu metabolik atıkların hasar verdiği genomik ve hücresel yapılara karşı 

koruyucu görevi gören ve gerektiğinde dışarıdan alınan antioksidanlar için ulaşılamaz 

olması beynin bu süreçten etkilenmesinin başlıca nedenidir. Kendini yenileyebilme 

özelliğinin sınırlı olması da yaşlanmanın etkilerini beyinde fark ettirir (53). Beyinde 

meydana gelen hücresel, morfolojik ve fonksiyonel değişimlere özellikle nöron ve glia 

hücrelerinde yaşlanmaya bağlı olarak gerçekleşen moleküler değişimler neden 

olmaktadır. Bu süreçte bozulan protein homeostazisi nedeniyle nöronların içinde ve 
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etrafında nöronal plaklar oluşur, oluşan plaklar ölüm yolaklarını indükler ve nöron 

kaybı olur. Mikrogliaların aşırı aktif bir şekilde çalışması kronik enflamasyonu arttırır. 

Nöronal büyüme faktörlerinin salınımı azalır ve nörogenez neredeyse durur. 

Oligodendrogliozis ve astrogliozis gözlenir. Oligodendrositlerin artması 

miyelinizasyonu arttırır (54). Ortamda bulunan plaklar, nöronal düğümler, sayısı 

normale göre çokça artan oligodendrositler ve astrositler nörotransmitterler 

aracılığıyla yapılan nöronal iletimi yavaşlatır. Bozulan nöronal fonksiyonların 

sonucunda sinaps sayısında ve sinaptik plastisitede azalma görülür (55, 56). Yapılan 

araştırmalarda, nörolojik bir hastalık geçmişine sahip olmaksızın, manyetik rezonans 

görüntüleme (MRI) tekniği kullanılarak yaşlanma ile birlikte ventriküllerde, serebral 

kortikal sulkuslarda genişleme görüldüğü bildirilmiştir (57). Süreçle ilgili olduğu 

düşünülen diğer iki bölge de gri (grey matter) ve beyaz maddedir (white matter). 

Yaşlanma sürecinde beyinde hem gri maddede hem de beyaz maddede hacimsel 

değişiklikler olduğu bilinmektedir. Gri madde hacmi orta yaşlı gruplarda azalmaya 

başlayıp yaşlanmayla bu azalmanın artarak devam ettiği dikkat çekerken, beyaz 

maddede meydana gelen hacimsel azalmanın yaşlı gruplarda daha belirgin olduğu 

gösterilmiştir (58). Beyin dokusunda oksijenlenme diğer bütün dokular gibi vasküler 

sistem tarafından sağlanır. Vasküler sistem için geçirgenlik; besin, oksijen gibi 

dokunun ihtiyacı olan maddelerin dokuya taşınması, çeşitli metabolik atıkların 

dokudan uzaklaştırılması için önemlidir. Ancak geçirgenliğin artması, yani hiper 

geçirgenlik (hiperpermeability), taşınan maddenin dokular arası boşuklara sızmasına 

neden olmaktadır. Bu sızıntı (ya da ödem), iskemi gibi patojik sonuçlara neden olabilir. 

Damarların içinde bulunan vasküler endotel hücreleri yaptıkları hücresel bağlantılarla 

geçirgenliği dinamik bir şekilde kontrol etmektedir. Ayrıca vasküler endotel hücreler, 

anjiyogenezi ve vasküler homeostazisi kontrol etmektedir. Vazodilatasyon ve 

vazokonstrüksiyon gibi mekanizmaları kullanarak kan basıncının dengede tutulmasını 

sağlamaktadırlar. Yaşlanma sürecinde artan ROT miktarı, bu hücreleri de olumsuz 

etkilemektedir. Artan oksidatif strese yanıt olarak apoptotik ölüm yolakları aktifleşir. 

Bunun sonunca hem hücresel hem de fonksiyonel kayıplar olur, endotel hücreler 

arasındaki bağlar bozulur ve geçirgenlik artar. Bu süreçten beyni koruyan en güçlü 

yapı olan, yapısında endotel hücreleri bulunduran kan beyin bariyeri de etkilenir. Kan 
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beyin bariyerinde hiper geçirgenlik meydana gelir. Bu da istenmeyen maddelerin 

beyne sızması demektir, birçok patolojik sonucu doğurabilir (59).  

4.5.3. Yaşlanmaya bağlı sık görülen hastalıklar 

Yaşlanma birçok yaygın hastalık için risk faktörüdür. Bu hastalıklar arasında, 

sıralamada nörodejeneratif ve kardiyovasküler hastalıklar önde gelmektedir. Gelişmiş 

ülkelerde; demans, Alzheimer hastalığı ve iskemik beyin felci yakalanma sıklığı belli 

bir yaştan sonra oldukça artan hastalıklardır. Sağlıklı bir yaşam için gerekli olan 

sistemlerde yaşlanmayla beraber mutasyonların, hücresel ve moleküler 

mekanizmaların yan etkilerinin birikmesi sonucunda bu hastalıklar ortaya çıkmaktadır 

(60).  

4.6. İskemik Beyin Felcine Karşı Geliştirilen Yanıtlar 

Beyin felci her ne kadar 65 yaş ve üzeri bireylerde daha sık görülse de beyin 

felci hastalarının %10’luk bir kısmını 50 yaş ve altındaki bireyler oluşturmaktadır. 

Yapılan araştırmalarda beyin felci geçirmiş yaşlı hastaların ölüm oranının genç 

hastalara göre daha yüksek olduğu belirtilmiştir (61). Bunun yanı sıra yaşlı ve genç 

hastalarda hastalığın seyri hakkında bilgi veren farklı çalışmalar vardır. Bazı 

çalışmalar beyin felci geçiren yaşlı hastaların bu hastalığı daha ağır geçirdiğini (62-

64), hastalık sonrası iyileşmenin yaşlı hastalarda daha zor olduğunu ortaya koyarken, 

bazı çalışmalar ise bu hastalığın görülme sıklığının yaşlanma ile artması yüzünden 

literatürde gençlerle ilgili çalışmaların ihmal edildiğini söylemektedir (65).  

Literatürde iskemik beyin felci sonrasında yaşlı hayvanlarda (18-20 ay, 

Sprague Dawley (SD) sıçan) hasar gelişiminin genç hayvanlara (3-4 ay, SD sıçan) 

kıyasla daha hızlı olduğu gösterilmiştir. Bunun yanı sıra, yine aynı çalışmada yaşlı 

hayvanlarda apoptotik hücrelerin daha fazla bulunduğu belirtilmiştir. İyileşme ise genç 

hayvanlarda daha hızlıdır (66). Başka bir çalışmada ise yaşlı (13-14 ay, C57BL/10J 

fare) ve genç (2-3 ay, C57BL/10J fare) hayvanlar karşılaştırıldığında, yaşlanmaya 

bağlı olarak mikroglial proliferasyonun arttığı, hücre göçünün yavaşladığı ve 

nörogenezde azalma olduğu gösterilmiştir (67). Bir diğer çalışmada yaşlı hayvanlarda 

(18-20 ay, SD sıçan), genç hayvanlara (3-4 ay, SD sıçan) göre glial aktivite artmıştır. 

Artan glial aktivite hasar alanının çevresinde glial yara oluşumuna sebep vermiş ve bu 
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oluşumun fonksiyonel iyileşmeyi azalttığı belirtilmiştir (68). Serebral kanlanmada ise 

yaşlı (18 ay, C57BL/10J) ve genç (9-12 hafta, C57BL/6) farelerde iskemi sonrası aynı 

oranda düşüş olduğu belirtilmiştir (69). Anjiyogenezin, hem yaşlı hayvanda (24 ay, 

Fisher sıçan) hem de genç hayvanda (3 ay, Fisher sıçan) iskemi ile indüklendiği 

gösterilmiştir (70). Ancak bazı çalışmalarda iskemi sonrası tetiklenen nörogenezin 

yaşlı (3-15 ay, Wistar sıçan) ve genç (5 hafta, Wistar sıçan) hayvanlar arasında 

değişiklik göstermediği (71); bazı çalışmalarda ise yaşlı hayvanlarda (10 ay, SD sıçan) 

nörogenezin arttığı gösterilmiştir (72). 

Sonuç olarak; iskemik beyin felci görülme sıklığı 65 yaş ve üzerinde diğer yaş 

gruplarına göre oldukça artmaktadır (73). İskemik beyin felci görülme sıklığı yaşla 

birlikte artsa da araştırmalarda kullanılan deney hayvanları grupları genellikle genç 

hayvanlar olmaktadır. Ancak, yaşlı ve genç hayvanların iskemiye karşı geliştirdikleri 

yanıt ve hasarı onarabilme kapasiteleri birbirinden farklıdır. Ayrıca, araştırma yapılan 

hayvanın yaşlı olarak tanımlanabilmesi için belli bir standart bulunmamaktadır. 

Yapılan araştırılmaların kliniğe uyarlanabilirliğini azaltan sebeplerden bir tanesi de 

araştırmacıların farklı yaş aralıklarında deney hayvanlarıyla çalışarak gruplar 

arasındaki varyasyonu arttırmasıdır. Bu sebeple, iskemik beyin felcini in-vivo ortamda 

yaşlı deney grupları ile çalışıp, yaşlı beyin fizyolojisinin geliştirdiği yanıtın 

mekanizmasını çözmeye çalışmanın önemli olduğu düşünülmektedir. 
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5. MATERYAL VE METOT 

5.1. Deney Dizaynı ve Gruplar 

 

Şekil 5.1.1. Deney dizaynı. A) Set I hayvanlarından immünohistokimya çalışmaları 

yapılmıştır. B) Set II hayvanlarından protein çalışmaları yapılmıştır. 

Tüm deneysel prosedürler, laboratuvar hayvanlarının bakımı ve kullanımı ile 

ilgili yerel talimatlara göre İstanbul Medipol Üniversitesi’nden alınan yerel etik kurul 

onayı (2017-33) ile gerçekleştirilmiştir. Deney hayvanları 12 saat karanlık, 12 saat 

aydınlık periyotta olacak şekilde düzenli aydınlatma koşulları altında yetiştirilmiştir. 

Ayrıca deney hayvanları su ve yeme ad libitum olarak erişebilmektedir. Deney 

gruplarında rastgele seçilen 20-25 gram ağırlığında, 8-12 haftalık genç yetişkin (n=14) 

ve 18-24 aylık yaşlı (n=14) C57BL/6j erkek fareler kullanılmıştır. Her bir fare için 

beyin felci modeli 30 dakika orta serebral arter tıkanması (OSAt) ve sonrasında 72 saat 

reperfüzyon ile oluşturulmuştur (74, 75). 72 saat sonrasında deney hayvanları sakrifiye 

edilmiş, beyinler izole edilerek kuru buz üzerinde dondurulmuştur. Dondurulan 

beyinlerden immünohistokimya ve protein çalışmaları için örnekler hazırlanmıştır. 

Örnekler kullanıma kadar -80 °C’de saklanmıştır. 
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Tablo 5.1.1. Kullanılan deney grupları. Set I hayvanlarından immünohistokimya, Set II 

hayvanlarından ise protein çalışmaları için örnek toplanmıştır. 

