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Ozet

Bireylerde 6lime ya da kalici hasara sebep olabilen inme olgularimin %851
arteriyel tikanma ya da yetersiz perfiizyon sonucunda olusan iskemi kaynaklidir.
Beyinde iskemi ve bunu takip eden reperfiizyon siirecleri eksitoksisite, periinfarkt
depolarizasyon, inflamasyon, nitrik oksit Giretimi, serbest radikal hasari ve hiicre
o0limi olmak tizere cgesitli patofizyolojik siireglerin tetiklenmesine sebep olur.
Beyinde iskemi reperfiizyon (I/R) siirecleri ekstrinsik yolak ve intrinsik olmak
uzere 1ki apoptoz yolagini tetikler. Son yillarda yapilan calismalarda iskemi
reperflizyon hasarinda nekroptozun da bu siregte islevsel oldugu ortaya

konulmustur.

Panneksin 1 (Panl) proteinleri tarafindan olusturulan Panl kanallar
katyonlar, anyonlar ikincil mesajcilar ve metabolitler de dahil olmak tizere genis
bir gecirgenlik oOzgiilligiine sahiptir. Hicre farklilagsmasi, doku gelisimi ve
rejenerasyonu, inflamasyon ve hiicre 6limu gibi ¢esitli patolojik siireclerde gorev
alir. Beyin iskemi ve reperflizyon siirecinde Panl kanallarinin acilmasi oksijen-
glikoz yoksunlugu, hiicreler aras1 alanda yiiksek K* konsantrasyonu gibi cesitli
faktorler tarafindan dizenlenir. Panl kanallarinin agilmasi hiicrelerin 6limi ile

sonu¢lanabilecek hipoksik depolarizasyona neden olur.

Calismamizda, sicanlarda sag arteria carotis communis’e klemp takilarak
olusturulan iki saat iskemi ve sonrasinda kan akiminin saglandig1 24 saatlik
reperflizyon siireglerinde pan kaspaz inhibitéri Z-VAD-fmk ve Panl protein/kanal
inhibitérii probenecid kullanarak, olugsan beyin I/R hasarinda Panl proteinin
apoptoz ve nekroptoz sireglerindeki roli arastirildi. Yapilan uygulamalar
sonucunda elde edilen beyin dokusu 6rnekleri kullanilarak Paneksinl kanallarinin
apoptoz ile iligkisinin belirlenmesi i¢in kaspaz 3, kaspaz 8, nekroptoz ile iligkisinin
belirlenmesi i¢in RIP1, RIP3, MLKL gen ifadeleri ve protein diizeyleri belirlendi.
Ayrica bu yolaklarla iligkili olan inflamasyon belirteci olan TINF-a ve DNA hasari
ve apoptoz belirleyicisi olan PARP protein diizeyleri belirlendi. Kaspaz 3, kaspaz 8,
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RIPK3 ve MLKL antikorlar1 kullanilarak immiuinohistokimyasal calismalar
yapilarak protein diizeylerinin dokularda birikimi belirlendi. TTC boyama
yapilarak I/R hasar1 makroskobik olarak degerlendirilirken, TUNEL yéntemi ile

dokularda apoptoz oranlar: belirlendi.

Yapilan c¢alismalar sonucunda, Panl kanal/protein inhibitéri olan
probenecidin iskemi reperfiizyon siirecinde apoptoz ile iligkili olarak kaspaz 3 ve
kaspaz 8 nekroptozla iligkili olan RIP1, RIP3 ve MLKL gen ifadelerini ve protein
diizeylerinin diigiirdigii belirlendi. Beyin I/R hasarinda Z-VAD-fmk, TNF-a
dizeyinde onemli bir etki olusturmadigi fakat probenecidin intraperitoneal
uygulamas: I/R siirecinde artan TNF-a protein diizeyini azalttig1 belirlendi. Ayrica
calismamizda beyin dokularinda TNF-a protein diizeyini en etkili sekilde azaltarak
I/R hasarinda olusan inflamasyonu inhibe eden uygulamanin hem apoptoz
inhibitéri hem de Panl inhibitorinin birlikte uygulanmasi oldugu belirlendi.
Yaptigimiz calismada beyinde olusturulan I/R hasarinda PARP protein diizeyini
en etkili gsekilde azaltan uygulamanin pan kaspaz inhibitéria Z-VAD-fmk ve Panl
protein/ kanal 1inhibitori olan probenecidin birlikte uygulamasi oldugu
belirlenmistir. TUNEL c¢alismalar1 sonucunda Panl kanalarini bloke eden
probenecid uygulamasinin beyin dokularinda iskemi ve reperfiizyon siirecinde
artan apoptoz ylzdesini azalttig1 fakat bu azaltisin Z-VAD-fmk uygulamasi kadar
etkili olmadigi belirlendi.

Sonug olarak, gerceklestirilen beyin iskemi ve reperfiizyon slirecinde hem
apoptotik hem nekroptotik hiicrelerin gorildiugii, I/R siirecinde olusan hiicre
hasarlarini uygulanan pan kaspaz inhibitéri Z-VAD-fmk’nin bir dereceye kadar
azaltirken Panl protein/kanal inhibitori olan probenecidin 6nemli diizeyde
azaltarak reperfiizyon hasarinda etkili bir terapotik ajan oldugu ve Panl

proteinlerinin I/R hasarinda énemli rol aldig: belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Beyin iskemi reperfiizyon, apoptoz, nekroptoz, panneksin 1
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Summary

85% of stroke cases that can cause death or permanent damage in individuals
are caused by ischemia due to arterial occlusion or insufficient perfusion. In the
brain, ischemia and subsequent reperfusion processes trigger various
pathophysiological processes including excitotoxicity, periinfarct depolarization,
inflammation, nitric oxide production, free radical damage and cell death. Ischemia
reperfusion (I/R) processes in the brain trigger two apoptosis pathways, the
extrinsic pathway and the intrinsic pathway. Recent studies have shown that

necroptosis 1s also functional in ischemia reperfusion injury.

Pannexin 1 (Panl) channels formed by Panl proteins have a wide
permeability specificity including cations, anions, secondary messengers and
metabolites. It 1s involved 1n various pathological processes such as cell
differentiation, tissue development and regeneration, inflammation and cell death.
Opening of Panl channels in brain ischemia and reperfusion process is regulated
by various factors such as oxygen-glucose deprivation, high K+ concentration in the
intercellular space. Opening of the Panl channels leads to hypoxic depolarization,

which can result in cell death.

In our study, two hours of ischemia with clamp insertion to the right arteria
carotis communis and 24-hour reperfusion processes after blood flow were
provided. Using pan caspase inhibitor Z-VAD-fmk and Panl protein/channel
inhibitor probenecid, the role of Panl protein in brain I/ R injury in apoptosis and
necroptosis processes was investigated. To investigate the relationship between
Panl channels and apoptosis caspase 3, caspase 8 gene expressions and protein
levels and the relationship between Panl channels and necroptosis was evaluated
by RIP1, RIP3, MLKL gene expressions and protein levels. In addition, TNF-a, as
an inflammation marker and PARP for predictors of DNA damage and apoptosis
were determined. The accumulation of protein levels in tissues was determined by

immunohistochemical studies using caspase 3, caspase 8, RIPK3 and MLKL
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antibodies. I/R damage was evaluated macroscopically by TTC staining and

apoptosis rates were determined by TUNEL method.

As a result of the studies, it was determined that probenecid, which is a panl
channel/protein inhibitor, decreases RIP1, RIP3, and MLKL gene expressions and
protein levels associated with necroptosis and caspase 3 and caspase 8 gene
expressions and protein levels associated with apoptosis in the ischemia-
reperfusion process It was also determined that Z-VAD-fmk did not have a
significant effect on TNF-a in brain I/R injury but intraperitoneal administration
of probenecid decreased T'NF-a during I/R process. In addition, in our study, it was
determined that the most effectively application that inhibited inflammation in I/R
damage by decreasing TNF-a in brain tissues was the co-administration of
apoptosis inhibitor and Panl inhibitor. It was demonstrated that the application
that most effective administration for reducing the level of PARP protein in the
brain I/R damage is co-administration of pan-caspase inhibitor Z-VAD-fmk and
Pan1 protein/channel inhibitor probenecid. As a result of TUNEL studies, it was
determined that probenecid administration blocking Panl channels decreased the
percentage of increased apoptosis in I/R process in brain tissues but this reduction

was not as effective as Z-VAD-fmk administration.

In conclusion, we found that both apoptotic and necroptotic cells are seen in
brain ischemia and reperfusion process, and while the pan caspase inhibitor Z-
VAD-fmk was reduced to cell damage some degree; probenecid, a Panl
protein/channel inhibitor, is an effective therapeutic agent in reperfusion injury by
significantly reducing cell damage. Our results demonstrated that Panl proteins

play an important role in I/R damage.

Keywords: Brain ischemia reperfusion, apoptosis, necroptosis, pannexin 1
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1. GIRIS VE AMAC

Beyin 1skemi reperfiizyonu olusumunda indiiklenen apoptoz yolaklar: hiicre
6lim strecine yol agan baglica yolaklardan birisidir. Agir1 apoptoz, nérodejeneratif
hastaliklarin ve iskemi reperfiizyon (I/R) hasarlarimn 6zelligi olarak
gorilmektedir. I/R'de ve dejenaratif hastaliklarda apoptoz oksidatif stres,
eksitotoksisite, inflamasyon, mitokondriyal ve DNA hasarlar1 tarafindan
tetiklenir. Ayrica apoptozun cesitli pan-kaspaz inhibitorleri tarafindan bloke
edilmesi, kaspaz 8 aktivasyonunu engelleyerek diger bir hiicre 6liim yolagi olan
nekroptozu tetiklemekte ve yine doku hasarlari olusmaktadir. Apoptoz ve
nekroptozun eszamanli inhibisyonunun beyin I/R hasari iizerinde sinerjitik bir
etkiye sahip olabilecegi diisiiniilmektedir. Fakat heniliz bu konuda yapilan

calismalarin klinik bir olumlu sonucu elde edilememistir.

Panneksin 1 (Panl) proteinleri tarafindan olusturulan panneksin 1 kanallar:
katyonlar, anyonlar ikincil mesajcilar ve metabolitler de dahil olmak tlizere genis
bir gecirgenlik o6zgulliigine sahip olup, hiicre farklilasmasi ve gog¢iinlin
diizenlenmesi, doku gelisimi ve rejenerasyonu, inflamasyon, yara iyilesmesi ve
hiicre 6limi gibi ¢esitli patolojik siireclerde gorev alir (Boyd-Tressler, Penuela,
Laird, & Dubyak, 2014; Maes et al., 2013; Makarenkova, Shah, & Shestopalov,
2018; Thompson, 2015). Beyin iskemi ve reperflizyon siirecinde panneksin
kanallarinin agilmasi oksijen-glikoz yoksunlugu, hiicreler arasi alanda yliksek K+
konsantrasyonu, hipoglisemi, NMDA reseptorlerinin uyarimi gibi cesitli faktorler
tarafindan indiklenir. Glikoz ve ATP gibi iyon ve molekiillere karsi gecirgen olan
panneksin 1 kanallarinin agilmasi hiicrelerin 6limii ile sonuglanabilecek hipoksik
depolarizasyona neden olur (Thompson, 2015; K. Q. Zhou, Green, Bennet, Gunn, &
Davidson, 2019). Ayrica yapilan cesitli ¢alismalarda panneksin-1 kanallarinin
norotoksisitede etkili oldugu belirlenmistir (Bargiotas et al., 2011; Dvoriantchikova
et al., 2012; Makarenkova et al., 2018). Panl proteinlerinin/kanallarinin bloke

edilmesinin beyin I/R hasarim cesitli sekillerde azaltabilecegi belirlenmis fakat
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bunlarin hiicre 6liim yolaklar: ve 6zellikle uzun stirecte ikincil bir inflamasyona yol
acarak diger hiicrelerin kaybina sebep olabilecek olan nekroptozla iligkisi belirsiz

kalmigtir.

Biz de buradan hareket ederek sicanlarda sag arteria carotis communis’e
klemp takarak olusturdugumuz iki saatlik iskemi ve iskemiyi takip eden 24 saatlik
reperfiizyon siirecinde bir apoptoz inhibit6éri olan Z-VAD-fmk kullanarak deneysel
olarak olusturulan I/R hasarinda élen hiicrelerin nekroptoz ile 6lip 6lmedigini
diger yandan bir kanal proteini olan Panl 1 inhibe eden probenecid kullanilarak,
Panl kanallarimn I/R hasarinda tetiklenen 6liim yolaklarindan apoptozu mu

yoksa nekroptozu mu etkiledigini arastirdik.

Elde edilecek olan bilgilerin gelecekte hem inme hem de nérodejeneratif
hastaliklarin tedavi i¢in hedef molekiillerin tanimlanmasinda énemli bir basamak

olusturabilecegini diistinmekteyiz.



2. GENEL BILGILER
2.1. Inme

Inme; beyini besleyen damarlarin farkli patolojik siirecler nedeniyle
tikanmasi veya daralmasi gibi gesitli sebeplerden beyin arterlerindeki kan akiginin
azalmasi/engellenmesi sonucunda oksijen eksikliginden kaynaklanan beyin

hiicrelerinin ani 6limi durumudur.

Inme demansa ve depresyona sebep olan heterojen bir hastaliktir olarak da
tanimlanma olup, diinya genelinde serebrovaskiiler kazalar olarak
nitelendirilmektedir (Amarenco, Bogousslavsky, Caplan, Donnan, & Hennerici,
2009; Johnson, Onuma, Owolabic, & Sachdeva, 2016). Inme, Diinya Saghk
Orgiiti'niin yaptig: calismalarda 6liimiin ikinci, engelliligin ise ti¢iincii ana nedeni
olarak belirlenmis ve oOnemli bir halk saghg sorunu olarak tanimlanmigtir
(Johnson et al., 2016; Wang et al., 2015; L. Xu et al., 2015; Xingshun Xu et al.,
2010).

Inme sonucunda kisilerin hayat kalitelerini olumsuz yénde etkileyen uzun

sureli motor, algilama ve biligsel hasarlar ortaya ¢ikmaktadir (Wang et al., 2015).

Etiyopatogenez temel alindiginda inme iskemik, hemorajik, subaraknoid
hemorajik, serebral venéz tromboz ve spinal kord inme olarak bes alt sinifta

incelenir (Amarenco et al., 2009).
2.2. Iskemik Inme

Serebrovaskiiler hastaliklara bagli inmelerin %85’lik kisminm1 kapsayan
iskemik inme arteriyel tikanma veya yetersiz perfiizyon basincindan kaynaklanir.
Noronlar i¢in gerekli maddelerin giriglerinin engellenmesi ve toksik metobolitlerin
ortamda birikmesi sonucunda dokuda yikim hizli gercgeklesir. Ayrica hiicreler

gerekli olan iyon dengesini saglayabilmek i¢in siirekli olarak ATP’ye ihtiyag



duyarlar. Bu nedenden dolay1 beyin yiiksek metabolizma hizina sahip bir organdir

(Culman et al., 2012; Wang et al., 2015; Zivin, 1998).

Beyin i1skemi modelleri inme patomekanizmalarinin incelenmesinde
kullanilan temel yontemlerdir (Knapp et al., 2014). Yapilan deneysel hayvan
modellerinden elde edilen olumlu sonuglara ragmen, bugiine kadar klinik
calismalarda beyin iskemisi sonrasinda fonksiyonel geri kazanimi saglayabilecek
etkili bir tedavi henliz tanimlanmamigtir (Culman et al., 2012; Gupta & Briyal,

2004).
2.3. Iskemi ve Reperfiizyon
2.3.1. Iskemi

Bir organa gelen arteriyel/venéz kan akiminin yetersiz hale gelmesi ya da
tamamen kesilmesi olayina iskemi adi verilir. Hiicre ve dokularda aerobik
metabolizma devre dis1 kalarak gerekli enerji anaerobik metabolizma yoluyla
saglanmaya c¢alisilir. Anaerobik metabolizma sonucu olusan toksik metabolitler
doku perfiizyonu olmadigi igin dokuda birikerek hiicrelerin normal fonksiyonlarini
kaybetmesine sebep olur. Hiicrelerin fonksiyonlarini kaybetme derecesi iskeminin
genigligi ve siiresi ile belirlenir. Iskeminin uzun siirmesi sonucunda hiicrelerin

butinliigi kaybolarak hiicresel 6liim gerceklesir.

Kan akiminin kesintiye ugramasi ile hiicresel fonksiyonlarin bozulmasina
sebep olan ardigik kimyasal olaylar tetiklenir. Bu olaylar iskemik kaskad olarak
isimlendirilir (De Groot & Rauen, 2007; Gupta & Briyal, 2004). Dokulara oksijenin
yetersiz gelmesi ya da tamamen kesilmesi sonucunda hipoksi olusur. Oksidatif
fosforilasyon kaybai ile birlikte anaerobik glikoliz artar. Artan glikoliz sonucu hiicre
ici pH diser ve adenozin 5’-trifosfat (ATP) gibi yiuksek enerjili fosfat sentezi azalir.
Ribozomlar granilli endoplazmik retikulumdan ayrilir. Ayrica polizom
yapilarinda ribozomlar ayrilarak monozomlarin olusumu baglar. Bu durum protein

sentezinde azalmaya sebep olur. Na*-K*-ATPaz pompasi inhibe olur. Hiicre i¢ine



Na™ iyonu ile birlikte su girisi gozlenir. Hiicre i¢i Ca*® iyon konsantrasyonu artarak
mitokondri zarinin fonksiyonunu bozar. Artan Ca*™ iyon konsantrasyonu hiicre i¢gin
sitotoksik etkiye sahip olan cesitli proteazlar ile fosfolipaz A2’yi de aktive eder.
Hiicresel iskelette bozulma ve hiicre zari biitiinliigliniin bozulmasi ile hiicre 6limu
gerceklesir (De Groot & Rauen, 2007; Kerrigan & Stotland, 1993; Toklu, Deniz,
Yiksel, Keyer-Uysal, & Sener, 2009).

2.3.2. Reperfiizyon

Dokuya veya organa gelen kan akiminin bozulmasina neden olan etkenin
ortadan kalkarak, tekrar kanlanmaya baslamasi durumuna reperfiizyon denir.
Reperfiizyon iskemik dokuda hasarin geri dondirilebilmesi, toksik metobolitlerin
temizlenmesi ve hiicresel bozukluklarin diizeltilmesi i¢in gerekli olmakla birlikte
tehlikeli metabolik sonuc¢lara da neden olur (Kalogeris, Baines, Krenz, & Korthuis,
2012; Toklu et al., 2009). Iskemik dokuda kan akiminin yeniden saglanmasi
ortamda artan oksijen ile birlikte serbest radikal tiirevlerinin tiretimlerini
arttirarak, enflamatuvar mediyatorler gibi ¢esitli mekanizmalarda olusan bir dizi
degisikliklere sebep olarak bolgesel doku hasarini arttirabilir. Ayrica olusan toksik
ozellik gosterebilen metobolitlerin genel dolasima ge¢mesi sistemik hasarin
geniglemesine sebep olabilir (Christophe & Nicolas, 2006; Sugawara et al., 2004).
Bu nedenlerden dolay: iskemi/reperfiizyon sirecinde doku hasarinin buyik bir

bolimi reperfiizyon asamasinda olusmaktadir.

Reperfiizyon hasari hem hiicre iginde hem de hiicre disinda gerceklesen cesitli
mekanizmalar1 iceren karmasik bir siirectir (Verzar & Szabados, 2011). Iskemik
dénemde aktive edilmis olan Na*-H* antiportu reperfiizyon siliresince hiicre igi
yiksek Ca*? konsantrasyonuna sebep olmaya devam eder. Bunun sonucunda
mitokondrinin i¢ zarinda bulunan mitokondriyal gecirgenlik gecis gozenekleri
(mPTP) agilir. Bu durum yogun hiicre hasar1 ve o6liminden sorumludur
(Halestrap, Clarke, & dJavadov, 2004; Pantazi, Bejaoui, Folch-Puy, Adam, &

Rosell6-Catafau, 2016). Iskemi siiresince aksayan aerobik solunumun
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engellenmesi ve bu durumu takip eden reperfiizyon siirecinde siiper oksit, hidrojen
peroksit ve reaktif nitrojen tiirevleri gibi reaktif oksijen tiirleri (ROT) tiretiminde
artis gozlenir. ROT’un c¢esitli hiicresel fonksiyonlar1 tzerine zararli etkileri
gozlenmekle Dbirlikte bagisikhik sistemini aktive edebilme o6zelligi de
bulunmaktadir (Pantazi et al., 2016). Ayrica reperfiizyona molekiiler boyutta yanit
olarak tiimor nekroz faktor-a (TNF-a) ve interlokin-1 (IL-1) gibi protein sentezi ile
iligkili transkripsiyonlar aktive edilerek enflamatuvar yanmit baslatilir.
Makrofajlar, endotel hiicreleri, noétrofiller, lenfositler, plateletler, parankimal
hiicreler, kompleman sistem, kan pihtilagma sireci, reaktif oksijen tiirevleri, nitrik
oksit, pro-/anti-enflamatuvar sitokinler ve diger mediyatorlerde bu enflamatuvar
yanit ile iligkili olabilir ve mikrovaskiiler perfiizyonu engelleyebilirler (De Groot &

Rauen, 2007).

