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1. OZET

SOLUT TASIYICILARIN BEYIN HASARI FARMAKOTERAPISINDEKI
ROLU

flag birikimi olarak ifade edilen farmasétik ajanlarin beyine girisi ve belirli konsantrasyon
seviyelerine ulagsmalari, hem pasif hem de kan beyin bariyeri (KBB) boyunca bulunan aktif
tagiyicilar tarafindan diizenlenen bir siiregtir. Bu ¢alismada ¢oziinen tasityict SLCO ailesinde
siniflandirilan, farkli dokularla birlikte KBB boyunca da anlatimi yapilan ve substratlarini
KBB’den beyin parankimine pompalayan Oatpla5 tasiyicilarinin beyin felci sonrasindaki
ifadesindeki degisiklikler ve ila¢ tedavisindeki rolii incelenmistir. Bu amagla Oatpla5 iskemik
beyinde glutatyon ile baskilanmis, noroprotektif substratt olan rosuvastatinin birikimi ve
etkinligi lizerine etkileri arastirilmistir. 30 dakikalik beyin felci sonrasi hayvanlar iki farkli sete
boliinmiistiir. 1k sette Oatpla5’in mikrodamar pargaciklarindaki anlatimindaki degisiklikler
beyin felci sonras1 farkli reperfiizyon siirelerinde (12, 24 ve 72 saat) incelenmistir. Ikinci sette
Oatpla5’in farmakolojik olarak baskilanmasi sonrast hiicresel hayatta kalim Cresyl violet
boyamasi, iskemik sitriatumdaki apoptotik hiicre sayist TUNEL boyamasi, apoptotik proteinlerin
anlatimlart Western blot yontemi ile; beyin dokusundaki pro- ve anti- enflamatuvar cevap ile
vaskiilasrizasyona ise gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ile bakilmistir.
Oatpla5’in hiicreye 0zgii lokasyonunun belirlenmesi i¢in ikili immiin florasan boyamalar
yapilmistir. Ayrica Oatpla5’in inhibisyonunun rosuvastatinin beyinde birikimi iizerine olan
etkisinin belirlenmesi i¢in kan ve beyin parankiminde kantitatif dl¢timler yapilmistir. Elde edilen
bulgular Oatpla5’in baskilanmasinin beyin parankiminde rozuvastatin birikimini engelledigi ve
rozuvastatinin hiicresel sag kalim, apoptoz ve damarlagma iizerindeki iyilestirici etkilerini geri
cevirdigini gostermistir. Oatpla5’in yalnizca endotel hiicrelerde degil, kortikal néronlarda da
anlatiminin yapildigr tespit edilmistir. Bu calismadan elde edilen bulgular soliit tasiyicilarin
roliniin beyin felcinde ilk defa calisilmasinin yaninda Oatpla5’in substrati olarak
gelistirilebilecek koruyucu molekiillerin beyne iletimlerini saglayarak beyin felcinin klinik

tedavisinde gelecek vadeden bir tastyict oldugunu gostermektedir.
Anahtar kelimeler: SLC, serebral iskemi, beyin farmakoterapisi

Bu tez TUBITAK 11558471 nolu proje kapsaminda yapilmigtir.



2. ABSTRACT

ROLE OF SOLUTE CARRIERS IN BRAIN INJURY PHARMACOTHERAPY

The delivery of pharmaceutical agents to brain and achievement at certain level of concentration
within it is expressed as drug accumulation. This term includes not only passive processes but
also the ones regulated by active transporters that are expressed through endothelial cells of
blood brain barrier (BBB). In the present project, it was aimed to characterize expression profile
and role of Oatpla5 in drug treatment after ischemic stroke. The transporter has been previously
been shown to be expressed along the BBB -as well as in several other tissues- and is able to
pump drugs into cells. For this purpose the activity of Oatpla5 was inhibitied by glutathione and
the outcome was investigated through the accumulation and the effeciancy of one of it’s known
neuroprotective substrates; rosuvastatin. Animals were divided into two sets following induction
of 30 min cerebral artery occlusion (MCAo0). Changes in Oatpla5 level in brain micorvessels
following MCAo with different reperfusion times (12, 24 and 72 hrs) was investigated wtihin the
first set. The second set it was aimed to test how Oatpla5 inhibition influences the accumulation
and efficacy of rosuvastatin in the ischemic brain. Evalution of cellular survival by Cresyl violet
staining, number of apoptotic cells within ischemic stiraum by TUNEL, expresison of apoptottic
proteins by Western blot, vascularization at neuronal tissue by real time PCR. The results have
demonstrated that inhibition of Oatpla5 prevented the accumulation of rosuvastatin within the
brain paranchyma and reversed rosuvastatin’s ameliorating effects on cellular survival, apoptosis
and vascularization. Moreover Oatpla5 was found to be located not only in endothelilal cells of
the brain capillary but also in cortical neurons. Besides examining the role of Oatpla$ in
ischemic stroke fort he first time, the study hopes to identify new targets the knowledge of which

might potently improve drug developments for stroke.

Keywords: SLC, cerebral ischemia, brain pharmacotherapy.
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3. GIRIS VE AMAC

SLC siiper-aileleri, genis capta cesitlilik gosteren ve besinleri, toksinleri, sinyal
molekiillerini, ndrotransmitterleri, endo ve zenobiyotik bilesenleri de igeren
substratlarinin trans-epitelyal hareketlerinin kontroliinden sorumludur (1). SLC tasiyici
polipeptidleri substratlarint KBB'den beyne dogru tasimaktadirlar (2, 3). Siiper-
ailelerden biri olan ve organik anyon tasiyici polipeptidler (Oatps) olarak da adlandirilan
SLCO siiper-ailesinin iiyeleri insanda ve kemirgende tanimlanmis olup filogenetik
siiflandirmalar1 yapilmistir (4). Bu tasiyict polipeptidlerin anlatimlari viicuttaki tiim
epitel hiicrelerde gerceklesmekle beraber bazilar1 dokuya 6zgiinliik gosterebilmektedir.
Bunlardan c¢alismamizin konusu olan Oatpla5 ince bagirsak, géz ve beyinde epitel
hiicrelerin apikal yiiziinde bulunmaktadir (5). Literatiirde OatplaS’e ait calismalar
ozellikte son 5 yilda artmistir. Yayinlanan caligmalar temel olarak bagirsakta ve
gastrointestinal dokulardaki anlatimlar1 ve ilaglarin emilimindeki rolleri ile ilgilidir (6-
9). Norolojik rahatsizliklarin farmakoterapisi agisindan potansiyel 6nem tasidigi bu
kaynaklarda vurgulanan SLCO siiper ailesine ait serebral hastaliklar hakkinda sadece
birbirine ¢ok yakin iki yayin bulunmaktadir (5, 10). Mevcut calismalar1 gergeklestiren
yazarlarin bir diger makalelerinde de belirttikleri gibi serebral hipoksiden kaynakli
merkezi sinir sistemi hastaliklarinin tedavisinde yeni terapdtiklerin beyne iletilmesi
caligmalarinda en uygun model serebral iskemi modelidir (5). Literatiirde OatplaS'in
karakterizasyonun bu modelde heniiz ¢alisilmamis olmasi nedeniyle bu ¢alismada soliit
tastyicilarin beyin felci farmakoterapisindeki gorevlerini mekanizmalari ile birlikte aciga

cikarilmast amaglanmaistir.

Diger yandan literatirde (HMG-KoA) reduktaz inhibitorii provastatinin
Oatpla5’in substrati oldugu belirtilen bir ¢alisma bulunmaktadir (6). Bu g¢alismada
provastatinin bagirsaktaki emiliminin 6nemli Ol¢lide Oatplas tasiyict polipeptidi
tizerinden gerceklestigi ratlarda OatplaS’in  inhibitorii narginin  kullanilarak
gosterilmistir. Rediiktaz inhibitorleri, lipid seviyesini diisiirticii 6zelliklerinin yan1 sira
serbest radikal yakalayicisi olarak davranarak nérokoruyucu/antioksidan &zellik

gosterdikleri ve ayrica anjiyogenez ve ndrogenez gibi nororejeneratif siireclerde de rol
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aldiklar1 i¢in beyin felcinin ikincil 6nlenmesi siirecinde 6nem kazanmaktadirlar (11-13).
Grubumuz etkin bir (HMG-KoA) rediiktaz inhibitorii olan rosuvastatinin farelerde beyin
felcinin akut siireci sonrasinda uygulanmasinin kontralezyonal motor kortikal plastisiteyi
arttirdigin1  gostermis, ayrica rosuvastatin uygulamasinin perilezyonal doku yeniden
modellenmesi iizerinde de tesvik edici etki gosterdigini ispatlamistir (14). Bununla
birlikte rosuvastatinin Oatpla5’in  substrati oldugu bilgisi de goéz Onilinde
bulunduruldugunda Oatpla5’in ayn1 zamanda beyin felcinin patolojik siire¢lerindeki
roliiniin tanimlanmasini1 tedavi silirecine farkli yaklasimlar kazandirmasi agisindan

onemli gérmekteyiz.

Bu tez ¢aligmasinin amaci, SLCO ailesine ait tasiyict polipeptidin iskemi sonrasi
ndro koruyucu rollerini karakterize etmektir. Bu amagla, Oatpla5’in modiilasyonunun
beyni hedef alan ilaglarin birikiminde ilerlemeye ve etkinliklerinin artmasina izin verip
vermeyecegi arastirilmistir. Mevcut farmasétik bilesiklerin feksofenadin, indometasin,
ouabain, rokuronyum, enalapril, temokaprilat, rosuvastatin, pitavastatin, benzilpenisilin,
rifampisin levofloksasin, metotreksat, imatinib, sakuinavir gibi sayica biiyiik bir kismi1
SLCO tastyicilarinin  substratlarint olusturduklarindan, bu tasiyicilarin ilaglar ile
etkilesim mekanizmalarint anlamak daha etkili farmakolojik bilesenler gelistirmek

acisindan esas teskil etmektedir (15-17).

Elde edilen bulgular ayn1 zamanda ila¢ direng¢ mekanizmalarinin
aydinlatilmasina ve bu cergevede bireysel tip acisindan tasiyici inhibitorlerini de iceren

yeni kombinasyon tedavileri agisindan da 6nem tasimaktadir.



Proje kapsaminda,

(a) OatplaS'in 30 dakikalik orta serebral arter tikanmasi ve farkli reperfiizyon (sirasiyla
12, 24, 72 saat) siireleri sonrasi anlatimlarini immiinohistokimya ve Western blot

teknikleri ile protein diizeyinde analiz etmek.

(b) Oatpla5 baskilanmasinin, néroprotektif olarak tanimlanan Oatpla5 substrat bileseni
rosuvastatinin iskemik ve iskemik olmayan beyinde birikimleri iizerine etkisini

arastirmak.

(¢) Oatpla5’in farmakolojik olarak baskilanmasinin rosuvastatinin nordprotektif
aktivitesi lizerinden serebral kan akiminin onarilmasi, pro- ve anti enflamatuvar cevabin

olusmasi ile ilgili genlerin nasil etkilendikleri iizerinde c¢alismak hedeflenmektedir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Beyin Felci, Etkileri ve Olusma Sekilleri

Beyin felci veya inme, bireyin engelli bir yasama bagli kilan en yaygin
sebeplerin icerisinde ilk sirada olmakla birlikte, demansin ikinci, diinyada gerceklesen
Olimlerin ise {igclinci onde gelen nedenidir (18). Hastalik sonrast hayatin
stirdiiriilebilmesi i¢in yardim ve bakima ihtiya¢ duyulmasi, bireyin hayatina yansiyan
olumsuz etkileri basta klinik, sosyal ve ekonomik olmak iizere bir ¢ok alan1 dogrudan
etkilemektedir. Buna karsin, hasar olusmasina ve yayilmasina neden olan patofizyolojik
mekanizmalar giinlimiizde hala tam olarak anlagilamamistir. Bu durumun bir sonucu
olarak beyin felcinin gelismesini dnleyecek nitelikte uygun onlemlerin alinabilmesi ve
basarili tedavi yontemlerinin gelistirilmesi de glinlimiizde heniiz yeterli seviyeye
ulasamamustir. Mevcut olan tek miidahale yontemi eger hasta ilk 4 saatte hastaneye
ulagtirilabilirse doku plazminojen aktivatorii (t-PA) kullanimi veya trombolizisin de
inme geciren hastalarin %S5’inden az bir kismina ulastirilabildigi géz Oniinde
bulunduruldugunda, beyin felci patofizyolojisi iizerinde yapilacak caligmalara olan

ihtiyac daha net bir sekilde kendini gostermektedir (19).

Serebrovaskuler bir rahatsizlik olarak tanimlanan beyin felci bir kac¢ farkl
sekilde ortaya cikabilmektedir. Genis damarlar ve kii¢iik damar tiplerinde goriilen
trombolitik vakalar, kardiyak ve arteriyal faktorlerlerin varliginda gerceklesen durumlar
beyin felci olusmasina sebep olan faktorlerden bir kagidir. Bunun disinda inme vakalari
sistemik hipoperfiizyon kaynakli olabilir. Son olarak vendz tromboz vakalar1 da inme ile
sonuclanabilmektedir. Sonu¢ olarak, akut inme vakalarinda beyne iletilen besin ve

oksijenin yetersiz kalmasi nedeni ile hasar gelismektedir (20).

4.2. Beyin Felci Patofizyolojisi

Kalic1 veya gecici inme, olusumunu takiben zaman igerisinde etkilenen alan
olarak yayilarak biiyliyen ve daha genis alanlar1 etkileyen patolojik siireclerden kaynakli
bir hasar olusum seklini ifade eder. Siirec icerisinde besin ve oksijen yetersizliginden

kaynakli olarak basta adenozin tri fosfat (ATP) olmak iizere yliksek enerjili fosforlu
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bilesenlerin tiretimi yeterli miktarda gergeklesmez. Dolayist ile hayatta kalmak icin
gerekli ve enerjiye bagl olan hiicresel siiregler sekteye ugrayarak hiicresel 6liime, nihai
asamada ise doku hasarina neden olmaktadirlar. Etkilenme siiresi ve gerceklestigi
bolgeye gore olusan hasardan etkilenen alan farklilik gostermekle beraber iyon
gradiyentlerinin enerji gerektiren siireglerle siirekli dengelendigi ndronlar, noral

dokunun hasara en acik hiicre tipidir (21).
4.2.1 Ekzitotoksisite ve peri- infarct depolarizasyon

Beyni besleyen damarlardan birinin tikanmasi sonucunda gelisen temel patolojik
durumlar baglica; asir1 uyarandan kaynakli toksisite, per-infarkt depolarizasyon, apoptoz
ve enflamasyon olarak seyretmektedir (22). Beyne oksijen ve besin kaynaginin
ulagtirilamadigl durumlarda, tikanan damara komsu ndronlar membran potansiyellerini
kaybederek depolarize olabilmektedirler. Depolarizasyonu takiben somato dendritik ve
presinaptik voltaj bagimli Ca*" kanallari aktif hale gelerek glutamat gibi uyarici
ndrotransmitterlerin sinaptik aralik ve hiicreler arasi bosluga salinmasina neden
olmaktadir. Bu sirada post sinaptik hiicre de ayni sekilde damar tikanikligindan kaynakl
besin ve oksijen eksikliginden dolay1 enerji yetersizligi yasamakta ve sinapslara salinan
uyarict nitelikteki ndrotransmitterlerin ortadan kaldirilmasi miimkiin olmamaktadir.
Sinapslarda olusan norotransmitter birikimi siirekli olarak liganda bagli reseptor
aktivasyonuna neden olarak eksitotoksisite denilen stirekli uyarilmadan kaynakli olarak
gelisen patolojik bir siireci baglatmis olur. Eksitotoksisite sirasinda siirekli uyarilan
reseptorler (baslica kainat/AMPA ve NMDA reseptroleri) hiicreye Ca®’, Na" ve K*
gecislerini kontrol etmektedirler. Bunun yani sira, hiicre i¢inde fosfolipaz c ve fosfatidil
inositol 3 fosfat yolagi tizerinden endoplazmik retikulumdaki Ca®" kanallarmin
acilmasina sebep olarak hiicre i¢i Ca*" konsantrasyonunun daha da artmasina neden
olmaktadir (23). Artan seviyesi akson terminalinden bir sonraki néronla kurulmus olan
sinapsa yeni ndorotransmitterlerin salinimina neden olmaktadir. Hasarin merkez
bolgesinde etkilenen bir noronla baglayarak bu sekilde diger noronlari de etkileyen siireg

peri-infark depolarizasyon olarak da tanimlanmaktadir.