Grup Adı Hayvan  

Adedi 

Set I-Genç hayvan, 30 dk beyin felci, 72 saat reperfüzyon  7 

Set I-Yaşlı hayvan, 30 dk beyin felci, 72 saat reperfüzyon  7 

Set II-Genç hayvan, 30 dk beyin felci, 72 saat reperfüzyon 7 

Set II-Yaşlı hayvan, 30 dk beyin felci, 72 saat reperfüzyon  7 

Toplam Hayvan Sayısı                                                                                           28 

 

5.2. Orta Serebral Arter Oklüzyonu ve Reperfüzyon 

20-25 gram ağırlığındaki erkek C57BL/6 fareler % 1,5 izofluran (% 30 O2, geri 

kalanı N2O) ile anesteziye alınmıştır. Anesteziye alınan hayvanların vücut ısıları rektal 

prob yardımıyla ölçülmüş, homeotermik ısıtma sistemiyle 36,5-37 °C arasında 

tutulmuştur (Harvard instruments, ABD). Deney süresince kan akımı, esnek 0,5 mm 

fiber optik Laser Doppler (LDF) probunun (Perimed, Stockholm, İsveç) orta serebral 

arter üzerindeki kafatası bölgesine (Bregma -2 mm posterior; 6 mm lateral) temas 

edecek şekilde sabitlenmesiyle ölçülmüştür. Orta serebral arter tıkanması (OSAt) ile 

oluşturulan fokal serebral iskemi, intralüminal filament tekniği kullanılarak 

indüklenmiştir (74, 75). Bu teknik ile sırasıyla, boynun orta hattında insizyon yapılmış, 

sol common karotid arter ve eksternal karotid arter izole edilmiş, izolasyon sonrasında 

arterler 7.0 ipek ip (Doğsan, Türkiye) ile bağlanmıştır. Sol internal karotid arter 

üzerine ise bir adet mikrovasküler klips yerleştirilmiştir (FE691: Aesculap, Tuttlingen, 

Almanya). Klips yerleştirildikten sonra orta serebral arter tıkanması için sol kommon 

karotid artere küçük bir insizyon yapılmış ve buradan içeriye önceden silikon 

(Xantopren: Bayer Dental, Osaka, Japonya) ile kaplanarak çapı 180-190 µm’ye 

çıkarılmış 8.0 naylon monofilament (Ethilon; Ethicon, Norderstedt, Almanya) 

itilmiştir. İtilen naylon monofilament internal karotid arter içerisinde, karotid 

bifürkasyonundan 9 mm distal yönde direnç hissedilinceye kadar ilerletilmiştir. Bu 

yöntemle 30 dakika boyunca orta serebral artere kan akışı engellenmiştir. Otuz dakika 

sonra silikon kaplı naylon filament geri çekilmiş ve reperfüzyon başlatılmıştır. 
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Reperfüzyon başlangıcından itibaren 20 dakika boyunca LDF ile kayıt alınmaya 

devam edilmiştir. Boyunda oluşturulan insizyon 5.0 ipek ip ile sütur atılarak 

kapatılmıştır. Sonrasında anestezisi sonlandırılan fareler ilgili kafeslerine 

yerleştirilmiştir. 

5.3. Beyin Kesitlerinin Alınması ve Örnek Toplama 

Otuz dakikalık orta serebral arter oklüzyonunu takiben 72 saatlik reperfüzyona 

alınan hayvanlar, reperfüzyon bitiminde yüksek doz izofluran ile sakrifiye edilmiştir. 

Sakrifiye edilen hayvanların beyinleri ivedilikle izole edilip kuru buz üzerinde 

dondurulmuştur. Dondurulan beyinler örnek toplama işlemine kadar -80 °C’de 

saklanmıştır. İmmünohistokimyasal çalışmalar ve immünofloresan çalışmalar için 

beyinler kryostat (CM1950, Leica, Almanya) kullanılarak kesilmiştir. Doku dondurma 

medyumu (14020108926, Leica, Almanya) ile serebellumlarından kryostat cihazına 

sabitlenen beyinlerden bregma 0’dan itibaren 2 mm rostral-2 mm kaudal aralığında, 

18 µm kalınlığında koronal kesitler alınmıştır. Pozitif yüklü camlara (Objekttrager; 

Isotherm, Almanya) alınan kesitler, 40 °C sıcaklıkta bulunan ısıtıcı tabla (WiseTherm 

HP-LP, Wisd Laboratory Equipments, Almanya) üzerinde 30 dakika boyunca 

sabitlenmeye bırakılmıştır. Sabitlenen kesitler immünohistokimya ve immünofloresan 

çalışmalar yapılıncaya kadar -80 °C’de saklanmıştır. Protein çalışmaları için ipsilateral 

hemisferlerin striatum bölgelerinden doku alınmıştır. Dokular, ilgili çalışmada 

kullanılıncaya kadar 2 ml’lik mikrosantrifüj tüpler içerisinde, -80 °C’de muhafaza 

edilmiştir (74, 75). 

5.4. Cresyl Violet Boyaması ile Hasar Analizi 

Cresyl violet boyaması 30 dakika OSAt sonrası 72 saat reperfüzyon ile beyin 

felci oluşturulan farelerin izole edilen beyinlerinden kryostat cihazı ile 18 µm 

kalınlığında Bregma 0 mm seviyesinden alınan koronal kesitlere yapılmıştır. -80 °C’de 

saklanan beyin kesitleri oda sıcaklığına çıkarılarak 30 dakika boyunca kurumaya 

bırakılmıştır. Kesitler şale yatağına dizilerek %4’lük paraformaldehit (PFA, 158127; 

Sigma, ABD) içerisine koyulmuş ve 7 dakika oda sıcaklığında inkübasyona 

bırakılmıştır. İnkübasyon sonrasında kesitlerin bulunduğu şale yatağı %4’lük PFA’dan 

çıkarılarak sırasıyla dH2O ve fosfat tamponlu salin çözeltisine (PBS, 0.1 M, pH 7,4) 
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batırılıp çıkarılmıştır. Temiz PBS’ye alınan kesitler 3 kere 5’er dakika boyunca 

çalkalayıcı (Unimax 1010; Heidolph, Almanya) üzerinde yıkanmıştır. Yıkamaların 

sonrasında tekrar içerisinde dH2O bulunan şaleye batırılıp çıkartılan örnekler, 

içerisinde cresyl violet (C5042-106, Sigma, ABD) olan şaleye alınmış ve 2 dakika 

boyunca oda sıcaklığında inkübasyona bırakılmıştır. Bu süre sonunda içerinde cresyl 

violet ve kesitler bulunan şale çalkalayıcı üzerine konulmuş, 13 dakika daha oda 

sıcaklığında çalkalayıcı üzerinde inkübasyona bırakılmıştır. Daha sonra içerisinde 

dH2O bulunan 3 ayrı şaleye daldırılıp çıkarılan kesitler 20’şer saniye süreyle sırasıyla 

%70, %90, %95 ve %100 etanol (24102, Sigma, ABD) serisinden geçirilmiştir. 

Kesitler bir peçete üzerinde süzdürülüp şale yatakları ile birlikte içerisinde ksilen 

(108684, Merck, ABD) bulunan başka bir şaleye alınmış ve 3 dakika oda sıcaklığında 

inkübasyona bırakılmıştır. Son olarak beyin kesitlerinin üzerine kapatma ortamı olarak 

entellan (1.079.610.500, Merck Millipore, ABD) damlatılmış ve lamel ile 

kapatılmıştır. Tarayıcı yardımıyla kesitler taratılmıştır. Kontralateral ve ipsilateral 

striatum ImageJ programı (Amerikan Ulusal Sağlık Enstitüsü, NIH, ABD) kullanılarak 

ölçülmüş, böylece hasar analizi yapılmıştır (75). 

5.5. TUNEL Boyaması ile DNA Fragmantasyon Analizi 

DNA fragmantasyonu boyaması (TUNEL), in situ hücre ölümü deteksiyon kiti 

(In Situ Cell Death Detection Kit, 11684795910, Roche, İsviçre) kullanılarak 30 

dakika OSA tıkanması sonrası 72 saat reperfüzyon uygulanan farelerin beyinlerinden 

kryostat cihazı ile 18 µm kalınlığında alınan 2. seviye kesitlerine yapılmıştır. Kesitler 

öncelikle %4 PFA ile fikse edilmiştir. Fiksasyon sonrasında PBS ile yıkanan kesitlerde 

antijen geri kazanımı sitrat tamponu (pH 6,0) ile yapılmıştır. Normal keçi serumu 

(NGS, G9023, Sigma, ABD) ile bloklanan kesitler TUNEL reaksiyon karışımı ile 

inkübe edilmiştir. Son olarak DAPI (4’-6-diamino-2-phenylindole, D9542, Sigma, 

ABD) çekirdek boyası ile boyanan kesitlere floresan sinyalin solmasını engelleyici 

kapatma ortamı Fluoromount (F4680, Sigma, ABD) eklenmiş daha sonra kesitlerin 

üzeri lamelle kapatılmıştır. Kapatma ortamı kuruduktan sonra, kesitler taramalı 

konfokal laser mikroskopu kullanılarak (LSM 780, Zeiss, Almanya) görüntülenmiştir. 

Boyanan kesitlerin ipsilateral striatum bölgesindeki TUNEL pozitif hücreler, yani 

DNA’sı fragmante olmuş hücreler rastgele (region of interest: ROI) 12 bölgede 
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sayılmıştır. İpsilateral striatum için sayılan bölgelerin ortalama değeri hesaplanmıştır 

(74, 75). 

5.6. İskemik Striatumda NeuN Boyaması ve Nöronal Sağkalım Analizi 

NeuN (MAB377X, MerckMillipore, Almanya), antikoru kullanılarak 

immünohistokimya boyamaları yapılmıştır. Bu boyamalar, 30 dakika OSA tıkanması 

sonrası 72 saat reperfüzyon uygulanan farelerin izole edilen beyinlerinden kryostat 

cihazı ile 18 µm kalınlığında alınan 2. seviye kesitlerine yapılmıştır. Eksi 80 °C’de 

saklanan beyin kesitleri oda sıcaklığına çıkarılarak 30 dakika boyunca kurumaya 

bırakılmıştır. Kesitler şale yatağına dizilerek %4’lük PFA içerisine koyulmuş ve 15 

dakika oda sıcaklığında inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonrasında kesitlerin 

bulunduğu şale yatağı %4’lük PFA’dan çıkarılarak dH2O bulunan şaleye 1 kez batırılıp 

çıkartılmıştır. Şale yatağı değiştirilen kesitler 3 kere 5’er dakika boyunca PBS ile 

çalkalayıcı (Unimax 1010; Heidolph, Almanya) üzerinde yıkanmıştır. PBS ile yıkanan 

kesitlerde antijen geri kazanımı sitrat tamponu (pH 6,0) ile yapılmıştır. %0,3 Triton-X 

(X100, Sigma, ABD) bulunduran PBS çözeltisine %10 NGS eklenerek elde edilen 

bloklama çözeltisi ile kesitler oda sıcaklığında, 1 saat boyunca çalkalayıcı (Unimax 

1010; Heidolph, Almanya) üzerinde bloklanmıştır. Bloklama işlemi sonrasında, %0,3 

Triton-X bulunduran PBS içerisinde %2 NGS ile 1:100 oranında seyreltilmiş Alexa 

Fluor 488 konjuge anti-NeuN primer antikoru kesitlerin üzerine eklenmiştir ve +4 

°C’de, gece boyunca çalkalayıcı üzerinde inkübasyona bırakılmıştır. Ertesi gün (14-16 

saat sonra), kesitler 3 kere 5’er dakika boyunca PBS ile çalkalayıcı üzerinde 

yıkanmıştır. Son olarak kesitler DAPI çekirdek boyası ile boyanmış ve kesitlerin 

üzerine Fluoromount kapatma ortamı damlatılarak kesitler lamellerle kapatılmıştır. 