I/R hasari olusumu siirecinde organa ozgi farkliliklar organ hasarinin

kapsamini, ciddiyeti ve geri dondurilebilirligini etkiler (Kalogeris et al., 2012).
2.3.3. Beyinde I/R Hasari Fizyopatolojisi

Merkezi sinir sistemi serbest radikal hasarina oldukc¢a hassastir. Beyinin
yiksek oksijen tiiketimi ve buna bagh olarak da metabolizma hizinin yliksek
olmasi, kolayca okside olabilen zengin yag asitlerini barindirmasi, sinirli anaerobik
metabolizma potansiyeli ve glikojen depolari ROT iiretim miktarinmi arttirabilir.
Buna karsilik diisik antioksidan sisteme sahip olmasi beyini serbest radikal
hasarina karg1 hassas bir hale getirmektedir (Kalogeris et al., 2012; Ozgil &
Naziroglu, 2010). Bu nedenlerden dolay1 beyin, iskemik dayaniklilig1 simirh olan

bir organdir.

Serebral iskemik dokuda eksitoksisite, periinfarkt depolarizasyon,
inflamasyon ve hiicre 6limi olmak tlizere dort temel biyokimyasal kaskad
bulunmaktadir (De Groot & Rauen, 2007; Gupta & Briyal, 2004). Iskemide néronal
fonksiyonu etkileyen temel faktor oksijen ve glikozun azalmasi nedeniyle ATP
uretilememesi ve sonucunda ATP seviyesinin azalmasidir. Bu siiregte ATP-bagiml

6



1iyon pompalar: etkinliklerini kaybederek hiicre zari depolarize olur. Hiicre zar
yapisinda olusan bu hasar iyon gradiyentlerinin bozulmasina ve Ca*2'un hiicre dig1
ortamdan hiicre icine gecerek burada birikmesine sebep olur. Bu iyonik gradiyent
dengesinin bozulmas1 glutamat1 serbest hale getirir. Memeli beynindeki esas
uyarimi arttirict ve hicrelerarasi iletisimde anahtar bir norotransmitter olan
glutamatin normal sartlardaki hiicre 1i¢i konsantrasyonu, hiicrelerarasi
konsantrasyonundan daha yiiksektir. Iskemide néronal zar depolarizasyonu
glutamatin hiicreleraras1 konsantrasyonunun artmasina yol acar. Hiicrelerarasi
glutamat artist N-metil D-aspartat (NMDA) ve non-NMDA reseptorlerinin
aktivasyonuna sebep olur. Eksitotoksisiteden esas sorumlu olan NMDA reseptor
aktivasyonudur. Iskemik dokuda, NMDA reseptér kanallarimin acilmasi néron
icine Na*, Cl- ‘un alimina sebep olur. Bu iyonlarin hiicre igerisine girmesi ozmotik
gradiyentte degisimi tetikleyerek noronlarda su birikimi, noéronal sisme veya
sitotoksik 6dem olusumu gerceklesir. NMDA reseptor aktivasyonunun devam
etmesi durumunda noéron igerisine Ca*? girigi, Ca*™2 bagimli enzimler olan
proteazlarin ve lipazlarin aktive olmasina neden olur. Beyinde doku hasar
baslayarak gecikmis hiicre o6limu gerceklesir (Allen & Bayraktutan, 2009;
Kalogeris et al., 2012; Macdonald & Stoodley, 1998). Beyin iskemisi ayrica hasarh
alam1 ve semptomlarin baslamasindan giinler sonra ilerleyen bir enflamatuvar
reaksiyonu tetikler. Iskemik dokuda ve c¢evresinde lékositler, sitokinler,
kemokinler, interlokinler ve adezyon molekiilleri gibi c¢esitli enflamatuvar
mediyatorlerde artis gozlenir. Bu enflamatuvar reaksiyonlarin iskemik hasarin geg
evrelerine katkida bulunmakta ve norolojik sonuc¢larin kotilesmesine neden
olmaktadir (Huang, Upadhyay, & Tamargo, 2006; Iadecola & Alexander, 2001;
Kalogeris et al., 2012).

Iskemiyi takip eden reperfiizyon ile serebral kan akiginin yeniden baglamasi
diizenlenir. dokularda reperfiizyona bagl olarak oksijen miktarinin artigi noétrofil

goci, ROT artis1, beyinde 6dem gibi ¢esitli metabolik reaksiyonlara sebep olarak



beyin hasarinin artmasina neden olur (Swanson, Ying, & Kauppinen, 2004). Doku
hasarimin olusumunda reperfliize dokularda biriken nétrofiller aktif rol
oynamaktadir. ROT ve lipit peroksitler nétrofillerin kemotaktik aktivitesinin
baglatmaktadir. Notrofiller proteazlar ve elastazlar gibi salgiladiklar: enzimler ile
endotel hiicre parcalanmasina sebep olarak, kapillerlerdeki agregasyonlari ile kan
akimina engel olan kapiller tikaclarin olusmasina sebep olarak ya da salgiladiklar
vazokonstriktor ajanlar ve trombosit aktive edici faktor ile biuyik damarlarda
daralmaya neden olarak reperfiizyonda doku hasarinin ilerlemesine yol acarlar
(Huang et al., 2006; Iadecola & Alexander, 2001). Beyinde olusan iskemiyi takip
eden reperfiizyon donemi agir hasarin olustugu evre olup, bu evre éncesinde
uygulanacak olan tedaviler sayesinde beyin hasarini énlemenin ya da azaltmanin

mimkiin olabilecegi diistiniilmektedir (Bonaventura et al., 2016).
2.4. Hiicre Oliimii

Hiicre 6limii hem normal hem de patolojik 6zellik gosterebilen bir stiregtir.
Hiicre o6limi olusan morfolojik goriiniime (nekrotik, apoptotik, otofajik),
enzimolojik kriterlere (kaspazlar, katepsinler, PARP gibi), fonksiyonel yonlerine
(programli/tesadifi hiicre o6lumiu, fizyolojik/patolojik hiicre o6liumi) ya da
immiinolojik 6zelliklerine gore simiflandirilir (Galluzzi et al., 2018; Kim-Campbell,

Gomez, & Bayir, 2019; Kroemer et al., 2009).

Apoptoz, otofaji ve nekroz hiicre O6limi mekanizmalarinin ¢ temel
mekanizmas1 olarak tanimlanir. Bunlar arasinda bulunan nekroz genellikle
tesadifi ve diizensiz bir hiicresel 6lim mekanizmasi olarak tanimlanmaktadir.
Ancak, yapilan yeni c¢alismalar sonucunda nekrotik hiicre o6limiinin iyi
diizenlenmisg cesitli mekanizmalar ile gerceklestirildigi belirlenerek bu hiicre 61im
mekanizmas1 nekroptoz olarak isimlendirilmistir (Fayaz, Suvanish Kumar, &

Rajanikant, 2014; Galluzzi et al., 2018; Smith & Yellon, 2011).



2.4.1. Apoptoz

Apoptoz sitoplazmada 6n enzimler olarak bulunan kaspazlar ile yonetilmekte
olup, aktive edildiklerinde hiicrede apoptoza yol acan bir dizi proteolitik yolagin
akisim1 baslatirlar. Apoptozu baglatan ii¢ aktivasyon yolagi vardir: Ekstrinsik
(6lim reseptori) yolak, intrinsik (mitokondriyal) yolak ve granzim yolak (Halonen,
2016). Bu yolaklarda gesitli kaspazlar gorev almakla birlikte her li¢ yolakta da
efektor kaspaz & Un aktivasyonu diger efektor kaspazlarin (kaspaz 6 ve 7)

aktivasyonu ile apoptoza neden olur (Giines, 2014; Kam & Ferch, 2000).

Ekstrinsik yolak hiicre zari reseptori olan FAS veya TNF reseptorlerine
iligkili ligandlarin baglanmasi ile baglatilir. U¢lii yap: olusturmasi ve Fas ile iliskili
oliim alani (FADD) ve TNF reseptorii ile iliskili oliim alant (TRADD) olarak
adlandiran proteinler 1iligkili reseptorlerle birlesir. FADD kaspaz &8e
baglanabilmek ve kesilmek i¢in gerekli iki 6liim efektor alanina sahiptir. TRADD
bu efektér alanlarina sahip olmadigindan dolay1 FADD ile birleserek kaspaz 81
aktive eder. Aktif hale gelen kaspaz 8, kaspaz 31 aktive ederek hiicrenin apoptoza

girmesini saglar (Glines, 2014; Kam & Ferch, 2000).

Intrinsik yolak stres, toksik reaktifler, UV 1smm ve inflamasyon yoluyla
tetiklenebilir. Mitokondri zar potansiyelindeki (AWm) degisiklikler araciligiyla
aktive edilir. AWm degisiklikler mPTP’lerin acilmasi ve mitokondri i¢ zarinda
bulunan sitokrom c’nin sitozole translokasyonu ile sonuglanmaktadir. Sitokrom c
apoptoz proteaz aktiflestirici faktor 1 (APAF-I1) baglanarak, ATP varhiginda kaspaz
9u keserek aktiflestirir. Kaspaz 9, kaspaz 374 aktive ederek hiicrenin apoptoza
girmesini saglar. Intrinsik yolak dig mitokondriyal zarda yerlesik olan Bel-2
tarafindan dizenlenir. Bel-2 ailesi tiyelerinden Bvl2 ve Bcel-x anti-apoptotik, Bax

ve Bad pro-apoptotiktir (Gewies, 2003; Lawen, 2003).

Granzim aktivasyon yolu sitotoksik T lenfositleri ya da NK hiicrelerin
perforin salgilamasiyla uyarilir. Salgilanan perforin hedef hiicre zarinda porlarin
olusmasina ve sitoplazmadaki kaspaz 10'un aktive olmasini saglar. Aktif kaspaz
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10 kaspaz 31U aktive ederek hiicrenin apoptoza girmesini saglar (Halonen, 2016;

Lawen, 2003).

Apoptozda mitokondriyal zar permeabilizasyonu, kromatin yogunlagsmasi,
DNA’nin parcalanmasi ve sonug olarak da ¢ekirdeklerde biiziisme meydana gelir.
Sitoplazma i¢inde pargalanmis ¢ekirdek artiklari bulunan apoptotik cisimcikler
olusarak hiicreden ayrilirlar. Apoptotik cisimcikler inflamasyon veya doku hasari
olusturmadan komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan hizl bir sekilde fagosite
edilir (Favaloro, Allocati, Graziano, Di Ilio, & De Laurenzi, 2012; Gewies, 2003;
Xuebo Xu, Lai, & Hua, 2019).

Hicre olumunun diuzenlenmesindeki anormallikler kanser, AIDS, inme ve
norodejeneratif hastaliklar (Parkinson, Alzheimer, Huntington ve amiyotropik
yanal skleroz) gibi g¢esitli hastaliklarin 6nemli bir bilesenidir. Bu hastaliklarin bir
kismi yetersiz apoptoz ile karakterize edilirken bir kismi da asir1 apoptoz ile
karakterize edilir. Ornegin, apoptoza direng ve yetersiz apoptoz bircok kanser
turiinin karakterize 6zelligidir. AIDS, miyelodisplastik sendromlar, toksin-(alkol)
ile indiiklenen karaciger hastaliklari, nérodejeneratif hastaliklar ve I/R hasarlari
(miyokart infarkti ve serebrovaskiiler atak-inme) gibi ¢esitli durumlarda ise asiri
apoptoz gorilmektedir (Halonen, 2016; Kam & Ferch, 2000; Misra, Rai, & Misra,
2016).

Iskemik hasar ve hiicre 6liimii ile ilgili yapilan cesitli calismalar hafif iskemik
stireclerin nekroz yerine apoptotik mekanizma ile hiicre 6liimini indikledigini
gosterilmigstir. Fokal serebral iskemik inme olusumundan kisa bir siire sonra kan
akiminin azalmasinda en hizli ve en ¢ok etkilenen bélge beyin dokusunun merkezi
olup iskemik/nekrotik kor olarak isimlendirilir. Bu bélge hizh bir sekilde nekrotik
hiicre 6limiine ugrar. Bu nekrotik kor, kan akiminin azalmasindan etkilenerek
fonksiyonlar: susturulan fakat metabolik olarak aktif olan, daha az ciddi sekilde
etkilenen dokudan olusan bir bolge ile ¢evrilidir. Bu bédlge iskemik penumbra

olarak isimlendirilir. Iskemik penumbrada veya periinfarkt bélgede daha hafif

10



hasarlarin olugsmasi ve hiicrelerin ATP iretim yeteneklerini kaybetmemeleri
nedeni ile bu boélgede bir¢cok noéron birkac¢ saat veya glin sonra apoptoza girebilir
(Broughton, Reutens, & Sobey, 2009; Doyle, Simon, & Stenzel-Poore, 2008; Kam &
Ferch, 2000; Mehta, Manhas, & Raghubir, 2007).

2.4.2. Nekroptoz

Nekroptoz, FAS ve TINFR veya patojen tanima reseptorleri (PRR'ler) dahil
olmak lizere cesitli 6lim reseptorleri tarafindan tespit edilen, hiicre dis1 veya hiicre
1¢1 mikro-ortamin bozulmasi ile baslatilan diizenlenmis bir hiicre 6limu seklidir
(Galluzzi et al., 2018). Nekroptoz genellikle bakteriyel ve viral kaynakl hiicre ici
enfeksiyonlara karsi bir savunma hatti1 olarak tanimlanmaktadir. Fakat son
yillarda yapilan ¢calismalarda 6zellikle iskemi-reperfiizyon hasarlarinda, iskemik
inme, Alzheimer ve Parkinson gibi noérodejeneratif hastaliklarda, miyokardiyal
enfarktiis, ateroskleroz, pankreatit, enflamatuvar bagirsak hastaliklari gibi ¢esitli
yaygin klinik hastaliklarda merkezi patofizyolojik 6neme sahip oldugu
belirlenmigtir. Nekroptozun engellenmesi, bu hastaliklarda hiicre yasaya
bilirligini ve islevlerini korumak i¢gin 6nemli bir terapotik strateji olusturmaktadir

(Fayaz et al., 2014; Linkermann & Green, 2014; T. Xie et al., 2013).

Molekiiler diizeyde nekroptoz 6liim reseptorleri (TNFR1), hiicre yiizeyi Toll-
benzeri reseptorler, DAI ve diger farkli sinyaller tarafindan aktive edilir.
Nekroptotik genler immiin hiicrelerde ve néronal dokularda daha fazla ifade
edilmektedir (Fayaz et al.,, 2014). Nekroptoz hiicresel enerji lretiminin (ATP)
inhibisyonu, hiicre i¢i kalsiyum akiginin diizensizligi, reaktif oksijen tlirlerinin
(ROT) tiretimi ve non-apoptotik proteazlarin aktivasyonu ile uyarilir (Fayaz et al.,

2014; T. Liu, Bao, Wang, & Jiang, 2015).

Tumor nekroz faktori reseptorii 1 (TNFR1) ve Fas reseptort (FasR) gibi 6lim
reseptorlerinin ilgili ligandlar (TNF-a ve FasL) tarafindan aktive edilmesi ve daha

sonraki siirecte kaspaz-8 inhibisyonu ile nekroptoz gorilmektedir.
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TNF ile indiiklenen nekroptoz en ¢ok calisilan nekroptoz yolagidir. TNFR1’ in
ligandi tarafindan uyarilmasi apoptoz (kaspazlari iceren), nekroptoz (reseptor
1ligkili protein kinaz 1 ve 3’e (RIP1 ve RIP3) bagh olarak) ve NF-xB (sag kalim ve
enflamatuar tepkileri indiikleme) olmak tizere ti¢ farkli hiicre yanitini baglatabilir
(Fayaz et al., 2014; Vandenabeele, Galluzzi, Berghe, & Kroemer, 2010;
Vanlangenakker, Berghe, & Vandenabeele, 2012).

TNFR’nin aktivasyonu sonucunda, TNF reseptor iligkili 6lim bolgesi
(TRADD) ile birlesir. TRADD'1n TNFR1 baglanma asamas1 kaspaz-8 bagimh
apoptozun baslamasi, NF-«kBnin aktive edilmesi ve ayni zamanda nekroptozun

engellenmesinde 6nemli bir adimdir (Fayaz et al., 2014).

RIP1 bu stiirecler ile baglantili olan 6nemli bir proteindir. N-u¢ kinaz bélgesi,
ara bolge ve C-ug¢ 6liim boélgesi olmak tlizere li¢ bolgeye sahiptir. RIP1, hiicresel
apoptoz inhibitér protein 1 ve 2 (cellular inhibitor of apoptosis protein; cIAP1 ve
cIAP2) tarafindan ara boélgede bulunan lizin 377de ubikuitinasyona ugratilir.
Olusan RIP1-politibikiitin zinciri NF-kB temel diizenleyicisi olan NEMO’nun
baglanmasi i¢in bir iskelet goérevi yapar. NF-xB aktivasyonu igin gereli olan
NEMO, IkB kinaz kompleksinin (IKK) diizenleyici alt birimdir. Bu stirecte RIP1,
TRADD, cIAP1/2 ve NEMO kompleks-1 olarak adlandirilan bir yap1 olustururlar.
Boylece kompleks-1 ‘in olusumu RIP1’ in ubikuitinasyonuna ve IKK aktivasyonuna
sebep olur. Aktiflesen IKK NF-kB'nin inhibitéri olan IKB’yi inaktive eder. Boylece
IKB' nin inaktivasyonu hiicrenin yasamasi ig¢in gerekli olan NF-kBnin

aktivasyonuna neden olur (Fayaz et al., 2014; Vandenabeele et al., 2010).