4.2.2. Odem olusumu, nekroz ve apoptoz

Merkez bolgede daha erken baslayan norotransmitterlerin fazla miktarlarda
gerceklesen aktiviteleri sonucu hiicreye giren Na' ve CI bir siire sonra hiicre igerisindeki
ozmotik basincin artigina ve dokuyu beyinde ddem olusumu ile sonlanacak nekrotik
hiicre 6liimiine tasimaktadirlar (22). Olusan 6demin biiytikligl, beyin felci geciren
hastanin ne kadar yasayacagini belirleyen en 6nemli faktorler arasindadir. Heniiz hasarin
geri doniilmez nekrotik 6liime kadar ilerlemedigi fakat peri infark depolarizasyonun
yayilmaya basladigi penumbrada ise hiicre icersinde artan Ca®” konsantrasyonuna bagl
olarak apoptotik hiicre 6liim yolaklar: aktif olmaya baslamaktadir. Ca*" iyonunun hiicre
ici konsantrasyonundaki artis hiicrede serbest radikal olusumunu etkileyerek
mitokondriyal hasara neden olmaktadir. Serbest radikallerin aktivitesi ile okside olan
mitokondriyal proteinler mitokondriden sitokrom c salinimini tetiklemektedir. Sitokrom
c seviyesindeki artis hiicreyi apoptoza gotlirecek kaspaz proteinleri aktiviteleri ile
diizenlenen sinyal yolaklarimin aktivasyonuna neden olmaktadir. Bu sekilde gelisen
apoptotik stirecler ekstrinsik yolak olarak adlandirilmaktadir. Diger yandan iskemik
hasar, Bcl-2 ve p53 gibi erken donem apoptotik proteinlerinin gen anlatimlarina ve
protein seviyelerine arttirici yonde etki etmektedir. Bu proteinler yine mitokondriden
(sitokrom ¢ ve apoptoz indiikleyici faktor gibi) pro-apoptotik molekiillerin salinimina
neden olarak erken donemde apoptozun intrinsik ayagini yonetmektedirler (22, 24, 25).
Ca”" konsantrasyonunun hiicre i¢i ve disindaki artis1, etkilerini hiicre iskeleti ve hiicre

dis1 matriks proteinlerinin yikimi iizerinden de gostermektedir (23).

Iskemi aymi zamanda toplu hiicre 6liimii ile sonlanan bir takim diger hiicre ici
sinyal yolaklarinin aktivasyonundan da sorumludur. Bunlar igerisinden en yaygin olarak
aktive olan yolaklar MAPK ailesine ait JNK (26) ve p38 (27) ile hiicre dongiisiinii
kontrol eden siklin bagimli kinazlar ile p21°dir (28).

Inmenin patofizyolojisinin dogasi geregi néronal hiicrelerin apoptoz veya
nekroza gitmesi hasar bolgesinde homojen olarak gergeklesmeyip, merkezden baslayan

ve gevreye yayilan bir davranig sergilemektedir. Beyin felcindeki tedabi ¢aligmalarinda



kurtarilmak istenen hedef bolge merkez olmayip, hasarin yayildigi bolge olan

penumbraya odaklanilmaktadir.
4.2.3. Anjiyogenez

Beyin felcinin etkiledigi dokunun penumbra bolgesinde anjiogenez siireci
gerceklesmektedir. Temel olarak iki farkli yoldan kontrol edilen anjiyogenezin boyutu,
hastanin hayatta kalim siiresi ile dogrudan iliskilidir. Ilk mekanizmada hipoksi
indiiklenebilir faktor -1 (HIF-1) anjiyogenez ile ilgili sinyal yolaklarinin temel
atesleyicisi olarak goriilmektedir. Hipoksi ile yikimi azalan HIF-1, anjiyogenez i¢in esas
olan vaskiiler endotel biiylime faktorlerini (VEGF) aktive eder. Bunlardan VEGF-A hem
kan damarlar1 hem de lenfatik damarlarin olusumunu tesvik ederek damar
morfogenezinin diizenlenmesinde baskin olarak rol alir. VEGF-B ise kan damarlarinin
olusumundan sorumlu bir biiylime faktorii olup, ayn1 zamanda VEGF-A nin aktive ettigi

sinyal yolaklarinda destekleyici olarak da gorev almaktadir (29).
4.2.4. Enflamasyon

Nekrotik ve apoptotik hiicre 6liimii, 6dem olusumu, eksitotoksisite ve peri-infark
depolarizasyonun yani sira iskemik dokuda meydana gelen patofizyolojik siire¢lerden
bir digerini de enflamatuvar reaksiyonlar olusturmaktadir. Bu reaksiyonlarin basinda,
noral, astrosit, mikroglial ve endotelyal hiicrelerin tamamindan iskeminin olugmasina bir
yanit olarak sitokinlerin salinimi gergeklesmektedir. Niikleer faktor kappa- B (NFkB),
IL-1B ve TNF-a , IL-6 basta olmak {izere iskemi sonrast miktarlarinda artis goriinen
sitokinlerin genel transkripsiyon faktoriidiir. Periferde kan dokusunda bulunan eritorsit
ve lenfositler disindaki tiim hiicreler tarafindan anlatim1 gergeklestirilen NFkB’nin, MSS
hasarlarim1 takiben anlatimi mikroglial hiicreler tarafindan gerceklestirilir. Iskemi
baslangici ile birlikte miktarlarinda anlaml 6l¢iide artig goriilen yaygin sitokinler IL-1f
ve TNF-o nin her ikisi de kademeli olarak hasarin merkez bdlgesine lokositlerin
birikimi, aktivasyonu ve serebral mikrovaskiiler tabakaya tutunmalarini

saglamaktadirlar. Sitokin stimiilasyonu ile aktive olan 16kositler, aktive ettikleri monosit



ve makrofajlarla birlikte hasarin merkezine komsu vaskiiler bélgeden noral dokuya go¢
eder ve enflamatuvar cevap olusturmak, hiicre farklilagmasi veya hiicresel 6liim gibi
stirecleri yonlendirme yolu ile MSS’inde hasarin yayilmasina katkida bulunurlar (30,

31).
4.3. Beyin Felci Tedavi Yaklasimlar

Daha oOnce bahsedildigi iizere, en yaygin tedavisinin gilinlimiizde t-PA
uygulamasi olan beyin felci vakalarinda reperfiizyon hasari goéz Onilinde
bulunduruldugunda t-PA uygulanabilecek hasta profillerinin de siki bir taramadan
gecirilmesi gerekmektedir. Bu sebeple akut miidahaleler ve hasarin yayilmasina yonelik
gelistirilen stratejiler vaksiiler risk faktdrlerinin modiilasyonu ¢ergevesinde simnirl
kalmistir. Tedbir amacgli uygulanan tedaviler de hipertansiyon, diyabet, atriyal
fibrilasyon, fiziksel inaktivite, karotid stenoz gibi hastaliklar1 tasiyan bireylere;
antiplatelet, tansiyon diisiiriiciiler, lipid/kolesterol diisiiriicii ilaglar ve antikoagiilanlar ile
destek saglanmaktadir (31-33). Bununla birlikte son donemlerde yapilan arastirmalar ile

gelistirilen yontemler yeni tedavi yaklasimlarinin dogmasina 1s1k tutmaktadir.
4.3.1. Anti enflamatuvar etkili ajanlar

4.3.1.1. Statinler

Koroner arter rahatsizlifina sahip bireylere lipid/ kolesterol diisiiriicii ila¢ olarak
verilen statinlerin serum kolesterol seviyesindeki anlamli dlgiide diisiisiin yan1 sira C
reaktif protein (CRP) nin de serum miktarinin azalmasina neden olmaktadir (34, 35).
CRP seviyesini diigiirmesi statin grubu ila¢ molekiillerine anti enflamatuvar 6zellik

kazandirmaktadir.
4.3.1.1.1. Simavastatin

Simavastatinin norokoruyucu etkileri kemirgenlerle yapilan ¢aligmalarda ortaya
konmustur. Beyin felci sonrasi uygulandiginda infarkt hacmini diisiirdiiglimii ve serebral

kan damarlarinda eNOS sentezini arttirdig1 gosterilmistir (36, 37).
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4.3.1.1.2. Atorvastatin

Noron ozellikleri ¢alisilmig diger bir statin grubu, NFkB protein seviyesini
diistinerek iskemi sonrasi enflamasyonun baskilanmasina katkida bulunan atorvastatindir
(38). Ayn zamanda smavastatine benzer sekilde hasar alaninda kiiclilmeye, eNOS
mRNA seviyesinde artisa neden oldugu da bilinmektedir (39). Ayrica atorvastatinin
beyni felci sonrasinda biitlinliigii bozulan kan beyin bariyeri (KBB)’nde bozulmanin
derecesini diisiirdiigii de gozlenmistir. Bu baglamda néronal dokuya periferden 16kosit
goclinli  engelleyerek enflamasyonun siddetlenmesini bagka bir agidan da

engellemektedir (40).
4.3.1.1.3. Rosuvastatin

Diger statinler gibi bir HMG CoA rediiktaz inhibititorii olan rozuvastatinin beyin
felci sonrasi hasar alaninda kiigiililmeye neden oldugu, vaskularizasyon i¢in dnemli
endoteliyal nitrik oksit sentaz (eNOS) sentezini ve protein seviyelerinde arttirdigi ve
pro-enflamatuvar indiiklenebilir NOS (iNOS) miktarin1 diistirdiigli, sters kinazlarin
protein seviyelerini diisiirdiigii, plastisiteye olumlu katkida bulundugu da yapilan
caligmalarda ortaya konmustur (14, 41-43). Bu sebeple statinler beyin felci tedavi
stirecinde kullanilabilecek ilaclar grubuna girmekte ve atrovastatin ve simavstatinden

daha giiclii bir HMG KoA rediiktaz olarak etki etmektedir.

4.3.1.1.4. Anjiotensin II doniistiiriicii enzim inhibitorleri ve anjiyotensin II

blokorleri

Kan basmcini yiikseltmenin yan1 swra VCAM-1, IL-6, MCP-1 gibi
proenflamatuvar molekiillerin sentezini arttirmalarindan Gtiirii anjiyotensin II iskemi
tedavisinde hedeflenen molekiillerden biridir. Bu anlamda hem enzim inhibitorleri hem
de anjiyotensin blokorleri anti enflamatuvar aktivite gostererek hasarin yayilmasini

engellenmesine katkida bulunmaktadirlar (44).
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4.3.2. Noroprotektif ajanlar

Bu baghk altinda incelenebilecek yontemler sirasi ile serbest radikal
yakalayicilar1 (melatonin ve edaravon gibi), ndral kok hiicre nakli, kaspaz inhibitorleri
ile apoptozun baskilanmasi, oksijenden yoksun alana yoksunlugu telafi etmek amach
hiperbarik oksijen tedavisi ve bunlarin serbest radikal yakalayicilari ile kombine edilmis
tedavileri, minosiklin gibi antaenflamatuvar antibiyotiklerin t-PA ile kombine edilmis
tedavileri sayilabilmektedir (45-49). Sayilan molekiillerin disinda eritropoietin, dstrojen
ve NOS inhibitdrleri de beyin felci tedavisinde kullanilan ndroprotektif ajanlar grubuna

girmektedir (50-53).
4.3.3. Beyin farmakoterapisi

Norolojik hastaliklara alternatif bir tedavi yaklagimi olarak farmakolojik
tedavilerin sunulmasi ile birlikte bu alan modern ndérolojide biiyiik ilgi gormeye
baslamistir. Fakat son otuz yillik siirecte klinik vakalarda karsilasilan problemler ve
basarisizliklar (54) arastirmacilari farmakoterapi alaninin igerdigi ciddi kisitlamalarla
kars1 karsiya getirmis ve gelismelerin siirekliligini énemli ol¢iide sekteye ugratmigtir
(55). Bu durum kan beyin bariyeri (KBB) olarak adlandirilan secici gegirgen fizyolojik
yapinin, kanda tagman biyolojik molekiillerin beyin parankimasina giris ve ¢ikisini
kontrol eden biyolojik bir bariyer olarak davranmasindan kaynaklanmaktadir (56).
KBB'nin segici gecirgen Ozelligi temel olarak toksik bilesenlerin Merkezi Sinir
Sistemi’'ne (MSS) girigini gli¢lestirmek ve besin ve oksijen girisini saglarken ayni
zamanda beyinden kana metabolik artiklarin gecisini kontrol etmektir. Bunun yan1 sira
farmakolojik bilesenlerin de beyine gegisine izin vermediginden beyin farkolojik

tedavileri oldukca zorlastirmaktadir (57).
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4.3.4. Kan beyin bariyeri fizyoloji ve anatomisi

Kan beyin bariyeri serebral kan damarlarin1 ¢evreleyen ve norovaskiiler iinite
(NVU) olarak adlandirilmis iinitelerden olusan siirekli anatomik yapidir. Bir
norovaskiiler {inite icerisinde endotel hiicreler, perisitler, astrositler, bazal membran
yapilar1 esas olarak bulunup, zaman zaman mikroglia ve néronlar da barinmaktadir. Bu
mahiyeti ile NVU terimi KBB boyunca periferik dolasim ve MSS arasinda dinamik ve

karmasik bir baglant1 sistemini ifade etmektedir (58).
4.3.4.1. Endotelyal hiicreler

Serebral kan damarlarim1 olusturan endotelyal hiicreler, perferik kan
damarlarindaki diger endotel hiicrelerden farkli olarak serebral kan damarlarinin
ceperlerinde siki baglantilar olusturmaktadirlar. Bu sebeple endotelyal hiicreler KBB’ nin
catis1 olarak degerlendirilmekte ve kan ile beyin parankimi arasinda kurulan fiziksel
bariyerin ilk basamagini olusturmaktadirlar. Endotel hiicrelerin kurdugu siki baglantilar
iki alt baglikta incelenebilirler: vaskiiler endotelyal ve noral kaderinlerden (V-Kaderin ve
N-Kaderin) olusan aderent baglantilar ve klaudin, okludin gibi transmembran proteinler
ile stoplazmik zona okludenslerin dahil oldugu siki baglantilardir (59-61). Aderent ve
siki1 baglantilar sayesinde, normal hiicre membranindan difiizyon yolu ile gecebilen
kiigiik hidrofobik molekiiller ve hatta iyonlarin KBB boyunca diflizyonlar1 oldukg¢a
giiclesmistir. Bu 6zglin yap1, giin icerisinde fiziksel aktivitedeki ufak bir artig sonrasi
kanda konsantrasyonu artan K' iyonlarinin difiizyonunu engelleyerek epileptik
ataklardan beyni korumak gibi bir¢ok avantaj sergilese de MSS rahatsizliklarinda beyine

ilag girisini ve MSS tedavilerini giiclestirmektedir.

KBB'in kimyasal bilesiklerin beyine erisimini kisitlamasi her zaman bariyer
gorevi sayesinde gerceklesmez. Endotelyal hiicreler, hiicre membraninda igeri ve disari
yonlii olarak tagima yapan proteinler ve polipeptidler bulundurmaktadirlar. Bu
molekiiller, substratlarin1 kimyasal gradyenlerinin tersi yoniinde aktif olarak tasiyarak
beyine ilag¢ girigini kontrol etmekte ve ¢ogu zaman engeller nitelikte gorev almaktadirlar

(18). Bu baglamda yaygin olarak bilinen ve {izerinde arastirmalar yapilan tasiyici
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proteinlerin ¢ogu, ATP ye bagimli kaset (ABC) tastyici siiper ailesine ait olup, bu
tastyicilar bariyer boyunca ilaglarin disariya pompalanmasindan sorumludurlar.
Hedeflenebildikleri takdirde akut donemde gelisen hasarin engellenmesi miimkiin
goriinmeleri sebebi ile ABCBI tasiyicisinin beyin felci farmakoterapisindeki dneme
sahiptirler. Anlatimlarmin beyinde oOzellikle iskemiye direngli bdlgelerde iskemiyi
takiben 3. saatte artig gosterip 24. saate kadar yiiksek seviyelerde kaldiktan sonra bazal
seviyeye ABCBI tasiyicilarini daha giiglii bir akut donem hedef molekiilii kilmaktadir.
(62). Bunun yami sira, farelerde yapilan bir bagka c¢alismada ayni aile icinde
siniflandirilan ABCC1’in anlatiminin orta serebral arter tikanmasi sonucu diistiigii ve
buna ABCCl1'in noroprotektif bilesen olan substratlarinin iskemik beyinde birikiminin
diismesinin eslik ettigi de gosterilmistir (63). Bu ¢alismada ABCCl1'in karakteristiginin,
kilcal damarlara igeri yonlii ila¢ tasinmasindan sorumlu olan soliit tastyict (solute
carrier) SLCO ailesine benzedigi ve ABCCl1'in beyinde ilag birikimine neden olmasinin
dolayl1 olarak SLCO ailesinin beyin farmakoterapisindeki potansiyel roliine igaret ettigi

not edilmistir.
4.3.4.1.1. SLCO ailesi ve Oatpla$

SLCO tasiyicilart  substratlari  olan bilesenlerin  beyne trans-hiicresel
iletimlerinden ve ayni zamanda beyinden kana tasinmalarindan sorumludurlar. Tastyici
ailesi lyelerinden yaklasik 300 protein 43 aile olarak smiflandirilmistir (3). Bu
ailelerden SLC21ve SLC22A tastyicilarimin genis bir yelpazede organik anyon

bilesenlerinin tasinmasinda dnemli rol aldiklar1 gdsterilmistir.