Değerlendirme yapabilmek için, kesitler taramalı konfokal laser mikroskopu 

kullanılarak (LSM 780, Zeiss, Almanya) görüntülenmiştir. Boyanan kesitlerin 

ipsilateral striatum bölgesinde, NeuN immünopozitif hücreler rastgele (region of 

interest: ROI) 12 bölgede sayılmıştır. İpsilateral striatum için sayılan bölgelerin 

ortalama değeri hesaplanmıştır (74, 75). 
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5.7. IgG Boyaması ve Kan Beyin Bariyeri Geçirgenliği 

Vectastain kit (PK-7800, Vector Laboratories, ABD), kullanılarak IgG 

boyaması yapılmıştır. 30 dakika OSA tıkanması sonrasında 72 saat reperfüzyon ile 

iskemik beyin felci indüklenen farelerin izole edilen beyinlerinden kryostat cihazı ile 

18 µm kalınlığında alınan bregma seviyesindeki kesitlerine yapılmıştır. Eksi 80 °C’de 

saklanan beyin kesitleri oda sıcaklığında 30 dakika boyunca kurumaya bırakılmıştır. 

Kesitler %4’lük PFA ile 15 dakika oda sıcaklığında fiksasyona bırakılmıştır. 

Fiksasyon sonrasında kesitler dH2O’dan geçirilmiş ve 5 dakika boyunca PBS ile 

çalkalayıcı (Unimax 1010; Heidolph, Almanya) üzerinde yıkanmıştır, PBS yıkaması 

3 kez tekrar edilmiştir. Yıkama sonrasında 0.3% H2O2  içeren metanol solüsyonu 

içinde örnekler 30 dakika boyunca inkübe edilmiştir. On dakika boyunca kit 

içerisindeki serumla bloklanan örnekler sonrasında biotinlenmiş sekonder antikor ile 

muamele edilmiştir. Sonrasında streptavidin/peroksidaz kompleksi ile inkübe edilen 

örneklere DAB substratı (SK-4100, Vector Laboratories, ABD), damlatılmış ve renk 

değişimi gözlenmiştir. Boyanan kesitler tarayıcı ile taranmış, iskemik striatum ve 

korteksteki IgG geçişi densitometrik olarak ImageJ programı kullanılarak 

hesaplanmıştır (76).  

5.8. Sıvı Kromatografisi-Kütle Spektrometresi (LC-MS/MS) Analizi için Örnek 

Hazırlama 

30 dakika OSAt sonrası 72 saat reperfüzyon uygulanan farelerin beyinlerinden 

proteomiks çalışması yapılmıştır. Protein çalışmaları için beyinlerin ipsilateral 

hemisferlerin striatum bölgelerinden alınan dokular kullanılmıştır. İki ml’lik 

mikrosantrifüj tüpler içerisinde, -80 °C’de muhafaza edilen dokular tartılmıştır. 

Çalışmaya buz üzerinde devam edilmiştir (74). 

5.8.1. Protein izolasyonu 

Protein izolasyonu için UPX (Universal Protein Extraction Kit, 44101, 

Expedeon, Almanya) kullanılmıştır. Kullanmaya başlamadan önce UPX içerisine %1 

olacak şekilde proteaz-fosfataz inhibitör karışımı (5872, Cell Signaling, ABD) 

eklenerek ekstraksiyon karışımı elde edilmiştir. Bir gram doku üzerine 500 µl 

ekstraksiyon karışımı eklenmiştir. Her bir tüpe 4 adet zirkonyum bilye (D1132, 



 

23 
 

Benchmark Scientific, ABD) eklenmiştir. İçerisinde örnek bulunan mikrosantrifüj 

tüpleri BeadBug Microtube Homogenizer (Z763713, Sigma, ABD) cihazına 

yerleştirilmiştir. Örnekler 10 saniye boyunca homojenize edilmiş, homojenizasyon 

bitiminde örnekler buza konmuştur. Bu işlem 2 kez daha tekrar edilmiştir. 

Homojenizasyon sonrası örnekler 95 °C’de 5 dakika boyunca su banyosunda (Nüve, 

Türkiye) inkübasyona bırakılmış ve inkübasyon bitiminde örneklerin oda sıcaklığına 

gelmesi beklenmiştir. Oda sıcaklığına ulaşan örnekler 1 saat boyunca +4 °C’de 

bekletilmiştir. Daha sonra örnekler 10 dakika boyunca 15.000 g’de santrifüj edilmiş 

ve oluşan üst faz temiz mikrosantrifüj tüpüne alınmıştır. Kullanılıncaya kadar protein 

örnekleri -80 °C’de saklanmıştır (74). 

5.8.2. Protein konsantrasyonu ölçümü 

Örneklerden izole edilen proteinlerin konsantrasyonları Qubit protein analiz 

kiti (Q33211, Invitrogen, Life Technologies Corporation, ABD) kullanılarak, Qubit 

2.0 Fluorometer (Invitrogen, Life Technologies Corporation, ABD) cihazı ile 

ölçülmüştür. Örnek sayısı ve kalibrasyon için gerekli olan 3 standart göz önünde 

bulundurularak tampon solüsyonu hesaplanmıştır. Qubit için özel olan tüplere her bir 

standart için 190 µl, örnekler için ise 198 µl tampon solüsyonu konulmuştur. 

Standartlar 10 µl, örnekler ise 2 µl olacak şekilde ilgili tüplere eklenmiştir. Tüpler 

hassas vorteks (Heidolph, Almanya) ve mikrosantrifüj ile kısa süreli santrifüj 

yapıldıktan sonra 15 dakika boyunca oda sıcaklığında karanlık ortamda inkübe 

edilmiştir. İnkübasyon süresi bitince konsantrasyonlar, Qubit 2.0 Fluorometer 

(Invitrogen, Life Technologies Corporation, USA) cihazı ile ölçülmüştür . 

5.8.3. Filtre destekli örnek hazırlama (FASP) ile triptik peptidlerin eldesi 

Triptik peptidler, filtre destekli örnek hazırlama protokolüne (Filter Aided 

Sample Preparation Protocol, 44250, FASP) göre hazırlanmıştır (77). Yüz µg örnek 

son hacmi 230 µl olacak şekilde üre solüsyonu (6 M) ile tamamlanmıştır. 230 µl örnek 

ve üre karışımı FASP kiti filtreli tüplerine eklenerek 15 dakika boyunca 14.000 g’de 

santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonrası filtreli tüpün üzerine 200 µl daha üre solüsyonu 

eklenerek santrifüj tekrarlanmıştır. Santrifüj sonrasında dipte kalan sıvı kısım 

uzaklaştırılmış ve filtre üzerine üre ile seyreltilmiş 100 µl iyodoasetamit (10 mM) 
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solüsyonu eklenmiştir. Kısaca vortekslenen örnekler 40 dakikayı aşmayacak şekilde 

karanlıkta inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonrası örnekler 10 dakika boyunca 

14.000 g’de santrifüj edilmiştir. Daha sonra örnekler üçer kez ayrı ayrı üre (6 M) ve 

amonyum bikarbonat (50 mM) ile yıkanmıştır. Örneklerin bulunduğu filtreye 75 µl 

tripsin solüsyonu (90057, Pierce, ABD) eklenerek, kısa bir vorteks yapılmıştır 

ardından tüp parafilmlenmiş ve 37 °C’de gece boyunca inkübasyona bırakılmıştır. 

Ertesi gün yeni tüpe alınan filtre 2 kere 50 mM amonyum bikarbonat ile yıkanmıştır. 

Yıkamaların bitiminde filtre üzerine 50 µl, 0,5 mM  sodyum klorür solüsyonu 

eklenmiş ve 10 dakika boyunca 14,.000 g’de santrifüj edilerek triptik peptidler 

filtreden ayrıştırılmıştır. Triptik peptidlerin konsantrasyonu kit (Quantitative 

Colormetric Peptide Assay, 23275, Pierce, ABD) yardımıyla ölçülmüştür. Triptik 

peptidler, LC-MS/MS sistemine yüklenmeden önce 100 ng/µl konsantrasyonda olacak 

şekilde tüplere ayrılmış, liyofilize edilmiştir. Kullanmadan hemen önce %0,1 formik 

asit (FA, Sigma-Fluka, ABD) içerisinde çözülmüştür.  

5.8.4. Sıvı kromatografisi-kütle spektrometresi (LC-MS/MS) analizi ve veri 

işleme 

Sıvı Kromatografisi ve Kütle Spektrometresi (LC-MS/MS) analizi ve izleyen 

protein tanımlamaları daha önce yayınlanan bir protokole göre yapılmıştır (78, 79). Bu 

analiz için ACQUITY UPLC M sınıfı kolonların bağlı olduğu, yüksek çözünürlüklü 

SYNAPT G2-Si (Waters, ABD) kütle spektrometresi kullanılmıştır. Kolonlar, %97 

mobil faz A (%0,1 FA içeren UHPLC dereceli suda, Merck, ABD) ile dengelenmiş ve 

sıcaklık 55 °C olarak ayarlanmıştır. Triptik peptidler kolonlara yüklenmiş ve 90 dakika 

gradyentli ayrıştırma ile yakalama (trap) kolonundan (Symmetry C18, 5 μm, 180 μm 

i.d. × 20 mm, Waters), analitik kolona (CSH C18, 1,7 μm, 75 μm i.d. × 250 mm, 

Waters) ayrıştırılmıştır. Bu ayrıştırma %0,1 FA (h/h) içeren, gradyenti %4’ten %40’a 

olan asetonitril (ACN) ile 0,400 μl/dk akış hızıyla yapılmıştır. MS ve MS/MS 

taramalarının pozitif iyon modları 0,7 saniye döngü süresi ile sırayla 

gerçekleştirilmiştir. Düşük çarpışma enerjisi 10 volt, yüksek çarpışma enerjisi ise 30 

volt olarak ayarlanmıştır. İyonlar, iyon hareketlilik ayrımı (IMS) ile ayrılmıştır. Bir 

IMS döngüsü boyunca bir dalga hızı 1000'den 55 m/s'ye değiştirilmiştir. Hareketlilik 

için serbest bırakma süresi 500 μs, trap yüksekliği 15 volt olarak ayarlanmıştır. Trap 
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serbest bırakıldıktan sonra hareketlilik ayrımı için IMS dalga gecikmesi 1000 μs’dir 

(80). Herhangi bir öncü iyon önseçimi olmaksızın, 50-1900 m/z aralığındaki tüm 

iyonlar çözünürlük modunda parçalanmıştır. Ek olarak, 100 fmol/μl Glu-1-

fibrinopeptid B, 60 sn aralıkla kilitli kütle referansı (lock mass reference) olarak infüze 

edilmiştir. İnfüze edilen iyonlar PMT (photomultiplier tubes) detektör kullanılarak 

saptanmıştır. Peptidleri tanımlamak ve miktarlandırmak için proteomik yazılım olarak 

Progenesis-QI (Waters, ABD) kullanılmıştır. Tüm proteinler en az üç eşsiz peptid 

sekansı ile tanımlanmış ve daha sonra proteinlerin p değerleri ve ekspresyon oranı 

hesaplanmıştır. 