TRADD1n TNRFT e baglanmasi apoptozu baslatan ve nekroptozu engelleyen
TRADD, Fas iliskili 6liim bélgesi (FADD), RIP1 ve kaspaz-8 tarafindan olusturulan
kompleks-Ila yapisinin olusmasini saglar (Fayaz et al., 2014). FADD kaspaz-8in
kesime girmesini ve kaspaz-3 gibi etkili apoptotik proteinlerin aktiflesmesini
saglayarak apoptozu baslatirken RIP1 ve RIP3 aracili nekroptozu inhibe eder
(Vandenabeele et al., 2010).
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CYLD geni NF-kB'nin diizenlenmesine yardimci olan proteinlerin tiretilmesi
1¢cin gerekli olan bilgiyi saglar. NF-kB bazi sinyallere yanit olarak hiicrelerin kendi
kendini yok etmelerine (apoptoz) kars1 korunmasina yardimci olan proteinlerin bir
grubudur. NF-«kB mekanizmasinin diizenlenmesinde, CYLD proteinleri hiicrenin
anormal bir hale gelmesi gibi uygun durumlarda kendi kendini yok etme
sinyallerine 6zgiin yanit vermesine izin verir. CYLD proteini bu mekanizma ile
kontrolsiiz bir sekilde biiyliyen ve hizli boliinen hiicreleri engellemeye yardimeci
olarak timor baskilayici olarak hareket eder. CLYD proteini ubikuitin-protein
baglarini bozan bir enzimdir. cIAP1/2 tarafindan ubikuitinlenmig RIP1 CLYD’nin
baglanmasi ile bu yapidan kurtulur. Boylece NEMO RIP1 arasinda —xB aktive
olamaz. RIP1'in CYLD tarafindan deubikuitinasyonu RIP1’'in RIP3’e
baglanmasina, kinaz aktiviteleriyle heterodimerize olmalarina ve nekrozom
olusumuna sebep olur (Berghe, Linkermann, Jouan-Lanhouet, Walczak, &
Vandenabeele, 2014; Fayaz et al., 2014; Fulda, 2013; Vandenabeele et al., 2010).
Nekrozom MLKL fosforilasyonuna ve konformasyonel degisimine sebep olur. Bu
degisim sayesinde N-terminali 6liim efektor alani serbest kalir. Bu sekilde aktif
hale gelen ve oligomerlesen MLKL plazma zarlarina ve organellerine girmesine
translokalize olur. MLKL'nin entegrasyonu, hiicre zar1 lizerinde por olugsumuna
sebep olurken aymi zamanda enflamatuvar yapida ve immiin tepkileri ortaya
cikaran hasarla iligkili molekiiler yapilarin (DAMP) salinmasina yol acar. MLKL
ayni zamanda endozomlarla da iligkilidir. Endositozlanmigs proteinlerin
tasinmasini kontrol ederek reseptorlerin ve ligandlarin bozulmasini arttirir,
indiklenen sinyalleri modiile eder ve hiicre dis1 vezikiil olusumunu kolaylastirir
(Gong, Guy, Crawford, & Green, 2017; Lee & Kang, 2019; Weber, Roelandt,
Bruggeman, Estornes, & Vandenabeele, 2018; Y. Xu et al., 2018; Yoon, Kovalenko,
Bogdanov, & Wallach, 2017).
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2.4.3. I/R Hasari Sirasinda Nekroptoz

I/R hasarinda oksidatif stres ve apoptoz énemli katilimcilar olsa da son
yillarda yapilan calismalarda nekroptozun da bu siirecte islevsel oldugu ortaya
konulmustur. mPTPnin agilmasi1 sonucunda ROT tretimlerini arttirmasi, poli
ADP-riboz polymeraz (PARP) aktivasyonunun katepsin gibi lizozomal enzimlerin
salinimim tetiklemesi ve bunlar sonrasinda inflamasyonun olusmasi TNF-a ve
FasL gibi sitokinlerin liretimine sebep olarak nekroptoza sebep olur. Glutamat

eksitotoksitesi de bu yolagin aktivasyonunda 6nemli rol oynamaktadir (Fayaz et

al., 2014).

Ayrica ayni yolak tizerinden diizenlenmeleri nedeni ile reseptorlerin apoptoz
ya da nekroptozu tesvik etmelerinin bir nedeni olarak da hicrelerdeki enerji
seviyesi gosterilmektedir. Yiiksek ATP seviyesi apoptoz yolaginin tegvik ederken,
disiik ATP seviyesinin nekroptozu tesvik ettigi ileri stirtilmektedir (Degterev et
al.,, 2005; Halonen, 2016). Nekroptozun, ATP diizeylerinin azalmasi ve Ca*2
diizeylerinin artis1 ile ortaya c¢iktigi, Ca*? artisinin kalpainleri aktive ederek
lizozomal parcalanmaya, katepsinler gibi protezlarin aktivasyonuna ve salinimina

yol acarak hiicrenin yok edildigi bildirilmistir (T. Xie et al., 2013).
2.5. Panneksin Ailesi ve Panneksin-1

2.5.1. Panneksin ailesi

Panneksin protein ailesi ilk olarak 2000 yilinda Panchina ve arkadaslar
tarafindan konneksinlerle ayni1 topolojiye sahip oldugu 6ngoériilen ikinci bir gap
junction proteinleri olarak tanimlandi (Panchina et al., 2000). Panneksinlerin
tanimlanmasinda inneksinler ile %20 dizi homolojisine sahip olmalari1 6nemli rol
oynamistir. Daha sonra yapilan ¢alismalar, panneksinlerin omurgalilarin hemen
hemen tiim dokularda ifade edilen ve 6zellikle de merkezi sinir sisteminde daha
fazla bulunan kanal proteinleri olduklarini gostermistir (Baranova et al., 2004).

Panneksin ailesi panneksin-1 (Panl), panneksin-2 (Pan2) ve panneksin-3 (Pand3)
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olmak tizere li¢ iyeden olusmaktadir (Bosco, Haefliger, & Meda, 2011; Panchina et
al., 2000; Penuela, Gehi, & Laird, 2013). Panl 1iskelet ve kalp kasi, testis,
yumurtalik, sinir ve bagisiklik sistemleri, goz, kas, koku epiteli, kan damarlari,
ekzokrin bezleri, tiroit, prostat, bobrek ve karaciger de dahil olmak tizere hemen
hemen tiim hiicre tiplerinde, Pan2 temel olarak merkezi sinir sisteminde ve diigiik
miktarda testis, bobrek, retina ve gastrointestinal sistem dahil olmak {izere sinir
dis1 doku hiicrelerinde, Pand cesitli embriyonik dokularda, yetiskin iskelet kas,
meme bezleri, yag bezleri, ince bagirsak kemik, cilt ve kikirdak doku hiicrelerinde

ifade edilir (Makarenkova et al., 2018; Sosinsky et al., 2011).

Panneksinler iki ekstraselliller ilmekle doért transmembran alana sahip
integral zar proteinleridir. Panneksin proteinleri iki ekstraselliiler sisteine sahiptir
ve ikinci ekstraselliiler ilmeklerinde Asn254 bolgesinde glikozilasyon ig¢in dizilere
sahiptir. Panneksin kanallarinin olusumunda alt1 tane panneksin 1 protein
monomerinin bir araya gelmesi ile panneksin 1 protein kanallari, yedi ya da sekiz
tane panneksin 2 monomerinin bir araya gelmesi ile panneksin 2 protein kanallar:
ve alt1 tane panneksin 3 monomerinin bir araya gelmesi ile panneksin 3 protein
kanali olusur (Bosco et al., 2011; Penuela et al., 2013; Sosinsky et al., 2011; Taylor,
Wright, & Mahaut-Smith, 2015).

Panneksin kanallar1 katyonlar, anyonlar ikincil mesajcilar ve metabolitler de
dahil olmak tizere genis bir gecirgenlik 6zgilliigiine sahiptir (Thompson, 2015).
Panneksin yoluyla diizenlenen ATP salinimi, normal fizyolojik fonksiyonlarla ya
da hiicrelerdeki stres ya da patolojik durumlara cevap olarak ortaya c¢ikar (Boyd-
Tressler et al., 2014). Panneksin kanal proteinleri ayrica hiicre farklilagmasi ve
gbcinin dizenlenmesi, doku gelisimi ve rejenerasyonu, inflamasyon, yara
iyilesmesi ve hiicre 6limu gibi ¢esitli patolojik stire¢lerde rol alir (Maes et al., 2013;

Makarenkova et al., 2018).
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2.5.2. Panneksin-1 Kanallar:

Panl kanallar: insanlarda hemen hemen tiim dokularda yer almaktadir (Y.
Kim et al., 2017; Taylor et al., 2015; Thompson, 2015). Panl kanallar: hiicrenin
dinlenme durumunda genellikle kapali halde bulunur. Hiicre zar1 potansiyelinin
yiksek voltaj ve hiicre disi potasyum tarafindan depolarizasyonu, mekanik
uyarilar, karboksil ucunun efektor kaspazlar ile kesimi, sitoplazmik Cat2
miktarindaki artis ve hiicre dis1 ATP ile aktive edilir. Bu kanallarin aktivasyonu
hiicre dis1 ¢evre ile cesitli fonksiyonlarin yerine getirilmesi i¢cin hiicresel iletisime

1zin verir (Boyd-Tressler et al., 2014; Scemes & Veliskova, 2017).

Panl kanallart mikrofilamanlar ile etkilesime girer. Bu nedenden dolayi
hiicre zar1 tizerinde rahat bir sekilde hareket edebilir. Potasyum kanal alt
Unitesi olan KvB3’ iin Panl kanalinin potansiyel baglanma ortagi oldugu
gosterilmigtir. Panl kanallar1 ayni1 zamanda bir¢ok inflamasyon bilegeni ile
birlesmektedir (Jackson, 2015; Penuela et al., 2013). Panl kanallarinin diger bir
baglanma egsi P2X pirinoseptorleridir. Pirinerjik reseptorler ve Panl kanallar
sinir sistemi, immiin dokular ve noro-endokrin hiicreleri olmak tlizere ¢ok gesitli
dokularda birlikte ifade edilir (S. Li, Bjelobaba, & Stojilkovic, 2018). Fizyolojik
durumlarda, P2X reseptori (P2XR) kanallar1 ve N-metil-D-aspartat (NMDA)
reseptori (NMDAR) kanallari, Panl kanalint kontrol eder. Ayrica, kalsiyum
mobilize edici P2Y reseptorlerinin (P2YR) hiicre dig1 adenozin 5'-trifosfat (ATP) ile
aktivasyonu, trombinin uyardigi proteaz- aktive reseptorleri ve fibroblast biiylime
faktori reseptorleri, Panl kanal fonksiyonlarini diizenler. Adipositlerdeki insiilin
reseptorlerinin aktivasyonu, glikoz alimini kolaylastiran Panl kanallarinin

acilmasim saglar.

Apoptotik hiicrelerde Pan1 kanallarini karboksil ucunun efektor kaspazlar ile
proteolizinin bu kanallar1 aktive ettigi ve 6zellikle apoptoz sirasinda aktif kaspaz-
3 birikiminin Panl kanallarinin geri donilisiimsiiz olarak acilmasina neden oldugu

belirlenmistir. Panl kanallarinin kaspazlar tarafindan aktivasyonu bu
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kanallardan ATP ve UTP’nin hiicreler arasi alana salinmasina sebep olurken, bu
alanda biriken yapilar apoptoza giden hiicrelerin fagositler tarafindan yok
edilmesinin saglanmasi i¢in gerekli sinyalleri olusturur ((Boyd-Tressler et al.,
2014; Orellana et al., 2009; Sandilos et al., 2012; Scemes & Veliskova, 2017;
Shestopalov & Slepak, 2014)

Sinir sisteminde olusan iskemik kogullarda, NMDAR'larin Panl kanallarini
aktive etmesi, kontrolsliz glutamat salinimina ve lezyon bolgesinde Ca*2'nin asiri
artmasina neden olarak eksitotoksisite olusur (Y. Kim et al., 2017; S. Li et al., 2018;
Maes et al., 2013; Penuela et al., 2013). P2X reseptoru (P2XR) kanallar ile Panl
kanallarinin olusturdugu kompleks néronal hiicrelerde yalnizca ATPnin digsar
salinmasim degil ayni zamanda cesitli enzimatik yolaklar: da aktive eder. Ilk
olarak ROT {retiminden sorumlu olan NADPH oksidazin aktivasyonu saglar.
Ikincil mekanizma ile bu kompleksin asirn  aktivasyonu inflamasyonun
aktivasyonunu saglar (Y. Kim et al., 2017; Shestopalov & Slepak, 2014; Thompson,
2015).

Panl protein/kanallarinin fonksiyonlari mimetik peptitler ve karbenoksolon,
probenecid ve flufenamik asit gibi kanal inhibitorleri ile ortadan kalkar (Penuela

et al., 2013).

2.6. Probenecid

Panl proteinlerini ve dolayisi ile de Pan I kanallarinin inhibisyonu i¢in ¢esitli
bilegiklerle calismalar yapilmistir. Fakat bu bilesiklerin konneksinler dahil olmak
uzere diger kanallar1 da bloke edebildikleri bu ylizden de Panl kanallar: igin segici
olmadiklar1 belirlenmistir (Y. Kim et al., 2017; Shestopalov & Slepak, 2014). Daha
sonraki yillarda yapilan ¢alismalarda, probenecidin (IC50~150 uM) 5 mM’ye kadar
yiksek dozlarda bile konneksin kanallarini etkilemeden Panl ’i inhibe ettigi
kamitlanmistir (Bond & Naus, 2014; Y. Kim et al., 2017; W. R. Silverman et al.,
2009).
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Probenecid, gliniimiizde gut tedavisi i¢cin yaygin olarak kullanilan bir ila¢ olup
ayn1 zamanda klinik olarak antibiyotiklerin, kemoterapotiklerin ve diger ilaclarin
etkin konsantrasyonlarimi artirmak icin de kullanilmaktadir (Shestopalov &
Slepak, 2014; Willebrords, Maes, Yanguas, & Vinken, 2017). Campos-Arroyo ve
arkadaslarinin noroblastom kanser kok hiicreleri ile yaptiklar1 c¢alismada
probenecidin noroblastom hiicrelerini hem in vitro hem de in vivo olarak cisplatinin

etkilerine kargi duyarhlastirdig: ileri siirtilmiustir (Campos-Arroyo et al., 2016).

Yapilan cesitli calismalarda Pan I kanallarini inhibe eden probenecidin, beyin
iskemi modellerinde hasar derecesini azalttigi bildirilmistir. Bu calismalarda
farelerde akut tiibiiler nekrozda, sicanlarda beyin I/R hasarinda ve neokortikal fare
astrositlerinde oksijen/glikoz yoksunlugu sonucu olusan hasarlarda probenicidin
reperfiizyon oOncesinde uygulanmasinin lizozomal ve inflamazomal yolaklar:
diizenledigi ve bu nedenden dolay: hasari 6nleyici etkiye sahip oldugu bildirilmistir
(Baudoux et al., 2012; Jian et al., 2016; R. Wei et al., 2015; Willebrords et al., 2017).
Yapilan calismalarda probenecidin hayvan modellerinde ve klinik calismalarda
diisiik toksisitesi nedeni ile kullanilabilecegi belirtilmistir (Campos-Arroyo et al.,

2016).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Eskisehir Osmangazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun
02.02.2017_107/573 sayili izni ile Eskigsehir Osmangazi Universitesi Tibbi ve
Cerrahi Deneysel Arastirma Merkezinde deneysel asamalari tamamlandi.
Deneysel asama sonunda elde edilen dokular ile ¢alismalar Eskigsehir Osmangazi
Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali laboratuvarinda, histolojik ¢aligmalar
Eskisehir Osmangazi Universitesi Histoloji ve Embriyoloji laboratuvarinda
yapildi. TUNEL yontemiyle apoptozun belirlenmesinde son asama olan floresan
mikroskobu ile goriintiileme ESOGU Merkezi Arastirma Laboratuvar: Uygulama

ve Arastirma Merkezinde (ARUM)’ yapildi.

Calisma Eskigehir Osmangazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Komisyonunun 2018-1867 nolu ve Deneysel Olarak Olusturulan Beyin
Iskemi/Reperfiizyon Hasarinda Panneksin-1 Proteininin Apoptoz ve Nekroptoz Ile

Tiskisi baglikli projesi tarafindan desteklendi.
3.1. Deney Hayvanlari ve Barinma Kosullari

Calismada 360.08 = 24.25 gr. agirliginda Wistar cinsi albino erkek sicanlar
kullanildi. Sicanlar 12 saat karanlik, 12 saat aydinhik déngi icerisinde, ad libidum
beslenerek, sicakligi sabit tutulan (21° + 3°C) hayvan saklama odalarinda tutuldu.

Deney siireclerinde tiim siganlar polikarbon seffaf kafeslerde tek tek barindirildi.
3.2. Deney Gruplari

Calismada kullanilan deney hayvanlari KOBAY AS (Ankara, Tirkiye)'den
temin edildi. Tiim deneysel asamalar Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi ve

Cerrahi Deneysel Arastirma Merkezi'nde yapildi.

1X’'lik PBS tamponu 100 ml distile su icerisine 1 adet PBS (Bio Basic Inc.,
Kanada, Katalog no: PD0435) tableti konularak hazirlandi. Pan-kaspaz inhibitori
olan Z-VAD-fmk (Cayman Chemical Company, Michigan, ABD, Katalog no: 14463)
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1,5 mg/kg konsantrasyonunda olacak sekilde 1X’lik PBS tamponu igerisinde
¢ozlindiirilerek hazirlandi. Panl kanali inhibitéri olan probenecid (Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Teksas, ABD, Katalog no: 202773) hazirlanan 1Xlik PBS
tamponu ile ¢oziillerek denek basina 1 mg/kg konsantrasyonunda olacak sekilde

hazirlanda.

Rastgele secimle her biri 12 sicandan olusan 6 grup deney baslangicindan bir

hafta 6nce olusturuldu (Sekil 3.1).

Kontrol grubu (K Grubu): Deneklere herhangi bir beyin iskemisi ile ilgili
uygulama yapilmadi ve tedavi edici bir madde uygulanmadi. Hayvanlar tras
edilerek boyun 6n bdlgelerinde, servikal orta hatta yaklasik 2 cm kadar vertikal
insizyonla acildi. Birinci ve 6. saatlerde karin i¢cine (intraperitoneal, ip) 1X'lik PBS
uygulandi. 24 saat sonunda hayvanlar anestezi altinda sakrifiye edilerek beyin

dokusu ornekleri alinda.

Iskemi Kontrol Grubu (IK Grubu): Sag arteria carotis communis’a ulagilip,
klemplenerek 2 saat kan akis1 engellendi. Bu islemin 1. saatinde intraperitoneal
olarak 1X’lik PBS uygulandi. Iki saat sonunda hayvanlar anestezi altinda

sakrifiye edilerek beyin dokusu 6rnekleri alinda.

I/R kontrol grubu (IRK grubu): Sag arteria carotis communis’a ulagilip,
klemplenerek 2 saat kan akigi engellendi. Iki saatlik iskemi sonunda, klempler
cikartilarak kan akiginin devami saglandi. Iskemi asamasimin 1. saatinde ve
reperflizyon asamasinin 5. saatinde intraperitoneal olarak 1X’lik PBS uygulanda.
24 saatlik reperfiizyon sonunda hayvanlar anestezi altinda sakrifiye edilerek beyin

dokusu ornekleri alinda.

I/R + apoptoz inhibitér grubu (ZVAD Grubu): Sag arteria carotis communis’a
ulasilip, klemplenerek 2 saat kan akigi engellendi. Iki saatlik iskemi sonunda,
klempler ¢ikartilarak kan akiginin devami saglandi. Iskemi agsamasinin 1. saatinde

ve reperflizyon agamasinin 5. saatinde intraperitoneal olarak apoptoz inhibitoru
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olan Z-VAD-fmk (1,5 mg/kg) uygulamasi yapildi. 24 saatlik reperfiizyon sonunda

hayvanlar anestezi altinda sakrifiye edilerek beyin dokusu 6rnekleri alinda.

I/R + panneksin-1 inhibitér grubu (PRB Grubu): Sag arteria carotis
communis’a ulasilip, klemplenerek 2 saat kan akis1 engellendi. Iki saatlik iskemi
sonunda, klempler ¢ikartilarak kan akisinin devami saglandi. Iskemi agamasinin
1. saatinde ve reperfiizyon asamasinin 5. saatinde intraperitoneal olarak Panl
inhibitori olan probenecid (1 mg/kg) uygulamasi1 yapildi. 24 saatlik
reperfiizyon sonunda hayvanlar anestezi altinda sakrifiye edilerek beyin dokusu

ornekleri alinda.

I/R + apoptoz inhibitérii + panneksin-1 inhibitér grubu (ZP Grubu): Sag
arteria carotis communis’a ulasilip, klemplenerek 2 saat kan akisi engellendi. Tki
saatlik iskemi sonunda, klempler c¢ikartilarak kan akisinin devami saglandi.
Iskemi agamasimin 1. saatinde ve reperfiizyon asamasimin 5. saatinde
intraperitoneal olarak apoptoz inhibitori (Z-VAD-fmk, 1,5 mg/kg) ve Panl
inhibitoriu (probenecid, 1 mg/kg) birlikte uygulandi. 24 saatlik reperfiizyon
sonunda hayvanlar anestezi altinda sakrifiye edilerek beyin dokusu 6rnekleri

alinda.