Oatpla4 ve OatplaS farede bu organik anyon tasiyict ailelerinin {iyesi olan,
insanda ise OATPIA olarak tek bir izoformu bulunan SLC21 ailesi tastyicilaridir.
Anlatimlar ilk defa beyin ve retinada DNA homoloji kopyalama metodu ile tespit
edilmistir (64, 65). Cok genis bir substrat yelpazesine sahip Oatpla4’in taginmasindan
sorumlu oldugu substratlarindan bazilari; safra asitleri, kardiyak glikozitler; N-metil
kuinidin, N metil kunin gibi organik katyonlar ve BQ123 gibi organik polipeptitleridir
(64-68).
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Oatpla4 ve 1a5’in substrat tagimasinda itici gii¢c olarak etkin faktoriin ne oldugu
tam olarak bilinmemekle beraber tasima kapasitelerindeki artis trans-uyarilma ile
gerceklesebildigi gosterilmistir. Tagimalarinin baskilanmasinin da benzer sekilde trans-
uyartlma ile gerceklestigi; Xenopus laevis oositlerinden Oatplad4’lin  subtrati

dinitrofeninin disar1 yonlii atiminin glutatyon ile arttirildigi gézlenmistir (69).

Oatpla$ ise ilk olarak rat retina cDNA kiitliphanesinden kopyalanmigtir. Kan
retina bariyerinin yani sira mRNA anlatimlarinin akciger, serebellum, serebral korteks
ve ince bagirsakta gerceklestigi gosterilmistir (70). Gergek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonlar1 analizleri Oatpla5’in anlatiminin KBB’de koroid pleksusta da oldugunu
kanitlamistir (70-73). Buna ragmen beyin kapilerlerindeki membran lokasyonlar1 net

olarak belirlenememistir (72).

Substratlar1 igerisinde temek olarak amfipatik organik anyonlar bulunmaktadir ve
substratlarinin beyne iletiminden sorumludurlar (71). Safra asitleri, steroit bilesikler ve
tiroid hormonu gibi endojen substratlarinin yani sira, atorvastatin ve rozuvastatin gibi
HMG KoA rediiktaz inhibitorlerinin de tasinmalarindan sorumlu olduklar1 gdsterilmistir

(64-68).
4.3.4.2. Norovaskiiler iiniteyi olusturan diger yapilar

NVU olusturan diger esas elementler ise perisitler, astrositler, bazal membran
yapilaridir. Norovaskiiler yilizeyin yaklagik %40’1m1 olusturan perisitler, isimlerini
serebral kan dmarlarmin etrafinda konumlanan karmagik hiicresel uzantilari
cevreleyerek olusturduklart morfolojik sekilden almaktadirlar (74). KBB’de bulunan
endotel hiicrelerden fiziksel hiicrelerden ayrilmis olmalarinin sebebi, basal membrana
tamamen gomiilmiis olmalaridir. Bununla birlikte KBB’yi olusturan endotel hiicreler ile
adherent baglantlar ve bosluklu baglantilar {izerinden iletisim kurmaktadirlar. Perisitlerin
esas gorevlerinden biri perivaskiiler alanda damar yarigaplarini belirlemek sureti ile
beyin kan akim hizin1 diizenlemektir. Sahip olduklar1 ¢ok sayida diiz kas aktini

sayesinde noronal aktiviteye bagli olarak kan akiminin diizenlenmesinde rol alirlar (75).
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Beyin felci sirasinda ise glutamat ile tetiklenen prostaglandin E; ve nitrik oksit salinimi

perisitlerin gevsemesine ve damar yarigapinin artigina yardimei olmaktadir (76).

Beyinde en fazla sayida bulunan hiicre tipi olan astrositler ¢ok sayida islevin
gerceklesmesinden sorumludurlar. KBB diizenlenmesinin dtesinde sinaps olusumunda,
ndrotransmitterlerin alim ve geri doniisiimlerinde, ndronlarin beslenmesinde, MSS’de
enflamatuvar cevabin yonlendirilmesinde rol almaktadirlar (77). Astrositlerin KBB
tizerindeki etkisi ndrovaskiilatiiriin %99 unu astrosit uzantilari ile kaplanmis olmasindan
anlasilmaktadir (78). Bu uzantilar bazal membran abluminal yiiziine hiicre dis1 matriks
proteinleri ile tutunmaktadirlar. Perisitlerin aksine, KBB ile hiicreler aras1 baglantilar
bulundurmadiklarindan endotelyal bariyer Ozelliklerini suda c¢oziinebilir faktorler
iizerinden sergilerler. Bu durum in vitro’da hem astrositler ile es kiiltiire edilmis
endotelyal hiicre kiiltiirlerinde hem de astrosit sartlandirilmis medium ile kiiltiire edilmis
endotelyal hiicre kiiltlirlerinde siki baglantilarin, metabolik enzimlerin ve tastyicilarin

KBB fenotipi olusturdugu calismalardan anlasilmaktadir (79, 80).

NVU’niin aseliiler kism1 olan ve ¢ogu zaman ihmal edilmekle birlikte aslinda
yiiksek derecede dinamik bir yapiya sahip kismi bazal membrandir. Yapist son derece
karmagik hiicre dist matriksten olusmaktadir. Temel olarak fibronektin, agrin,
osteonaktin, glikozaminoglikanlar ile desteklenmis tip IV kollajen, laminin, nidojen ve
perlekan icerigine sahiptir (81). Lamininlerin dagilimi1 bazal membran islevlerini direk

etkilemekte ve 6zellikle T hiicre gegislerini kontrol etmektedirler (82).
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5. MATERYAL METOD

5.1. Orta Serebral Arter Okliizyonu (OSAO)

8-10 haftalik, 20-25 gr agirliginda, yetiskin erkek Balb-c fareler %1 isofluran
(NOO15A09; Adeka), %30 O, ve kalan1 N,O ile anesteziye alinmistir. Geri besleme
kontrollii hemotermik 1sitic1 sistem ile (Harvard Apparatus) rektal sicaklik 36,5-37 °C
arasinda tutulmustur. OSAO ve reperfiizyonun gerceklestiginin kontrolii olarak Lazer
Doppler’in probu (Perimed, Stockholm, Sweden) ile Lazer Doeppler akimi (LDF) kayd1
alinmistir. Bu amagcla Lazer Doeppler’in probu, Bregma -2 mm koordinatina korteks

iizerine 0,5mm’lik agikliktan yerlestirilmistir.

30 dakikalik fokal serebral iskemi intraluminal teknik ile gerceklestirilmistir.
Ozetle, farenin boyun bélgesinden bir orta hat kesisi agilmis, sol orta ve eksternal
karotid arterler izole edilip 6-0 lik naylon ip (S1165; Dogsan) ile baglanmistir.
Mikrovaskular bir kiskag (FE691: Aesculap, Tuttlingen, Germany) gegici olarak internal
karotid arter lizerine yerlestirilmis ve ardindan komon karotid arter iizerinde kiiclik bir
kesi atilmistir. Silikon resin (Xantropen; Heraeus) ile kaplanmig 8-0’lik naylon bir
monofilment agilan bu kesiden damar igerisine iletildikten sonra mikrovaskular kiskag
cikarilmis ve monofilament OSAO i¢in distalde 9 mm ilerletilmistir. Okliizyonun 30.

dakikasinda monofilamentin geri ¢ekilmesi sureti ile reperflizyon baslatilmigtir.

Deney gruplar;; OatplaS’in  reperfiizyon sonrasi zamana bagli olarak
mikrodamar parcaciklarindaki anlatimin1 takip etmek (Sekil 1A) ve OatplaS’in
glutatyon ile baskilanmasinin substrati olan rozuvastatinin beyin dokusuna gecisine olan
etkisini arastirmak (Sekil 1B) icin iki ayri sete boliinmiistiir. ilk sette hayvanlar
reperfliizyonun baglangicini takiben sirasi ile 12, 24 ve 72. saatlerde sakrifiye edilmis ve
kapiler zenginlestirme yoOntemi ile kortikal dokudan mikrodamar pargaciklari
toplanmistir (n=8). Ikinci sette ise reperfiizyonun hemen ardindan arag (serum fizyolojik
(%0.9 izotonik sodyum kloriir soliisyonu; Biofleks)), glutatyon (ImM; PHR1359;

Sigma), rozuvastatinin Oatpla5 iizerinden beyin parankimine gegisini engellemek amaci
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ile, damar ig¢i (i.v.) olarak kuyruga yerlestirilen kaniil ile verilmistir. Ayn1 zamanda arag
(0.2 ml/kg dimetil siilfoksit (DMSO) (A367210100; Aplichem)), rozuvastatin (ROS)
(1955-25; Biovision) 2 mg/kg ve ROS 20mg/kg periton i¢i (i.p.) olarak verilmistir.
Immiinohistokimya calismalari, protein calismalari ve gen calismalar i¢in aym setten

toplamda 3 seri ¢alisilmistir (n=6). 72 saatlik reperfiizyon sonrasinda hayvanlar sakrifiye

edilmistir.
Al
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Sekil 5.1.1: 30 dakikalik orta serebral arter okliizyonu modeli deney setleri. A. Oatpla5’in
ekspresyon analizi serisi. Her bir zaman noktas1 n=8 olmak iizere 1’er gruptan olugmakta ve toplamda 24
hayvan igermektedir. B. Immiinohistokimya, protein ve gen g¢aligmalar1 serileri. Her seri (1) Serum
fizyolojik (SF) + DMSO (30.dakika); (2) Glutatyon + DMSO (30.dakika); (3) SF + ROS 2mg/kg
(30.dakika); (4) Glutatyon + ROS 2mg/ kg (30.dakika); (5) SF + ROS 20mg/kg (30.dakika); (6) Glutatyon
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+ ROS 20mg/kg (30.dakika) ve n=6 olmak iizere 6 gruptan olusmakta ve 36 hayvan igermektedir. 30.
dakikadaki enjeksiyonlar intravendz (i.v.) ve intaperitonel (i.p.) olarak uygulanmistir. Deney setlerinin
tlimii toplamda 4 seri ve 132 hayvan igermektedir.

5.2. Hayvanlarin Sakrifiye Edilmesi

MSAO sonrasi reperfiizyonu takiben Sekil 1A’daki set i¢in 12, 24, 72. saatlerde;
1B’deki set i¢in ise 72. saatlerde hayvanlar anesteziye alinip dekapite edilerek veya
normal salin ile trans kardiyak perflizyon yapilarak sakrifiye edilmistir. Elde edilen
beyin dokular1 kuru buzda dondurulmus ve histolojik analizler i¢in kesitlerin alinacagi

zamana kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir.
5.3. Histolojik Degerlendirmeler i¢cin Kesitlerin Almmasi

Pozitif yiiklii lamlar (Objekttrager; ISOTHERM) oncelikle 1sitic1 tabla iizerinde
40°C‘de 20 dakika kadar isitilmigtir. Daha sonra Bregma seviyesinden 20 pum’lik
koronal kryostat kesitleri pozitif yiiklii lamlara alinmis, 30 dakika boyunca 1sitict tabla
tizerinde 40°C‘de 1s1l islem uygulanarak dokularin lamlar iizerinde fikse edilmesi
saglanmistir. Elde edilen kesitler -80°C’de muhafaza edilmis, daha sonraa Cresyl violet,
TUNEL ve immunflorasan boyamalarda kullanilmistir. Beyin dokularindan ayni
zamanda Western blot analizi ve beyindeki rosuvastatin igeriginin 6l¢iimleri i¢in de
motor korteksten iskeminin ipsilateral ve kontralateral kisimlarindan (bregmaya 0-2 mm

kaudal uzakliktan) doku 6rnekleri alinmistir.
5.4. Cresyl Violet Boyamasi

Histolojik beyin hasar1 analizi i¢in alinan kesitlere Cresyl violet Asetat (C5042,
Sigma) boyamas1 yapildi. PFA ile oda sicakliginda 15 dakika fikse edilen kesitler,
282ml 0.1 M asetik asit (27225; Sigma) ve 18 ml sodyum asetat (32319; Sigma) igeren
sollisyonda 9%0.5 oraninda ¢oziilen cresyl violet ile 15 dakika inkiibe edilmistir. Daha
sonra Once distile su sonra sirasi ile %70, %90, %95 ve %100 alkol serilerinden
gecirilen kesitler 3 dakika xylene (534056; Sigma) inkiibasyonuna birakilmistir. Son
olarak kesitler entellan (1.07961.0500; Merck Millipore) ile kapatilmistir. Axio Zoom

mikroskobunda gériintiilerinin alimmasmin ardindan her biri 62,500 pm” alana sahip
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toplamda 12 bolgeden kor bir sekilde Cresyl violet ile boyanan néron goévdeleri

sayilarak ndronal sag kalim analizleri yapilmistir.
5.5. DNA Kiriklarinin Analizi

Calismada apoptotik hiicrelerin sayilarindaki degisikliklerin tespit edilebilmesi
icin TUNEL boyamasi, yapilmistir.Bu amacla, In situ Cell death Detection Kiti ile
(11684795910; Rosche) iskemik striatumda DNA kiriklar1 florasan isaretlenmistir. Tiim
gruplardaki hayvanlardan esit seviyelerden alinan kesitler % 4 paraformaldehit (158127,
Sigma) igeren 0.1 M Fosfat Tamponlu Salin (PBS) icersinde fikse edilmis, ke¢i serumu
ile oda sicakliginda bir saat bloklandiktan sonra kit i¢erisindeki florasan igaretli dUTP ve
deoksi niikleotidil transferaz enzimi, DNA kiriklarin1 isaretlemek iizere kesitlere
eklenmis ve 70 dakika 37°C’de inkiibe edilmistir. Boyama sonrasinda TUNEL pozitif
hiicreler, konfokal mikroskobu ile gorlintilenmistir. Kesit goriintiilerinin alinmasinin
ardindan her biri 62,500 um” alana sahip toplamda 12 bolgeden kor bir sekilde TUNEL

pozitif hiicrelerin sayimi gergeklestirilmistir.
5.6. Beyin Kapiler Zenginlestirme Yontemi ile Mikro Damar Parcaciklarinin Eldesi

Oatpla5’in Western blot analizleri mikro damar parcaciklar1 Orneklerinden
yapilmistir. Zenginlestirilmis mikro damar pargaciklari; kontrol, 30 dakika OSAO ve 12,
24 veya 72 saat reperfiizyon uygulanmis Balb/c farelerinin beyinlerinden elde edilmistir.
Ayn1 deney grubuna ait hayvanlarin beyin 6rnekleri toplanip tartildiktan sonra igerisinde
%1 bovin serum alblimin (BSA) (A7906; Sigma), 10 mM -2-hidroksietilpiperazin-N-2-
etanesulfonik asit (HEPES) (H3375; Sigma) ve % 5 proteaz inhibitorii karigimi (58278;
Cell Signaling) (pH 7,4) bulunan Ringer’s soliisyonu i¢erisinde homojenize edilmistir.
Homojenize edilen ornekler 15 dakika 1.500 g’de santriflij edilmis ve supernatant
uzaklastirllmigtir. Pellet tekrardan ¢oziildiikten sonra 10 dakika 1.500 g’de santrifiij
edilmigtir. Santrifiij sonunda olusulan pellet 0.25 M siikroz (800-08 1-LG; Multicell) (pH
7.0) igerisinde ¢oziildiikten sonra 1.0- 1.5M siikroz gradiyentine alinip 30 dakika 58.000

g kosullarinda Beckmann ultra santrifijiinde santrifiij edilmistir. Elde edilen 6rnek 3 ayr1
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fraksiyondan olusmakta olup, ornek icerisindeki pellet hedeflenen zenginlestirilmis

serebral mikro damar parcaciklarini temsil etmistir.
5.7. Protein Calismalar:
5.7.1. Protein izolasyonu

Calismada analizleri yapilan diger proteinlerin doku ornekleri Sekil 1B’de Seri
2’ye ait operasyon gecirmis hayvanlarin iskemik beyinlerinden alinmistir. 72 saat
reperflizyon siirelerini dolduran fareler dekapite edilerek beyinlerinden motor korteksten
iskeminin ipsilateral ve kontralateral tarafindan (Bregmaya 0-2 mm kaudal uzakliktan)
50 um’lik kesitler halinde alinmistir. Hem sekil 1A, hem de sekil 1B’de belirtilen, ayni
gruptaki doku Ornekleri bir araya getirilmis, proteaz ve fosfataz inhibitér karigimlari
iceren pargalama tamponu igerisinde (1 M Tris-HCI, 5 M NaCl, Triton-X-100, 0,5 M
EDTA, protease inhibitor coctail; #20-201, Millipore) 20 dakika buz {izerinde
homojenizator (Silent Crusher S, # 595-05000-00; Heidolph) yardimi ile homojenize
homojenize edilmistir. Ornekler 15.000 g’de 15 dakika santrfiij edildikten sonra

supernatant alinmistir.
5.7.2. Protein konsantrasyonu ol¢iimii ve blotlarin hazirlanmasi

Protein konsantrasyonlarinin tayini i¢in Qubit® Protein ¢alisma kiti (Q33211;
Invitrogen) kullanilmis ve Olgiimler Qubit Fluorometer 2.0 (# Q32866; Invitrogen)
cihaz1 ile yapilmistir. Olgiimlerden sonra drnekler analize kadar -80°C‘de muhafaza

edilmisgtir.