5.8.5. Farklılık gösteren proteinlerin sinyal yolağı analizi 

30 dakika OSAt ve 72 saat reperfüzyonla indüklenen beyin felci sonrası LC-

MS/MS yöntemi kullanılarak genç ve yaşlı farelerde ekspresyonu farklılık gösteren 

proteinler tespit edilmiştir. Tespit edilen proteinlerin hangi yolaklarda görev aldığı 

“Ingenuity® Pathway Analysis (IPA®)” programı yardımıyla yazılımsal olarak 

belirlenmiştir. 

5.9. İstatistiksel Analiz 

İstatistiksel data karşılaştırması için yazılım olarak SPSS (SPSS for Windows; 

SPSS Inc.,  USA) kullanılmıştır. Gruplar arasındaki farklar, bağımsız iki örneklem 

grubunun istatistiksel farkını ortaya koyabilen t testi ile hesaplanmıştır. Tüm değerler 

ortalama ± standart sapma (S.S.) olarak verilmiştir. P değerleri <0,05 ise istatistiksel 

olarak anlamlı kabul edilmiştir. 
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6. BULGULAR 

6.1. Laser Doppler Flowmetrisi ile Serebral Kan Akımının Ölçülmesi 

 

Şekil 6.1.1. Laser Doppler kaydı. Yaşlı ve genç hayvanlarda OSAt modeli ile oluşturulan 

iskemik beyin felci sırasında serebral kan akımı değişimi. 

Deneysel OSAt modelinin oluşturulması sırasında, oluşturulan modelin 

devamlılığının sağlanması, iskemi süresince oluşan hasarın kontrolü ve reperfüzyon 

esnasında kanlanmanın takip edilebilmesi için Laser Doppler Flowmetri (LDF) cihazı 

yardımıyla deney hayvanlarının striatum (bregma -2 mm posterior; 6 mm lateral) 

bölgesinden serebral kan akımları ölçülmüş ve kayıt alınmıştır. OSAt ile iskeminin 

indüklenmesinden yaklaşık 15 dakika önce serebral kan akımı ölçümlerine başlanmış, 

30 dakika iskemi süresince ve reperfüzyonun ilk 20 dakikasında kayıt alınmaya devam 

edilmiştir. LDF kaydına bakıldığında yaşlı ve genç hayvanların iskemi başlangıcına 

göre kan akımlarında yaklaşık %80’lik bir düşüş gözlemlenmiştir. Kan akımları 

düştükten sonra, iskemi süresince her iki grupta da kan akımı sabit seyretmiştir. 

Filamentin geri çekilmesiyle iskemi sonlandırılıp reperfüzyon başlatıldığında ise kan 

akımlarında parabolik olarak bir artış görülmektedir. 30 dakika OSAt, 72 saat 

reperfüzyon uygulanan yaşlı ve genç deney hayvanları arasında serebral kanlanma 

bakımından iskemi öncesinde, iskemi devam ederken ve reperfüzyon sırasında 

istatistiksel olarak bir fark olmadığı görülmüştür (Şekil 6.1.1.). 
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6.2. Cresyl Violet Boyaması ile Hasar Analizi  

 

Şekil 6.2.1. Hasar hacminin değerlendirilmesi. Yaşlı ve genç hayvanlarda iskemik beyin felci 

sonrasında oluşan hasar hacminin belirlenmesi. Tüm sonuçlar ortalama ± standart sapma 

olarak verilmiştir. *p<0.05 yaşlı grubuna göre istatistiksel olarak anlamlılığı göstermektedir. 

Hasar hacminin belirlenebilmesi için yaşlı ve genç hayvanlardan izole edilen 

beyinlerden striatum seviyesinden hasarın başından, ortasından ve sonundan alınan 18 

µm kalınlığındaki kesitlere cresyl violet boyaması yapılmıştır. Boyama sonrası kesitler 

tarayıcı ile taranmış ve hasar alanının sınırları Image J programı yardımıyla 

belirlenmiş, hasarlı bölgeler ölçülmüş ve grupların ortalaması alınmıştır. Yapılan 

analiz sonucunda, yaşlı hayvanların iskemik beyin felcine karşı genç hayvanlardan 

istatistiksel olarak anlamlı şekilde daha az hasar geliştirdikleri görülmüştür. (Şekil 

6.2.1.). 
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Şekil 6.2.2. Ödemin değerlendirilmesi. Yaşlı ve genç hayvanlarda iskemik beyin felci 

sonrasında oluşan ödemin karşılaştırılması. Tüm sonuçlar ortalama ± standart sapma olarak 

verilmiştir. *p<0.05 yaşlı grubuna göre istatistiksel olarak anlamlılığı göstermektedir. 

Yaşlı ve genç hayvanlarda ödemin belirlenebilmesi için izole edilen 

beyinlerden striatum seviyesinden hasarın başından, ortasından ve sonundan alınan 18 

µm kalınlığındaki kesitlere cresyl violet boyaması yapılmıştır. Hasar alanının sınırları 

Image J programı yardımıyla belirlenmiş, hasarlı bölgeler ölçülmüş ve grupların 

ortalaması alınmıştır. Oluşan ödem hesaplaması için ipsilateral hemisferin alanından 

kontralateral hemisferin alanı çıkartılmıştır. Yapılan analiz sonucunda, genç 

hayvanlarda iskemi sonrası yaşlı hayvanlara göre istatistiksel olarak anlamlı bir 

şekilde daha fazla ödem oluştuğu görülmüştür (Şekil 6.2.2.). 
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6.3. DNA Fragmantasyon Analizi ile Apoptotik Hücre Sayısının Belirlenmesi 

 

Şekil 6.3.1. Yaşlı ve genç farelerde iskemik beyin felci sonrası apoptotik hücre sayısı. Tüm 

sonuçlar ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. *p<0.05 yaşlı grubuna göre istatistiksel 

olarak anlamlılığı göstermektedir. 

30 dakika OSAt ve sonrasında 72 saat reperfüzyon uygulanan yaşlı ve genç 

farelerin beyinlerinden kryostat cihazı ile striatum seviyesinden alınan 18 µm 

kalınlığındaki kesitlere apoptotik hücrelerin tespiti için in-situ hücre ölümü tespit kiti 

(in-situ Cell Death Detection kit) ile TUNEL boyaması yapılmıştır. Kesitler boyama 

sonrasında 488 nm dalga boyunda, konfokal laser mikroskop ile fotoğraflanmıştır. 

Görüntülerde ipsilateral striatumdan her biri 62,500 µm2 olacak şekilde 12 rastgele 

alan belirlenmiş ve bu alanlarda TUNEL ile işaretlenmiş hücreler sayılmıştır. 

Grupların ortalaması alınmış ve apoptotik hücre sayısı belirlenmiştir. Yaşlı ve genç 

fareler kıyaslandığında, genç farelerde indüklenen iskemi sonrası oluşan apoptotik 

hücre sayısının yaşlı farelere göre istatistiksel anlamlı olarak daha az olduğu 

görülmüştür (Şekil 6.3.1., bar 50 µm’dir).  
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6.4. Nöronal Sağkalım Analizi 

 

Şekil 6.4.1. Nöronal sağkalımın değerlendirilmesi. İskemik beyin felci sonrasında yaşlı ve 

genç farelerin nöronal sağkalım yüzdesi. Tüm sonuçlar ortalama ± standart sapma olarak 

verilmiştir. *p<0.05 yaşlı grubuna göre istatistiksel olarak anlamlılığı göstermektedir. 

30 dakika OSAt ve 72 saat reperfüzyon uygulanan yaşlı ve genç hayvanlar 

arasında nöronal sağkalımda herhangi bir fark olup olmadığını görebilmek için 

striatum seviyesinden alınan 18 µm kalınlığındaki kesitlere immünohistokimyasal 

boyamalar yapılmıştır. Kesitler nöronlara özgü bir işaretçi olan NeuN antikoru ve bir 

çekirdek boyası olan DAPI ile immünohistokimyasal olarak boyanmıştır. Boyama 

sonrasında kesitler Alexa Fluor 488 konjuge NeuN için 488 nm dalga boyunda laser, 

DAPI için ise 405 nm dalga boyunda laser kullanılarak konfokal laser mikroskop ile 

fotoğraflanmıştır. Değerlendirmeler, çekilen görüntüler üzerinden yapılmıştır. Hem 

ipsilateral hem de kontralateral striatumdan her biri 62,500 µm2 olacak şekilde 12 

rastgele alan belirlenmiş ve bu alanlarda NeuN antikoru ile işaretlenmiş hücreler 

sayılmıştır. Nöronal sağkalım yüzdesi kontralateral hemisfere göre hesaplanmıştır. 

Yaşlı ve genç fareler kıyaslandığında iskemi sonrası genç farelerde nöronal sağkalımın 

yaşlı farelere göre istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde daha az olduğu görülmüştür 

(Şekil 6.4.1., bar 50 µm’dir). 
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6.5. IgG Boyaması ile Kan Beyin Bariyeri Geçirgenliğinin Değerlendirilmesi 

 

 

 

 

Şekil 6.5.1. Kan beyin bariyeri geçirgenliğinin değerlendirilmesi. İskemik beyin felci 

sonrasında yaşlı ve genç farelerin A) korteks ve B) striatumlarında kan beyin bariyeri 

geçirgenliği. 

30 dakika OSAt ve 72 saat reperfüzyon ile indüklenen beyin felci sonrasında 

kan beyin bariyeri geçirgenliği bakımından yaşlı ve genç farelerin iskemik 

hemisferlerinin karşılaştırılabilmesi için 18 µm kalınlığındaki kesitlere IgG boyaması 
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yapılmıştır. Boyama sonrasında taratılan kesitler densitometrik olarak 

değerlendirilmiş. Değerlendirme sonrasında yaşlı ve genç farlerin hem iskemik 

kortekslerin de hem de striatumlarında kan beyin bariyeri geçirgenliği açısından 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark görülmemiştir (Şekil 6.5.1.). 

6.6. Sıvı Kromatografisi Kütle Spektrometresi (LC-MS/MS) ile Proteinlerin 

Tanımlanması 

OSAt modeli ile indüklenen iskemik beyin felci sonrasında yaşlı ve genç 

hayvanların iskemik striatum bölgelerinde birbirlerine göre değişen protein 

profillerinin analiz edilebilmesi için sıvı kromatografisi ve kütle spektrometresi 

yöntemi kullanılmıştır. Yaşlı ve genç fare dokularından elde edilen protein 

örneklerinden yapılan proteom analizi sonucunda toplam 1646 adet protein tespit 

edilmiştir. Tespit edilen proteinlerin arasından 107 adet proteinin en az gruplar arası 

1,4 kat, p<0,05 ya da p<0,01 istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde farklılık gösterdiği 

belirlenmiştir.
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Tablo 6.6.1. Yaşlı ve genç hayvanların iskemik striatumlarında istatistiksel olarak anlamlı 

değişen proteinlerin listesi. “DK” değişim katsayısını ifade etmektedir. 