21



Kontrol Grubu (K Grubu)

Deneyin
Anestezi Sham operasyonu Sonlandirilmasi
30 dakika
1. saat 6. saat
ip. enjeksiyon  ip. enjeksiyon
PBS PBS
iskemi Kontrol grubu (iK Grubu)
Deneyin
Anestezi iskemi Sonlandirilmasi
1. saat
ip. enjeksiyon
PBS
iskemi Reperfiizyon Kontrol Grubu (iRK Grubu)
Deneyin
Anestezi iskemi Reperfiizyon Sonlandirilmas:

1. saat 5. saat
ip. enjeksivon ip. enjeksiyon
PBS PBS
/R + apoptoz inhibitér grubu (ZVAD Grubu)
. Deneyin
Anestezi Iskemi Reperfiizyon Sonlandirilmasi

30 dakika

1. saat

i madt 5. saat
ip. enjeksiyon ip. enjeksiyon
Z'VAD -fﬂﬂ{ Z'VAD'fn]k
(1,5 mglkg) (1,5 mgkg)
/R + panneksin inhibitér grubu (PRB Grubu)
. Deneyin
Anestezi Iskemi Reperfiizyon Sonlandirilmas:

30 dakika

1. saat

i Faat 5. saat
ip. enjeksiyon ip. enjeksiyon
Probenecid Probenecid
(1 mg/lg) (1 mg/kg)
/R + apoptoz inhibitérii + panneksin-1 inhibitér grubu (ZP Grubu)
. Deneyin
Anestezi Iskemi Reperfiizyon Sonlandirilmasi

30 dakika

1. saat 5. saat
ip. enjeksiyon ip. enjeksiyon
Probenecid & Z-VAD-fmk Probenecid & Z-VAD-fmk

Sekil 3.1 Deney Gruplari ve Uygulamalarzi.
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3.3. Cerrahi Islemler

Cerrahi islemlerden oOnce hassas terazide tartilan deney hayvanlarina
agirliklarina uygun olarak intramiuskiiler enjeksiyonla ketamin HCI (30 mg/kg) ve
ksilazin HCI1 (10 mg/kg) ile anestezisi uygulandi. Anestezi altindaki siganlar sirt
Ustli pozisyonda yatirilarak el ve ayaklarindan cerrahi girisim tahtasina
sabitlendi. On boyun bélgelerindeki tiiyler tiraslanarak bélge antiseptik %10'Tuk
povidon iyodiir soliisyonu ile silindi. Hayvanlarin boyun 6n bélgelerinde servikal
orta hat yaklasik 2 cm kadar vertikal insizyonla acgildi (Sekil 3.2, A). Uniteral
olarak sag arteria carotis communis'e ulasildi ve nervus vagusdan izole edildi
(Sekil 3.2, B). Izole edilen sag arteria carotis communis’e klemp (Vascu Stop
Bulldog Clamp, Istanbul, Tiirkiye) takilarak iskemi siireci baslatildi (Serra et al.,
2019) (Sekil 3.2, C-D).

Sekil 3.2 Cerrahi Islemler.
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Deney gruplarindan IK, IRK, ZVAD, PRB ve ZP gruplarinda izole edilen sag
arteria carotis communis’e klemp takilarak iki saat boyunca iskemi olugsmasi
saglandi. IK grubunda bulunan sicanlar iki saatlik iskemi sonrasinda anestezi

altinda sakrifiye edilerek beyin dokusu 6rnekleri alind.

IRK, ZVAD, PRB ve ZP gruplarinda iki saatin sonrasinda klempler acilarak
reperfiizyon saglandi. Kesi bolgesi steril kogullarda stitur ile dikilerek kapatilarak

antiseptik soliisyon ile silindi.

Iskeminin baglangicina gore; ZVAD, PRB ve ZP gruplarinda Sekil 3.1’de
belirtilen maddeler 1. ve 6. saatte karin igine (intraperitoneal, ip) olarak uygulanda.
Yirmi dort saatlik reperfiizyon siireci boyunca her bir denek TICAM post-opere
odalarinda ayr1 kafeslerde barindirildi. Reperfiizyon siiregleri tamamlanan

sicanlar anestezi altinda sakrifiye edilerek beyin dokusu 6rnekleri alinda.

Her gruptan iki deney hayvaninin beyin 6rnekleri TTC ile boyanirken, diger
beyin 6rnekleri ikiye ayrildi. Histolojik ¢calismalar i¢cin kullanilacak olan 6rnekler
formaldehite konulurken, protein seviyelerinin ve gen ifadelerinin 6l¢gimi ig¢in
kullanilacak olan tiim 6rnekler sivi azot ile hizli bir sekilde dondurularak -80°C’de

muhafaza edildi.
3.4. Beyin Enfarkt Hacminin Ol¢iimii

2-3-5-trifenil  tetrazolium  Kklorir (TTC) beyaz  kristal yapida,
dehidrogenazlarin substrati olan bir redoks indikatoridiir. TTC genellikle canh ve
cansiz dolularin ayriminin yapilmasinda kullanilir. Normal sartlarda beyaz renkte
olan TTC, canli dokularda farkli dehidrogenazlarin aktivitesi sayesinde kirmizi
renkte olan 1,3,5-triphenylformazan'a indirgenerek dokunun kirmizi olarak
goruntilenmesini  saglar. Canlilik faaliyetlerini kaybetmis dokularda
dehidrogenaz enzimlerinin bozulmasindan dolayr TTC indirgenmez ve doku

boyanmaz (Isayama, Pitts, & Nishimura, 1991; F. Zhang & Chen, 2012).
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Calismada enfarkt alanlarin yerinin ve kapsaminin belirlenebilmesi i¢in
deneysel uygulamalar sonunda her bir gruptan iki deney hayvanin beyin dokulari

alinarak TTC boyamasi yapildi.

* Anestezi altinda sakrifiye edilen deneklerin beyinleri ¢ikartilarak, hizli bir
sekilde koronal dilimler (2mm) hazirland1 (Sekil 3.3, A-B).

* Bu dilimler PBS ile hazirlanan %2'lik TTC (Cayman Chemical, Ann Arbor,
MI, ABD, kat no: 17342) bulunan petri kabina alinarak, 37°C de 30 dakika
karanlik ortamda inkiibe edildi (Sekil 3.3, C-D).

* Bu strecgte dokularin TTCye homojen olarak maruz kalabilmeleri igin

dilimlerin hafifce karistirilmasi saglanda.

Sekil 3. 3 Beyin Enfarkt Hacminin TTC ile Boyanmast.

* TTC boyama sonucunda normal beyin dokusu kirmizi renge boyanirken
(Sekil 3.3, E, beyaz ok) iskemik dokular soluk pembe veya kirli beyaz renkte
(Sekil 3.3, E, siyah ok) gozlendi.

* EKlde edilen goruntiilerin fotograflar1 cekilerek bilgisayar ortamina alinda.
Enfarkt alanlarin 6l¢gimiinde ImagedJ analyzer programi (1.52k, National

Institutes of Health, ABD, Wayne Rasband) kullanildi (Sekil 3.4).

* Her dilimdeki enfarkt hacim, enfarkt alan toplaminin dilim kalinligi (2mm)

ile carpilmasiyla hesaplandi. % Enfarkt hacim = (dokularda TTC ile
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boyanmayan enfarkt dokularin hacmi/ tiim hacim) x100 seklinde hesaplandi
(Nikseresht, Khodagholi, & Ahmadiani, 2019; Yan et al., 2017; F. Zhang &
Chen, 2012).

Sekil 3. 4 Imaged ile Enfarkt Alanin Belirlenmesi.

3.5. Kantitatif Gercek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(qRT-PCR) ile Beyin Orneklerinde Gen Ifadelerinin

Belirlenmesi

3.5.1. Total RNA izolasyonu

Deneysel uygulamalar sonucunda elde edilen beyin dokulari hizli bir sekilde
siv1 azotta dondurularak ¢alisma yapilana kadar -80°C’de muhafaza edildi. Doku
orneklerinden total RNA saflagtirma islemi NucleoSpin® RNA Midi,
(MACHEREY-NAGEL Diiren, Almanya, Kat no: 740955.50) kiti kullanildi. Beyin
dokusundan RNA izolasyonunun zor olmasi nedeni ile RNA verimi ve kalitesini

gelistirmek amaciyla kit yontemi destek protokoli kullanilarak gergeklestirildi.
Calisma prosediri:

* -80°C’de bulunan sigan beyin dokularindan 20 mg 6rnek alinarak 1.5 mL.’lik

tiplere konuldu.

* Her bir 6rnege 400 pL. RA1 Tamponu eklendi ve doku buz igerisinde

ultrasonik homojenizator ile homojenize edildi.

* 5 dakika 14000 x g'de santrifiyj edildi. Stipernatant 1.5 mL’lik yeni tiiplere
dikkatlice aktarilda.
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Orneklere 300 pL etanol (%100) eklendi ve vortekslenerek iyice karigtirildi.

Tipler 10 dakika 14,000 x g'de santrifiij edilerek olugsan siipernatant atildi.

Bu asamalardan sonraki izolasyon ¢alismalar: oda sicaklhiginda gerceklestirildi.

Etanoliin uzaklastirilmasi i¢in 5 dakika beklenildi.
Peletlere 25 pl. RNaz icermeyen su eklendi ve tamamen siispanse edildi.

375 puL Tampon RA1 eklenip, pipetlendi ve hafife vortekslenerek
karigtirilda.

Homojenize lizata 350 pL etanol (%70) eklend1 ve yavasca 5 kez pipetlenerek
karigtirilda.

Her 6rnek i¢in toplama tipiine NucleoSpin® RNA Situnu yerlestirildi.
Lizat 2-3 kez yukari-asagi pipetlenerek kolona ytiklendi.

11000 x g'de 30 saniye santrifiijjlendi. Sttunlar 2 mL’lik yeni toplama

tiplerine yerlestirildi.

350 pL.. MDB (Membran Desalting Tampon) eklenerek membranlarin

kurumasi i¢in 1 dakika boyunca 11,000 x g'de santrifiijlendi.

Steril 1.5 mL’lik mikrosantrifiij tiiptinde 90 pL. Reaksiyon Tamponuna 10 pL
sulandirilmigs rDNase eklenerek DNase reaksiyon karisimi hazirlandi.
Hazirlanan rDNase reaksiyon karigimi dogrudan kolonun silika zarinin
ortasina 95 pL olacak sekilde uygulanarak 15 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildi.

NucleoSpin® RNA Kolonuna 200 pLL Tampon RAW2 eklenerek 11000 x g'de

30 saniye santrifiijlendi.

Kolonlar yeni toplama tiiplerine (2 mL) yerlestirildi ve 600 pLL Tampon RA3
eklendi. 11,000 x g'de 30 saniye santrifiijlendi.
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Akint1 atilarak stitunlar tekrar toplama tiiplerine yerlestirildi. NucleoSpin®

RNA Kolonuna 250 pLL Tampon RA3 eklendi.
Membranin tamamen kurumasi i¢in 11000 x g'de 2 dakika santrifiijlendi.
Kolonlar tekrar niikleaz icermeyen bir toplama tiiplerine yerlestirildi.

Kolonlara 60 pL. RNaz icermeyen H20 eklendi ve 1 dakika boyunca 11000 x

g'de santrifijjlendi.

Filtre atilip, 1zole edilen RNA’larin nanodropta (Thermo Scientific, ABD) ile

safligi, kalitesi ve miktarlar: belirlenerek, -80°C’de saklanda.

3.5.2. Elde edilen RNA’lardan cDNA olusturulmasi

Beyin dokusundan izole edilen RNA’lar kit protokoliine (ProtoScript First Strand
cDNA Synthesis Kit, New England Biolabs Inc. Ipswich, MA, ABD, Kat no:

E6300S) uygun olarak reverse transkripsiyon iglemi ile cDNA’ya cevrildi. Tim

islemler buz tizerinde ve laminar kabin icerisinde yapildi.

Calisma yontemi:

Kit protokoliine gore elde edilen total RNA’larin konsantrasyonlar: 10 ng/pL
olacak sekilde RNaz icermeyen H20 ile diliie edilerek standart hale getirildi.

6 pL total RNA 6rnegi ve 2 pL oligo-dT primer [d (T) 23VN] steril RNaz/DNaz
igermeyen diiz kapakl 0.2 mI'lik PCR tiplerine konularak 70°C’de 5 dakika
inkibe edildi (T100™ Thermal cycle, Bio-Rad, CA, ABD).

Ornekler tizerine 10 pL M-MuLV reaksiyon karigimi ve 2 pLL M-MuLV enzim

karisimi eklendi.

Toplam hacmi 20 pL olan 6rnekler cDNA elde edilmesi i¢in 42°C’de bir saat

ve enzimlerin inaktivasyonu i¢in 80°C’de bes dakika inktiibe edildi.

Elde edilen cDNA’lar -20°C’de muhafaza edildi.
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3.5.3. Kantitatif Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PCR)

ile gen ifadesi tayini

Gen ifadelerinin belirlenmesinde her bir 6rnek i¢in liger tekrar olmak tlizere

Tablo 3.1’de belirtilen reaksiyon bilesenleri optik kapakli PCR tiiplerine konuldu.

Kullanilan primerlerin listesi Tablo 3.2’de verildigi gibidir. Hazirlanan érnekler

Stratagene Mx3000p Real-Time PCR cihazina (California, USA) konularak Tablo

3.3’de verilen PCR kosullarinda amplifikasyonlar1 gerceklestirildi. Her bir

amplifikasyon asamasinda ¢cDNA kalibi icermeyen kontrol grubu (no template

control, NTC) kullanilda.

Tablo 3.1 Real-time PCR i¢in reaksiyon basina gerekli kit bilesenleri

Reaksiyon bilesenleri

Miktar (pL)

cDNA

10

GoTaqg® qPCR Master Mix, 2X

25

Forward Primer

1

Reverse Primer

1

Niikleaz Free Su

13

Toplam Hacim

50

Tablo 3.2 Real Time PCR'da Kullanilan Primerler

Gen Forward primer Reverse primer

RIPK1 5'-AGGAGGAAAGGAAGCGAAGG-3' 5'-GGTTGTGCTGGGATAAGGAAGA-3'
RIPK3 5'-CAAACCAAACCACTGAGCGAG-3' 5'-CGTCTACAACGTCTACGGCT-3'
MLKL 5-TTGGTTTTGAGGGCTCGGCT-3' 5-TCTCCTGAGCCCCTTCCCTT-3'
CASP3 5'-GGAGCTTGGAACGCGAAGAA-3' 5'-ACACAAGCCCATTTCAGGGT-3'
CASPS8 5-ATGGCTACGGTGAAGAACTGCG-3' 5-TAGTTCACGCCAGTCAGGATGC-3'
GAPDH | 5-GTTTGTGATGGGTGTGAACC-3' 5-TCTTCTGAGTGGCAGTGATG-3'
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Tablo 3.3 Real-time PCR kosullar:

Segment Segment Sicaklik Zaman Dongii
fonksiyonu (dakika:saniye) sayisi1
Segment 1 Enzun 55°C 01:00 1
aktivasyonu
Denattrasyon 95°C 00:30
Segment 2 | Baglanma 55°C 01:00 40
Uzama 72°C 01:00
95°C 01:00
Segment 3 | Erime Egrisi 55°C 00:30 1
72°C 00:30

Hedef gen ifadeleri gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (Glyceraldehyde 3-

Deney hayvanlarindan elde edilen beyin doku 6rneklerinde Kaspaz 3, Kaspaz
8, RIPK1, RIPK3, MLKL, PARP ve TNF-a protein diizeyleri ELISA yontemi ile
iligkili kitler (Shanghai YL Biotech Co., Ltd, Cin, Tablo 3.4) kullanarak

spektrofotometrik olarak 6l¢tildi.

phosphate dehydrogenase, GAPDH) referans gen (housekeeping gen) ile normalize
edildi. Real-Time PCR sonucunda elde edilen Ct degerleri kullanilarak degisim
katsayis1 2-ACT = 2-(Ct gen - Ct referans gen) formili kullanilarak hesaplandi (Schmittgen

& Livak, 2008). cDNA kalib1 yoklugunda amplifikasyon olmadigi gozlendi.

3.6. Beyin Dokularinda Protein Diizeylerinin Ol¢iimii

Tablo 3. 4 Kullanilan ELISA Kitlerinin Katalog Numaralar:

Protein Adx Katalog No
Kaspaz 3 YLAOO17RA
Kaspaz 8 YLA1531RA
RIPK1 YLA1497RA
RIPK3 YLA1498RA
MLKL YLA1503RA
PARP YLAO864RA
TNF-a YLAO118RA
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3.6.1. Beyin dokusu orneklerinin hazirlanmast

-80°C'de saklanan doku 6rnekleri ELISA ¢alismalari i¢in tartilarak tizerlerine
PBS (pH 7.4) konuldu. Ultrasonik homejenitér ile homojenize edildikten sonra
2500 rpm’de 20 dakika santriflij edildi. Santrifiij sonunda olusan siipernatantlar

viallere ayrilarak -80°C' de muhafaza edildi.

3.6.2. Standartlarin hazirlanmasi

Stok soliisyonlar oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra pipetaj
yapilarak karigtirildi. Calisma i¢in kullanilacak olan standart soliisyonlar ilgili

stok soliisyonlar kullanilarak Tablo 3.5te verildigi sekilde hazirlandi.

Tablo 3. 5 Protein Seviyesi Ol¢iimiinde Kullanilan Standart Soliisyonlarin

Hazirlanmasa.
Standartlar Hazirlanma Yontemi
5. Standart 120 pL Orijinal Standart + 120 pL Standart diliient
4. standart 120 pL 5. Standart + 120 pLL Standart diltent
3. standart 120 pL 4. Standart + 120 pLL Standart diliient
2. standart 120 pL 3. Standart + 120 pLL Standart diliient
1. standart 120 pL 2. Standart + 120 pL Standart diliient

Kullanilan orijinal stok soliisyon konsantrasyonlari ve yapilan seri diliisyonlar

sonucu olugturulan standartlarin konsantrasyonlar: ve Tablo3.6’de verilmistir.
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Tablo 3.6 Protein diizeyi él¢iimiinde kullanilan stok ve standart soliisyonlarin

konsantrasyonlari.

Soliisyonlar | Kaspaz 3 | Kaspaz 8 | Ripkl | Ripk3 MLKL PARP TNF-a

(ng/mL) | (pmol/L) | (ng/L) | (ng/L) | (pg/mL) | (mmol/L) | (ng/L)
1. Standart 0.4 3.75 12.5 5 1.5 50 40
2. Standart 0.8 7.5 25 10 3 100 80
3. Standart 1.6 15 50 20 6 200 160
4. Standart 3.2 30 100 40 12 400 320
5. standart 6.4 60 200 80 24 800 640
Stok 12.8 120 400 160 48 1600 1280

3.6.3. Protein diizeylerinin ol¢ciimii

Calisma yontemi:

ELISA plakasinin ilk kuyucugu kor olarak kullanilda.

Ik kuyucuktan sonraki kuyucuklara sirasiyla, standart 1, standart 2,
standart 3, standart 4, standart 5 olacak sekilde, 50’ser uL seri diltisyonla
hazirlanan standart soliisyonlardan pipetlendi. Uzerlerine 50’ser pL

Streptavidin HRP eklendi.

Kalan kuyucuklara o6rneklerden 40 pL eklenildi. Uzerine 10 pL MT
antibodies biotin ve 50 pl Streptavidin HRP eklendi.

Plakanin tzeri yapigskan film ile kaplandi. Plaka tabani hafif¢ce vurularak

kimyasallarin karigmasi saglandi ve 37°C'de 60 dakika inkibe edildi.

Plakalardaki sivi bogaltild: ve 5 kez yikama agsamasi uygulandi. ELISA
plakalarin yikanma basamaklari ELISA Plate Yikayict (Biotek
ELx50Biyotek, BioTek Instruments, Winooski, VT, ABD) ile gerceklestirildi.
Yikayici her kuyucuga 350 ul yikama soliisyonu ekleyecek ve kuyucularda

enjeksiyon ve aspirasyon araligi 60 saniye olacak sekilde ayarlandai.
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Kor de dahil olmak tizere her kuyucuga 50°ser uL. Chromogen A ve 50 uL
Chromogen B eklendi.

Plakanin tizeri yapiskan film ile kaplandi Plaka tabani hafifce vurularak
kimyasallarin karismasi saglandi ve 37°C'de 10 dakika inkiibe edildi. Bu

stirede plakanin 1s18a maruz kalmamasi saglanda.
Her kuyucuga 50 uL. Stop soliisyonu eklenildi.

Son asamadan sonra hizli bir gsekilde plaka tlizerindeki kuyucuklarin OD
degeri 450 nm’de MultiskanGO UV/VIS (Thermo Scientific, MA, ABD) cihaz1

kullanilarak okundu.

Standart egri hazirlanarak érneklerin konsantrasyonlar: hesaplandi.

3.7. Beyin Orneklerinden Histolojik Preparatlarin

Hazirlanmasi

Calisma yontemi:

Deney sonunda dokular %10’luk formaldehit soliisyonu igerisine konularak
hafta bekletildi.

Formaldehitten c¢ikartilan o6rnekler fiksatifin ¢okelmesinin engellenmesi
amaci ile 3-4 saat gesme suyunda yikandi. Takiben dehidrasyonlarinin
saglanmasi i¢cin kademeli olarak %7011k, %80’lik, %9011k ve %96’11k alkol
serilerinde 45’er dakika bekletildi.