Esit miktarlarda protein, 2X veya 4X laemmli tamponu (#161-0737; Bio-rad) ve
kalan1 su olacak sekilde hesaplamalar1 yapilan ve esit hacimlerde hazirlanan blotlar 95°C

‘de 5 dakika kaynatildiktan sonra buz lizerinde 10 dakika inkiibe edilmistir.
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5.7.3. Western Blot

Ornekler, sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)
sistemi kullanilarak Any kD™ Mini-PROTEAN jellerine (83-9036, Bio-rad) yiiklenmis
ve 100V’ta 2 saat yiritiilerek molekiil agirliklarmma gore ayrilmalari saglanmistir.
Elektroforezin tamamlanmasinin ardindan Orneklerin poliviniliden floriir (PVDF)
membrana aktarilmasi sirasinda Bio-Rad Transblot yari 1slak blotlama sistemi ve Mini
PVDF Transfer Kitleri (#170-4272; Bio-rad) kullanilmistir. Membranlar, spesifik
olmayan antikor baglanmasin1 engellemek amaci ile % 0,1 Tween-20 (P1379; Sigma)
iceren tamponlanmis Tris salin (T1503; Sigma) (TBS-T) icerisinde % 5 oraninda
¢oziilmiis yagsiz siit tozu (#sc-2325; ChemCruz) ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Ardindan 3 kere 5’er dakika TBS-T ile yikanmis ve % 5 yagsiz siit tozu ile
1:500 oraninda kegi poliklonal Oatpla5 antikoru (sc-47265; Santa Cruz) igeren TBS-T

icerisinde 1 gece +4°C’de inkiibasyona birakilmistir.

Apoptotik sinyal yolaklarinin aktivasyonalrinin protein seviyesinde takibi ve
degerlendirmeleri i¢in membranlar verilen antikorlar ile de ayn1 sekilde 1 gece inkiibe
edilmistir; p21 (Wafl/Cipl, rabbit mAb, Novus #NB100-80042), aktif kaspaz-3 (rabbit
poliklonal, Cell Signaling #9661), aktif Kaspaz-8 (rabbit poliklonal, Cell Signaling
#9429), aktif kaspaz-9 (rabbit poliklonal, Cell Signaling #9509), aktif kaspaz-1 (goat
poliklonal sc-22165) ve Bax (rabbit, Cell Signaling #2772). Ikinci giin membranlar 3
kere 5’er dakika TBS-T ile yikanmig ve fare (goat anti-mouse) IgG, Horse Raddish
Peroxidase (HRP) konjuge edilmis, (sc-2055 Santa Cruz), rabbit (goat anti-rabbit IgG)
HRP konjuge edilmis (sc-2004 Santa Cruz) ve goat (donkey anti-goat) IgG HRP
konjuge edilmis (sc-2020 Santa Cruz) antikorlarindan uygun olami ile 1 saat oda

sicakliginda inkiibe edilmistir.

Proteinlerin, tekrar 3 kere 5’er dakika TBS-T ile yikanan membranlardan
kemiluminesans olarak goriintiilenmesi Bio-Rad goriintiileme kiti ile (Clarity™ Western
ECL Substrate, #1705060) gerceklestirilmistir. Goriintiileme sirasinda ChemiDoc MP

(Biorad) goriintiileme sistemi kullanilmigtir.
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5.7.4. Stripleme

Membranlarin stirplenmesi i¢in iizerlerine stripp tamponu eklenmis ve 20 dakika
boyunca karistiric1 iizerinde 50°C’ye ayarlanmis firinda inkiibe edilmistir. Stripp
tamponunun uzaklagtirilmasi i¢in 6 kere 5’er dakika yikanan membranlar 6nce yeniden
% 5 yagsiz siit tozu igeren TBS-T ile 1 saat bloklanmis, daha sonra farkli bir antikor
kullanilarak (p-p21 bakilan membrana p-21 primer antikoru eklenmesi gibi)

goriintlileme islemleri daha 6nce belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir.
5.7.5. Degerlendirme

Sonuglarin degerlendirilmesi Image J progarmu ile gergeklestirildi. ChemiDoc
MP sisteminden JPEG olarak disa aktarilan resimler 8 bit’e doniistiiriildiikten sonra her
bir kuyunun densite degerleri piksel {izerinden hesaplandi (0-256 piksel arasi). Her
membrandan ayr1 ayri Olgiilen, arka plana ait densite degerleri deney gruplarindan
cikarildiktan sonra elde edilen degerler i¢ kontrol olarak secilen beta actin degerlerine

gore normalize edildi. Sonuglar daha sonra istatistiksel analize tabi tutuldu.
5.8. immiinflorasan Boyamalar

Oatpla5 proteinin hiicreye 6zgii konumunu belirlemek amaci ile immiinflorasan
boyamalar gergeklestirilmistir. -80°C’den ¢ikarilan kesitler yarim saat oda sicakliginda
kurumaya birakilmig, daha sonra % 4 PFA ile oda sicakliginda 15 dakika fikse
edilmigtir. % 1 BSA iceren PBS igerisinde 1 saat bloklandiktan sonra kesitlere ilgili
isaretleyicileri temsil eden primer antikorlar eklenmistir. Noronal isaretliyici olarak
NeuN 488 konjuge (MAB377X; Millipore) ve MAP2 (ab1426; Abcam) glial isaretleyici
olarak GFAP 555 konjuge (3656S; Cell signaling), mikroglial isaretleyici olarak Iba-1
(sc28530; Santa Cruz) endotel hiicre isaretleyicisi olarak ise CD31 (ab28364; Abcam)
antikorlar1 kullanilmigtir. Oatpla5 antikoru ikili boyamalar i¢in ilgili antikorlar ile
kombine edilmis ve antikor soliisyonu kesitlere eklenerek 1 gece +4°C’de karistirict
tizerinde inkiibasyona birakilmistir. Kesitler ertesi giin 3 kere 5’er dakika PBS ile

yikandiktan sonra, florasan isaretli donkey anti goat 488 (A11055; Invitrogen), chicken

23



anti goat 594 (A21468; Invitrogen) , goat anti rabbit 488 (A11008; Invitrogen), goat anti
mouse 488 (A11001; Invitrogen), chicken anti mouse 488 (A21200; Invitrogen), goat
anti moise 555 (A21424; Invitrogen) antikorlarindan ilgili primer antikorla eslesenleri
ile bir saat oda sicakliginda karistiric1 {izerinde sekonder antikor inkiibasyonuna
birakilmigtir. 2. kere 3 kere 5’er dakika PBS ile yikanan kesitlere ¢kirdek boyamalari
icin 1:1000 oraninda PBS icerisinde sulandirilmis 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI)
(D9542; Sigma) soliisyonu eklenmistir. 3 dakikalik DAPI inkiibasyonundan sonra 1 kere
PBS igerisinde yikanmistir. Kagit pegete ile kurutulan kesitlere mounting medium
(F4680; Sigma) damlatilmis ve kesitler lamel ile kapatilmistir. 1 gece oda sicakliginda

kurumaya birakilan kesitlerden confocal mikroskobu ile goriintiiler alinmstir.
5.9. mRNA Analizleri
5.9.1. RNA izolasyonu

72 saat sonunda sakrifiye edilen farelerden alinan beyin dokularindan RNA
izolasyonu gerceklestirmek igin Qiagen AllPrep RNA/DNA/Protein Izolasyon Kiti
kullanilmistir (80004; Qiagen). Aymi gruba ait dokular bir araya getirildi ve kit
icerisinden ¢ikan protokole uygun olacak sekilde dnce 600 uL RLT lizis tamponu
eklenerek cam homojenizatére almmistir. Ilk asamada homojenizatorde ezerek
parcalama, daha sonra ise 21G enjektorden gecirmek sureti ile dokularin tamamen
homojenize olmasi saglanmistir. 1.5 ml lik deney tiiplerine alinan dokular 18.000 g’de 3
dakika santrifiij edilmistir. Supernatant kit icerisinden ¢ikan DNA yiikleme kolonuna
aktarilmis ve sivi fazin kolondan akmasina izin verilmistir. Daha sonra kolona sivi faz
ile esit hacimde %70 lik etil alkol eklenmis ve bu fazin da kolondan akmasina izin
verilmistir. Elde edilen silispansiyon yine kit icerisinden ¢ikan RNeasy spin kolonuna
yiiklenmis ve 10.000 g’de 30 sn santrifiij edilmistir. RW1 yikama ¢ozeltisi ile 1 defa,
ardindan RPE yikama ¢ozeltisi ile 2 defa yikanan kolon temiz bir mikrosantrifiij tiiptine
alinmig ve bos olarak 1 dk 18.000 g’de santrifiij edilerek kurumasi saglanmistir.
Kolonun altina temiz bir mikrosantrifiij tiipii yerlestirildikten sonra ve kolona 50 pl

RNase icermeyen su ilave edilmistir. 10.000 g’de 1 dakikalik yapilan santrifiij sonunda
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RNA oOrnekleri mikrosantrifiij tiipline ge¢mis ve ger¢ek zamanli polimeraz zincir

reaksiyonu (PZR) analizine kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir.
5.9.2. cDNA sentezi

Elde edilen RNA larin konsantrasyonlarinin Ol¢iimii  Implen P330
NanoPhotometer cihazinda OD260 densite degerinde gerceklestirilmistir. Orneklerin
safligimin tayini icin OD260/280 ile OD260/230 degerleri de okunarak hesaplamalar
yapilmistir. cDNA sentezi i¢in Roche Transcriptor First Strand ¢cDNA Synthesis Kiti
(04896866001; Roche) ile yapilmistir. RNA 6rnegi olarak, okunan degerlere gore her bir
ornekten 1 ug RNA’ya denk gelecek hacim reaksiyon karigimma 0,2 ml’lik PZR
reaksiyon tiipii i¢erisinde eklenmistir. Bunun yani sira rastgele primerler ve oligo (dT)
primerler de ayni reaksiyon tiipiine eklenip karistirildiktan sonra bir termal dongii
cihazinda (T100 Thermal Cycler, Bio-Rad) 65°C’de 10 dk inkiibasyona birakilmistir.
Daha sonra buz iizerine alinan 6rneklere tablo 1°de belirtildigi sekilde hazirlanan ana
karigimdan her tiipe 10.5 pl olacak sekilde paylagtirma yapilmistir. Her reaksiyon/ tiip
icin 30 pl toplam hacme ulasildiktan sonra 6rnekler tekrar termal dongii cihazina alinmis
ve sentez reaksiyonunun gerceklesmesi i¢in 50 °C’de 1 saat; enzim inaktivasyonunun
gerceklesmesi icin  80°C’de 5 dakika inkiibasyona birakilmistir. Reaksiyonun
tamamlanmasini takiben elde edilen ¢ozeltiler gercek zamanli PZR reaksiyonlarinda
kullanilmak tizere; stok, 1:10 ve 1:100 diliisyonlar halinde hazirlanmisg ve -80 C’de

muhafaza edilmistir.

Tablo 5.9.2.1: cDNA sentezi icin hazirlanan ana karisim igerikleri

1 Reaksiyon igin (pl) 25 Reaksiyon (ul)
Rev. Trans. Buffer (5X) 6 150
dNTP mix (25X) 3 75
Rev.Trans. Enzim 0,75 18,75
RNase Inhibitor 0,75 18,75
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5.9.3. Ger¢cek zamanh PZR ve analizi

Gergek zamanli PZR analizleri ile gen anlatimlarindaki degisiklikleri tayin

edebilmek i¢in Bio-Rad SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix karigimi

kullanilarak hazirlanan 6rnekler Bio-Rad CFX Connect Real Time System cihazinda

analiz edilmistir.

Tablo 5.9.3.1: Ger¢ek zamanh PZR i¢in hazirlanan ana karisim icerikleri

1 Reaksiyon igin (pl)

25 Reaksiyon (ul)

Total RNA 5 125
Oligo 0,5 12,5
Random Primerler 1 25
ddH,0O 6,5 162,5

Her bir DNA 6rnegi (grup) ve gen i¢in hazirlanmasi gereken ana karigim tablo

2’de belirtildigi lizere fakat cDNA eklenmeden hazirlanmistir. Ik 6nce ana karisim kuyu

basina 9 pl olacak sekilde 96 kuyucuklu ger¢ek zamanl pzr plakasina (Bio-Rad, Hard

Shell PCR Plate) dagitilmistir. Daha sonra uygun cDNA ornekleri ilgili kuyucuklara

eklenmistir. Plate diizeni her 6rnegin 3 tekrarli calisildig: sekilde belirlenmis, dolayisi ile

analiz sonunda her o6rnekten 3 er okuma almnarak teknik hata riski distriilmistiir.

Reaksiyon, optimize edilmis termal profilde (98 °C’de 30 sn, [95 °C’de 15 sn, 60 °C’de

30 sn]x40 dongili; ardindan melt analysis i¢in 55 °C’den 95 °C’ye 0,5 sn)

gerceklestirilmigtir. Tablo 3’te reaksiyon sirasinda kullanilan genler ve ilgili primer

dizileri ¢iftler halinde verilmistir. Analiz i¢in Bio-Rad CFX Connect Real Time System

cihazina ait CFX Manager programi kullanilmigtir.
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Tablo 5.9.3.2: Ger¢ek zamanli PZR’de kullanilan primer giftleri dizileri

Gen ad1 DNA dizisi
GAPDH F: 5 — AGGTCGGTGTGAACGGATTTG - 3’
R: 5> —= TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA -3’
B-aktin F: 5 — GGCTGTATTCCCCTCCATCG -3’
R: 5" — CCAGTTGGTAACAATGCCATG -3’
ILIB F: 5 - GCAACTGTTCCTGAACTCAACT -3’
R: 5" — ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT -3’
TNFa F: 5 - CCCTCACACTCAGATCATCTTCT -3’
R: 5" - GCTACGACGTGGGCTACAG -3’
TGFbl1 F: 5 - CTCCCGTGGCTTCTAGTGC -3’
R: 5" - GCCTTAGTTTGGACAGGATCTG - 3’
VEGF-B F: 5 - GCCAGACAGGGTTGCCATAC -3’
R: 5" - GGAGTGGGATGGATGATGTCAG - 3’
VEGF-A F: 5 — ACCATGAACTTTCTGCTCTCTTG - 3’
R: 5> - GAACTTGATCACTTCATGGGACT - 3’
MMP9 F: 5 - CTGGACAGCCAGACACTAAAG -3’
R: 5" — CTCGCGGCAAGTCTTCAGAG -3’

5.9.4. Analiz

Cihazdan alinan veriler; kontrol (sadece ara¢ uygulanan grup), ara¢ ve Glutatyon,
2mg/ kg Rosuvastatin, 2mg/kg Rosuvastatin ve Glutatyon, 20 mg/kg Rosuvastatin, 20
mg/kg Rosuvastatin ve Glutatyon alan gruplar icin tiim genler ayr1 ayr1 analiz edilmistir.
Ham veriye karsilik gelen cycle treshold degerlerinin 2 adet i¢ kontrol (B-aktin ve
GAPDH) degerlerine gore normalize edilebilmesi i¢in;[ACT=CT (hedef gen)-CT
((GAPDH+B-aktin)/2)] formiilii kullanilmistir. Hedef genin anlatim profilindeki
degisikligin katinin tayini i¢in kullanilan formiiliinde ise her bir zaman deney grubunda
kontrol grubunun ACT degeri kalibratdr olarak kullanilmistir. Buna goére kullanilan
[AACT=ACT(6rnek)—ACT(kalibrator)] formiili ile AACT degerleri hesaplanmstir.
Deney gruplarinin kontrol grubuna kiyasla gen anlatim profilindeki degisikliklerin
kantitatif degerleri olan kat degisimleri ise relatif kuantifikasyon (RQ) formiili

uygulanarak [2-AACt | hesaplanmustir.
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5.10. la¢ Ol¢iim Analizleri
5.10.1. Enjeksiyonlarin yapilmasi ve dokularin temini

2mg/kg ve 20mg/kg doz uygulamasinin, striatumda rozuvastatin birikimine olan
etkisi ve glutatyonun bu birikim iizerinde aldig1 rolii incelemek amaci ile T-QS

cihazinda serum ve striatum doku 6rneklerinden kantitatif ilag dl¢iimii yapilmistir.