Erişim 
Kodu 

Protein Adı, Kısaltması 
Anova 

(p) 
DK Yüksek 

Q7TQF7 Amphiphysin, AMPH 0,015 1,70 Yaşlı 

Q8VHG2 Angiomotin, AMOT 0,026 1,54 Genç 

Q9CXJ4 
ATP-binding cassette sub-family B member 8, 
mitochondrial, ABCB8 

0,023 1,55 Yaşlı 

Q9JKC6 
Cell cycle exit and neuronal differentiation 
protein 1, CEND1 

0,007 2,08 Yaşlı 

Q61330 Contactin-2, CNTN2 0,004 2,00 Yaşlı 

P97315 Cysteine and glycine-rich protein 1, CSRP1 0,000 9,01 Yaşlı 

Q9DCT8 Cysteine-rich protein 2, CRIP2 0,000 2,10 Yaşlı 

Q8BZN6 Dedicator of cytokinesis protein 10, DOCK10 0,023 1,86 Yaşlı 

Q62418 Drebrin-like protein, DBNL 0,001 2,67 Genç 

Q8BZ98 Dynamin-3, DNM3 0,003 1,54 Genç 

Q8CHT1 Ephexin-1, NGEF 0,008 1,49 Yaşlı 

P48318 Glutamate decarboxylase 1, GAD1 0,023 2,35 Yaşlı 

P23819 Glutamate receptor 2, GRIA2 0,004 1,81 Yaşlı 

P48774 Glutathione S-transferase Mu 5, GSTM5 0,006 1,41 Genç 

Q61016 
Guanine nucleotide-binding protein 
G(I)/G(S)/G(O) subunit gamma-7, GNG7 

0,004 1,48 Yaşlı 

P21279 
Guanine nucleotide-binding protein G(q) 
subunit alpha, GNAQ 

0,000 4,57 Yaşlı 

P63017 Heat shock cognate 71 kDa protein, HSPA8 0,003 1,43 Yaşlı 

P70349 
Histidine triad nucleotide-binding protein 1, 
HINT1 

0,000 4,41 Yaşlı 

P14152 Malate dehydrogenase, cytoplasmic, MDH1 0,013 1,41 Yaşlı 

Q7TSJ2 Microtubule-associated protein 6, MAP6 0,018 1,49 Yaşlı 

O08539 
Myc box-dependent-interacting protein 1, 
BIN1 

0,002 2,03 Yaşlı 

P26645 
Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate, 
MARCSKS  

0,004 1,49 Yaşlı 

Q9CWS0 
N(G),N(G)-dimethylarginine 
dimethylaminohydrolase 1, DDAH1 

0,004 2,03 Genç 
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P70441 
Na(+)/H(+) exchange regulatory cofactor 
NHE-RF1, SLC9A3R1 

0,001 1,75 Yaşlı 

P08553 Neurofilament medium polypeptide, NEFM 0,028 1,44 Yaşlı 

P35802 
Neuronal membrane glycoprotein M6-a, 
GPM6A 

0,012 1,43 Yaşlı 

Q4KMM3 Oxidation resistance protein 1 , OXR1 0,008 1,54 Yaşlı 

Q9Z0P4 Paralemmin-1, PALM 0,005 1,56 Yaşlı 

Q7M6Y3 
Phosphatidylinositol-binding clathrin assembly 
protein, PICALM 

0,006 1,50 Yaşlı 

Q6Q477 
Plasma membrane calcium-transporting 
ATPase 4, ATP2B4 

0,002 2,22 Yaşlı 

Q9QXV0 ProSAAS, PCSK1N 0,014 1,69 Yaşlı 

Q99LX0 Protein deglycase DJ-1, PARK7  0,007 1,53 Yaşlı 

Q91V89 Protein Ppp2r5d, PPP2R5D 0,009 2,03 Genç 

Q9QZX7 Serine racemase, SRR 0,029 1,40 Genç 

Q9JLM8 Serine/threonine-protein kinase, DCLK1  0,006 1,44 Genç 

P08228 Superoxide dismutase [Cu-Zn], SOD1 0,004 2,63 Yaşlı 

O35526 Syntaxin-1A, STX1A 0,026 1,60 Yaşlı 

Q9JKK7 Tropomodulin-2, TMOD2 0,005 1,60 Yaşlı 

Q99104 Unconventional myosin-Va, MYO5A 0,001 1,78 Yaşlı 

 

6.7. Sinyal Yolağı Analizleri 

Sinyal yolağı analizi (IPA, Ingenuity Pathway Analysis, QIAGEN, ABD) 

programı kullanılarak gruplar arası değişen, protein miktar verilerine göre tespit edilen 

proteinlerin ait olduğu yolaklar tahmin edilmeye çalışılmıştır. IPA programı 

literatürdeki bilgilerden yola çıkarak değişim gösteren proteinleri çeşitli başlıklar 

altında gruplandırmıştır. Yaşlı ve genç hayvanlar arasında iskemi sonrası anlamlı 

farklılık gösteren proteinlerin IPA tarafından ilişkili olabileceği tespit edilmiş yolaklar 

şunlardır: Uzun süreli depresyon, nitrik oksit sentezi, nöbet geçirme, hareket 

kabiliyeti, kas hücre ölümü, hücresel uzantıların oluşması, mikrotübül hareketi, hücre 

iskeleti organizasyonu, uzun süreli depresyon, hareket bozuklukları ve koordinasyon.  
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Şekil 6.7.1. İskemi sonrası uzun süreli depresyonla ilgili anlamlı olarak değişen proteinler. A) 

İskemik striatumda tanımlanan proteinlerin yaşlı ve genç hayvanlar arasındaki kat değişimleri,  

B) tanımlanan proteinlerin IPA analizi sonucunda uzun süreli depresyonla ilişkilendirilmesi. 

Yaşlı farelerin iskemik striatumlarından tanımlanan GNAQ, GRIA2, MAP6, 

MYO5A ve PARK7 proteinlerinin genç hayvanlara göre istatistiksel olarak anlamlı 

bir şekilde daha fazla ifade edildiği görülmüştür. IPA analizi bu proteinlerin uzun 

süreli depresyonun aktivasyonu ile ilişkili olduğunu ortaya koymuştur (Şekil 6.7.1.). 



 

36 
 

 

Şekil 6.7.2. İskemi sonrası nitrik oksit sentezi ile ilgili anlamlı olarak değişen proteinler. A) 

İskemik striatumda tanımlanan proteinlerin yaşlı ve genç hayvanlar arasındaki kat değişimleri, 

B) tanımlanan proteinlerin IPA analizi sonucunda nitrik oksit sentezi ile ilişkilendirilmesi. 

Tanımlanan DDAH1 ve SRR proteinlerinin yaşlı farelerin iskemik 

striatumlarında gençlere göre istatistiksel olarak daha az ifade edildiği görülmüştür. 

Buna nazaran SOD1 ve PARK7 proteinleri yaşlı farelerin iskemik striatumunda genç 

farelere göre istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde daha fazla ifade edilmektedir. IPA 

analizinin sonucuna göre DDAH1 ve SRR proteinlerinin az ifade ediliyor olması, 

SOD1 ve PARK7 proteinlerinin ise fazla ifade ediliyor olması yaşlı farelerde nitrik 

oksit sentezini genç farelere kıyasla azaltmaktadır (Şekil 6.7.2.). 
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Şekil 6.7.3. İskemi sonrası nöbet geçirme ile ilgili anlamlı olarak değişen proteinler. A) 

İskemik striatumda tanımlanan proteinlerin yaşlı ve genç hayvanlar arasındaki kat değişimleri, 

B) tanımlanan proteinlerin IPA analizi sonucunda nöbet geçirme ile ilişkilendirilmesi. 

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

tanımlanan ve IPA tarafından nöbet geçirme ile dolaylı olarak ilişkilendirilen 

proteinlerdendir. Nöbet geçirmeyi engelleyen GNAQ, GRIA2, AMPH, CNTN2 ve 

GNG7 proteinlerinin ifadelerinin yaşlı farelerin iskemik striatumlarında genç farelere 

göre istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde daha fazla ifade edildiği görülmüştür. 

DBNL proteini ise genç farelerin iskemik striatumlarında daha fazla ifade edilmektedir 

(Şekil 6.7.3.). 
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Şekil 6.7.4. İskemi sonrası hareket kabiliyeti ile ilgili anlamlı olarak değişen proteinler. A) 

İskemik striatumda tanımlanan proteinlerin yaşlı ve genç hayvanlar arasındaki kat değişimleri, 

B) tanımlanan proteinlerin IPA analizi sonucunda hareket kabiliyeti ile ilişkilendirilmesi. 

Tanımlanmış proteinler arasından SOD1, CNTN2, GNG2, GRIA2, MYO5A, 

PARK7, CEND1, HINT1, OXR1 ve PCSK1N proteinleri IPA yazılımı tarafından 

hareket kabiliyeti (lokomasyon) ile ilişkilendirilmiş ve bu grupta bulunan bütün 

proteinlerin yaşlı hayvanların iskemik striatumlarında gençlere göre istatistiksel olarak 

anlamlı bir şekilde daha fazla ifade edildiği görülmüştür. Aynı zamanda IPA bu 

proteinlerin ifadesinde olan artışın hareket kabiliyetini arttırdığını belirtmiştir (Şekil 

6.7.4.). 
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Şekil 6.7.5.  İskemi sonrası kas hücresi ölümü ile ilgili anlamlı olarak değişen proteinler. A) 

İskemik striatumda tanımlanan proteinlerin yaşlı ve genç hayvanlar arasındaki kat değişimleri, 

B) tanımlanan proteinlerin IPA analizi sonucunda kas hücresi ölümüyle ilişkilendirilmesi. 

SOD1, GNAQ, PARK7, ABCB8, ATP2B4 ve MDH1 proteinlerinin ifadesi 

yaşlı hayvanların iskemik striatumda genç farelerin iskemik striatumlarına göre 

anlamlı olarak daha fazla ifade edilmiştir. Bu proteinler IPA tarafından kas hücre 

ölümü ile ilişkilendirilmiştir (Şekil 6.7.5.). 
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Şekil 6.7.6. İskemi sonrası hücresel uzantıların oluşumu ile ilgili anlamlı olarak değişen 

proteinler. A) İskemik striatumda tanımlanan proteinlerin yaşlı ve genç hayvanlar arasındaki 

kat değişimleri, B) tanımlanan proteinlerin IPA analizi sonucunda  hücresel uzantıların 

oluşumu ile ilişkilendirilmesi. 