Dehidrasyon islemi tamamlanan o6rnekler, 2 kez 20’ser dakika ksilolde
bekletilerek seffaflagtirildi ve etiv igerisinde 65°C’de eritilmis parafinlere

alinarak 60 dakika stireyle li¢ ayr1 parafinde bekletildi.

Parafinize edilen dokular ayri ayri1 parafin iceren kasetlere gomilerek
bloklandi. Mikrotom araciligi ile her bir o6rnekten 5’er mikrometre

kalinliginda doku kesitleri alindi.
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Kesitlerin 45°C’de su banyosunda agilmalar1 saglanarak temiz lamlar

uzerine alinmasindan sonra etiiv icinde 1 saat stire ile bekletildi.

Preparatlar 1’er saat siire ile iki ayr1 ksilolde tutulup deparafinizasyonlar:

saglandiktan sonra boyama asamasina gecildi.

Kesitlerin boyanmasinda Hematoksilen-Eosin ikili boyas1 kullanildi.
Deparafinizasyonu yapilmis olan doku kesitleri 5’er dakika siireyle %96,

%90, %80, %70’1ik alkollerde ve distile suda bekletilda.
Kesitler Hematoksilen ile 2 dakika ve Eozin ile 10 dakika boyanda.

Cesme suyu ile fazla boyasi alinan kesitler hizla alkol serilerinden

gecirilerek dehidratasyonlari saglandi.

Dokular iki ayr1 ksilolde 30’ar dakika tutularak seffaflastirildi. Hazirlanan
dokular entellan ile kapatilarak 1s1k mikroskobik diizeyde Olympus BH-2
mikroskop ile degerlendirmeleri yapildi ve beyin o6rneklerini iceren tiim

preperatlarin Olympus DP-70 dijital kamera ile fotograflar ¢ekildi.

Kesitler nekrotik hiicre, apoptotik hiicre, vaskiiler kongesyon, vaskiiler
dilasyon acisindan incelendi. Ornekler 0: hasar yok, 1: az hasar, 2: orta

hasar, 3: agir hasar olarak skorlandi.

3.8. Immiinohistokimyasal Boyama

Deney hayvanlarindan alinan beyin dokularindan hazirlanan parafin

bloklardan ile 5pm’lik kesitler alinarak poli-L-lisinli lamlar tizerine konuldu. Bu

orneklerde nekroptoz ve apoptozun belirlenmesi i¢in kaspaz 3 (Tavsan poliklonal,
Diliie 1:100; Kat no: 19677-1-AP, Proteintech, ABD), kaspaz 8 (Tavsan poliklonal,
Diliie 1:100; Kat no: 13423-1-AP, Proteintech, ABD), RIP3 ( Tavsan poliklonal,
Diltie 1:100; Kat no: 17563-1-AP, Proteintech, ABD), MLKL (Tavsan poliklonal,
Diliie 1:100; Kat no: 21066-1-AP, Proteintech, ABD) antikorlar1 ve UltraVision LP
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Detection System (Kat no:TA-125-HA, Thermo Fisher Scientific, ABD)

kullanilarak immiinohistokimyasal isaretlenmeleri yapilda.

Calisma yontemi:

Ornekler 10 dakika siireyle 2 defa ksilende bekletildi.

Deparafinize olan 6rnekler %5’er dakika sirasi ile %100, %95, %80 ve %60

etanol 1le inkuibe edildi.

Her bir 6rnek 3’er dakika 3 kez PBS ile yikanda.

Ornekler bir kaba aktarilarak tizerleri Sitrat tamponu (pH6, 0.01 M) ile
kapatilda.

Ornekleri iceren kap igerisinde distile su bulunan basingh bir kaba

aktarilarak, kapag kapatildi.

Ornekler 10 dakika kaynatildi ve 6rnekler oda sicakliginda yaklagik 35

dakika bekletilerek sogumasi saglanda.
Orneklerin Her biri 3 dakika boyunca PBS ile ti¢ kez yikanda.

Reaktiflerin doku disina tagsmasini 6nlemek i¢in, 6rneklerin etrafindaki

doku bélimleri “DAKO Pen” kullanilarak ¢izildi.

Endojen peroksidaz etkinliginin engellenmesi i¢in ornekler 10 dakika

boyunca hydrogene peroxide block ile inkiibe edildi.
Ornekler 3 dakika boyunca ile ti¢ kez PBS ile yikandh.

Orneklere bloke edici serum (Ultra V Block) uygulanarak oda sicakliginda 5
dakika inkiibe edildi.

Orneklere 1:100 oraninda diliie edilen antikor eklenerek 4°C de gece boyunca

inkibe edildi. Negatif kontrol i¢cin antikor eklenmedi.
Ornekler 3 dakika boyunca PBS ile 3 kez duruland.

Orneklere primary antibody enhancer eklenerek 10 dakika inkiibe edildi.
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* Her bir 6rnege 50 uL. Sekonder antikor olan Anti-Rabbit Ig uygulanarak 30
dakika oda sicakliginda inkiibe edilda.

«  Orneklere HRP Polimeri uygulanarak oda sicakhiginda 15 dakika inkiibe
edilda.

+  Ornekler ticer kez 3 dakika boyunca PBS ile yikanda.

* Her bir 6rnek i¢in 40 pLL DAP plus Chromogen ve 2 ml DAP plus substrat

karisimi hazirlanarak dolulara uygulanarak bes dakika karanlik ortamda

inkiibe edildi.
«  Ornekler dért kez distile su ile yikand.
« Orneklere hematoksilen ile zit boyama yapilda.
* Boyanan o6rnekler distile su ile yikanda.

«  Ornekler 5 dakika boyunca %60, %80, %90 ve %100 etanol serilerinde
dehidre edildi.

« Ornekler 5 dakika boyunca iki kez ksilende bekletilerek seffaflagtirilda.
+  Kesitler “Histomount” ile kapatilda.

+  Orneklerin Olympus BH-2 mikroskop ile degerlendirmeleri yapildi ve beyin
orneklerini igeren tim preperatlarin Olympus DP-70 dijital kamera ile

fotograflar: ¢ekildi.

* Skorlama -: yok, +: hafif dagilim, ++: orta dagilim ve +++: yogun dagilim

olarak yapildi.
3.9. TUNEL Yontemiyle Apoptozun Belirlenmesi

Beyin dokularinda iskemi, reperflizyon sireci ve bu siregte apoptoz
inhibitéra olan Z-VAD-fmk, panneksin kanali inhibitori probenecid ve bu iki

inhibitérin birlikte kullaniminin apoptotik hiicre 6liimiine etkisinin
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belirlenmesinde, apoptotik hiicrelerde fragmente olan DNA'larin 3-OH DNA

uclarina, terminal deoksintikleotidil transferaz (T'dT) kullanarak fluorescein-12-

dUTP'nin katalitik olarak eklenmesiyle olusan polimerik kuyrugun floresan

mikroskobuyla goriintillenmesi prensibi ile ¢alisan DeadEnd™ Fluorometric

TUNEL System (Promega Cor., Wyoming, ABD, Katalog no:G3250) kiti kullanilda.

Calisma yontemi:

Mikroskop lamlarina hazirlanmis olan parafinlenmis doku preparatlari oda
sicakliginda 5 dakika boyunca saleler icerisinde bulunan taze ksilende

bekletilerek deparafinize edildi. Bu asama iki defa tekrarlanda.

Deparafinize edilen 6rnekler oda sicakliginda %100'lik etanol igerisinde 5

dakika bekletilerek yikandi.

Ornekler oda sicakliginda sirasiyla %100, %95, %85, %70 ve %50'lik etanolde

3'er dakika tutularak érneklerin rehidrasyonu saglandi.

Ornekler oda sicakliginda %0.85lik NaCl icerisinde 5 dakika bekletilerek
yikandi.

Oda sicakliginda bulunan 6rnekler PBS icerisinde 5 dakika bekletilerek
yikandi.

Ornekler oda sicakliginda 15 dakika PBS ile hazirlanan %4’liik metanol
icermeyen formaldehit ¢ozeltisi igerisinde bekletilerek doku boéliimlerinin

sabitlenmesi saglanda.

Sabitlenen ornekler oda sicakhiginda PBS igerisinde 5 dakika boyunca

bekletilerek yikandi. Yikama iglemi iki defa yapilda.

Orneklerden sivi uzaklastirilmasi yapildi ve her biri diiz bir yiizeye

yerlestirildi.
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PBS kullanilarak 1:500 dilisyon ile 20 pg/mL Proteinaz K c¢ozeltisi
hazirlanarak her bir doku kesitinin tizerine 100 pL: Proteinaz K eklendi. 10

dakika oda sicakliginda inkiibe edilda.

Inkiibasyon sonrasinda érnekler oda sicakliginda PBS igerisinde 5 dakika

bekletilerek yikandi.

Ornekler oda sicakliginda 15 dakika PBS ile hazirlanan %4’liik metanol
icermeyen formaldehit ¢ozeltisi icerisinde bekletilerek doku boéliimlerinin

sabitlenmesi saglanda.
Ornekler PBS icerisinde 5 dakika bekletilerek yikanda.

Orneklerdeki fazla sivi uzaklastirilarak tizerlerine 100 pL dengeleme

tamponu eklendi. 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

Standart 50 pl’lik reaksiyon basina 45 pL dengeleme tamponu, 5 pL
niikleotid karisimi ve 1 pL rTdT enzimi kullanilarak inkiibasyon tamponu
hazirlandi. Inkiibasyon tamponunun hazirlanmasi ve bundan sonraki

basamaklar karanlik ortamda gerceklestirildi.

Dengeleme  alanlarimin  etrafinda  kalan  dengeleme  tamponu
uzaklastirilarak 5 cmg alandaki hiicrelere 50 pL rTdT inkiibasyon tamponu

eklendi. Hiicrelerin kurumamasina dikkat edildi.

Reaktifin esit sekilde dagilmasini saglamak i¢in hiicreleri plastik lameller
ile kaplandi. Sicaklig1 37°C olarak ayarlanmis ve nemlendirilmig etiivde 60
dakika inkibe edildi.

Kit igeriginde bulunan 20XSSC deiyonize su ile 1:10 oraninda diliie edilerek
2X'lik SSC elde edildi. Orneklerin plastik lamelleri ¢ikartilarak 2X SSC
bulunan salelere yerlestirilerek oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi.
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* Hiicrelerdeki baglanmamis floresan-12-dUTP'lerin uzaklastirilmasi ig¢in
ornekler PBS icerisinde 5 dakika bekletilerek yikandi. Bu iglem ¢ kez

tekrarlanda.

* Hicre cekirdeklerini boyamak i¢in her bir 6rnege DAPI damlatilarak
uzerlerine lamel yerlestirildi. Kenarlari kapatilarak kurumasi igin 10

dakika beklendi.

* Hazirlanan ornekler Axio observer Z1(Carl Zeiss Microlmaging GmbH,
Almanya) floresan mikroskobu ile 520nm ve 460nm dalga boylarinda

gozlenerek, 63X objektif kullanilarak fotograflanda.
* Fotograflar ImagedJ analyzer program ile analiz edildi.

» Apoptoz ylizdesi = (Tunel ile igsaretlenmis ¢ekirdek sayisi / toplam g¢ekirdek
sayis1) * 100 olarak hesaplanda.

3.10. Istatistiksel Degerlendirme

Strekli degiskenlerin norma dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile
degerlendirildi. Normal dagilim gosteren degiskenlerin gruplar arasi
kargilagtirmalari Tek Yonli Varyans Analizi (ANOVA) ile yapildi. Coklu
karsilastirma testi olarak Tukey testi kullanildi. Normal dagilim gostermeyen
stirekli degigskenlerin gruplar arasi karsilastirmalari Kruskal-Wallis parametrik
olmayan varyans analizi ile gercgeklestirildi. Coklu karsilastirma testi olarak
Dwass, Steel, Critchlow-Fligner Yontemi kullanildi. Normal dagilim gdsteren
stirekli degigkenlerin tanimlayici istatistikleri ortalama + standart sapma, normal
dagilim gostermeyen stirekli degiskenlerin tanimlayici istatistikleri medyan, 25.
ve 75. persantil 1ile gosterildi. Kategorik degiskenlerin gruplar arasi
karsilasgtirilmalarinda oran testi ve Fisher’s Exact test kullamildi. Coklu
kargilagtirmalar Bonferroni diizeltmesi uygulanarak yapildi. Anlamhihk diizeyi
olarak p<0.05 degeri kabul edildi. Tim analizler SAS University Edition Release
3.8 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA.) programi kullanilarak yapilda.

39



4. BULGULAR

Bu tez calismasinda sag arteria carotis communis’e klemp takilmasi ile
deneysel olarak olusturulan beyin iskemi/reperfiizyon hasarinda panneksin-1

proteininin apoptoz ve nekroptoz ile iligkisi arastirildi.

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi ve Cerrahi Deneysel Arastirma
Merkezi'nde her grupta on iki sican olmak tizere alt1 deney grubu olusturularak
deneysel asamalar: tamamlandi. Calisma sonucunda beyin dokular: uygun olarak
alindi. Calisma sonunda elde edilen doku o6rnekleri gruplarda beyin enfarkt
hacminin makroskobik olarak belirlenmesinde kullanildi. Ayrica gruplardan elde
edilen beyin dokusu 6rneklerinde Real —Time PCR ile kaspaz 3, kaspaz 8, RIP1,
RIP3 ve MLKL gen ifadelerindeki degisim ile kaspaz 3, kaspaz 8, RIP1, RIPS3,
MLKL, PARP ve TNF-a protein diizeylerindeki degisim incelendi. Yine bu ¢alisma
dahilinde doku ornekleri H&E boyama yontemi ile incelenerek, patolojik
degisiklikler degerlendirildi. Parafinize edilen dokular kullanmilarak TUNEL
yontemiyle apoptoz belirlenmesi calismasi yapildi. Bu parafinize edilen dokularda,
nekroptoz ve apoptozun belirlenmesi i¢in, kaspaz 3, kaspaz 8, RIP3 ve MLKL
antikorlar1 kullanilarak imminohistokimya (IHC) c¢alismalar yapildi. Yapilan

calismalar sonucu elde edilen bulgular asagida verilmistir.
4.1. Beyin Enfarkt Hacim Yiizdesi

Deneysel calismalar soncunda TTC ile boyanan kesitler ile ilgili 6rnek
gorseller Sekil 4.1’de verilmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirme sonuclar:
Tablo 4.1 ve Sekil 4.2’de, gruplarin ikili ¢oklu karsilagtirma analizi sonucglar:

Tablo 4.2’de sunulmustur.
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Sekil 4.1 Beyin orneklerinde TTC Boyama Sonrasinda Enfarkt Alanlarin Makroskobik
Goriintiisii.
Kontrol grubuna gore tim gruplarin enfarkt hacim yiizdelerinde istatistiksel
olarak anlami artis belirlendi (p<0.0001). Enfarkt hacim yiizdesi IRK grubunda IK
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 gozlendi (p<0.0001).
Ayrica IRK grubu ile karsilastirma yapildiginda ZVAD, PRB ve ZP gruplarinin
enfarkt hacim yiizdelerinin istatistiksel olarak ©6nemli bir sekilde azaldigi
belirlendi (p<0.0001). ZVAD grubuna gore PRB ve ZP gruplarinda enfarkt hacim
yuzdesi istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldi (p=0.0115 ve p<0.0001). PRB
ve ZP gruplar arasinda da enfarkt hacim yiizdesi bakimindan istatistiksel olarak

onemli bir azalma belirlendi (p=0.0030, Tablo 4.2).

Yapilan bu calisma sonucunda iskemi siirecinde beyin enfarkt hacminin
arttigl, iskemiyi takip eden reperfiizyonun bu hasarin daha da artmasina sebep
oldugu gozlendi. Ayrica apoptoz inhibitori olan Z-VAD-fmk’nin ve Pan I inhibitori

olan probenecidin tek basina kullanimi enfarkt hacminin azalmasina neden
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olmugsa da Z-VAD-fmk ve probenecidin birlikte kullanilmasinin enfarkt hacmini

onemli ol¢iide azaltarak reperfliizyon hasarina karsi tedavi edici bir etki sagladig:

belirlendi.

Tablo 4.1 Deney gruplarinda Beyin Enfarkt Hacim Yiizdesi Bulgulart

K IK IRK ZVAD PRB ZP
Ort.+S.S. Ort.£S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. p
Q2 Q2 Q2 Q2 Q2 Q2 Degeri
Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3)
0.00+0.00 1883+1.16 51.35+4.10 35.16+0.44 27.32+2.72 17.97+2.27
0.00 18.56 51.07 35.16 28.41 18.89 <0.0001*
(0.00-0.00)  (17.82-20.10) (47.40-55.59) (34.71-35.60) (24.23-29.32) (15.38-19.62)

Ort.: Ortalama, S.S.: Standart Sapma
Q1: 25. Persantil, Q2: Medyan, Q3: 75. Persantil

*: Tek Yonlu Varyans Analizi

Tablo 4.2 Deney Gruplarinda Beyin Enfarkt Hacim Yiizde Bulgularinin Tukey Coklu

Karsilastirma Testine Gore Ikili Coklu Karsilastirilmalart

Grup p-Degeri | Grup p-Degeri | Grup p-Degeri
K vs. IK <0.0001 | IK vs. IRK <0.0001 | IRK vs. ZVAD <0.0001
K vs. IRK <0.0001 | IK vs. ZVAD <0.0001 | IRK vs. PRB <0.0001
K vs. ZVAD <0.0001 | IK vs. PRB 0.0063 | IRK vs. ZP <0.0001
K vs. PRB <0.0001 | iK vs. ZP 0.9966 | ZVAD vs. PRB 0.0115
K vs. ZP <0.0001 | PRB vs. ZP 0.0030 | ZVAD vs. ZP <0.0001
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Sekil 4.2 Deney gruplarinda Beyin Enfarkt Hacim Yiizdesi Bulgularzi.

4.2. Genlerin Ifade Seviyeleri

4.2.1. Kaspaz 3 gen ifadesi

Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda deney gruplarindan elde
edilen kaspaz 3 gen ifadesi ile ilgili bilgiler (ortalama =+ ss, 25. persantil, medyan
ve 75. persantil bilgileri) Tablo 4.3 ve Sekil 4.3’de, kaspaz 3 gen ifadesinin deney

gruplarinda ikili ¢oklu karsilastirma analizi sonuclar1 Tablo 4.4’de verilmistir.

Gruplarin kontrol grubu ile karsilastirilmasi sonucunda ZVAD (p=1) ve ZP
(p=0.5440) gruplarinin kaspaz 3 gen ifadesinde istatistiksel olarak anlaml fark
bulunmazken, IK (p=0.0101), IRK (p=0.0101) ve PRB (p=0.0100) gruplarinin
kaspaz 3 gen ifadesinde istatistiksel olarak artis belirlendi. Ayrica IK grubuna gére
IRK grubunda (p=0.0101) kaspaz 3 gen ifadesinde istatistiksel olarak énemli artig
bulundu. IRK grubu ile tedavi gruplar olan ZVAD, PRB ve ZP gruplarinin
karsilastirilmasinda bu gruplarda kaspaz 3 gen ifadesinin istatistiksel diizeyde
onemli bir gsekilde azaldigi belirlendi (p=0.0101, p=0.0100, p=0.0100; sirasiyla).
ZVAD grubu kaspas 3 gen ifadesi PRB grubuna gore azalirken (p=0.0100), ZP
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grubunun gen ifadesi ZVAD ve PRB gruplar ile karsilastirilmasi sonucunda
1statistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p=0.4071, p=0.1170; sirasiyla,
Tablo 4.4).

Bu sonuclara gore iskemiyi takip eden reperfiizyon slirecinin kaspaz 3 gen
ifadesini arttirdigi belirlendi. Apoptoz inhibitéri olan Z-VAD-fmk’nin tek basina
kullaniminin Panl inhibitéri olan probenecidin tek basina kullanimina goére
1skemi ve reperfiizyon slirecinde artan kaspaz 3 ifadesini daha fazla azalttig:
gozlendi. Iki inhibitériin birlikte kullaniminin iskemi-reperfiizyon siirecinde artan
kaspaz 3 gen ifadesini azalttigi ve bu sonucun Z-VAD-fmk'nin tek basina

kullanilmasi ile aynm etkiye sahip oldugu belirlendi.