Rozuvastatin, farede 7.3 saatlik bir yar1 6mre sahip olmasi nedeni ile, dl¢timler
icin 72 saat sonunda sakrifiye edilen hayvan setlerinden ayr1 bir set kullanilmistir (84).
Bu amagla hayvanlar daha 6nce belirtilen 6 adet gruba n=4 olacak sekilde bdliinmiis ve
SF ile glutatyon enejksiyonlar1 yine daha oOnce belirtildigi gibi i.v.; DMSO ve
rozuvastatin enjeksiyonlar1 da i.p. olarak gergeklestirilmistir. Enjenksiyondan 3 saat
sonra anesteziye aliarak dekapite edilen hayvanlardan beyin ve kan dokular1 alinmistir.
Kanlar 30 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 2000g’de +4 °C’de 10 dakika
santrifiij edilmis ve supernatant serum olarak toplanarak analize kadar -20 °C’de
muhafaza edilmistir. Beyin 6rnekleri ise 6nce kuru buzda dondurulmus ve -20 °C’de
muhafa edilmistir. Analiz giinii striatum dokular1 toplanmis, her hayvan ayr bir sekilde

analiz edilmistir.
5.10.2. Orneklerin analize hazirlanmasi
5.10.2.1. Serum orneklerinin analize hazirlanmasi

Elde edilen serumlarin analize hazirlanmast kisaca anlatildigi sekilde
gerceklestirilmistir. Kisaca 200 wl serum oOrnegi 50 ul internal standart ile (saf
rozuvastatin) karistirillmis ve 30 saniye vortexlenmistir. Karigim {izerine 750 ul
asetonitril eklenmis ve 5 dakika daha vortekslenmistir. 14.000rpm’de 5 dakika santrifiij
edilen Orneklerden 700 wl supernatant alinarak 40 °C’de buharlasmaya birakilmistir.
Ornekler tamamen kuruduktan sonra 200ul mobil fazda (metanol) ¢6ziilmiis ve yiikleme

tiiplerine aktarilmistir.
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5.10.2.2. Striatum dokusu orneklerinin analize hazirlanmasi

Dokudan 6rnek hazirlamak i¢in OASIS marka kit kullanilmistir. Orneklerin
hazirlanmasi kitin onerdigi protokol ile gerceklestirilmistir. Kisaca; toplanan dokular
hayvan bagina 500 ul amonyum bikarbonat igerisinde cam homojenizatérde homojenize

edilmis, 300g’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra supernatant alinmigtir.

Kit igerisinden ¢ikan kolonlar ilk olarak metanol ile vakum altinda
sartlandirilmis ve su ile dengeye getirilmistir. Homojenizasyon sonrasi sivi faz olarak
toplanan 6rnek dengelenen kolona yiliklenmis ve vakum minimum degerde agilarak sivi
fazin sorbent yatagina dereceli olarak ge¢isine izin verilmistir. Kolona %35 metanol
eklenmis ve 30 saniye kadar vakumlanarak kalan siv1 fazin tamaminin sorbent yatagina
gecisi saglanmigtir. Yatakta toplanan atik sivi uzaklastirildiktan sonra toplama tiipii
degistirilmistir. Daha sonra kolona 9:1 asetonitril:metanol (hacim:hacim) i¢eren organik
eliisyon solventi eklenmis ve vakum agilmaksizin solventin toplama tiipline yer ¢ekimi
etkisi ile filtre olmas1 beklenmistir. Daha sonra vakum minimum kuvvette agilarak kolon
filtresinde kalan solventin toplama tiipline gegisi icin beklenmistir. Toplanan sivi 40
°C’de buharlasmaya birakilmistir. Ornekler tamamen kuruduktan sonra 200ul mobil

fazda (metanol) ¢6ziilmiis ve yilikleme tiiplerine aktarilmistir.
Ornekler daha sonra ilgili teknisyene teslim edilerek analize tabi tutulmustur.
5.11. Istatistiksel Degerlendirme

Elde edilen sonuglarin istatistiksel degerlendirmeye alinabilmeleri i¢in yapilan
her analiz 3 tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Istatistik programi olarak, SPSS ANOVA
programi kullanilmigtir. Gruplar arasi anlamliligi tespit edebilmek icin elde edilen
degerlere, One Way ANOVA ile LSD testleri uygulanmistir. p<0.5 ve p=<0.1 degerleri

strast ile tek ve ¢ift simgeli olarak anlamli kabul edilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. TQ-S Cihazi ile Serum ve Dokudan Rozuvastatin Tayini

Belirtilen gruplarda enjeksiyonlarin gerceklestirildigi hayvanlar enjeksiyonu
takiben 3. saatlerinde sakrifiye edildi, serumlar1 toplandi ve striatum dokulari
dondurulmus beyinden alindi. Serumdan ve dokudan gelistirilen kati faz lipit
ekstraksiyon yontemi ile izole edilen rozuvastatin miktarnin kantitasyonu TQ-S
cihazinda gergeklestirildi. Elde edilen sonuglar yorumlanirken her gruba ait hayvandan
serum ve dokuda bulunan toplam rozuvastatin miktar1 hesaplandi. Bu degerden dokuda
bulunan rosuvastatin miktarinin yiizde ¢evrimleri {izerinden istatistiksel analizler yapildi,

grafikleri ¢izildi.

Elde edilen sonuglara gore glutatyon, rozuvastatinin kandan beyne ge¢isini hem
2 mg/kg hem de 20 mg/kg rozuvastatin alan gruplarda, istatistiksel olarak anlamli dl¢iide
engellemistir (p=<0.01). G+ROS20 grubunda bulunan toplam rozuvastatin yiizdesinin
G+ROS2 grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olarak fazla oldugu gorilmistiir

(p=<0.01).
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Rozuvastatin Miktari

30 $$

20 $$

&&
&& *%

*%

#H
&&

*%

10

Beyin parankiminde
serum+dokuya gore bulunma yiizdesi

SF+DMSO Glu+DMSO SF+ROS2 Glu+ROS2 SF+ROS20 Glu+ROS20

Sekil 6.1.1: Striatum dokusunda ila¢ birikimi tayini. Veriler ortalama +SD olarak gdsterilmistir.
SF+DMSO’ya gore anlamlilik ** p<0.01 Glu+DMSO’ya goére anlamlilik && p=<0.01 SF+ROS2’ye gore
anlamlilik ## p=<0.01. Glu+ROS2’ye goére anlamlilik $$p=<0.01.
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6.2. Oatpla5’in Beyin Mikro Damar Parc¢aciklarinda Anlatimi

Sekil 1 A grubu hayvanlarmin beyin felci ve reperfiizyonun kontrolii amaciyla
beyin kan akimini anlik 6lgen Laser Doppler’in (LDF) probu (Perimed, Stockholm,
Sweden) orta serebral arter bolgesine (Bregma -2 mm posterior; 6mm lateral) temporal
kaslar ayrilarak direk kafatasi kemigi iizerine yerlestirilerek kontrol edildi. Deney
gruplar1 arasinda istatistikesel bir farklilik gériilmedi. Taban degere (baseline) gore LDF
kaydinin % 15-20 arasinda diislis ve reperfiizyonla birlikte tekrar artis gozlemlendi.

Sonuglar ortalama &+ SD olarak verildi.

Laser Doppler Kayd:

1401

—
[~
(=)

% Taban deger

0' 5 100 15 20" 25 30" 31' 35 40' 45 50'(dk)
Sekil 6.2.1: A Grubu operasyonlar1 geciren hayvanlarin orta serebral arter bélgesinden alinan
Laser Doppler Akim (LDF) kaydi. 12 saat, 24 saat ve 72 saat gruplart.
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30 dakikalik OSAOQO sonrasi belirtilen zaman diliminde sakrifiye edilen
hayvanlardan beyin mikro damar pargacigi zenginlestirmesi yapildi. Elde edilen
hiicrelerden protein izolasyonunu takiben Western blot analizi gergeklestirildi. Sekil 1’
de goriilecegi iizere Oatpla5’in anlatimi 12 ve 24 saatlik zaman dilimleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermemistir. 72 saatlik zaman diliminde, 12 ve

24 saatlik zaman dilimlerine gore istatistiksel olarak anlamli sekilde artis gdstermistir.

Oatpla5- _— | — -

B-actin- WG S —

Hk

° 600 1 1Ht
S
S 450
£
S 300 1
2
g 1507 y T
(o\|
]

0

12 saat 24 saat 72 saat

Sekil 6.2.2: Oatpla5’in mikro damar parc¢aciklarinda zamana bagh anlatimi. Veriler ortalama + SD

olarak gosterilmistir. 12 saate gore anlamlilik * p<0.05 ** p=<0.01
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6.3. iskemik Striatumda Immiinflorasan Boyamalar

B Grubu Seri 1 hayvanlarina, beyin felci ve reperfiizyonun kontrolii amaciyla
beyin kan akimini anlik dlgen Laser Doppler’in (LDF) probu (Perimed, Stockholm,
Sweden) orta serebral arter bolgesine (Bregma -2 mm posterior; 6mm lateral) temporal
kaslar ayrilarak direk kafatasi kemigi iizerine yerlestirilerek kontrol edildi. Deney
gruplar1 arasinda istatistiksel bir farklilik goriilmedi. Taban degere (baseline) gore LDF
kaydinin %15-20 arasinda diisiis ve reperfiizyonla birlikte tekrar artis gozlemlendi.

Sonuglar ortalama &+ SD olarak verildi.

Laser Doppler Kaydi

140
. 120 —{—SF+DMSO
[-%]
)%o 100 =——Glu+DMSO
=) —O—SF+R0OS2
5 80 —0—Glu+ROS2
.Q u
S 60 ——SF+ROS20
X 40 —A—Glu+ROS20

20

0

0 5 100 15 20" 25 30" 31' 35 40 45 50'(dk)
Sekil 6.3.1: B grubu Seri 1 operasyonlar: geciren hayvanlarin orta serebral arter bolgesinden alinan

Laser Doppler akim (LDF) kaydi. SF + DMSO, SF + Rosuvastatin 2 mg/kg, SF + Rosuvastatin 20
mg/kg, Glutatyon+DMSO, Glutatyo + Rosuvastatin 2mg/kg, Glutatyon + Rosuvastatin 20 mg/kg.

0.1 M PBS iginde hazirlanan % 4 PFA ile fikse edilen kesitler normal esek serum
(NDS) ile bloklandiktan sonra ilgili primer antikorlar (OATP1a5, NeuN, GFAP, CD31,
Ibal) ile inkiibe edilmis ve floresan-konjuge sekonder antikorlar ile inkiibasyonun
ardindan konfokal mikroskobu kullanilarak goriintiilenmistir. Boyanan kesitlerin
goriintlilenmesi ve analizi i¢in konfokal (LSM 780; Zeiss) mikroskop kullanildi.

Boyamalardan elde edilen sonuglar incelenmistir.
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6.3.1 Oatpla5- GFAP ikili boyamasi

Astrosit hiicre isaretleyicisi GFAP antikoru Oatpla5 antikoru ile ikili olarak
boyanmistir. 488nm dalga boyunda 6l¢iimii alinan GFAP boyamasi sol {ist panelde, 594
nm dalga boyunda 6l¢iim alinan Oatpla5 boyamasi sag iist panelde goriilmektedir.
Cekirdek isaretleyicisi olarak 405 nm dalga boyunda 6l¢timii alinan DAPI kullanilmistir
(sol alt panelde). En son her ii¢ laser giiciiniin ayn1 anda verilerek c¢ekilen resimde es
lokalizasyon durumu belirlenmistir. Oatpla5 tasiyict molekiiliiniin, astrositlerde

imiinflorasan boyamalar sonucunda es lokalize olmadigi tespit edilmistir (Sekil 6.3.1.1).

GFAP Oatpla5s

DAPI Timu

Sekil 6.3.1.1: Iskemik striatumda GFAP/Oatpla5 boyamasi. Oatpla5 tastyicisinin astrosit hiicreleri ile
es lokalize olmadig1 gézlenmistir.
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Hiicre spesifik lokasyonun belirlenmesi sirasinda, boyamada yasanan doku
kaynakli problemleri asmak amaci ile benzer boyamalar %15 oraninda astrosit igeren
primer kortikal néron kiiltiirii ve glial hiicre kiiltiirlerinde tekrarlanmistir. Her iki
kiiltirde de GFAP ve Oatpla5 es lokalizasyonu gozlenmemistir (Sekil 6.3.1.2, sekil
6.3.1.3).

GFAP Oatplas

DAPI Tumii

Sekil 6.3.1.2: Primer kortikal néron Kkiiltiirlerinde GFAP/OatplaS boyamasi. Oatpla5 tastyicisinin
astrosit hiicreleri ile es lokalize olmadig1 gozlenmistir.
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GFAP Oatplas

DAPI Tiumi

Sekil 6.3.1.3: Primer kortikal glia kiiltiirlerinde GFAP/Oatp1aS boyamasi. Oatpla5 tastyicisinin
astrosit hiicreleri ile es lokalize olmadig1 gozlenmistir.
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6.3.2. Oatp1laS- Iba-1 ikili boyamasi

Mikroglilal hiicre isaretleyicisi Iba-1 antikoru Oatpla5 antikoru ile ikili olarak
boyanmustir. 488nm dalga boyunda 6l¢iimii alinan Iba-1 boyamasi sol {ist panelde, 594
nm dalga boyunda 6l¢iim alinan Oatpla5 boyamasi sag iist panelde goriilmektedir.
Cekirdek isaretleyicisi olarak 405 nm dalga boyunda 6l¢timii alinan DAPI kullanilmistir
(sol alt panelde). En son her ii¢ laser giiciiniin ayn1 anda verilerek c¢ekilen resimde es
lokalizasyon durumu belirlenmistir. OatplaS tasiyici  molekiiliiniin, mikroglial
hiicrelerde imiinflorasan boyamalar sonucunda es lokalize olmadig1 tespit edilmistir

(Sekil 6.3.2.1).
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Iba-1 Oatplas

DAPI Tumii

.

Sekil 6.3.2.1: Iskemik striatumda Iba-1/Oatpla5 boyamasi. Oatpla5 tastyicisinin mikroglia hiicreleri
ile es lokalize olmadig1 gézlenmistir.
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Hiicre spesifik lokasyonun belirlenmesi sirasinda, boyamada yasanan doku
kaynakli problemleri asmak amaci ile benzer boyamalar glial hiicre kiiltiirlerinde
tekrarlanmigtir. Glial hiicre kiiltirde de Iba-1 ve Oatpla5 es lokalizasyonu
gbzlenmemistir (Sekil 6.3.2.2).

Iba-1 Oatpla$s

DAPI Tumii

Sekil 6.3.2.2: Primer Kkortikal glia Kkiiltiirlerinde Iba-1/Oatpla5 boyamasi. Oatpla5 tastyicisinin
mikroglia hiicreleri ile es lokalize olmadig1 gozlenmistir.
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6.3.3. OatplaS- NeuN ikili boyamasi

Noronal ¢ekirdek isaretleyicisi NeuN antikoru Oatpla5 antikoru ile ikili olarak
boyanmustir. 488nm dalga boyunda 6l¢iimii alinan NeuN boyamasi sol iist panelde, 594
nm dalga boyunda 6l¢iim alinan Oatpla5 boyamasi sag iist panelde goriilmektedir.
Cekirdek isaretleyicisi olarak 405 nm dalga boyunda 6l¢timii alinan DAPI kullanilmistir
(sol alt panelde). En son her ii¢ laser giiciiniin ayn1 anda verilerek c¢ekilen resimde es
lokalizasyon durumu belirlenmistir. Oatpla5 tasiyict molekiiliiniin, néronla hiicrelerde

imiinflorasan boyamalar sonucunda es lokalize oldugu tespit edilmistir (Sekil 6.3.3.1).