IPA tarafından hücresel uzantıların oluşumu ile ilişkilendirilmiş proteinlerden 

CNTN2, MYO5A, SOD1, CSRP1, DOCK10, GMP6A, NEFM, PALM ve PICALM 

yaşlı farelerin iskemik striatumlarında genç farelerle karşılaştırıldığında istatistiksel 

olarak anlamlı bir şekilde daha fazla ifade edilmiştir. Yine hücresel uzantıların 

oluşumu ile ilişkilendirilmiş DBNL ve DCLK1’in yaşlı farelerin iskemik 

striatumlarında istatistiksel anlamlı olarak daha az ifade edildiği görülmüştür (Şekil 

6.7.6.). 
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Şekil 6.7.7. İskemi sonrası apoptotik kas hücresi ölümü ile ilgili anlamlı olarak değişen 

proteinler. A) İskemik striatumda tanımlanan proteinlerin yaşlı ve genç hayvanlar arasındaki 

kat değişimleri, B) tanımlanan proteinlerin IPA analizi sonucunda apoptotik kas hücresi ölümü 

ile ilişkilendirilmesi. 

Kas hücrelerinin apoptotik ölüm yolağına girmesini engellemeyle ilişkili 

bulunan ATP2B4, MDH1, GNAQ, SOD1 ve PARK7 proteinleri iskemi ile beyin felci 

indüklenen yaşlı hayvanların iskemik striatumlarında iskemi geçirmiş genç hayvanlara 

göre istatistiksel olarak daha az ifade edildiği görülmüştür (Şekil 6.7.7.). 
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Şekil 6.7.8. İskemi sonrası davranış ile ilgili anlamlı olarak değişen proteinler. A) İskemik 

striatumda tanımlanan proteinlerin yaşlı ve genç hayvanlar arasındaki kat değişimleri, B) 

tanımlanan proteinlerin IPA analizi sonucunda davranış ile ilişkilendirilmesi. 

IPA tarafından davranışla ilişkilendirilmiş DBNL, SRR, DNM3, GSTM5 ve 

PPP2R5D proteinleri yaşlı hayvanların iskemik striatumlarında genç hayvanlara 

kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde daha az ifade edilirken; bu gruba dahil 

olan GNAQ, GNG7, MAP6, PARK7, PCSKIN, SOD1, AMPH, ATP2B4, CNTN2, 

GAD1, MARCSKS, STX1A, TMOD2, BIN1 ve CRIP2 proteinlerinin istatistiksel 

olarak anlamlı bir şekilde daha fazla ifade edildiği görülmüştür (Şekil 6.7.8.). 
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Şekil 6.7.9. İskemi sonrası mikrotübül dinamiği ile ilgili anlamlı olarak değişen proteinler. A) 

İskemik striatumda tanımlanan proteinlerin yaşlı ve genç hayvanlar arasındaki kat değişimleri,  

B) tanımlanan proteinlerin IPA analizi sonucunda mikrotübül dinamiği ile ilişkilendirilmesi. 

Mikrotübül dinamiği ile ilişkili olduğu düşünülen tanımlanmış proteinlerden 

DBNL ve DCLK1 proteinleri yaşlı hayvanların iskemik striatumlarında genç 

hayvanlara kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde daha az ifade edildiği 

görülmüştür. Mikrotübül dinamiğini etkilediği düşünülen CSRP1, DOCK10, GPM6A, 

MAP6, MYO5A, NEFM, PALM, PICALM, CNTN2 ve SOD1 proteinleri ise iskemi 

ile beyin felci indüklenmiş yaşlı hayvanlarda istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde 

daha fazla ifade edildiği belirlenmiştir (Şekil 6.7.9.). 
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Şekil 6.7.10. İskemi sonrası hücre iskeleti organizasyonu ile ilgili anlamlı olarak değişen 

proteinler. A) İskemik striatumda tanımlanan proteinlerin yaşlı ve genç hayvanlar arasındaki 

kat değişimleri,  B) tanımlanan proteinlerin IPA analizi sonucunda hücre iskeleti 

organizasyonuyla ilişkilendirilmesi. 

IPA programı tarafından hücre iskeletinin organize olmasıyla ilişkilendirilen 

proteinler DBNL, DCLK1, DOCK10, GPM6A, MAP6, MYO5A, NEFM, PALM, 

PICALM, CNTN2, SOD1, CSRP1, SLC9A3R ve AMOT’tur. Bu proteinlerin 

arasından yalnızca DBNL, DCLK1 ve AMOT istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde 

yaşlı hayvanların iskemik striatumlarında genç hayvanlara göre daha az ifade edildiği 

görülmüştür. Hücre iskeletinin organize olmasıyla ilişkilendirilmiş diğer proteinler 

yaşlı hayvanlarda gençlere göre istatistiksel olarak daha fazla ifade edildiği 

saptanmıştır (Şekil 6.7.10.). 
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Şekil 6.7.11. İskemi sonrası uzun süreli potansiyel artışı ile ilgili anlamlı olarak değişen 

proteinler. A) İskemik striatumda tanımlanan proteinlerin yaşlı ve genç hayvanlar arasındaki 

kat değişimleri, B) tanımlanan proteinlerin IPA analizi sonucunda uzun süreli potansiyel 

artışıyla ilişkilendirilmesi. 

Tanımlanan GNAQ, GRIA2, MAP6 ve STX1A proteinleri iskemi ile beyin 

felci indüklenmiş yaşlı hayvanların iskemik striatumlarında genç hayvanlarla 

karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde daha fazla ifade edildiği 

görülmüştür. SRR ise yaşlı hayvanların iskemik striatumlarında genç hayvanlara göre 

istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde daha az ifade edildiği saptanmıştır. IPA programı 

bu paterni uzun süreli potansiyel artışı ile ilişkilendirmiştir (Şekil 6.7.11.). 
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Şekil 6.7.12. İskemi sonrası hareket bozuklukları ile ilgili anlamlı olarak değişen proteinler. 

A) İskemik striatumda tanımlanan proteinlerin yaşlı ve genç hayvanlar arasındaki kat 

değişimleri, B) tanımlanan proteinlerin IPA analizi sonucunda hareket bozukluklarıyla 

ilişkilendirilmesi. 

DBNL proteininin azalması, GNAQ, MYO5A, PARK7, GRIA2, GNG7, 

SOD1, HSPA8 ve NGEF proteinlerinin artması IPA tarafından hareket 

bozukluklarının baskılanmasıyla ilişkilendirilmiştir. Bu protein grubu arasından 

DBNL proteini yaşlı hayvanların iskemik striatumlarında genç hayvanlara göre 

istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde daha az ifade edildiği görülmüştür. Bu 

mekanizmayla ilişkilendirilmiş diğer 8 protein ise yaşlı hayvanların iskemik 

striatumlarında genç hayvanlarla karşılaştırıldığında daha fazla ifade edildiği 

belirlenmiştir (Şekil 6.7.12.). 
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Şekil 6.7.13. İskemi sonrası koordinasyon ile ilgili anlamlı olarak değişen proteinler. A) 

İskemik striatumda tanımlanan proteinlerin yaşlı ve genç hayvanlar arasındaki kat değişimleri, 

B) tanımlanan proteinlerin IPA analizi sonucunda koordinasyonla ilişkilendirilmesi.   

İfadesinin artması IPA tarafından koordinasyonun artması ile ilişkilendirilmiş 

PPP2R5D, DBNL, GNAQ, GRIA2 ve PARK7 proteinlerinden PPP2R5D ve DBNL 

proteinlerinin genç hayvanların iskemik striatumlarına göre yaşlı hayvanların iskemik 

striatumlarında istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde daha az ifade edildiği 

görülmüştür. GNAQ, GRIA2 ve PARK7 proteinleri ise iskemi ile beyin felci 

indüklenmiş yaşlı hayvanların iskemik striatumlarında genç farelere kıyasla 

istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde daha fazla ifade edildiği saptanmıştır (Şekil 

6.7.13.). 
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7. TARTIŞMA ve SONUÇ 

İskemik beyin felci, beyne besin ve oksijen taşıyan kan damarlarının yırtılması 

ya da tıkanması sonucu serebral kan akımının bozulmasıyla ortaya çıkan, yaşlılarda 

gençlere göre daha sık görülen bir hastalıktır (7). İskemik beyin felci ile gelişen 

patofizyoloji, deney hayvanları ile gerçekleştirilen çalışmalarla anlaşılmaya 

çalışılmıştır. Bu süreçte iskemi sonrası ortaya çıkan eksitotoksisite, indüklenmiş 

oksidatif stres ve enflamasyon gibi birçok patolojik yolakla ilgili çözümler 

geliştirilmiştir (81, 82). Araştırmacılar tarafından ortaya atılan iyileştirmeye yönelik 

çözüm önerileri, çoğu zaman deneysel iskemi çalışmalarında başarılı olsa da 

translasyonel klinik çalışmalarda başarısızlıkla sonuçlanmaktadır. Bu çalışmaların 

başarısızlıkla sonuçlanmasının birçok sebebi olduğu düşünülmektedir (36). Klinik 

öncesi araştırmalar tasarlanırken, hastada iskemik beyin felcine karşı gelişen 

patofizyolojik yanıtı laboratuar ortamında tam anlamıyla taklit edebilen iskemik beyin 

felci hayvan modellerinin eksikliği, deneysel çalışmaların kliniğe aktarılmasını 

zorlaştırmaktadır (83). Yaşlanmaya bağlı değişen fizyoloji ve oluşan diğer hastalıklar 

translasyonel iskemik beyin felci araştırmalarının kliniğe uyarlanamamasının en 

büyük sebeplerindendir. Araştırmalar için kullanılan çoğu model iskemik beyin felci 

hastalarının sahip oldukları diğer hastalıkları taşımamaktadır; dolayısı ile bu 

modellerde iskemik beyin felcine karşı hastalardan daha farklı patolojik yanıtlar 

oluşmakta, daha da önemlisi sonuçlar geliştirilen ilaçların etkileri konusunda yanıltıcı 

olmaktadır (84). Bütün bunlar göz önüne alınarak klinik öncesi çalışmaların kliniğe 

uyarlanabilmesi ve klinik çalışmalarda elde edilen sonuçların başarılı olabilmesi için 

yapılan deneysel çalışmalarda hastalığın çokça görüldüğü yaş aralıkları da dikkate 

alınmalıdır. Bu yaş aralığında uygulanan iskemik beyin felci modeli ile yaşa bağlı 

olarak gelişen iskemi kaynaklı patofizyolojinin iyi anlaşılması ileride tedaviye yönelik 

hedeflerin geliştirilmesine katkıda bulunacaktır. 

Bu bağlamda, yapılan bu tez çalışmasında iskemik beyin felci geçirmiş yaşlı 

(18-24 ay, C57BL/6j) ve genç (8-12 haftalık, C57BL/6j) fareler arasındaki i) nöronal 

sağkalım, ii) hasar alanı büyüklüğü, iii) apoptotik hücre sayısıiv) kan beyin bariyeri 

geçirgenliği ve v) protein profili farklılıkları karşılaştırılmıştır. İskemik beyin felci için 

in vivo şartlarda 30 dakika orta serebral arter tıkanması (OSAt) ardından 72 saat 
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reperfüzyon modeli kullanılmıştır. Oluşturulan bu model, beyni besleyen damarlardan 

bir tanesi olan orta serebral arterin tıkanmasını içermekte ve insanda en sık meydana 

gelen beyin felci türü olan iskemik beyin felcinin in vivo olarak taklit edilmesini 

sağlamaktadır. Uygulanan bu model ile striatum bölgesinde hasar gelişmektedir. Bu 

yöntem ile gelişen hasar nispeten daha hafif olduğundan genellikle kortekse kadar 

ulaşamamaktadır. Fareler, akut hasarın tamamlandığı 72. saatte sakrifiye edilmiştir.  