Tablo 4.3 Deney gruplarinda kaspaz 3 gen ifadesinin karsilastirilmasi.

KASPAZ 3
K iK IRK ZVAD PRB 7P

Ort.£S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+8S.S. p

Q2 Q2 Q2 Q2 Q2 Q2 Degeri

(Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3)

0.27+0.09 3.34+0.82 576+0.80 0.29+0.06 0.95+0.22 0.29+0.48

0.30 3.07 5.73 0.28 1.02 0.14 <0.001*
(0.19-0.32) (2.78-4.02) (5.06-6.25) (0.23-0.33)  (0.93-1.06)  (0.03-0.25)

Ort.: Ortalama, S.S.: Standart Sapma
Q1: 25. Persantil, Q2: Medyan, Q3: 75. Persantil
*: Kurskal-Wallis Test
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Tablo 4.4 Kaspaz 3 gen ifadelerinin deney gruplarinda DSCF yontemine gore ikili coklu

karsilastirilmalart
GRUP Wilcoxon Z DSCF Degeri p-Degeri
K vs. IK -3.3607 4.7527 0.0101
K vs. IRK -3.3607 4.7527 0.0101
K vs. ZVAD -0.0525 0.0743 1.0000
K vs. PRB -3.3631 4.7562 0.0100
K vs. ZP 1.6816 2.3781 0.5440
IK vs. IRK -3.3607 4.7527 0.0101
IK vs. ZVAD 3.3607 4.7527 0.0101
IK vs. PRB 3.3631 4.7562 0.0100
IK vs. ZP 3.3631 4.7562 0.0100
IRK vs. ZVAD 3.3607 4.7527 0.0101
IRK vs. PRB 3.3631 4.7562 0.0100
IRK vs. ZP 3.3631 4.7562 0.0100
ZVAD vs. PRB -3.3631 4.7562 0.0100
ZVAD vs. ZP 1.8918 2.6754 0.4071
PRB vs. ZP 2.5242 3.5698 0.1170

DSCF: Dwass, Steel, Critchlow-Fligner Yontemi
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Sekil 4.3 Kaspaz 3 gen ifadeleri.
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4.2.2. Kaspaz 8 gen ifadesi

Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda, deney gruplarindan elde
edilen kaspaz 8 gen ifadeleri ile 1lgili bilgiler (ortalama + ss, 25. persantil, medyan
ve 75. persantil bilgileri) Tablo 4.5 ve Sekil 4.4’de, kaspaz 8 gen ifadesinin deney

gruplarinda ikili ¢oklu karsilastirma analizi sonucglar1 Tablo 4.6’da verilmigtir.

CGruplarin K grubu ile karsilastirilmasi sonucunda IK, IRK ve PRB
gruplarinda kaspaz 8 gen ifadesinin istatistiksel olarak anlami bir diizeyde arttigi
(p=0.0101; her birinde); ZVAD ve ZP gruplarinin kaspas 8 ifadesinde ise
istatistiksel olarak anlaml fark olmadigi belirlendi (p=0.4080, p=0.9952; sirasiyla).
IK ve IRK gruplarinin karsilastirilmasinda, IRK grubunun kaspaz 8 gen ifadesinin
istatistiksel olarak arttig1 gézlendi (p=0.0101). IRK grubunun kaspas 8 ifadesinin
ZVAD, PRB ve ZP gruplarindan elde edilen sonuc¢larin karsilastirilmasi sonucunda
u¢ grupta da ilgili gen ifadelerinin istatistiksel olarak anlamli dizeyde azaldig:
belirlendi (p=0.0101, her birinde). ZVAD grubunun kaspaz 8 gen ifadesinin PRB
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldigi (p=0.0101)
belirlenirken, ZP ve ZVAD gruplarinin kaspaz 3 gen ifadelerinde istatistiksel
olarak anlaml bir fark bulunmadi (p=0.9888). ZP grubu kaspaz 8 gen ifadesinin
PRB grubuna gore azaldig1 belirlendi (p=0.0101).

Calismamizda beyin I/R siirecinin kaspaz 8 ifadesini arttirdigr belirlendi. Iki
saatlik iskemi siirecinin olusturdugu hasar ile bu iki saatlik iskemi sonrasinda
saglanan 24 saatlik kan akiminin karsilastirilmasinda, reperfiizyon siirecinin
kaspaz 8 gen ifadelerini arttirarak doku hasarin1 genislettigi belirlendi.
Calismamiz sonucunda Z-VAD-fmk uygulamasi ile her iki inhibitérin birlikte
uygulanmasinin I/R nedeni ile artan kaspaz 8 gen ifadesini azaltmada ayn: etkiye

sahip oldugu belirlendi.
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Tablo 4.5 Deney gruplarinda kaspaz 8 gen ifadelerinin karsilagtirilmasi.

KASPAZ 8
K IK IRK ZVAD PRB VA
Ort.£S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+8S.S. p
Q2 Q2 Q2 Q2 Q2 Q2 Degeri

(Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3)

0.28 £0.05 3.90 £ 0.56 6.31+£0.88 0.21+£0.11 1.94+0.58 0.32£0.28
0.29 3.85 6.18 0.22 1.89 0.25 <0.001*
(0.24-0.30) (3.49-4.21) (5.65-7.23) (0.15-0.27) (1.47-2.36)  (0.12-0.45)

Ort.: Ortalama, S.S.: Standart Sapma
Q1: 25. Persantil, Q2: Medyan, Q3: 75. Persantil
*: Kurskal-Wallis Test

Tablo 4.6 Kaspaz 8 gen ifadelerinin deney gruplarinda DSCF yontemine gore ikili coklu

karsilastirilmalart
GRUP Wilcoxon Z DSCF Degeri p-Degeri
K vs. IK -3.3607 4.7527 0.0101
K vs. IRK -3.3607 4.7527 0.0101
K vs. ZVAD 1.8904 2.6734 0.4080
K vs. PRB -3.3607 4.7527 0.0101
K vs. ZP 0.5251 0.7426 0.9952
IK vs. IRK -3.3607 4.7527 0.0101
IK vs. ZVAD 3.3607 4.7527 0.0101
iK vs. PRB 3.0456 4.3071 0.0281
iK vs. ZP 3.3607 4.7527 0.0101
IRK vs. ZVAD 3.3607 4.7527 0.0101
IRK vs. PRB 3.3607 4.7527 0.0101
IRK vs. ZP 3.3607 4.7527 0.0101
ZVAD vs. PRB -3.3607 4.7527 0.0101
ZVAD vs. ZP -0.6301 0.8911 0.9888
PRB vs. ZP 3.3607 4.7527 0.0101

DSCF: Dwass, Steel, Critchlow-Fligner Yontemi
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Sekil 4.4 Kaspaz 8 gen ifadeleri.

4.2.3. RIP1 gen ifadesi

Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda, deney gruplarindan elde
edilen RIP1 gen ifadesi ile ilgili bilgiler (ortalama + ss, 25. persantil, medyan ve 75.
persantil bilgileri) Tablo 4.7 ve Sekil 4.5’de, RIP1 gen ifadelerinin deney

gruplarinda ikili ¢oklu karsilastirma analizi sonuclar:1 Tablo 4.8’de verilmistir.

K grubu ile yapilan ikili kargilagtirilmalar sonucunda IK (p=0.0101), IRK
(p=0.0101), ZVAD (p=0.0101) ve PRB (p=0.0144) gruplarinda RIP1 gen ifadelerinin
istatistiksel olarak 6nemli diizeyde arttigi belirlendi. K ve ZP gruplarinin RIP1 gen
ifadeleri arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmadi (p=0.8329). IRK
grubunda ilgili gen ifadesinin IK (p=0.0144), PRB (p=0.0101) ve ZP (p=0.0101)
grubuna gore istatistiksel olarak anlami dizeyde arttigi, ZVAD grubuna gore ise
azaldig1 (p=0.0101) belirlendi. PRB ve ZP grubunun RIP1 gen ifadesinin ZVAD
grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli diizeyde azaldig1 (p=0.0101; her ikisinde
de) belirlenirken PRB ve ZP gruplarinin RIP1 gen ifadeleri arasinda istatistiksel
olarak 6nemli bir fark olmadig1 gézlendi (p=0.1897).
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Elde edilen sonuclara gore iskemiyi takip eden reperfiizyon siirecinin iskemi
strecine gore dokuda bulunan RIP1 gen ifadelerini arttirdigi belirlendi. Apoptoz
inhibitéri olan Z-VAD-fmk'nin tek basina kullanim1i RIP1 gen ifadesinin
yikselmesine neden olurken Panl inhibitori olan probenecidin tek basina
kullanimi RIP1 gen ifadesinin azalmasina neden oldugu goézlendi. Z-VAD-fmk ve
probenecidin birlikte kullamlmas1 ise I/R siirecinde artan RIP1 gen ifadesini

onemli 6lctide azalttigr belirlendi.

Tablo 4.7 Deney gruplarinda RIP1 gen ifadelerinin karsilastirilmast.

RIP1
K iK IRK ZVAD PRB 7P
Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. p
Q2 Q2 Q2 Q2 Q2 Q2 Degeri
(Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3)
1.35+0.46 5.22+0.98 832+205 1329+1.34 275+0.65 1.67+0.74
1.20 5.49 7.37 13.14 2.59 1.29 <0.001*
(1.02-1.66)  (4.60-6.03)  (6.73-10.64) (12.34-13.99)  (2.22-3.22)  (1.17-2.21)

Ort.: Ortalama, S.S.: Standart Sapma
Q1: 25. Persantil, Q2: Medyan, Q3: 75. Persantil
*: Kurskal-Wallis Test
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Tablo 4.8 RIP 1 gen ifadelerinin deney gruplarinda DSCF yontemine gore ikili coklu

karsilagtirilmalari.
GRUP Wilcoxon Z DSCF Degeri p-Degeri
K vs. IK -3.3607 4.7527 0.0101
K vs. IRK -3.3607 4.7527 0.0101
K vs. ZVAD -3.3607 4.7527 0.0101
K vs. PRB -3.2557 4.6042 0.0144
K vs. ZP -1.2086 1.7093 0.8329
IK vs. IRK -3.2557 4.6042 0.0144
IK vs. ZVAD -3.3607 4.7527 0.0101
IK vs. PRB 3.1506 4.4557 0.0202
IK vs. ZP 3.3607 4.7527 0.0101
IRK vs. ZVAD -3.3607 4.7527 0.0101
IRK vs. PRB 3.3607 4.7527 0.0101
IRK vs. ZP 3.3607 4.7527 0.0101
ZVAD vs. PRB 3.3607 4.7527 0.0101
ZVAD vs. ZP 3.3607 4.7527 0.0101
PRB vs. ZP 2.3105 3.2675 0.1897

DSCF: Dwass, Steel, Critchlow-Fligner Yontemi
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Sekil 4.5 RIP1 gen ifadeleri.
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4.2.4. RIP3 gen ifadesi

Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda, deney gruplarindan elde
edilen RIP3 gen ifadeleri ile 1lgili bilgiler (ortalama + ss, 25. persantil, medyan ve
75. persantil bilgileri) Tablo 4.9 ve Sekil 4.6°da RIP3 gen ifadelerinin deney

gruplarinda ikili ¢oklu karsilagtirma analizi sonuglar1 Tablo 4.10’da verilmigtir.

K grubu RIP3 gen ifadesinin tim gruplarin ilgili gen ifadeleri ile ikili
kargilastirilmalar: sonucunda PRB ve ZP grubu ile istatistiksel olarak anlaml fark
bulunmazken (p=0.0911, 0.9008; swrasi ile) IK, IRK ve ZVAD gruplarinda
istatistiksel olarak 6énemli artis bulundu (p=0.0101; her biri icin). Ayrica IRK
grubunun RIP3 gen ifadesinin IK grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir
diizeyde arttign tespit edildi (p=0.0202). IRK grubu ile yapilan ikili
kargilastirmalarda PRB ve ZP grubunun RIP3 gen ifadelerinde istatistiksel olarak
anlamh azalma goézlendi (p=0.0101, her ikisi i¢in). ZVAD grubu RIP3 gen ifadesinin
IRK grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttif1 belirlendi
(p=0.0202). ZVAD grubuna goére PRB ve ZP grubu RIP3 gen ifadelerinde
istatistiksel olarak énemli bir azalma belirlendi (p=0.0101, her biri i¢in). PRB
grubuna gére ZP grubu RIP3 gen ifadelerinin istatistiksel olarak énemli diizeyde

(p=0.0101) azaldig1 belirlendi (Tablo 4.10).

Iskemi siireci ile karsilastirldiginda I/R siirecinde RIP3 gen ifadelerinin
arttigi  belirlendi. Z-VAD-fmk’'nin tek basina kullanilarak apoptozun
inhibisyonunun bu artigin devam etmesine sebep oldugu belirlendi. Olusturulan
I/R hasarinda artan RIP3 gen ifadesinin azalmasinda probenicidin tek basima
kullanilmasi etkili olmus olsa da Z-VAD-fmk ve probenecidin birlikte kullanimi

RIP3 gen ifadesini 6nemli 6l¢tide azaltmagtir.
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Tablo 4.9 Tablo 4.9 Deney gruplarinda RIP3 gen ifadelerinin karsilastirilmasi.

RIP3
K IK IRK ZVAD PRB VA

Ort.£S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. p

Q2 Q2 Q2 Q2 Q2 Q2 Degeri

(Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3)

0.07+0.12 1.37+042 2.36+0.48 4.03+0.70 0.28+0.10 0.03+0.01

0.01 1.27 2.18 4.21 0.25 0.03 <0.001*
(0.002-0.11)  (1.14-1.59)  (2.10-2.41) (3.37-4.61) (0.23-0.36)  (0.02-0.04)

Ort.: Ortalama, S.S.: Standart Sapma

Q1: 25. Persantil, Q2: Medyan, Q3: 75. Persantil

*: Kurskal-Wallis Test

Tablo 4.10 RIP 3 gen ifadelerinin deney gruplarinda DSCF yontemine gore ikili coklu

karsilagtirilmalari.
GRUP Wilcoxon Z DSCF Degeri p-Degeri
K vs. IK -3.3607 4.7527 0.0101
K vs. IRK -3.3607 4.7527 0.0101
K vs. ZVAD -3.3607 4.7527 0.0101
K vs. PRB -2.6255 3.7131 0.0911
K vs. ZP -1.0502 1.4852 0.9008
IK vs. IRK -3.1506 4.4557 0.0202
IK vs. ZVAD -3.3607 4.7527 0.0101
iK vs. PRB 3.3607 4.7527 0.0101
IK vs. ZP 3.3607 4.7527 0.0101
IRK vs. ZVAD -3.1506 4.4557 0.0202
IRK vs. PRB 3.3607 4.7527 0.0101
IRK vs. ZP 3.3607 4.7527 0.0101
ZVAD vs. PRB 3.3607 4.7527 0.0101
ZVAD vs. ZP 3.3607 4.7527 0.0101
PRB vs. ZP 3.3607 4.7527 0.0101

DSCF: Dwass, Steel, Critchlow-Fligner Yontemi
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Sekil 4.6 RIP3 gen ifadeleri.

4.2.5. MLKL gen ifadesi

Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda, deney gruplarindan elde
edilen MLKL gen ifadeleri ile ilgili bilgiler (ortalama =+ ss, 25. persantil, medyan ve
75. persantil bilgileri) Tablo 4.11 ve Sekil 4.7°de; MLKL gen ifadelerinin deney

gruplarinda ikili ¢oklu karsilastirma analizi sonuglar1 Tablo 4.12°de verilmigtir.

K grubu ile tim gruplarin MLKL gen ifadelerinin ikili kargilagtirmalari
sonucunda, ZP grubunda istatistiksel olarak anlamh diizeyde fark belirlenmezken
(p=0.0598); IK (p=0.0101), IRK (p=0.0101), ZVAD (p=0.0101) ve PRB (p=0.0385)
gruplarinin MLKL gen ifadelerinde istatistiksel olarak anlamli artis belirlendi.
IRK grubunun ilgili gen ifadesinde IK grubuna gére istatistiksel olarak énemli bir
artis belirlendi (p=0.0101). PRB ve ZP gruplarinin MLKL gen ifadelerinin IRK
grubuna gore istatistiksel olarak anlamh diizeyde azaldig1 belirlendi (p=0.0101).
IRK ile ZVAD gruplarinda MLKL gen ifadesi bakimindan istatistiksel olarak
anlamh fark bulunmadi (p=0.1897). PRB ve ZP gruplarinin iligkili gen ifadeleri
ZVAD grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde (p=0.0101) azaldi. ZP ve

53



PRB gruplarinin MLKL gen ifadesi arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark
(p=0.4080) belirlenmedi (Tablo 4.12).

Iskemi ve bu siireci takip eden reperfiizyon asamasi ile artan MLKL gen
ifadesi panneksin inhibit6rii olan probenecid kullanimi ile azalmigtir. Probenecidin
tek basina kullaniminin Z-VAD-fmk ile birlikte kullanimai ile kargilastirilmasinda
aralarinda istatistiksel olarak fark bulunmamasina ragmen iki inhibit6érin birlikte
kullanilmasinin MLKL gen ifadesinin I/R hasarinda artan gen ifadesini daha fazla

azalttig1 belirlendi.

Tablo 4.11 Deney gruplarinda MLKL gen ifadelerinin karsilastirilmasa.

MLKL
K iK IRK ZVAD PRB 7P

Ort.£S.S. Ort.+S.S. Ort.#S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. p
Q2 Q2 Q2 Q2 Q2 Q2 Degeri

(Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3)
1.36+0.98 11.20+0.80 14.45+0.73 15.98+1.30 4.01+1.38 2.71+0.45
1.52 11.16 14.28 15.22 4.15 2.57 <0.001%
(0.36-2.22) (10.93-11.79) (13.92-15.05) (15.03-17.50) (2.92-4.81) (2.43-3.13)

Ort.: Ortalama, S.S.: Standart Sapma
Q1: 25. Persantil, Q2: Medyan, Q3: 75. Persantil
*: Kurskal-Wallis Test
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Tablo 4.12 MLKL gen ifadelerinin deney gruplarinda DSCF yontemine gore ikili coklu

karsilagtirilmalari.
GRUP Wilcoxon Z DSCF Degeri p-Degeri
K vs. IK -3.3607 4.7527 0.0101
K vs. IRK -3.3607 4.7527 0.0101
K vs. ZVAD -3.3607 4.7527 0.0101
K vs. PRB -2.9406 4.1586 0.0385
K vs. ZP -2.7851 3.9387 0.0598
IK vs. IRK -3.3607 4.7527 0.0101
IK vs. ZVAD -3.3607 4.7527 0.0101
iK vs. PRB 3.3607 4.7527 0.0101
iK vs. ZP 3.3607 4.7527 0.0101
IRK vs. ZVAD -2.3105 3.2675 0.1897
IRK vs. PRB 3.3607 4.7527 0.0101
IRK vs. ZP 3.3607 4.7527 0.0101
ZVAD vs. PRB 3.3607 4.7527 0.0101
ZVAD vs. ZP 3.3607 4.7527 0.0101
PRB vs. ZP 1.8904 2.6734 0.4080

DSCF: Dwass, Steel, Critchlow-Fligner Yontemi
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Sekil 4.7 MLKL gen ifadeleri.
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4.3. Beyin Dokularinda Protein Diizeyleri

4.3.1. Kaspaz 3 protein diizeyi

Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda, deney gruplarindan elde
edilen kaspaz 3 protein diizeyleri ile ilgili bilgiler (ortalama =+ ss, 25. persantil,
medyan ve 75. persantil bilgileri) Tablo 4.13 ve Sekil 4.8°de; kaspaz 3 protein
diizeylerinin deney gruplarinda ikili karsilagtirma analizi sonucglar1 Tablo 4.14’de

verilmistir.

Deney gruplarin kontrol grubu ile ikili karsilastirilmasi sonucunda ZVAD
(p=0.729) ve ZP (p=0.890)-gruplarinin kaspaz 3 protein diizeylerinde istatistiksel
olarak anlaml fark bulunmazken IK, IRK ve PRB gruplarinin kaspaz 3 protein
diizeylerinde istatistiksel olarak 6nemli diizeyde artis oldugu belirlendi (p<0.0001;
her biri icin). IK grubuna gore IRK grubu kaspaz 3 protein diizeyinin istatistiksel
olarak énemli derecede yiiksek oldugu belirlendi (p<0.0001). IRK grubu ile tedavi
gruplar1 olan ZVAD, PRB ve ZP gruplarinin karsilastirilmasinda bu gruplarda
kaspaz 3 protein diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli bir gekilde diisiik oldugu
belirlendi (p<0.0001; her birinde). PRB grubu ile karsilastirildiginda ZVAD ve ZP
gruplarinda kaspas 3 protein diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
diisiik oldugu (p<0.0001; her biri i¢in) belirlendi. ZP ile ZVAD gruplarinin kaspaz

3 protein diizeyleri arasinda anlaml bir fark bulunmadi (p=1.000).