NeulN

Oatpla$

DAPI Tiumii

Sekil 6.3.3.1: iskemik striatumda NeuN/Oatpla5 boyamasi. Oatpla5 tasiyicisinin noronlar ile es
lokalize oldugu gozlenmistir.
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Hiicre spesifik lokasyonun belirlenmesi sirasinda, boyamada yasanan doku
kaynakli problemleri asmak amaci ile benzer boyamalar primer kortikal hiicre
kiiltiirlerinde tekrarlanmistir. Noron kiiltiirlerinde de NeuN ve Oatpla5 es lokalizasyonu

gbzlenmemistir (Sekil 6.3.3.2).

NeulN

QOatpla$s

DAPI Tiumii

Sekil 6.3.3.2: Primer kortikal néron Kiiltiirlerinde Iba-1/OatplaS boyamasi. Oatpla5 tastyicisinin
noronlarda es lokalize oldugu gozlenmistir.
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6.3.4. OatplaS- MAP2 ikili boyamasi

Norona 0zgii lokasyonun bagka bir antikor ile de gosterilmesi i¢in dendrit
isaretleyicisi MAP2 antikoru Oatpla5 antikoru ile primer kortikal néron hiicrelerinde
ikili olarak boyanmistir. 488nm dalga boyunda 6l¢iimii alinan MAP2 boyamasi sol {ist
panelde, 594 nm dalga boyunda ol¢lim alman Oatpla5 boyamasi sag iist panelde
goriilmektedir. Cekirdek isaretleyicisi olarak 405 nm dalga boyunda 6l¢iimii alinan
DAPI kullanilmistir (sol alt panelde). En son her ii¢ laser giiclinlin ayn1 anda verilerek
cekilen resimde es lokalizasyon durumu belirlenmistir. OatplaS tasiyict molekiiliiniin,
ndronal hiicrelerde imiinflorasan boyamalar sonucunda es lokalize oldugu tespit

edilmistir (Sekil 6.3.4.1).
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Qatpla5

DAPI Tumii

Sekil 6.3.4.1: Primer kortikal noron Kiiltiirlerinde MAP2/OatplaS boyamasi. Oatpla5 tastyicisinin
noronlar ile es lokalize oldugu gozlenmistir.

44



6.3.5 Oatp1a5-CD 31 ikili boyamasi

Endotel hiicre isaretleyicisi CD31 antikoru Oatpla5 antikoru ile ikili olarak
boyanmustir. 488nm dalga boyunda 6l¢iimii alinan CD31 boyamasi sol iist panelde, 594
nm dalga boyunda 6l¢iim alinan Oatpla5 boyamasi sag iist panelde goriilmektedir.
Cekirdek isaretleyicisi olarak 405 nm dalga boyunda 6l¢timii alinan DAPI kullanilmistir
(sol alt panelde). En son her ii¢ laser giiciiniin ayn1 anda verilerek c¢ekilen resimde es
lokalizasyon durumu belirlenmistir. Oatpla5 tasiyict molekiiliiniin, endotel hiicrelerde
imiinflorasan boyamalar sonucunda olduk¢a az bulundugu tespit edilmistir (Sekil

6.3.5.1).
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CD31 Oatpla5s

DAPI Tumii

Sekil 6.3.5.1: iskemik striatumda CD31/Oatpla5 boyamasi. Oatpla5 tasiyicis1t CD31 hiicreleri ile es
lokalize gézlenmemistir.
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6.4. Noronal Sag Kalimin Degerlendirilmesi

Sekil 1 de agiklanan B grubundaki Seri 1 operasyonlar1 ge¢irmis hayvanlar 72.
saatte sakrifiye edilmistir. Striatum seviyesinden alinan kesitlere Cresyl Violet boyamasi
yapilmis ve hem iskemik hem de iskemik olamayan hemisferin striatumlarindan 12
bolgeden hiicre sayimi yapilmistir. Iskemik olmayan hemisfere gore canlilik yiizdesi

hesaplanan gruplara istatistiksel analizler yapilmistir.

Elde edilen sonuglara gore; glutatyon uygulanmasi kontrole gore canliligin
diismesine anlamli bir etki gostermemistir. 2 mg/kg rozuvastatin grubunda; hem arag
hem de glutatyon gruplarina gére noronal sag kalim istatistiksel olarak anlamli dlglide

artmistir (p<0.01).

2 mg/kg rozuvastatin + glutatyon grubunda ara¢ ve glutatyon gruplarina kiyasla
noronal sag kalimda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir. 2 mg/kg
rozuvastatin grubuna gore kiyaslandiginda 2 mg/kg rozuvastatin + glutatyon uygulanan
grupta ise noronal sag kalimda istatistiksel olarak anlamli bir azalma goriilmektedir

(p=<0.01).

20 mg/kg rozuvastatin grubunda arag ve glutatyon gruplarina gore nodronal
hayatta kalimda istatistiksel olarak anlamli bir artig goriilmiistiir (p<0.01). Rozuvastatin
20 mg/kg + glutatyon grubu ile rozuvastatin 20 mg/kg grubu ile aralarinda istatistiksel
olarak anlamlilik goriilmemistir.Son olarak; rozuvastatin 20 mg /kg + glutatyon
grubunda noronal hayatta kalim acisindan rozuvastatin 2 mg/kg grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli bir azalma goriilmiistiir (p<0.05) (Sekil 6.2.2).

47



Noronal Sagkalim

240 -
* %k * ok
é 180 1 i i
2 120 A T
wn
X 60 A
0 . . . . . . .
o o v v N N
Qé‘c" x&‘c" & )3.0% Q'o%” Q.o‘g'
X
§ § o S

Sekil 6.4.1: B grubu Seri 1 operasyonlari geciren hayvanlarin néronal sag kalim analizleri. Veriler +
SD olarak gosterilmistir. SF+DMSO’ya gore anlamlilik * p=0.05 ** p=<0.01, Glu+tDMSO’ya gore
anlamlilik & p=<0.05 SF+ROS2’ye gore anlamlilik # p=<0.05 ve ## p=<0.01 SF+ROS20’ye gore anlamlilik
$ p=0.05.
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6.5. DNA Fragmantasyonunun Degerlendirilmesi

Sekil 1 de agiklanan B grubundaki Seri 1 operasyonlar1 ge¢irmis hayvanlar 72.
saatte sakrifiye edilmistir. Striatum seviyesinden alinan kesitlere TUNEL boyamasi
yapilmis ve iskemik olamayan striatumdan 12 bdlgeden hiicre sayim1 yapilmistir. Arag +
ara¢ grubuna gore apoptotik hiicre ylizdesi hesaplanan gruplara istatistiksel analizler

yapilmustir.

Elde edilen sonuglara gore; glutatyon uygulamasi iskemik hemisferdeki
apoptotik hiicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige neden olmamastir.
2mg/kg rozuvastatin grubunda hem ara¢ hem de glutatyon gruplarina gére TUNEL

pozitif hiicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir diisiis ger¢eklesmistir (p<0.01).

2 mg/kg rozuvastatin + glutatyon grubunda ara¢ grubuna kiyasla iskemik
striatumdaki TUNEL pozitif hiicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma
goriilmektedir (p<0.05). Glutatyon grubu ile kiyaslandiginda ise istatiksel anlamda bir
fark goriilmemektedir. Yine 2 mg/kg rozuvastatin + glutatyon uygulanan grup, 2 mg/kg
rozuvastatin grubuyla kiyaslandiginda TUNEL pozitif hiicre sayisinda istatistiksel olarak

anlamli bir artig goriilmektedir (p=<0.01).

20 mg/kg rozuvastatin dozu uygulanan grupta hem ara¢ hem de glutatyon
gruplarin ile kiyaslandiginda iskemik striatumdaki apoptotik hiicre sayisi istatistiksel
olarak anlamli derecede diisiis gostermistir (siras1 ile p=<0.01 ve p=<0.05). 2 mg/kg
rozuvastatin veya 2 mg/kg rozuvastatin + glutatyon gruplarina kiyasla araarinda
apoptotik hiicre sayis1 agisindan anlamli bir fark goriilmemistir. 20 mg/kg
rozuvastatintglutatyon grubunda ise iskemik hemisferdeki apoptotik hiicre sayisi
bakimindan kiyaslandiginda; ara¢ grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gerceklesmis (p=<0.05), glutatyon grubuna gore ise istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik gostermemistir. Yine 20 mg/kg rozuvastatin + glutatyon grubu 2 mg/kg
rozuvastatin grubu ile kiyaslandiginda, TUNEL pozitif hiicre sayisi istatistiksel olarak

anlamli 6l¢iide artig gostermistir.
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DNA Kiriklar: Analizleri
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Sekil 6.5.1: B grubu Seri 1 operasyonlar1 geciren hayvanlarin DNA kiriklarn analizleri. Veriler
ortalama + SD olarak gosterilmistir. SF+DMSO’ya gore anlamlilik * p=<0.05 ** p=<0.01, Glu+DMSO’ya
gore anlamlilik & p=<0.05 SF+ROS2’ye gore anlamlilik # p<0.05 ve ## p=<0.01
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6.6. Western Blot Sonuclarinin Degerlendirilmesi

B Grubu Seri 2 hayvanlarina, beyin felci ve reperfiizyonun kontrolii amaciyla
beyin kan akimini anlik 6lgen Laser Doppler’in (LDF) probu (Perimed, Stockholm,
Sweden) orta serebral arter bolgesine (Bregma -2 mm posterior; 6 mm lateral) temporal
kaslar ayrilarak direk kafatasi kemigi iizerine yerlestirilerek kontrol edildi. Deney
gruplar1 arasinda istatistikesel bir farklilik gériilmedi. Taban degere (baseline) gore LDF
kaydinin %15-20 arasinda diisiis ve reperfiizyonla birlikte tekrar artis gozlemlendi.

Sonuglar ortalama &+ SD olarak verildi.

Laser Doppler Kayd:

160
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. 120 =8— Glut+DMSO
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% 100 —0=—SF+ROS2
= —0—Glu+ROS2
2 80
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0
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Sekil 6.6.1: B grubu Seri 2 operasyonlar: geciren hayvanlarin orta serebral arter bolgesinden alinan
Laser Doppler akim (LDF) kaydi. SF +DMSO (A), SF + Rosuvastatin 2mg/kg (B), SF + Rosuvastatin
20 mg/kg (C), Glutatyon+DMSO (D), Glutatyo + Rosuvastatin 2mg/kg (E), Glutatyon + Rosuvastatin 20
mg/kg (F).

Sekil 1 de agiklanan B grubu Seri 2 deki operasyonlar1 geciren hayvanlarin
striatum seviyelerinden doku Ornekleri alinarak protein izolasyonu gergeklestirilmistir.
Ardindan daha Once belirtilen 6 farkli gruba ait bu dokularda protein seviyesindeki
degisimleri tespit etmek amaciyla hedeflenen proteinlerin analizlerine baglanmistir.

Sirastyla apoptotik- antiapoptotik, stres ve enflamatuvar sinyal yolaklarinda gorevleri
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bilinen proteinlerden; Caspase-1, -3, -8 ve -9, Bax, Bcl-xL proteinlerinin seviyelerindeki
degisiklikler ile p-JNK, p-p21 ve p-p38 proteinlerinin fosforlanmalarindaki artigin

degerlendigilmesi igimn Western blot analizleri yapildi.
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6.6.1. Aktif kazpaz-1 proteini Western blot degerlendirmesi

Elde edilen sonuglara gére Glu+DMSO grubunda SF+DMSO grubuna gore aktif
kazpaz-1 proteini istatistiksel olarak anlamli l¢giide artis gostermistir (p=<0.05). 2 mg/kg
rozuvastatin grubunda ara¢ grubuna gore aktif kazpaz-1 proteini istatistiksel olarak
anlamli1 6l¢iide artig gostermistir (p=0.05). 2mg/kg rozuvastatin + glutatyon grubunda ise
hem Glu+DMSO hem de 2 mg/kg rozuvastatin gruplarina gore aktif kazpaz-1 protein

seviyesi anlamli derece azalmistir (p=<0.05).

20 mg/kg rozuvastatin grubu Glu+DMSO ve 2 mg/kg rozuvastatin gruplar ile
karsilagtirildiginda aktif kazpaz-1 seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gostermistir (p<0.05). 20 mg/kg rozuvastatin + glutatyon grubunda ise SF+DMSO ve
Glu+DMSO gruplar ile kiyaslandiginda aktif kazpaz-1 protein seviyesinde istatistiksel

olarak anlaml bir azalma gbzlenmistir (siras1 ile p<0.05 ve p<0.01).
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Sekil 6.6.1.1: B grubu Seri 2 operasyonlari geciren hayvanlarin aktif kazpaz-1 proteini Western blot
analizleri. Datalar mean+SD olarak gosterilmistir. SF+DMSO’ya gore anlamlilik * p=<0.05 ** p=<0.01,
Glu+DMSO’ ya gore anlamlilik § p=<0.05 §§ p=<0.01. SF+ROS2’ye gore anlamlilik # p<0.05 ve ##
p=<0.01
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6.6.2. Aktif kazpaz-3 proteini Western blot degerlendirmesi

Elde edilen sonugalara gore; SF+DMSO ve Glu+DMSO gruplar arasinda aktif
kaspaz-3 proteini acisindan istatistiksel olarak anlamli bir degisim goriilmemektedir. 2
mg/kg rozuvastatin, 2 mg/kg rozuvastatin + glutatyon, 20 mg/kg rozuvastatin ve 20
mg/kg rozuvastatin + glutatyon gruplarinda SF+DMSO grubu ile kiyaslandiginda aktif
kaspaz-3 proteini agisindan istatistiksel olarak anlamli diisiis goriilmektedir (p<0.01).
Benzer sekilde ayni gruplar (2 mg/kg rozuvastatin, 2 mg/kg rozuvastatin + glutatyon, 20
mg/kg rozuvastatin ve 20 mg/kg rozuvastatin + glutatyon) Glu+DMSO grubu ile
kiyaslandiginda aktif kaspaz-3 proteini acisindan istatistiksel olarak anlamli diisiis
goriilmektedir (p<0.01). Kalan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisim

goriilmemektedir.
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Sekil 6.6.2.1: B grubu Seri 2 operasyonlari geciren hayvanlarin aktif kazpaz-1 proteini Western blot

analizleri. Veriler ortalama + SD olarak gosterilmistir. SF+DMSO’ya gore anlamlilik * p<0.05 **
p<0.01, Glu+DMSOQO’ya gore anlamlilik § p<0.05 §§ p<0.01. SF+ROS2’ye gore anlamlilik # p<0.05 ve ##
p<0.01.
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6.6.3. Aktif kazpaz-8 proteini Western blot degerlendirmesi

Elde edilen sonuglara gore aktif kaspaz-8 protein seviyesinde gruplar arasinda

anlamli bir degisim gortilmemistir.
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Sekil 6.6.3.1: B grubu Seri 2 operasyonlari geciren hayvanlarin aktif kaspaz-8 proteini Western blot
analizleri. Veriler ortalama + SD olarak gosterilmistir.

6.6.4. Aktif kazpaz-9 proteini Western blot degerlendirmesi

Elde edilen sonugalara gore; SF+DMSO ve Glu+DMSO gruplar arasinda aktif
kaspaz-3 proteini agisindan istatistiksel olarak anlamli bir degisim goriilmemektedir. 2
mg/kg rozuvastatin grubunda SF+DMSO grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir

artis gergeklesmistir (p<0.05). 2 mg/kg rozuvastatin + glutatyon grubunda ise 2 mg/kg
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rozuvastatin grubuna gore aktif kaspaz-3 proteini seviyesinde istatiksel olarak anlamli

bir azalma gerceklesmistir (p<0.05).

20 mg/kg rozuvastatin grubunda; SF+DMSO, Glu+DMSO ve 2 mg/kg
rozuvastatin gruplarimin her {Ugline de kiyasla aktif kaspaz-3 proteini agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir diisiis gozlenmistir (p<0.01). 20mg/kg rozuvastatin +
glutatyon grubunda ise yine; SF+DMSO, Glu+tDMSO ve 2 mg/kg rozuvastatin
gruplarinin her ticiine de kiyasla aktif kaspaz-3 proteini agisindan istatistiksel olarak

anlamli bir diisiis gozlenmistir (p=<0.01).
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Sekil 6.6.4.1: B grubu Seri 2 operasyonlar: geciren hayvanlarin aktif kaspaz-9 proteini Western blot
analizleri. Veriler ortalama + SD olarak gdsterilmistir. SF+DMSQO’ya goére anlamlilik * p<0.05 **
p=<0.01, Glu+DMSQO’ya gore anlamlilik § p<0.05 §§ p=<0.01. SF+ROS2’ye gore anlamlilik # p<0.05 ve ##
p=<0.01, SF+R0OS20’ye gore anlamlilik $ p<0.05 $$ p<0.01.
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6.6.5. Bax proteini Western blot degerlendirmesi

Elde edilen sonuglara gére SF+DMSO grubu ile kiyaslandiginda Glu+DMSO
grubunda Bax proteinin seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlenmistir
(p=<0.05). 2 mg/kg rozuvastatin grubu ile baska herhangi bir grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir degisim goriilmemistir. 2 mg/kg rozuvastatin + glutatyon grubunda ise
SF+DMSO grubu ile kiyaslandiginda Bax proteini seviyesinde istatistiksel olarak

anlamli bir artig gézlenmistir (p<0.05).