Oluşturulan 30 dakika OSAt, ardından 72 saat reperfüzyon modeli sırasında 

invazif olmayan LDF yöntemi ile beyin kan akımı ölçümü yapılmıştır. Yaşlı ve genç 

hayvanlarda hasarın verildiği striatum bölgesindeki kanlanma, gerek kan akımının 

durdurulduğu 30 dakikalık sürede, gerekse reperfüzyonun ilk 20 dakikasında 

yerleştirilen prob aracılığı ile ölçülmüştür. Belirlenen bölgeden yapılan bu ölçüm, 

iskemi süresini kontrol edebilmek ve bu sayede oluşturulan hasarın miktarını 

belirleyebilmek amaçlı yapılmaktadır. Ayrıca yapılan ölçümler gerçekleştirilen 

operasyonların başarısı ve tekrarlanabilirliği hakkında fikir vermektedir (74, 75). 

Ölçümlerde, yaşlı ve genç hayvanların operasyon yapılan tüm setlerinde kanlanmanın 

iskemi başlangıcında %20’nin altına düştüğü, iskemi süresince bu oranın değişmediği 

gözlemlenmiştir. Ayrıca reperfüzyon başlangıcından itibaren setler arasında 

kanlanmanın aynı oranda arttığı görülmüştür. LDF yöntemi ile ölçülen kanlanmada 

yaşlı ve genç hayvanlar arasında istatistiksel bir fark görülmemiştir (Şekil 6.1.1.). Bu 

sonuçlar, elde edilen diğer sonuçların yaşlı ve genç hayvanlardaki kanlanma 

farklılıklarından kaynaklanmadığına işaret etmiştir. Literatürde yapılan çalışmalarda 

da iskemi süresince, iskemiyi takip eden reperfüzyon sırasında yaşlı ve genç hayvan 

deney grupları arasında kanlanma açısından fark olmadığı belirtilmiştir (85). 

OSAt modelinde 30 dakika iskemi, ardından72 saat reperfüzyon ile oluşturulan 

hasar striatumla sınırlı kalmaktadır. Oluşan hasar hacmini ve ödemi ölçmek ve yaşlı 

ve genç hayvanlardaki hasarı birbiriyle kıyaslayabilmek için cresyl violet boyaması 

yapılmıştır (86). Cresyl violet boyaması canlı nöronlardaki Nissil cisimciklerini 

boyamaktadır. Bu boyamanın sonucunda sadece hasarsız bölgelerdeki nöronlar 

boyanmıştır. Cresyl violet boyaması hasarlı ve hasarsız bölgelerin kolaylıkla 

birbirinden ayrılmasını sağlamaktadır (75). Böylece hasar analizi için yaşlı ve genç 

hayvanlarda hasarlı bölgelerin alanları ölçülmüş, grupların ortalaması alınmıştır (Şekil 
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6.2.1.). Ödem için ise hasara ipsilateral ve kontralateral hemisferlerin alanları 

ölçülmüştür (Şekil 6.2.2.). Literatürde yaşlı ve genç hayvanlarda iskemi sonrası oluşan 

hasarla ile ilgili farklı sonuçlar yer almaktadır. Bazı araştırmacıların verilerine göre, 

yaşlanma ile iskemiye yanıt olarak gelişen hasar artmaktadır (87, 88). Bazı 

çalışmalarda ise sonuçlar genç hayvanlarda gelişen hasarın yaşlı hayvanlardan daha 

fazla olduğu yönündedir (68, 89, 90). Bunun yanı sıra, yaşlı ve genç sıçanlarda 

OSAt’nin nörolojik etkisine bakmak için yapılan bir çalışma bu iki grup arasında hasar 

açısından herhangi bir fark olmadığını göstermiştir (91). Popa-Wagner ve arkadaşları 

sıçanlarda yaptıkları çalışmada yaşlı hayvanlarda hasar gelişiminin daha hızlı 

olduğunu, iskemi sonrası 3. günde hasar hacimleri karşılaştırıldığında yaşlı 

hayvanların hasar hacimlerinin genç hayvanlara oranla daha fazla olduğunu 

göstermiştir. Ancak yine aynı çalışmanın sonuçlarına bakıldığında iskemi sonrası 7. 

günde genç hayvanların iskemiye bağlı geliştirdikleri hasarın neredeyse yaşlı 

hayvanlarla aynı seviyeye geldiği görülmektedir (66). Hasar alanı gelişimi tek başına 

değerlendirilmemelidir. Yaşlı ve genç hayvanlar arasında görülen hasar alanı farkı 

birçok süreçten etkilenmiş olabilir. Örneğin, iskemi ile ilişkili apoptotik hücre ölümü 

sürecinin başlama süresi, nöronal hücrelerin kaybı ve beyin makrofajlarının ortamdaki 

ölü hücreleri temizleme süreleri hasarı belirleyen birkaç noktadır (68, 92). 

İskemik beyin felci sonrasında, kan akımın kesilmesiyle iskeminin etkili 

olduğu çekirdek bölgede nekrotik hücre ölümü gerçekleşmektedir. Ancak bu süreçte 

ve hatta bu süreci takip eden uzunca bir süre penumbrada apoptotik hücre ölümlerinin 

devam ettiği, hasarın yayıldığı bilinmektedir (93). Yapılan bir çalışmada, yaşlanmanın 

beyin felcine karşı hızlı hasar alanı gelişmesine neden olduğu rapor edilmiş ve 

yaşlanma kötü prognozla ilişkilendirilmiş, bu durumun da hasar bölgesinde 

gerçekleşen apoptotik hücre ölümüyle bağlantılı olduğu belirtilmiştir (66). Fakat yaşlı 

ve genç sıçanlarda yapılan bir başka çalışmada ise iskemi/reperfüzyondan 48 saat 

sonra gelişen apoptotik hücre sayısının yaşa bağlı olarak değişmediği vurgulanmıştır. 

Bu çalışmaya göre yaşlı ve genç sıçanlarda iskemi/reperfüzyon sonrasında, 48. saatte, 

apoptotik hücre sayısı aynı olsa da yaşa bağlı apoptotik sürecin gelişimi farklılık 

göstermektedir. Yine aynı çalışmanın sonuçlarına göre, 48. saatte yaşlı sıçanlar genç 

sıçanlara göre apoptotik sürecin erken evresindedir ve bu da yaşlı hayvanlara göre genç 

hayvanların daha fazla nöronal hücre kaybetmesinin nedenini açıklamaktadır (94). 
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Yaşlı ve genç fareler arasında apoptotik hücre ölümündeki farkı ortaya koymak için 

apoptoz sürecinde oluşan DNA kırıkları incelenmiştir. In situ hücre ölümü deteksiyon 

kiti (TUNEL) kullanılmış, 30 dakika OSA tıkanması, ardından 72 saat reperfüzyonu 

takiben ortaya çıkan apoptotik hücre ölümü değerlendirilmiştir. Bu kit apoptoz 

sırasında oluşan DNA kırıklarına bağlanarak apoptoza giden hücre sayısını 

belirlemeye yardımcı olmaktadır. Bu çalışmanın sonucunda yaşlı farelerde apoptoza 

giden hücre sayısının genç farelere göre daha fazla olduğu görülmüştür (şekil 6.3.1.). 

Yaşlı ve genç farelerin ipsilateral striatumunda, iskemi sonrasında sağkalan 

nöron hücrelerinin sayısını belirlemek ve gruplar arasında karşılaştırma yapabilmek 

için NeuN antikoru kullanılarak immünohistokimyasal boyamalar yapılmıştır (95). 

Hesaplamalarda her grubun kendi kontralateral hemisferine göre normalizasyon 

yapılmıştır. İmmünohistokimya boyama, yaşlı hayvanların iskemik striatumlarında 

sağkalan nöron sayısının genç hayvanlarla kıyaslandığında daha fazla olduğunu 

göstermiştir (şekil 6.4.1.). Li ve arkadaşları sıçanlarda yaptıkları bir çalışmada 

yayınladıkları verilerle iskemik beyin hasarının oluşmasından hemen sonra yaşlı 

hayvanlarda daha fazla oksidatif stres ve protein hasarının görüldüğünü belirtmiştir. 

Ek olarak, yaşlı ve genç hayvanlar arasında fokal kortikal iskemi sonrasında apoptotik 

hücre sayısında ve NeuN pozitif hücre sayısında fark görememişlerdir. Bunun sebebini 

yaşlı hayvanların beyin dokusunda oluşan, genç hayvanlara göre daha erken gelişen 

ve daha ağır olan iskemik yanıtın hasarın çevresinde sınır oluşturmasıyla ve bu sınır 

sayesinde yaşlı hayvanlarda nöronal sağkalımın sağlandığıyla ilişkilendirmişlerdir 

(89). İskemi sonrası kan beyin bariyeri geçirgenliğinin belirlenebilmesi için IgG 

boyaması yapılmıştır. Yapılan densitometrik analiz sonucunda iskemi sonrası hem 

striatumda hem de kortekste yaşlı ve genç hayvanların kan beyin bariyeri 

geçirgenlikleri arasında istatistiksel bir fark görülmemiştir (Şekil 6.5.1). 

İskemik beyin felci sonrasında yaşlı ve genç hayvanlarda oluşan kan akımı, 

hasar alanı, apoptotik hücre sayısı ve nöronal sağkalım gibi patolojik yanıtların yanı 

sıra protein profilindeki farklılıklar da incelenmiştir. İskemi sonrası yaşlı ve genç 

hayvanların iskemik striatumlarından elde edilen dokularla geniş ölçekli proteomik 

analiz yapılmıştır. Sıvı kromatografisi kütle spektrometrisi ile yapılan proteomik 

çalışma sonucunda gruplar arasında farklılık gösteren, ekspresyonu en az 1,4 kat 
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değişen, p<0,05 ya da p<0,01 istatistiksel olarak anlamlı proteinler tanımlanmıştır 

(Tablo 6.6.1.). Tanımlanan proteinler, IPA yolak analizi programı kullanılarak iskemik 

beyin felci sonrasında prognozda etkili olabilecek önemli yolaklarla 

ilişkilendirilmiştir. Uzun süreli depresyon, nitrik oksit sentezi, nöbet geçirme, hareket 

kabiliyeti, kas hücre ölümü, hücresel uzantıların oluşumu, kas hücrelerinin apoptotik 

ölümü, davranış, mikrotübül dinamiği, hücre iskeleti organizasyonu, uzun süreli 

potansiyel artışı, hareket bozuklukları ve koordinasyon ilişkili bulunan yolaklardandır. 