Elde edilen istatistiksel sonucglara gore iskemiyi takip eden reperfiizyon
stirecinin iskemik siirece gore kaspaz 3 protein diizeyinin daha fazla arttirdig:
belirlendi. Apoptoz inhibitoéri olan Z-VAD-fmknin tek basina kullaniminin PanI
inhibitora olan probenecidin tek basina kullanimina gore iskemi ve reperfiizyon
siirecinde artan kaspaz 3 protein diizeyini daha fazla azalttigi gozlendi. Iki
inhibitorin birlikte kullanilmasinin iskemi-reperfiizyon siirecinde artan kaspaz 3
protein diizeyini azalttig1 ve bu sonucun Z-VAD-fmk'nin tek basina kullanilmasi

ile olusan etkiyle ayni 6zellige sahip oldugu belirlendi.
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Tablo 4.13 Deney gruplarinda Kaspaz 3 protein diizeylerinin karsilastirilmast.

KASPAZ 3 (ng/mL)

K iK IRK ZVAD PRB 7P p

Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+#S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Degeri

0.32+£0.009 0.50+0.013 0.52+0.006 0.33+0.011 0.37+0.016 0.33+0.010 <0.001%*

Ort.: Ortalama, S.S.: Standart Sapma
*: Tek Yonlii Varyans Analizi

Tablo 4.14 Kaspaz 3 protein diizeylerinin deney gruplarinda Tukey yontemine gore ikili

coklu karsilastiriimalari.

GRUP P-Degeri
K vs. IK <0.000
K vs. IRK <0.000
K vs. ZVAD 0.729
K vs. PRB <0.000
K vs. ZP 0.890
IK vs. IRK <0.000
IK vs. ZVAD <0.000
IK vs. PRB <0.000
iK vs. ZP <0.000
IRK vs. ZVAD <0.000
IRK vs. PRB <0.000
IRK vs. ZP <0.000
ZVAD vs. PRB <0.000
ZVAD vs. ZP 1.000
PRB vs. ZP <0.000
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Sekil 4.8 Kaspaz 3 protein diizeyleri.

4.3.2. Kaspaz 8 protein diizeyi

Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda, deney gruplarindan elde
edilen kaspaz 8 protein dizeyleri ile ilgili bilgiler (ortalama + ss, 25. persantil,
medyan ve 75. persantil bilgileri) Tablo 4.15 ve Sekil 4.9da, kaspaz 8 protein
diizeylerinin deney gruplarinda ikili ¢oklu karsilagtirma analizi sonuglar1 Tablo

4.16’da verilmigtir.

Gruplarin kaspaz 8 protein dizeylerinin K grubu ile karsilastirilmasi
sonucunda IK, IRK ve PRB gruplarinin protein diizeylerinin istatistiksel olarak
anlami derecede yiiksek oldugu (p<0.0001 IK ve IRK ic¢in; p=0.048 PRB icin)
belirlenirken, ZVAD ve ZP gruplarinin protein diizeylerinin ise istatistiksel olarak
anlaml derecede diigiik oldugu belirlendi (p<0.0001; her biri i¢in). IK grubuna gore
IRK grubunda kaspaz 8 protein diizeyinin istatistiksel olarak anlami derecede
yiksek oldugu belirlendi (p<0.0001). IRK grubuna goére ZVAD, PRB ve ZP

gruplarinin kaspaz 8 protein diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde
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distiik oldugu belirlendi (p<0.0001; her biri i¢cin). PRB grubunun protein diizeyi
hem ZVAD hem de ZP grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
oldugu belirlendi (p<0.0001; her biri i¢in). ZP grubunda kaspaz 8 protein diizeyinin
ZVAD grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik oldugu belirlendi
(p>0.0001).

Yapilan degerlendirmeler sonucunda 2 saatlik iskemik silirecine gore iskemi
sonras1 24 saatlik reperflizyon siirecinde kaspaz 8 protein diizeyinin artmaya
devam ettigi ve hem apoptoz inhibitéri olan Z-VAD-fmk hem de Panl inhibitori
olan probenecidin ayr1 ayri kullanilmasimin artan kaspaz 8 protein diizeyinin
azalmasina yardimeci oldugu belirlenmistir. Z-VAD-fmk ve probenecidin birlikte
kullanilmasinin kaspaz 8 protein diizeyinin diismesinde en uygun yontem oldugu

belirlendi.

Tablo 4.15 Deney gruplarinda Kaspaz 8 protein diizeylerinin karsilastirilmast.

KASPAZ 8 (pmol/L)
K iK IRK ZVAD PRB ZP p
Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.£S.S. Ort.+S.S. Degeri

552+0.178 7.28+0.125 9.38+0.190 4.85+0.227 5.79+0.207 3.79+0.283 <0.001*

Ort.: Ortalama, S.S.: Standart Sapma
*: Tek Yonlii Varyans Analizi
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Tablo 4.16 Kaspaz 8 protein diizeylerinin deney gruplarinda Tukey yontemine goére ikili

coklu karsilastirilmalari.

GRUP P-Degeri
K vs. IK <0.000
K vs. IRK <0.000
K vs. ZVAD <0.000
K vs. PRB 0.048
K vs. ZP <0.000
IK vs. IRK <0.000
IK vs. ZVAD <0.000
IK vs. PRB <0.000
iK vs. ZP <0.000
IRK vs. ZVAD <0.000
IRK vs. PRB <0.000
IRK vs. ZP <0.000
ZVAD vs. PRB <0.000
ZVAD vs. ZP <0.000
PRB vs. ZP <0.000

Kaspaz 8§

K iK RK ZVAD PRB zZP
GRUP

Sekil 4.9 Kaspaz 8 protein diizeyleri.
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4.3.3. RIPK1 protein diizeyi

Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda, deney gruplarindan elde
edilen RIPK]I protein dizeyi ile ilgili bilgiler Tablo 4.17 ve Sekil 4.10’da deney
gruplarinda RIPK1 protein dizeyi ile iligkili ikili karsilastirma analizi sonuglari

Tablo 4.18'de verilmistir.

K grubu ile yapilan ikili karsilastirilmalar sonucunda IK, IRK, ZVAD ve PRB
gruplarinda RIPKI1 protein diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
yiksek oldugu belirlendi (p<0.0001). K ve ZP gruplarinin RIPK]I protein diizeyi
arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark bulunmadi (p=0.568). IRK grubunda
ilgili protein diizeyinin IK, PRB ve ZP grubuna gére istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde yuksek oldugu, ZVAD grubuna gore ise diisiik oldugu belirlendi (p<0.0001,
her biri i¢cin). PRB ve ZP gruplarinin RIPK1 protein dizeylerinin ZVAD grubuna
gore istatistiksel olarak onemli dizeyde az oldugu belirlendi (p<0.0001; Tablo
4.18).

Elde edilen istatistiksel sonuclara gore iskemiyi takip eden reperfiizyon
stirecinde iskemi siirecine gore dokuda bulunan RIPK1 protein diizeyinin arttigi ve
apoptoz inhibitéri olan Z-VAD-fmk'nin I/R asamalarinda kullamiminmin RIPKI
protein diizeyinin yilikselmesine sebep oldugu belirlendi. Panl inhibitéri olan
probenecidin tek bagma kullaniminin beyin I/R siirecinde artan protein diizeyinin
azalmasina neden oldugu gozlendi. Z-VAD-fmk ve probenecidin birlikte
kullanilmas: I/R siirecinde artan RIPI protein diizeyini énemli 6lciide azaltarak

olusan doku hasarinin gerilemesinde etkili oldugu belirlendi.

Tablo 4.17 Deney gruplarinda RIPK]1 protein diizeylerinin karsilastirilmast.

RIPKI (ng/L)

K iK iRK ZVAD PRB ZP p

Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Degeri

1.93+0.39 9.86£0.63 22.60+0.86 25.40+1.96 7.95+0.40 2.64+0.48 <0.001*

Ort.: Ortalama, S.S.: Standart Sapma
*: Tek Yonlii Varyans Analizi
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Tablo 4.18 RIPK]1 protein diizeylerinin deney gruplarinda Tukey yontemine gore ikili

coklu karsilastirilmalari.

GRUP P-Degeri
K vs. IK <0.000
K vs. IRK <0.000
K vs. ZVAD <0.000
K vs. PRB <0.000
K vs. ZP 0.568
IK vs. IRK <0.000
IK vs. ZVAD <0.000
IK vs. PRB 0.001
IK vs. ZP <0.000
IRK vs. ZVAD <0.000
IRK vs. PRB <0.000
IRK vs. ZP <0.000
ZVAD vs. PRB <0.000
ZVAD vs. ZP <0.000
PRB vs. ZP <0.000

30

zs W

20

RIPK1
w

K K IRK ZVAD PRB ZP
GRUP

Sekil 4.10 RIPK]1 protein diizeyleri.
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4.2.4. RIPK3 protein diizeyi

Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda, deney gruplarindan elde
edilen RIPKS3 protein diizeyi degerleri ile 1lgili bilgiler Tablo 4.19 ve Sekil 4.11°de;
RIPKS3 protein diizeyi degerlerinin deney gruplarinda ikili karsilagtirma analizi

sonuglar:1 Tablo 4.20’da verilmistir.

K grubu RIPKS3 protein diizeyl degerlerinin tim gruplarin ilgili protein
diizeyleri ile ikili karsilastirilmalar: sonucunda PRB grubu ile istatistiksel olarak
anlaml fark bulunmazken (p=0.781) IK, IRK ve ZVAD gruplarinn ilgili protein
diizeylerinin istatistiksel olarak énemli derecede yiiksek oldugu (p<0.0001; her biri
i¢cin), ZP grubunun protein diizeyinin ise diisik oldugu belirlendi (p<0.0001).
Ayrica IRK grubunun RIPKS3 protein diizeyinin IK grubuna goére istatistiksel
olarak anlamli bir dizeyde yiiksek oldugu tespit edildi (p<0.0001). IRK grubu ile
yapilan ikili karsilastirmalarda PRB ve ZP grubunun RIPK3 protein diizeylerinin
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik oldugu belirlendi (p<0.0001; her biri
icin). ZVAD grubunun protein diizeyinin IRK grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli derecede ytiiksek oldugu belirlendi (p<0.0001). ZVAD grubuna gére PRB ve
ZP grubu RIPK3 protein diizeylerinin istatistiksel olarak onemli derecede diisiik
oldugu belirlendi (p<0.0001). PRB grubuna gore ZP grubu RIPKS3 protein diizeyinin
istatistiksel olarak 6nemli derecede diisik oldugu belirlendi. (p<0.0001; Tablo
4.10).

Elde edilen istatistiksel sonuclara gore iskemiyi takip eden reperfiizyon
stirecinde kan akiminin yeniden saglanmasi ile; iskemi silirecine gore, beyin
dokusunda RIPK3 protein diizeyinin attigi gézlendi. Apoptoz inhibitéri olan Z-
VAD-fmk’'nin bu sirecte kullanilmasinin RIPK3 protein diizeyinin daha da
yikselmesine sebep oldugu belirlendi. Panl inhibitérii olan probenecidin tek
basina kullammimin beyin I/R siirecinde artan RIPK3 protein diizeyinin

azalmasina neden oldugu ve bu inhibitériin Z-VAD-fmk ile birlikte kullanilmasinin
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I/R siirecinde artan RIPK3 protein diizeyini 6nemli 6l¢iide azaltarak dokuda olugan

hasar1 azalttig1 belirlenda.

Tablo 4.19 Deney gruplarinda RIPK3 protein diizeylerinin karsilastirilmasi.

RIPK3 (ng/L)
K IK IRK ZVAD PRB ZP p
Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Degeri
2.03+£0.060 2.98+0.145 4.96+0.118 5.64+0.351 2.19+0.292 1.18+0.408 <0.001*

Ort.: Ortalama, S.S.: Standart Sapma

*: Tek Yonlii Varyans Analizi

Tablo 4.20 RIPKS protein diizeylerinin deney gruplarinda Tukey yontemine gore ikili

coklu karsilastirilmalari.

GRUP P-Degeri
K vs. IK <0.000
K vs. IRK <0.000
K vs. ZVAD <0.000
K vs. PRB 0.781
K vs. ZP <0.000
IK vs. IRK <0.000
IK vs. ZVAD <0.000
IK vs. PRB <0.000
iK vs. ZP <0.000
IRK vs. ZVAD <0.000
IRK vs. PRB <0.000
IRK vs. ZP <0.000
ZVAD vs. PRB <0.000
ZVAD vs. ZP <0.000
PRB vs. ZP <0.000
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Sekil 4.11 RIPKS3 protein diizeyleri.

4.2.5. MLKL protein diizeyi

Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda, deney gruplarindan elde
edilen MLKL protein diizeyi degerleri ile ilgili bilgiler Tablo 4.21 ve Sekil 4.12’de;
MLKL protein diizeylerinin deney gruplarinda ikili karsilastirma analizi sonuglari

Tablo 4.22’de verilmigstir.

K grubu ile yapilan ikili karsilastirilmalar sonucunda ZP grubu MLKL
protein diizeyleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmazken
(p=0.169), IK, IRK, ZVAD ve PRB gruplarinin MLKL protein diizeylerinin
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu belirlendi. IRK grubunun ilgili
protein diizeyi IK grubuna gére istatistiksel olarak anlaml derecede yiiksek oldugu
belirlendi (p<0.0001). PRB ve ZP gruplarinin iligkili protein diizeyleri ZVAD
grubuna gore istatistiksel olarak anlamh diizeyde diisik oldugu belirlendi
(p<0.0001; her biri i¢in) ZP ve PRB gruplarinin MLKL protein diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlaml bir fark (p=0.696) belirlenmedi (Tablo 4.12).
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Yapilan calismalar sonucunda iskemi slirecinin MLKL protein diizeyini
arttirdigl ve bu iskemi slirecini takip eden 24 saatlik reperfiizyon siirecinde MLKL
protein diizeyinin daha fazla arttigi belirlendi. Kaspaz inhibitéri Z-VAD-fmk’nin
I/R asamasinda kullammi MLKL protein diizeyini artirdigi, PAN1 inhibitérii olan
probenecid kullaniminin ise bu protein diizeyini diglirdiigii belirlenmistir. Ayrica
her iki inhibitériin birlikte kullanimi I/R siirecinde artan MLKL protein diizeyini

distirerek olusan doku hasarinin azalmasina neden olmustur.

Tablo 4.21 Deney gruplarinda MLKL protein diizeylerinin karsilastirilmast.

MLKL (pg/mL)
K IK IRK ZVAD PRB A p
Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Degeri

1.36 £ 0.0569 1.67+0.044 3.71+0.151 4.37+£0.263 1.69+0.245 1.57+0.253 <0.001*
Ort.: Ortalama, S.S.: Standart Sapma

*: Tek Yonlii Varyans Analizi

Tablo 4.22 MLKL protein diizeylerinin deney gruplarinda DSCF yontemine gore ikili

coklu karsilastirilmalari.

GRUP P-Degeri
K vs. IK 0.009
K vs. IRK <0.000
K vs. ZVAD <0.000
K vs. PRB 0.004
K vs. ZP 0.169
IK vs. IRK <0.000
IK vs. ZVAD <0.000
IK vs. PRB 1.000
IK vs. ZP 0.865
IRK vs. ZVAD <0.000
IRK vs. PRB <0.000
IRK vs. ZP <0.000
ZVAD vs. PRB <0.000
ZVAD vs. ZP <0.000
PRB vs. ZP 0.696
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Sekil 4.12 MLKL protein diizeyleri.

4.2.6. TNF-a protein diizeyi

Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda, deney gruplarindan elde
edilen TNF-a protein diizeyi degerleri ile ilgili bilgiler Tablo 4.23 ve Sekil 4.13’de;
TNF-a protein diizeylerinin deney gruplarinda ikili karsilastirma analizi sonuglari

Tablo 4.24’de verilmigtir.

Kontrol grubunun TNF-a protein diizeyinin diger gruplar ile yapilan ikili
karsilastirilmalart sonucunda, IK, IRK, ZVAD, PRB ve ZP gruplarinin TNF-a
protein diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu belirlendi
(p=0.025 ZP grubu, p<0.0001diger gruplar). IK grubunun TNF-a protein diizeyinin
IRK grubuna goére istatistiksel olarak anlaml derecede daha diigiikk oldugu
bulundu (p<0.001). IRK grubunun TNF-a protein diizeyi ile ZVAD grubunun TNF-
a protein diizeyi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmezken
(p=0.758), IRK grubuna giére PRB ve ZP gruplarinda iligkili protein diizeylerinin
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik oldugu belirlendi (p<0.0001; her biri
i¢in). ZVAD grubu ile ikili kargilagtirmalar sonucunda hem ZP hem de PRB grubu
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TNF-a protein diizeyinin istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik oldugu
belirlendi (p<0.000). Ayrica ZP grubunun iligkili protein diizeyinin PRB grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik oldugu belirlendi (p<0.001).

Yapilan istatistiksel ¢alismalara gore beyin dokusunda iki saatlik iskemi
stirecinde TINF-a protein diizeyinin artmaya basladigi ve 24 saatlik reperfiizyon
siirecinde de TNF-a protein diizeyi artisimin devam ettigi belirlendi. Ayrica I/R
stirecinde apoptoz inhibitéri olan Z-VAD-fmk’nin kullaniminin TNF-a protein
diizeyini etkilemedigi belirlendi. Panl inhibitérid olan probenecid TNF-a protein
diizeyini azaltmakla birlikte, dokularda TINF-a protein diizeyini en fazla azaltan
uygulamanin hem apoptoz inhibitori hem de Panl inhibitérinin birlikte

uygulanmasi oldugu belirlendi.

Tablo 4.23 Deney gruplarinda TNF-a protein diizeylerinin karsilastirilmast

TNF-a (ng/L)

K iK IRK ZVAD PRB 7P P

Ort.£S.S. Ort.£S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Degeri

37.21+£0.73 5835+3.73 63.40+1.07 61.85+£3.70 45.83+2.46 40.93+2.13 <0.001*

Ort.: Ortalama, S.S.: Standart Sapma
*: Tek Yonlii Varyans Analizi

Tablo 4.24 TNF-a protein diizeylerinin deney gruplarinda Tukey yontemine gore ikili

coklu karsilastirilmalari.

GRUP P-Degeri
K vs. IK <0.000
K vs. IRK <0.000
K vs. ZVAD <0.000
K vs. PRB <0.000
K vs. ZP 0.025
IK vs. IRK 0.001
IK vs. ZVAD 0.040
IK vs. PRB <0.000
IK vs. ZP <0.000
IRK vs. ZVAD 0.758
IRK vs. PRB <0.000
IRK vs. ZP <0.000
ZVAD vs. PRB <0.000
ZVAD vs. ZP <0.000
PRB vs. ZP 0.001
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Sekil 4.13 TNF-a protein diizeyleri.

4.2.7. PARP protein diizeyi

Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda, deney gruplarindan elde
edilen PARP protein diizeyi degerleri ile ilgili bilgiler Tablo 4.25 ve Sekil 4.14’de;
PARP protein dizeylerinin deney gruplarinda ikili karsilastirma analizi sonuglari

Tablo 4.26’de verilmigtir.

K grubunun PARP protein diizeyinin diger gruplar ile ikili kargilagtirilmasi
sonucunda tim gruplarin protein diizeylerinin istatistiksel olarak anlamlh
derecede yiiksek oldugu belirlendi (IK, IRK, ZVAD ve PRB gruplarinda p<0.0001,
ZP grubu p=0.036). IRK grubunun PARP protein diizeyi IK grubunun protein
diizeyine gore istatistiksel olarak anlamli derecede yliksek oldugu belirlenirken,
ZVAD, PRB, ZP gruplarinin iligkili protein diizeylerinin diigiik oldugu belirlendi
(p<0.0001; her biri i¢cin). PRB ve ZVAD gruplarinin PARP protein diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede bir fark bulunamadi (p=0.069). ZP

grubu PARP protein diizeyinin hem ZVAD hem de PRB gruplarinin protein
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diizeylerine gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik oldugu belirlendi

(p<0.0001; her biri i¢in).