20 mg/kg rozuvastatin grubu ile baska herhangi bir grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir degisim goriilmemistir. 20 mg/kg rozuvastatin + glutatyon grubunda
ise SF+DMSO grubu ile kiyaslandiginda Bax proteini seviyesinde istatistiksel olarak

anlamli bir artis gézlenmistir (p=<0.05).
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Sekil 6.6.5.1: B grubu Seri 2 operasyonlar1 geciren hayvanlarin Bax proteini Western blot
analizleri. Veriler ortalama + SD olarak gosterilmistir. SF+DMSO’ya gore anlamlihik * p=<0.05 **
p=<0.01.
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6.6.6. Bcl-xL proteini Western blot degerlendirmesi

Elde edilen sonuglara gore SF+DMSO grubu ile kiyaslandiginda Glu+DMSO, ve
2 mg/kg rozuvastatin gruplarinda Bcl-xL proteininin seviyesi agisindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark goriilmemistir. 2 mg/kg rozuvastatin + glutatyon grubunda ise
SF+DMSO grubu ile kiyaslandiginda Bcl-xL proteini seviyesinde istatistiksel olarak
anlamli bir azalma gozlenmistir (p=0.01). Diger yandan 2 mg/kg rozuvastatin +
glutatyon grubu Glu+DMSO grubu ve 2 mg/kg rozuvastatin gruplari ile kiyaslandiginda
Bcl-xL proteini seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma gézlenmistir (sirast ile

p=<0.05 ve p=<0.01)) .

20 mg/kg rozuvastatin grubu; SF+DMSO, Glu+DMSO ve 2 mg/kg rozuvastatin
gruplar ile karsilastirildiginda Bel-xL proteini seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir
azalma gostermistir (sirast ile p=<0.01; p=<0.05 ve p=<0.01). 20 mg/kg rozuvastatin +
glutatyon grubunda ise; SF+DMSO, Glu+DMSO ve 20 mg/kg rozuvastatin gruplart ile
kiyaslandiginda Bcl-xL proteini seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma

gbzlenmistir (sirast ile p<0.01; p<0.05 ve p<0.01).
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Sekil 6.6.6.1: B grubu Seri 2 operasyonlar1 geciren hayvanlarin Bcl-xLl proteini Western blot

analizleri. Veriler ortalama = SD olarak gosterilmistir. SF+DMSO’ya gore anlamlilik * p<0.05 ** p=<0.01,
Glu+DMSO ya gore anlamlilik § p<0.05 §§ p<0.01. SF+ROS2’ye gore anlamlilik # p<0.05 ve ## p=<0.01

6.6.7. p-JNK proteini Western blot degerlendirmesi

Elde edilen sonuglara gore; glutatyon uygulamast SF+DMSO grubu ile
kiyaslandiginda p-JNK seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir diislise neden
olmamistir. 2 mg/kg rozuvastatin grubunda p-JNK seviyesi agisindan hem SF+DMSO
hem de Glu+DMSO grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir diislis goézlenmistir
(p=<0.01). 2 mg/kg rozuvastatin + glutatyon grubunda da yine hem ara¢ hem de
Glu+DMSO grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir diisiis gézlenmistir (p=<0.01).
Bununla birlikte 2 mg/kg rozuvastatin grubu ile 2 mg/kg rozuvastatin + glutatyon grubu

arasinda p-JNK seviyeleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir.
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20 mg/kg rozuvastatin grubu p-JNK seviyesi acisindan SF+DMSO ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir diislis gostermekle birlikte (p<0.05),
Glu+DMSO grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir.
20mg/kg rozuvastatin + glutatyon grubu SF+DMSO grubu ile karsilagtirildiginda p-JNK
seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma gostermistir (p<0.01). Belirtilen

gruplar disinda p-JNK degerleri agisindan diger gruplar istatistiksel olarak anlamli bir

degisim gdostermemislerdir.
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Sekil 6.6.7.1: B grubu Seri 2 operasyonlar1 geciren hayvanlarin p-JNK proteini Western blot
analizleri. Veriler ortalama + SD olarak gdsterilmistir. SF+DMSO’ya goére anlamlilik * p=<0.05 **

p=<0.01, Glu+DMSQO’ ya gore anlamlilik § p=<0.05 §§ p=<0.01.
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6.6.8. p-p21 proteini Western blot degerlendirmesi

Elde edilen sonuglara gére p-p21 protein seviyesinde grupla arasinda anlamli bir

degisim goriilmemistir.

p-p21

160 1

SF+DMSO’ya gore yiizde

0 . . .
SF+DMSO  Glu+DMSO  SF+ROS2  GIu+ROS2  SF+ROS20  Glu+ROS20

Sekil 6.6.8.1: B grubu Seri 2 operasyonlar1 geciren hayvanlarin p-p21 proteini Western blot
analizleri. Veriler ortalama + SD olarak gosterilmistir.
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6.6.9. p-p38 proteini Western blot degerlendirmesi

Elde edilen sonuglara gore 2 mg/kg rozuvastatin + glutatyon grubunda p-p38
seviyesinde; SF+DMSO, Glu+DMSO ve 2 mg/kg rozuvastatin gruplarinin hepsine
kiyasla anlamli derecede azalma gergeklesmistir (p<0.01, p<0.01 ve p=<0.05).
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Sekil 6.6.9.1: B grubu Seri 2 operasyonlar1 geciren hayvanlarin p-p38 proteini Western blot
analizleri. Veriler ortalama + SD olarak gosterilmistir. SF+DMSO’ya gore anlamlilik * p=<0.05 **
p=<0.01, Glu+DMSQ’ya goére anlamlilik § p=<0.05 §§ p=<0.01. SF+ROS2’ye gore anlamlilik # p=<0.05 ve
## p=<0.01

64



6.7. mRNA Analizleri ile Enflamasyon ve Damarlagmayla Tlgili Genlerin Anlatim

Analizi

B Grubu Seri 3 hayvanlarina, beyin felci ve reperfiizyonun kontrolii amaciyla
beyin kan akimini anlik 6lgen Laser Doppler’in (LDF) probu (Perimed, Stockholm,
Sweden) orta serebral arter bolgesine (Bregma -2 mm posterior; 6mm lateral) temporal
kaslar ayrilarak direk kafatasi kemigi iizerine yerlestirilerek kontrol edildi. Deney
gruplar1 arasinda istatistikesel bir farklilik goriilmedi. Taban degere (baseline) gore LDF
kaydinin %15-20 arasinda diisiis ve reperfiizyonla birlikte tekrar artis gozlemlendi.

Sonuglar ortalama + SD olarak verildi.

Laser Doppler Kaydi
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Sekil 6.7.1: B grubu Seri 3 operasyonlari geciren hayvanlarin orta serebral arter bolgesinden alinan
Laser Doppler akim (LDF) kaydi. SF +DMSO (A), SF + Rosuvastatin 2mg/kg (B), SF + Rosuvastatin
20 mg/kg (C), Glutatyon+tDMSO (D), Glutatyo + Rosuvastatin 2mg/kg (E), Glutatyon + Rosuvastatin 20
mg/kg (F).

Gen ekspresyon ¢aligmalari i¢in, B grubu seri 3 operasyonunu geciren hayvanlar
iskemiden 72 saat sonra sakrifiye edildi. Beyinlerden kuru buz iizerinde bregmadan 2
mm kaudal ve 2 mm rostral bloklar halinde kesitler alindi. Bu bloklardan striatum
bolgesinden toplanan doku 6rnekleri RNA izolasyonuna kadar -80°C de saklanmustir.
RNA izolasyonu i¢in alinan ve -80°C de saklanan beyin dokularindan RNA izolasyonu,
cDNA sentezi ve RT-PCR gen ekspresyon calismalar1 yapilmistir. Anti-inflamatuvar
etkili genler (IL1B, TNFa, TGFp), damarlasma ile ilgili genler (VEGF-B, VEGF-A,
MMP-9) olmak {izere toplam 6 gen ile ¢aligild.
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6.7.1. IL-1 beta’nin mRNA analizi

Elde edilen sonuglar SF+DMSO grubu ile karsilagtirilarak relatif gen
anlatimindaki degisiklikler belirlenmistir. SF+-DMSO grubuyla kiyaslandiginda IL1 beta
seviyeleri; Glutatyon grubunda 0,6; Rosuvastatin 2 mg/kg grubunda 1,27; 2 mg/kg
rozuvastatin + Glutatyon grubunda 0,83 Rozuvastatin 20 mg/kg grubunda 0,78 ve son

olarak 20 mg/kg rozuvastatin + Glutatyon grubunda 2,77 kat artis gdstermistir.

IL-1beta

&&

* %

SF+DMSQ’ya gore kat degisimi

2
&&
I
fH
1 L
- ﬁ
0 . . . .
SF+DMSO Glu+DMSO SF+ROS2 Glu+ROS2 SF+ROS20 Glu+ROS20

Sekil 6.7.1.1: IL1 betamin iskemik dokudaki gen anlatiminin analizi. Veriler ortalama + SD olarak
gosterilmigtir. SF+DMSO’ya goére anlamlilik * p=<0.05 ** p=<0.01, Glu+DMSO’ya gore anlamlilik &
p=0.05 SF+ROS2’ye gore anlamlilik # p=<0.05 ve ## p<0.01 SF+ROS20’ye gore anlamlilik $ p=<0.05.
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6.7.2. TNF alfa nin mRNA analizi

Elde edilen sonuglar SF+DMSO grubu ile karsilagtirilarak relatif gen
anlattimindaki degisiklikler belirlenmistir. SF+DMSO grubuyla kiyaslandiginda TNF
alpha seviyeleri; Glutatyon grubunda 1,05; Rosuvastatin 2 mg/kg grubunda 0,92; 2
mg/kg rozuvastatin + Glutatyon grubunda 0,92 Rozuvastatin 20 mg/kg grubunda 0,94 ve

son olarak 20 mg/kg rozuvastatin + Glutatyon grubunda 1,35 kat artig gostermistir.
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Sekil 6.7.2.1: TNF alfanin iskemik dokudaki gen anlattimimin analizi. Veriler ortalama + SD olarak
gosterilmigtir. SF+DMSO’ya goére anlamlilik * p=<0.05 ** p=<0.01, Glu+DMSO’ya gore anlamlilik &
p=0.05 SF+ROS2’ye gore anlamlilik # p=<0.05 ve ## p=<0.01 SF+R0OS20’ye gore anlamlilik $ p=<0.05.
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6.7.3. TGF beta >nin mRNA analizi

Elde edilen sonuglar SF+DMSO grubu ile karsilagtirilarak relatif gen
anlatimindaki degisiklikler belirlenmistir. SF+DMSO grubuyla kiyaslandiginda TNF
alpha seviyeleri; Glutatyon grubunda 1,09; Rosuvastatin 2 mg/kg grubunda 0,96; 2
mg/kg rozuvastatin + Glutatyon grubunda 0,80 Rozuvastatin 20 mg/kg grubunda 1,12 ve

son olarak 20 mg/kg rozuvastatin + Glutatyon grubunda 0,71 kat artig gostermistir.
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Sekil 6.7.3.1: TGF betanin iskemik dokudaki gen anlatiminin analizi. Veriler ortalama + SD olarak
gosterilmigtir. SF+DMSO’ya goére anlamlilik * p=<0.05 ** p=<0.01, Glu+DMSO’ya gore anlamlilik &
p=0.05 SF+ROS2’ye gore anlamlilik # p=<0.05 ve ## pv0.01 SF+ROS20’ye gore anlamlilik § p=<0.05.
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6.7.4. VEGF-A >nin mRNA analizi

Elde edilen sonuglar SF+DMSO grubu ile karsilagtirilarak relatif gen
anlattimindaki degisiklikler belirlenmistir. SF+DMSO grubuyla kiyaslandiginda TNF
alpha seviyeleri; Glutatyon grubunda 0,95; Rosuvastatin 2 mg/kg grubunda 1,15; 2
mg/kg rozuvastatin + Glutatyon grubunda 0,97 Rozuvastatin 20 mg/kg grubunda 0,80 ve

son olarak 20mg/kg rozuvastatin + Glutatyon grubunda 1,84 kat artig gostermistir.

VEGF-A

$$

24 1 #
E &
< 1,8
]
<
= [
=0 1,2 1
g I ]
(@)
<
= 0,6
+
=
wn

0 . . . .

SF+DMSO Glu+DMSO SF+ROS2 Glu+ROS2 SF+ROS20 Glu+ROS20

Sekil 6.7.4.1: VEGF-A’nmin iskemik dokudaki gen anlatiminin analizi. Veriler ortalama + SD olarak
gosterilmigtir. SF+DMSO’ya goére anlamlilik * p<0.05 ** p=<0.01, Glu+DMSO’ya gore anlamlilik &
p=0.05 SF+ROS2’ye gore anlamlilik # p=<0.05 ve ## p<0.01 SF+ROS20’ye gore anlamlilik $ p=<0.05.
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6.7.5. VEGF-B ’nin mRNA analizi

Elde edilen sonuglar SF+DMSO grubu ile Kkarsilagtirilarak relatif gen
anlatimindaki degisiklikler belirlenmistir. SF+DMSO grubuyla kiyaslandiginda TNF
alpha seviyeleri; Glutatyon grubunda 1,33; Rosuvastatin 2 mg/kg grubunda 0,97; 2
mg/kg rozuvastatin + Glutatyon grubunda 1,10 Rozuvastatin 20 mg/kg grubunda 1,36 ve

son olarak 20mg/kg rozuvastatin + Glutatyon grubunda 0,73 kat artig gostermistir.
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Sekil 6.7.5.1: VEGF-B’nin iskemik dokudaki gen anlatiminin analizi. Veriler ortalama + SD olarak
gosterilmigtir. SF+DMSO’ya goére anlamlilik * p=<0.05 ** p=<0.01, Glu+DMSO’ya gore anlamlilik &
p=0.05 SF+ROS2’ye gore anlamlilik # p=<0.05 ve ## p=<0.01 SF+ROS20’ye gore anlamlilik $ p=<0.05.
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6.7.6. MMP 9°un mRNA analizi

Elde edilen sonuglar SF+DMSO grubu ile karsilagtirilarak relatif gen
anlatimindaki degisiklikler belirlenmistir. SF+DMSO grubuyla kiyaslandiginda TNF
alpha seviyeleri; Glutatyon grubunda 0,76; Rosuvastatin 2 mg/kg grubunda 0,59; 2
mg/kg rozuvastatin + Glutatyon grubunda 0,60 Rozuvastatin 20 mg/kg grubunda 1,06 ve

son olarak 20 mg/kg rozuvastatin + Glutatyon grubunda 0,43 kat artig gostermistir.
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Sekil 6.7.6.1: MMP 9’un iskemik dokudaki gen anlatimmnin analizi. Veriler ortalama + SD olarak
gosterilmigtir. SF+DMSO’ya goére anlamlilik * p<0.05 ** p=<0.01, Glu+DMSO’ya gore anlamlilik &
p=0.05 SF+ROS2’ye gore anlamlilik # p=<0.05 ve ## p<0.01 SF+ROS20’ye gore anlamlilik $ p=<0.05.
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7. TARTISMA ve SONUC

Literatiirde OatplaS’e ait calismalarin ¢ogu ince bagirsaktaki fonksiyonlari
tizerinedir (8) (85). Noral dokuda anlatimina iligkin ¢aligmalar bulunsa da ozellikle
merkezi sinir sistemi hasarlarini konu alan ¢alisma bulunmamaktadir (64, Ohtsuki, 2004
#1505, 71, 73). Daha ¢ok Oatpla4 iizerine yapilmis, merkezi sinir sistemini konu alan
sinirh sayida caligma bulunmaktadir (86), (64), (87) Mevcut tek calismada kullanilmis
model ise serebral hipoksi gibi daha genis ¢er¢evede degerlendirmelerin yapilabildigi
modeldir (10). Bu tez ¢alismasinda Oatpla5’in merkezi sinirsistemi hasarina en uygun
goriilen model olan beyin felci sonrasi karakterizasyonu, norokoruyucu 6zelligi daha
once ispatlanmis bir subtrati olan rozuvastatin iizerinden yapilmistir. Kandan beyin
parankimine tasima gergklestirdigi bilinen Oatpla5’in beyin felci farmakoterapisinde
etkin bir hedef molekiil olabilecegi hipotezi, tastyicinin aktivitesinin glutatyon ile
baskilandig1 durumlarda hasarin ve aktive olan molekiiler sinyal yolaklarin iizerinden

degerlendirilmistir.