Tanımlanan proteinlerden GNAQ, GRIA2, MAP6, MYO5A ve PARK7 

proteinlerinin ifadesinin artması IPA tarafından uzun süreli depresyonun artmasıyla 

ilişkilendirilmiştir. Uzun süreli depresyonun aktivasyonu ile ilişkili bu proteinlerin 

ifadesi yaşlı hayvanların iskemik striatumunda genç hayvanlara kıyasla daha fazladır 

(Şekil 6.7.1.). IPA analizine göre ifadesinin artması nitrik oksit sentezini aktive eden 

DDAH1 ve SRR proteinleri yaşlı farelerde daha az ifade edilirken, nitrik oksit 

sentezini baskılamakla ilişkilendirilen SOD1 ve PARK7 proteinleri genç farelere 

kıyasla yaşlı farelerde daha fazla ifade edildiği görülmüştür (Şekil 6.7.2.). GNAQ, 

GRIA2, AMPH, CNTN2, DBNL ve GNG7 proteinleri IPA tarafından nöbet geçirme 

ile dolaylı olarak ilişkilendirilen proteinlerdendir. Nöbet geçirmeyi engelleyen GNAQ, 

GRIA2, AMPH, CNTN2 ve GNG7 proteinlerinin ifadelerinin yaşlı farelerin iskemik 

striatumlarında genç farelere göre ifade edildiği görülmüştür. DBNL proteini ise genç 

farelerin iskemik striatumlarında daha fazla ifade edilmektedir (Şekil 6.7.3.). IPA 

analizi ile SOD1, CNTN2, GNG2, GRIA2, MYO5A, PARK7, CEND1, HINT1, 

OXR1 ve PCSK1N proteinlerinin ifadesinde olan artış, yazılım tarafından hareket 

kabiliyeti (lokomasyon) ile ilişkilendirilmiş ve bu grupta bulunan bütün proteinlerin 

yaşlı hayvanların iskemik striatumlarında gençlere göre daha fazla ifade edildiği 

görülmüştür  (Şekil 6.7.4.). IPA tarafından kas hücre ölümü ile ilişkilendirilmiş SOD1, 

GNAQ, PARK7, ABCB8, ATP2B4 ve MDH1 proteinlerinin ifadesi yaşlı hayvanların 

iskemik striatumda genç farelerin iskemik striatumlarına göre daha fazla ifade 

edilmiştir. Bu proteinlerin ifadesindeki artışın dolaylı olarak hücre ölümünü 

engellediği yazılım tarafından ortaya konmuştur (Şekil 6.7.5.). IPA tarafından hücresel 

uzantıların oluşumu ile ilişkilendirilmiş proteinlerden CNTN2, MYO5A, SOD1, 

CSRP1, DOCK10, GMP6A, NEFM, PALM ve PICALM genç farelerle 

karşılaştırıldığında yaşlı farelerin iskemik striatumlarında daha fazla ifade 
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edilmektedir. Yine hücresel uzantıların oluşumu ile ilişkilendirilmiş DBNL ve DCLK1 

ise yaşlı farelerin iskemik striatumlarında daha az ifade edildiği görülmüştür (Şekil 

6.7.6.). Kas hücrelerinin apoptotik ölüm yolağına girmesini engellemeyle ilişkili 

bulunan ATP2B4, MDH1, GNAQ, SOD1 ve PARK7 proteinleri iskemi ile beyin felci 

indüklenen yaşlı hayvanların iskemik striatumlarında iskemi geçirmiş genç hayvanlara 

göre daha az ifade edildiği görülmüştür (Şekil 6.7.7.). IPA tarafından davranışla 

ilişkilendirilmiş DBNL, SRR, DNM3, GSTM5 ve PPP2R5D proteinleri yaşlı 

hayvanların iskemik striatumlarında genç hayvanlara kıyasla daha az ifade edilirken; 

yine davranışla ilişkilendirilen GNAQ, GNG7, MAP6, PARK7, PCSKIN, SOD1, 

AMPH, ATP2B4, CNTN2, GAD1, MARCSKS, STX1A, TMOD2, BIN1 ve CRIP2 

proteinlerinin daha fazla ifade edildiği görülmüştür (Şekil 6.7.8.). Mikrotübül dinamiği 

ile ilişkilendirilmiş DBNL ve DCLK1 proteinleri yaşlı hayvanların iskemik 

striatumlarında genç hayvanlara kıyasla daha az ifade edildiği görülmüştür. 

Mikrotübül dinamiğini etkilediği düşünülen CSRP1, DOCK10, GPM6A, MAP6, 

MYO5A, NEFM, PALM, PICALM, CNTN2 ve SOD1 proteinleri ise iskemi ile beyin 

felci indüklenmiş yaşlı hayvanlarda daha fazla ifade edilmektedir (Şekil 6.7.9.). 

DOCK10, GPM6A, MAP6, MYO5A, NEFM, PALM, PICALM, CNTN2, SOD1, 

CSRP1, SLC9A3R ve AMOT proteinleri IPA yazılımı ile hücre iskeletinin organize 

olmasıyla ilişkilendirilmiş ve yaşlı hayvanlarda gençlere göre daha fazla ifade edildiği 

görülmüştür. Hücre iskeleti organizasyonu ile ilişkilendirilen diğer proteinler ise 

DBNL, DCLK1 ve AMOT’tur. Bu proteinlerin yaşlı hayvanların iskemik 

striatumlarında genç hayvanlara göre daha az ifade edildiği görülmüştür (Şekil 

6.7.10.).Tanımlanan GNAQ, GRIA2, MAP6 ve STX1A proteinleri iskemi ile beyin 

felci indüklenmiş yaşlı hayvanların iskemik striatumlarında genç hayvanlarla 

karşılaştırıldığında daha fazla ifade edilmektedir. SRR proteinin ise yaşlı hayvanların 

iskemik striatumlarında genç hayvanlara göre daha az ifade edilmektedir. IPA 

programında GNAQ, GRIA2, MAP6 ve STX1A proteinlerinin artması uzun süreli 

potansiyel artışını aktive ettiği gösterilmiştir, GRIA2 ise uzun süreli potansiyel artışını 

baslılamaktadır (Şekil 6.7.11.). DBNL proteininin azalması, GNAQ, MYO5A, 

PARK7, GRIA2, GNG7, SOD1, HSPA8 ve NGEF proteinlerinin artması IPA 

tarafından hareket bozukluklarının engellenmesiyle ilişkilendirilmiştir. Bu protein 

grubu arasından DBNL proteininin yaşlı hayvanların iskemik striatumlarında genç 
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hayvanlara göre daha az ifade edildiği görülmüştür. Bu mekanizmayla ilişkilendirilmiş 

diğer 8 protein ise yaşlı hayvanların iskemik striatumlarında genç hayvanlarla 

karşılaştırıldığında daha fazla ifade edilmektedir (Şekil 6.7.12.). İfadesinin arması IPA 

tarafından koordinasyonun artması ile ilişkilendirilmiş PPP2R5D, DBNL, GNAQ, 

GRIA2 ve PARK7 proteinlerinden PPP2R5D ve DBNL proteinlerinin yaşlı 

hayvanların iskemik striatumlarında genç hayvanlara göre daha az ifade edildiği 

görülmüştür. GNAQ, GRIA2 ve PARK7 proteinleri ise iskemi ile beyin felci 

indüklenmiş yaşlı hayvanların iskemik striatumlarında genç farelere kıyasla daha fazla 

ifade edilmektedir (Şekil 6.7.13.). 

Tanımlanan proteinlerin büyük bir kısmının iskemi prognozunda etkili 

yolaklarla ilişkilendirildiği görülmüştür. Her bir proteinin ifadesinin yaşlı ve genç 

hayvanlar arasında gözlenen değişimi ayrı bir çalışma konusudur. İskemi geçirmiş 

yaşlı hayvanların striatumunda ifadesi genç hayvanlara göre daha fazla olmasıyla 

SOD1, MYO5A, GRIA2 ve PARK7 proteinleri dikkat çekmiştir. Fizyolojik koşullarda 

SOD1 proteinin ROT’lara karşı antioksidan görevi gördüğü bilinmektedir (96). Davis 

ve arkadaşları tarafından serebral iskemi geçiren hayvanların striatum bölgesine SOD1 

geni eksprese eden virüs enjeksiyonunun, striatal nöroprotektif etkisi olduğu 

gösterilmiştir (97). Bu sonuç nöronal sağkalım sonucuyla ilişkilidir. Protein analizinde 

SOD1 proteinin daha fazla ifade edildiği yaşlı hayvanlarda nöronal sağkalımın da genç 

hayvanlara göre daha fazla olduğu görülmüştür. MYO5A veziküler taşıma proteinidir 

ve organellerin taşınmasından sorumludur (98). Ayrıca yapılan bir çalışmada MYO5A 

proteinin melanom hücrelerinin apoptotik ölümüne sebep olduğu gösterilmiştir (99). 

MYO5A proteininin, yapılan protein analizlerinde gençlere kıyasla yaşlı hayvanlarda 

daha fazla ifade edildiği görülmüştür. DNA fragmantasyonu analiziyle elde edilen 

apoptotik hücre sayısı MYO5A proteininin ifade edildiği yaşlılarda gençlere göre daha 

yüksektir. GRIA2 bir glutamat reseptörüdür ve Ca+2 iyonlarının geçişini 

düzenlemektedir. İskemi sonrasında sinaptik boşluklarda artan glutamat bu tür 

reseptörleri aktive ederek hücre içerisine aşırı Ca+2 girmesine neden olmaktadır. Ca+2 

apoptotik ve nekrotik ölüm yolaklarını aktifleştirmektedir (100). PARK7 son 

zamanlarda yapılan çalışmalarda oksidatif stres sensörü olarak görülmektedir. 

Sıçanlarda yapılan bir çalışmada astrositik PARK7 proteinin fokal serebral iskemi 
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kaynaklıoksidatif stresin etkisini azalttığı, serbest radikallere karşı hücreleri koruduğu 

ve nöroproteksiyon sağladığı gösterilmiştir (101). 

Yapılan bu çalışmalar göz önüne alındığında, iskemik beyin felci indüklenen 

farelerde yaşa bağlı olarak farklı patolojik yanıtlar geliştiği görülmüştür. Elde ettiğimiz 

sonuçlar, literatürde yaşlı ve genç deney hayvanlarında iskemi sonrası görülen farklı 

hasar alanı, apoptotik hücre ölümü ve nöronal sağkalım verilerini desteklemektedir. 

Bu yanıtlara ek olarak moleküler düzeyde, farklı yaş gruplarında protein profilleri de 

farklılık göstermektedir. Proteom analizi sonucu gözlenen bu farklılıklar hem 

yaşlanma süreci hem de yaşlılarda iskemi sonrası ortaya çıkan patofizyolojik olayların 

anlaşılmasında öne çıkmaktadır. Yaşlı ve genç gruplarında anlamlı olarak farklı ifade 

edilen 100’den fazla proteinin ve bu proteinlerin oluşturdukları moleküler sinyal 

yolaklarının ileride tasarlanacak tedaviler için hedef molekül geliştirilmesine katkı 

sağlayacağın düşünülmektedir. Buna ek olarak, beyinde yaşlanmayla seviyesi artan 

proteinlerin belirlenmesi, bu proteinlerin bilinmeyen fonksiyonları olabileceğine işaret 

etmekte ve gelecekte bu mekanizmaların açığa çıkarılmasına olanak sağlayacağı 

düşünülmektedir. Yaşlanma sürecinin daha iyi anlaşılmasıyla birlikte yaşlılarda daha 

çok görülen iskemik beyin felci ve diğer nörolojik hastalıkların tedavisinde rol alan 

mekanizmalar düzenlenecek daha kapsamlı çalışmalarla ortaya konabilecektir.  
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