Calismanin kritik noktalarindan biri, OatplaS icin kullanilan glutatyonun
spesifikliginin kanitlanmasidir. Bu nedenle ilag 6l¢iimleri ¢aligmalarinda beyin felcinden
bagimsiz olarak glutatyonun rozuvastatinin noéral dokuya ve Ozellikle striatuma
tasimasini engelleyici yonde etki gosterip gostermediginin kanitlanmasi amaclanmistir.
Rosuvastatin ve glutatyonun enjeksiyonlart OSAO operasyonlarinda oldugu gibi 6 farkli
grupta ve yine operasyonlarda verildigi sekilde i.v. ve i.p. yapilmistir. Yart émrii 7 saat
olarak verilen rozuvastatin i¢in, hayvanlarin sakrifiye edilecekleri zaman dilimi referans
calismada oldugu gibi 4 saat ve etkinligi gorebilecek bir zaman dilimi daha olmasi
acisindan 3 saat olarak belirlenmistir. n=2 ve her bir 6rnekten 3 er okuma ile yapilan bu
On caligmada 3 saatin etkinligi belirlenmis ne n=4 ile deney setleri ¢aligilmistir. Sonuglar
gostermektedir ki; rozuvastatin beyin parankiminde enjeksiyon dozuna bagli olarak bir
birikim gostermektedir. Ayrica bu birikim glutatyon tarafindan tersine g¢evirmekte ve

parankimine gecis engellenmektedir.
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Literatiirde Oatpla5’in mRNA seviyesi, kapiler zenginlestirme yontemi ile beyin mikro
damar pargalarindan elde edilen orneklerde tespit edilebilmistir. Fakat Western blot
analizlerinde beyin dokusunda anlatiminin gosterilebildigi pek az ¢caligma bulunmaktadir
(88, 72). Benzer problem bu tez ¢alismasinda da yasanmis, ilk agamada protein bandinin
goriintlilenmesi miimkiin olmamistir. Bu problem yontem acisindan teknik bir hata
oldugunu disiindlirmiis ve yontemin her bir basamaginda optimizasyon yoluna
gidilmistir. Tekrarlanan calismalar sonunda c¢ok silik bir bant goriintiisliniin elde
edilmesi en son analiz edilen mikro damar pargaciklar1 6rnek tipinde Oatpla5’in
anlatimmin diisiik seviyelerde gerceklestigini diisiindiirmiistiir. Standart yiikleme miktari
olan 20 ug protein yerine yiiklenebilecek maksimum miktar olan 200 ug protein ile blot
analizi yapildiginda bantlarin elde edilmesi hipotezi destekler nitelikte yorumlanmustir.
Ayrica, mRNA anlatimin1 gosterip protein goriintiisiiniin elde edilemedigi calismada da
50 ug protein ile analiz yapildigi da goz oniinde bulunduruldugunda hipotezin daha da

giiclendigi goriilmiistiir.

Mikrodamar parcalarinda bulunma oranlarinin yani sira, elde edilen sonuclar
gostermektedir ki, Oatpla5’in NVU’deki anlatimi beyin felcinden sonra &zellikle 72.
saatte zirve noktasina ulasmaktadir. Hayvanlarin herhangi bir tedaviye maruz
kalmadiklar1 tekrar g6z Oniinde bulunduruldugunda, tasyicit proteinin anlatimindaki
artisin organizmanin beyin felcinden kaynakli olusan patofizyolojik ortama verdigi
endojen bir cevap oldugu kesin olarak sdylenebilir. Bu cevabin olumlu veya olumsuz
oldugu seklinde bir agiklama yapmak i¢in, Oatpla5’in baskilandig: ve baskilanmadigi

durumlarda hasar analizinin yapilmas1 gerekmistir.

Oatpla5’in beyin kapilerlerinde anlatimi niikleotid diizeyinde mRNA analizleri ile
kesinlestirilmis olsa da hiicresel lokalizasyonu konusunda literatiirde kesin bir bilgi
bulunmamaktadir. Arastiricilardan bir kismi immiin florasan boyamalarda kapiler
lokalizasyonunu gdsterebildigini, bir kismi da talamus ve hipotalamustaki noronlarda
anlatimlarinin  gergeklestigini  belirtmektedir. Piyasada Oatpla5’in fareye 0zgii

antikorunu bulmanin giigliigii ve bahsi gegen c¢alismalarda antikorun arastiricilar
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tarafindan belirli amino asit dizilerine 6zgli iretilmis olmast bu konudaki bilgi

eksikliginin tam olarak tartisilmasina engel olmaktadir.

Immiinflorasan boyamalar da Oatpla5in hiicresel konumunun endotel hiicrelere
kiyasla kortikal noronlarda oldugunu gostermektedir. ilk asamada gerceklestirilen doku
boyamalarina gore; astrosit isaretleyicisi GFAP veya mikroglial hiicre isaretleyicisi Iba-
1 ile es konumlanma gostermedigi kesin olan Oatpla5 tasiyci proteini, endotel hiicre
isaretleyicisi CD31 ile bir alanda 30 kadar hiicreden yalnizca bir tanesinde es lokasyon
gostermektedir. Bunun yan sira, néronal hiicre isaretleyici NeuN ile ikli boyandiginda
ise hiicre membranina 6zgii bir lokasyon gostermektedir. Triton-x, lipid yapilarini
¢ozlicii nitelikte bir deterjandir ve immiinflorasan boyamalarda antikorlarin 6zellikle
sitoplazmik antijen hedeflerine ulagsmalarin1 saglamak icin kullanilmaktadir. Mevcut
calismada Oatpla5’in ikili boyamalarinin triton-x varliginda yapilamamasi elde edilen

goriintiilerde ndronal hiicre membranina ait konuma dair hipotezleri giiclendirmektedir.

Doku boyamalarinda ortamin hiicre kiiltiirlerine gore karmasik olmasi
boyamalar1 zaman zaman giiglestirebilmektedir. Bu nedenle Oatpla5’e ait elde edilen ve
cok net olmayan goriintiilerden emin olmak amac ile primer kortikal néron ve primer
kortikal glia kiiltiirlerinde de ndron, astrosit ve mikroglia isaretleyicileri ile boyamalar
gerceklestirilmistir. Dokuda elde edilen sonu¢ daha net bir sekilde kendini
gostermektedir ki, Oatpla5 tasiyici proteinin anlatimi merkezi sinir sistemi néronlarinda
yogun olarak gerceklesmektedir. Bu hipotez hem noéronal nukleus isaretleyici NeuN,
hem de dokuda boyamas: miimkiin olmayan noéronal dendrit isaretleyici MAP2 ile

Oatpla5 in membran lokalizasyonu gdstermesi ile kanitlanmistir.

Rozuvastatin bir HMG KoA rediiktaz olmasinin yani sira anti enflamatuvar ve
norokoruyucu 6zellikleri kanitlanmis sentetik bir ilagtir. Diger statinler ile ortak yolaklar
tizerinden etki gdstermesine ragmen enflamasyonu farkli yolaklardan baskilayabilmesi
ve noroplastiteye katkida buliunmasi sebebi ile beyin felci tedavisinde diger statinlerden
daha etkin oldugu bilinmektedir (14, 41-43). Bu nedenle ¢alismanin ikinci kisminda

Oatpla5’in beyin felci {lizerine olan etkisi belirlenirken, etkinligi daha 6nce kanitlanmis
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olan rozuvastatin se¢ilmistir. B grubu Seri 1 operasyonlarini geciren hayvanlardan alinan
kesitler noronal sag kalim ve DNA hasar kiriklar1 analizine tabi tutulmustur. Sonuglar
hem 2mg/kg hem de 20mg/kg rozuvastatinin ndronal sag kalimi kontrol grubuna gore
arttirmaya yeterli oldugunu gostermektedir. Literatiir ile uyumlu olan bu verinin ayirt
edici 0zelligi, glutatyon ile birlestirildiginde 6zellikle 2mg/kg rozuvastatin grubundaki
ndronal hayatta kalimin kontrol grubundaki seviyeye yeniden diismesidir. Benzer
sekilde iskemik striatumda TUNEL boyamasi ile tespit edilen apoptotik hiicrelerin sayisi
2mg/kg rozuvastatin ve 20 mg/kg rozuvastatin uygulandiginda kontrol gurbuna gore
azalma goOsterirken glutatyon uygulamasi bu duruma tersi yonde etki gostermistir.
Verilerde dikkat edilmesi gereken, 20mg/kg rozuvastatin gruplarinda glutatyonun
etkinligi 2mg/kg rozuvastatindeki kadar acik bir farkla goriilemiyor olmasidir. Bu
durumun sebebinin glutatyonun rozuvastatin ile doza bagli bir etki gostermesi olarak

diisiinmekle beraber net bir sonuca bu agsamada varilamamuistir.

Western blot yontemi ile protein sevyesindeki degisikliklerin degerlendirildigi
kisimda ise; rozuvastatin uygulamasi literatiirdeki ¢aligmalarla benzer profilde bir etki
gosteip p-p38 seviyesinde bir degisiklige neden olmazken, 2mg/kg rosuvastatin +
glutatyon grubunda p-p38 seviyesinde bir diisiis gozlenmistir. Hiicre dongiisiinde mitotik
faza geciste Onemi olan p2l1 proteinin fosforlanma ve dolayis1 ile aktive olma
seviyesinde gruplar arasinda anlamli bir fark goriilemediginden mitotik aktiviteye baglh
bir degisikligin gerceklesmesinden s6z edilememistir. Son olarak bir stres kinaz olan ve
aksonal dejenerasyonda rolii oldugu bilinen p-JNK seviyesinin rozuvastatin uygulamasi
ile diisiis gosterdigi belirlenmistir. Fakat bu diisiise glutatyon uygulamasinin bir etkisi

goriilmememistir.

Apoptotik sinyal yolaklarma iliskin proteinler incelendiginde Bax proteini
acisindan acgik¢a goriilmektedir ki, glutatyon uygulamasi pro-apoptotik Bax proteinin
anlattimint arttirmaktadir. Benzer sekilde glutatyon gruplarinda anti apoptotik Bcl-xL
protein seviyesinde diisiis gozlenmektedir. Bu durum ndronal sag kalim ve DNA

kiriklart analizi sonuglar ile de paralellik gostermektedir.
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Daha once de belirtildigi gibi hiicrede apoptozun

gerceklesmesi hiicre iginden yonetilen siiregler ve hiicre dis1 6liim sinyalleri ile yonetilen
stirecler olarak iki ayr1 kolda ilerlemektedir. Aktif kaspaz-9 proteini bu siireglerin hiicre
ici kisminda yer alir ve aktive olurken kazpa 8 proteini hiicre disindan gelen sinyaller ile
aktive olmaktadir. Her iki aktif kaspaz son asamada kaspaz 3 proteininin aktivasyonuna
neden olarak apoptozun gergelesmesini saglamaktadir (22, 24, 25). Calismada yer alan
gruplardaki aktif kazpazlarin protein seviyeleri incelendiginde goriilmektedir ki hem 2
mg /kg hem de 20 mg/kg rozuvastatin uygulamasi kazpaz 3 protein seviyesinde diisiise
neden olmustur. Kaspaz-8 proteininin anlatimi gruplar arasinda istatistiksel agidan
anlaml bir farklilik gdstermemistir. Bunun yani sira kazpaz-9 seviyesi rozuvastatin 2
mg/kg grubunda diislismiis olsa da rozuvastatin 20 mg/kg grubunda daha sert bir diisiis
gostermistir. Bu sonuglara gdre rozuvastatinin hiicre i¢i sinyaller ile yonetilen apoptotik
stireclere miidahale etmek sureti ile hiicresel hayatta kalimi arttirdigini séylemek

miumkindir.

mRNA analizi ¢calismalarinda hedef olarak belirlenen genler esas olarak ii¢ gruba
ayrilmaktadir; enflamatuvar cevabin olusmasinda kilit rol oynayan transkripsiyon
faktorlerine ait genler (IL 1f, TNF o) anti enflamatuvar cevabin olugsmasinda kilit rol
oynayan transkripsiyon faktorlerine ait genler (TGF p) ve enflamatuvar cevabin
profiline bagli olarak gelisen damarlagsma ile ilgili genler (VEGF-A, VEGF-B ve
MMP9) (30, 31). Ilgili genlere mRNA seviyesinde bakilmasindaki amag, bahsedilen
stirecleri iceren sinyal yolaklarinin en basinda bulunmalar1 ve bu sinyal yolaklarini
yonetebilmek icin gen anlatimlarindaki degisikliklerin birincil dneme sahip olmalari

sebebi iledir.

Bu agidan incelendiginde elde edilen wverileri su sekilde yorumlamak
miimkiindiir; kontrol grubu ile kiyaslandiginda, pro enflamatuvar cevabin istatistiksel
olarak anlamli artig gosterdigi grup Ros 20 mg/kg + glutatyon grubudur. Glutatyon diger
gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige neden olmaz iken, agik bir sekilde

IL 1B, TNF a seviyelerinin Ros 20 mg/kg + SF ve diger gruplara gore artmasina sebep
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olmaktadir. Benzer sekilde anti enflamatuvar cevabin Ros 20 mg/kg + glutatyon
grubunda en disik seviyede aktive oldugu TGF f seviyesinin takibinden
anlasilmaktadir. Ugiincii parametre olan damarlasmaya bakildiginda, pro ve anti
enflamatuvar cevabin kiimiilatif etkisi kenisini Ros 20 mg/kg + glutatyon grubunda
VEGF-B seviyesi iizerinde gostermis ve diger gruplara kiyasla en diisiikk seviyede

seyretmistir.

Elde edilen sonuglar bir araya getirilerek degerlendirildiginde denilebilir ki;
Oatpla5 tasiyicisi, farelerde iskemi sonrasinda anlatimi artis gdsteren bir SLC ailesi
iiyesidir. Substrat profili endojen molekiilleri icermekle beraber, piyasada mevcut olan
ve MSS’de iskemi sonrasi gelisen hasarin engellenmesindeki olumlu etkileri 6nceden

kanitlanmis olan rozuvastatini de igermektedir.

Bu caligmada 6zgiin olarak ortaya kondugu {izere Oatpla5 tasiyicilar1 kan beyin
bariyerini olusturan nérovskiiler iinitede anlatimi gerceklesmek ile beraber daha c¢ok
oranda kortikal noronlarda ifade edilmektedir. Bu durum Western blot ve immun
florasan boyama ¢aligmalar ile ortaya konmustur. Ayrica rozuvastatinin kandan beyin
parankimi ve noronlara taginmalarinin esas olarak Oapla5 iizerinden gerceklestigi
gosterilmistir. OatplaS baskilyacist olarak tanimlanan glutatyonun uygulandigi
durumlarda gerceklestirilen ila¢ 6l¢iimlerinde rozuvastatinin serumda biriktigi ve beyin
parankiminde ¢ok diisiik miktarlarda tespit edilebildigi gosterilmistir. Elde edilen bu
veriler pro- apoptotik ve anti- apoptotik proteinlerin seviyelerindeki, enflamatuvar ve
damarlasma ile ilgli siire¢lerde rol alan transkripsyon faktorlerinin mRNA analizi
sonuglar ile birlikte degerlendirildiginde 2 mg/kg ve 20 mg /kg rozuvastatinin ndronal
hayatta kalimi arttirdigimi ve rozuvastatin gegiginin glutatyon ile baskilandigi

durumlarda bu hayatta kalimin baskilandigini séylemek miimkiindiir.

Sonug¢ olarak; Oatpla5 tasiyicisi hem KBB’de hem de ndronlarda bulunup,
rozuvastatin gibi sentetik nérokoruyucu maddelerin iskemik beyin hasar1 sonrasi beyin
parankimine gegisinden sorumludurlar. Bu sebeple, Oatpla5 proteini, substratlar1 olarak

sentezlenecek daha etkin ilag molekiillerinin gelistirilmesi sureti ile beyin
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farmakoterapisinde hedeflenmesi Onem arzeden potansiyel bir tasiyict olarak

tanimlanmustir.
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