Yapilan istatistiksel caligmalar sonucunda hem iskemi hem de iskemiyi takip
eden reperflizyon stlireglerinin PARP protein diizeyini arttirdig1 ve iskemiyi takip
eden reperfiizyon siirecinin iskemi sitirecinde artan PARP protein diizeyini daha
fazla arttirdig1 belirlendi. Iskemi reperfiizyon siirecinde apoptoz inhibitéri olan Z-
VAD-fmk’'nin ve Panl inhibitéri olan probenecidin ayri ayri kullamlmas: I/R
surecinde artan PARP protein diizeyini azaltti. Elde edilen sonuclara gore her iki

inhibitorin birlikte kullanilmasi1 PARP protein diizeyini en etkili sekilde distrdi.

Tablo 4.25 Deney gruplarinda PARP protein diizeylerinin karstlastirilmast.

PARP (pmol/L)
K IK IRK ZVAD PRB Zp p
Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Degeri

62.19+2.99 7530+£2.76 85.28+1.80 76.24+2.29 72.74+2.03 66.01+4.11 <0.001*

Ort.: Ortalama, S.S.: Standart Sapma
*: Tek Yonlii Varyans Analizi

Tablo 4.26 PARP protein diizeylerinin deney gruplarinda Tukey yontemine gore ikili

coklu karsilastirilmalari.

GRUP P-Degeri
K vs. IK <0.000
K vs. IRK <0.000
K vs. ZVAD <0.000
K vs. PRB <0.000
K vs. ZP 0.036
IK vs. IRK <0.000
IK vs. ZVAD 0.973
IK vs. PRB 0.321
IK vs. ZP <0.000
IRK vs. ZVAD <0.000
IRK vs. PRB <0.000
IRK vs. ZP <0.000
ZVAD vs. PRB 0.069
ZVAD vs. ZP <0.000
PRB vs. ZP <0.000
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Sekil 4.14 PARP protein diizeyleri.
4.4 Histoloji Bulgular:

Calismamizda deney gruplarindan elde edilen beyin doku orneklerinde
iskemik durumun neden oldugu morfolojik ve hiicresel degisim ile birlikte
kullanilan inhibitérlerin bu degisimlerdeki etkileri H&E boyama yontemi ile
incelendi. Bu incelemede tim gruplardaki ornekler nekrotik hiicre, apoptotik
hiicre, vaskiiler kongesyon ve vaskiiler dilasyon bakimindan degerlendirildi

(Tablo 4.27, Tablo 4.28 ve Sekil 4.15).

Yapilan degerlendirmeler sonucunda K grubuna ait sican beyinlerinde
normal goérinimli noéronlar ve glial hiicreler gézlendi. Bu gruptaki érneklerde
nekrotik ve apoptotik hiicrelere rastlanmadi. Vaskiiler kongesyon ve dilasyon
bakimindan K grubu hiicrelerinde orta ya da agir hasara rastlanmadi. IK grubuna
ait dokularda kortikal alanda hasar, ¢cok sayida agir hasarli nekrotik hiicre yapilar:
ve orta hasarh apoptotik hiicre yapilar1 belirlendi. Ayrica IK grubu dokularinda

hafif ve orta hasarli vaskiiler kongesyon belirlenirken agir hasarli vaskiiler
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dilasyon yapilar: belirlendi. IRK grubu doku érneklerinde kortikal alanda normal
noronlar yaninda c¢ok sayida agir hasarli apoptotik ve nekrotik hiicre gozlendi.
Vaskiiler kongesyon ve dilasyon bakimindan IRK grubu hiicrelerinde ¢ok sayida
orta ya da agir hasara rastlandi. ZVAD grubundaki dokularda kortikal alanda
normal noéronlar yaninda c¢ok sayida nekrotik hiicre belirlendi. Bu grupta pan
kaspaz inhibitoriintin kullanilmasi1 sonucunda hiicrelerde apoptotik hiicre
yuzdesini azalirken nekrotik hiicre ylizdesinin arttigi belirlendi. PRB grubundaki
beyin dokularinda kortikal alanda az sayida piknotik niikleuslu eozinofilik
sitoplazmali nekrotik hicreler ile birlikte hafif ve orta derecede wvaskiiler
kongesyon ve dilasyon yapilari goézlendi. ZP grubundaki sican beyinlerinde
kortikal alanda az sayida nekrotik hiicre goriilmekle birlikte kontrol grubuna

yakin noron yapilar: ve glial hiicreler belirlendi (Tablo 4.27, Sekil 4.15).

Yapilan degerlendirmelerin gruplar arasi karsilastirilmasi sonucunda IK
grubunda agir hasarl nekrotik hiicrelerin, IRK grubunda ise agir hasarli apoptotik
hiicrelerin daha fazla oldugu belirlendi. Ayrica IRK grubunda vaskiiler
kongesyonun diger gruplardan daha fazla oldugu gézlendi. PRB grubundaki beyin
dokularinda yapilan degerlendirmeler sonucunda IK ve IRK grubuna oranla
azalmis hasar ve kontrol grubuna yakin néron yapilar ve glial hiicreler belirlendi.
ZP grubundaki sigan beyinlerinde kortikal alanda az sayida nekrotik hiicre
goriulmekte olup, yapilan degerlendirmeler sonucunda nekrotik hiicre, apoptotik
hiicre, vaskiiler kongesyon ve dilasyon bakimindan kontrol grubuna yakin oldugu

belirlendi (Tablo 4.28).

72



Tablo 4.27 Beyin doku orneklerinin H&E boyama yontemi ile degerlendirilmesi (Grup igi)

SKOR
0 1 2 3
n Oa Oa 4a, b 6b
1K % 0 0 17,4 60
n 0a la 6a 3a
IRK % 0 8.3 26,1 30
K n 10a 0b 0Ob 0b
0,
Nekrotik Hiicre r/l 6(?;7 3Oa 70a ooa
PRB % 0 25 30,4 0
n 5a 4a la Oa
Zp % 33,3 33,3 4,3 0
n Oa 4a 5a la
ZVAD % 0 33,3 21,7 10
Tonlam 2 15 12 23 10
opla % 100 100 100 100
n 0a 0a 10b 0a
IK % 0 0 58,8 0
n Oa Oa 2a 8b
IRK % 0 0 11,8 100
X n 10a 0b 0b Oa, b
0,
Apoptotik Hiicre 1/1 417;6 5Oa 40a ooa
e % 48 35,7 23,5 0
n 4a 5a la Oa
Zp % 19 35,7 5.9 0
n 6a 4a Oa Oa
ZyaD % 28,6 28,6 0 0
Toplam —2 21 14 L 5
op'a % 100 100 100 100
n 0a Ta 3a 0a
IK % 0 26,9 23,1 0
n Oa 3a, b 5b, ¢ 2c
IRK % 0 11,5 38,5 100
K n 9a 1b Ob 0a, b
) % 47,4 3,8 0 0
Vaskiiler Kongesyon n 3a 6a la Oa
PRB % 15,8 23,1 7.7 0
n Ta 3a Oa Oa
zp % 36,8 11,5 0 0
n 0a 6a da 0a
ZVAD % 0 23,1 30,8 0
Toplam —2 19 26 13 2
opla % 100 100 100 100
IK n Oa 3a, b 3a, b 4b
% 0 13,6 27,3 50
n Oa 2a,b 4b 4b
IRK % 0 9.1 36,4 50
K n 9a 1b 0b 0a, b
0,
Vaskiiler Dilasyon fl) 427;14 ?3’: ooa Ooa
PRB % 10,5 36,4 0 0
n Sa 2a Oa Oa
zp % 42,1 9,1 0 0
n Oa 6a, b 4b 0a, b
ZVAD % 0 27,3 36,4 0
Toplam n 19 22 1 5
p % 100 100 100 100

Her bir grup icinde birbirinden farkli olan skorlar 0.05 anlamlilik dizeyinde farkli harflerle gosterilmistir.
Karsilastirilmalar Bonferroni diizeltmesi yapilarak gerceklestirildi. *Skor: 0= hasar yok, 1=az hasar, 2=orta hasar, 3= agir hasar
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Tablo 4.28 Beyin doku érneklerinin H&E boyama yéntemi ile degerlendirilmesi

(Gruplar arast)

GRUP
1K IRK K PRB 7P ZVAD
0 n Oa Oa 10b Oa 5a, b Oa
% 0 0 100 0 50 0
1 n Oa la Oa 3a 4a 4a
. . % 0 10 0 30 40 40
Nekrotik Hiicre 9 n 4a, b 6a, b Ob 7a la, b 5a, b
% 40 60 0 70 10 50
3 n 6a 3a Oa Oa Oa la
% 60 30 0 0 0 10
Toplam n 10 10 10 10 10 10
% 100 100 100 100 100 100
0 n Oa Oa 10b la 4a, b 6a, b
% 0 0 100 10 40 60
1 n Oa Oa Oa 5a Ha 4a
. .. % 0 0 0 50 50 40
Apoptotik Hiicre , | n | 10a 2b Ob | 4a,b 1b Ob
% 100 20 0 40 10 0
3 n Oa 8b Oa Oa Oa Oa
% 0 80 0 0 0 0
Toplam n 10 10 10 10 10 10
% 100 100 100 100 100 100
0 n Oa Oa 9b 3a, b b Oa
% 0 0 90 30 70 0
1 n Ta 3a la 6a 3a 6a
. % 70 30 10 60 30 60
Vaskiiler Kongesyon n 3a 5a 0a 1a 0a ia
2 % 30 50 0 10 0 40
3 n Oa 2a Oa Oa Oa Oa
% 0 20 0 0 0 0
Toplam n 10 10 10 10 10 10
% 100 100 100 100 100 100
0 n Oa Oa 9b 2a, C 8b, ¢ Oa
% 0 0 90 20 80 0
1 n 3a, b 2a, b 1b 8a 2a, b 6a, b
0,
Vaskiiler Dilasyon || |20 |20 [ 10 [ w0 o0 |7 60
2 % 30 40 0 0 0 40
3 n 4a 4a Oa Oa Oa Oa
% 40 40 0 0 0 0
Toplam n 10 10 10 10 10 10
% 100 100 100 100 100 100

Her bir skor degerinde birbirinden farkli olan gruplar 0.05 anlamlilik diizeyinde farkli harflerle
gosterilmigtir. Karsilastirilmalar Bonferroni diizeltmesi yapilarak gergeklestirildi.
*Skor: 0= hasar yok, 1=az hasar, 2=orta hasar, 3= agir hasar
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Sekil 4.15 Tiim deney gruplarina
ait sican beyinlerinin isik

mikroskobik goriintiileri

(Bar: 100pm, 50.0pum).

Al1-A2: K grubuna ait sigan
beyinlerinde kortikal alanda normal
gorinimli noéronlar (—) ve glial
hiicreler (O) izlenmekte.

B1-B2: IK grubuna ait sican
beyinlerinde kortikal alanda hasar ve
¢ok sayida nekrotik hiicre yapilar
(™) dikkat cekmekte.

C1-C2: IRK grubuna ait sican
beyinlerinde kortikal alanda normal
noronlar (—) yaninda ¢ok sayida
nekrotik hiicre (™) gozlenmekte.

D1-D2: PRB grubundaki sigan
beyinlerinde kortikal alanda az
sayida piknotik niikleuslu eozinofilik
sitoplazmali nekrotik htcre (»)
gorilmekle Dbirlikte IK ve IRK
grubuna oranla azalmig hasar ve
kontrol grubuna yakin néron yapilar
(—) ve ghial hiicreler gézlenmekte.

E1-E2: ZVAD grubundaki sigan
beyinlerinde kortikal alanda normal
noronlar (—) yaninda ¢ok sayida
nekrotik hiicre (™) gézlenmekte.

F1-F2: ZP grubundaki sican
beyinlerinde kortikal alanda az
sayida nekrotik hticre (») goriilmekle
birlikte IK ve IRK grubuna oranla
azalmig hasar ve kontrol grubuna
yakin noéron yapilarn (—) ve glial
hiicreler gozlenmekte.



4.5 Immiinohistokimyasal Calisma Bulgular:
4.5.1 Kaspaz 3 antikoru ile immiinohistokimyasal boyama bulgular:

Kaspaz 3 antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal boyama ¢alismalarindan
elde edilen verilerin degerlendirmeleri sonucunda hem IK grubun hem de iskemi
ve iskemiyi takip eden reperfiizyon siireclerini kapsayan IRK grubu beyin doku
orneklerinde kaspaz 3 antikoru ile isaretlenen hiicre oranlarinin kontrol grubuna
gore daha yiksek oldugu belirlendi. Ayrica kaspaz 3 antikoru isaretli hiicrelerde
yogun boyanan hiicre oraninin iskemi ve reperfiizyon olusturulan IRK grubunda
daha fazla oldugu belirlenirken, IK grubunda orta boyanan hiicre oraninin daha
yiksek oldugu goézlenmistir. Kaspaz inhibitéri olan Z-VAD-fmk’nin kullanilmasi
nedeni ile ZVAD grubunda kaspaz 38 antikoru ile yogun olarak isaretlenen
hiicrelere rastlanmadi. Panl inhibitorid kullanilan PRB grubunda kaspaz 3
antikoru ile igaretlenen hiicre oraninin IRK grubuna gore daha diisiik oldugu ve
bu isaretlenen hiicrelerin yogun olarak isaretlenmedigi belirlendi. IRK grubuna
kiyasla ZP grubunda kaspaz 3 antikoru ile isaretlenen hiicre oraninin daha disik
oldugu ve boyanma yogunlugunun IRK ve PRB gruplarindan daha az oldugu

belirlendi (Tablo 4.29, Sekil 4.16).

Yapilan caligma sonucunda kaspaz 3 ifadesinin I/R siirecinde en yiiksek
diizeye ulastigi ve pan kaspaz inhibitériiniin kullanildigi1 ZVAD ve ZP gruplarinda

kontrol grubuna en yakin kaspaz 3 ifadesine ulastigi belirlendi.
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Tablo 4.29 Kaspaz 3 antikoru ile immiinohistokimyasal boyama sonucglarz.

Kaspaz 3 (%)

GRUP Karsilagtirma

- + ++ +++ p-degeri
K Grup ici 100 0 0 0
Gruplar aras: 47.62 0 0 0
. Grup igi 0 30 30 40
IK
Gruplar arasi 0 20 27.27 30.77
. Grup ici 0 0 10 90
IRK
Gruplar arasi 0 0 9.09 69.23
<0.0001*
Grup ici 80 20 0 0
ZVAD
Gruplar arasi 38.10 13.33 0 0
Grup ici 0 40 60 0
PRB
Gruplar arasi 0 26.67 54.55 0
Grup igi 30 60 10 0
7P

Gruplar arasi 14.29 40 9.09 0

Skorlama -: yok, +: hafif dagilim, ++: orta dagilim ve +++: yogun dagilim
*: Fisher’s Exact Test
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Sekil 4.16 Kaspaz 3 antikoru ile

immiinohistokimyasal boyama.

(Bar: 100pm, 50.0pum)

A1-A2: K grubuna ait sigan
beyinlerinde kortikal alanda
kaspas 3 negatif boyanma dikkat
cekmekte.

B1-B2: IK grubuna ait sican
beyinlerinde kortikal alanda ¢ok
sayida kaspas 3 pozitif boyanma
(») dikkat ¢cekmekte.

C1-C2: IRK grubuna ait sican
beyinlerinde kortikal alanda ¢ok

sayida kaspas 3 pozitif boyanma
(») dikkat ¢gekmekte.

D1-D2: PRB grubundaki sigan
beyinlerinde kortikal alanda az
sayida hiicrede gozlenen kaspas 3
negatif boyanma dikkat cekmekte.

E1-E2: ZVAD grubundaki sican
beyinlerinde kortikal alanda ¢ok

sayida kaspas 3 negatif boyanma
(») dikkat ¢cekmekte.

F1-F2: ZP grubundaki sigan
beyinlerinde kortikal alanda az
sayida hiicrede gozlenen kaspas 3
pozitif boyanma (») dikkat
cekmekte.



4.5.2 Kaspaz 8 antikoru ile Inmiinohistokimyasal boyama sonuclar:

Kaspaz 8 antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal boyama calismalarindan
elde edilen verilerin degerlendirmeleri sonucunda kontrol grubuna gore iskemi ve
iskemiyi takip eden reperfiizyon siireclerini kapsayan IRK grubu beyin doku
orneklerinde kaspaz § antikoru ile igaretlenen hiicre oraninin daha ytliksek oldugu
belirlendi. Ayrica kaspaz 8 antikoru ile isaretli hiicrelerde yogun boyanan hiicre
oranminin iskemi ve reperfiizyon olusturulan IRK grubunda daha fazla oldugu
belirlenirken IK grubunda yogun igaretlenmis hiicreler gozlendi. Kaspaz inhibitérii
olan Z-VAD-fmk'nin kullanilmasi nedeni ile ZVAD grubunda kaspaz 8 antikoru ile
yogun olarak isaretlenen hiicrelere rastlanmadi. Panl inhibitora kullanilan PRB
grubunda kaspaz 8 antikoru ile isaretlenen hiicre oraninin IRK grubuna gore daha
diisiik oldugu ve bu isaretlenen hiicrelerin az ya da orta derecede isaretlendigi
belirlendi. ZP grubunda kaspaz 8 antikoru ile igaretlenen hiicre oraminin IRK
grubuna gore daha diisiik oldugu ve ZVAD grubu ile ayni 6zellikleri gostererek
kontrol grubuna en yakin sonuglari gosterdigi belirlendi (Tablo 4.30, Sekil 4.17).

Yapilan degerlendirmeler sonucunda kaspaz 8 ifadesinin I/R siirecinde en
yiksek diizeye ulastigi ve pan kaspaz inhibitérinin kullanildigi ZVAD ve ZP

gruplarinda kontrol grubuna en yakin kaspaz 8 ifadesine ulastigi belirlendi.
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Tablo 4.30 Kaspaz 8 antikoru ile immiinohistokimyasal boyama sonucglaru.

KASPAZ 8 (%)
GRUP Karsilastirma
- + ++ p-degeri
K Grup ici 100 0 0 0
Gruplar aras: 41.67 0 0 0
. Grup ici 0 30 70 0
IK
Gruplar arasi 0 21.43 46.67 O
. Grup ici 0 0 30 70
IRK
Gruplar aras: 0 0 20 100
<0.0001%
Grup ici 90 10 0 0
ZVAD
Gruplar arasi 37.50 7.14 0 0
Grup ici 0 60 40 0
PRB
Gruplar arasi 0 42.86 26.67 O
Grup i¢i 50 40 10 0
7P

Gruplar arasi 20.83 28.57 6.67 0

Skorlama -: yok, +: hafif dagilim, ++: orta dagilim ve +++: yogun dagilim
*: Fisher’s Exact Test

80



Sekil 4.17 Kaspaz 8 antikoru
ile immiinohistokimyasal

boyama.

(Bar: 100pm, 50.0um)

A1-A2: K grubuna ait sigan
beyinlerinde  kortikal  alanda
Kaspas 8 negatif boyanma dikkat
cekmekte.

B1-B2: IK grubuna ait sican
beyinlerinde kortikal alanda ¢ok
sayida Kaspas 8 pozitif boyanma
(») dikkat cekmekte.

C1-C2: IRK grubuna ait sican
beyinlerinde kortikal alanda c¢ok
sayida kaspas 8 pozitif boyanma
(») dikkat ¢gekmekte.

D1-D2: PRB grubundaki sican
beyinlerinde kortikal alanda az
sayida hiicrede gozlenen kaspas 8
pozitif boyanma (») dikkat
cekmekte.

E1-E2: ZVAD grubundaki sigan
beyinlerinde  kortikal alanda
kaspas 8 negatif boyanma dikkat
cekmekte.

F1-F2: ZP grubundaki sican
beyinlerinde kortikal alanda az
sayida hiicrede gozlenen kaspas 8
pozitif boyanma (») dikkat
cekmekte.



4.5.3 RIPKS3 antikoru ile immiinohistokimyasal boyama bulgulart

RIPKS3 antikoru ile yapilan imminohistokimyasal boyama c¢alismalarindan
elde edilen verilerin degerlendirmeleri sonucunda kontrol grubuna gore iskemi ve
iskemiyi takip eden reperfiizyon siireclerini kapsayan IRK grubu beyin doku
orneklerinde hem RIPKS3 antikoru ile igsaretlenen hiicre oranminin daha yiliksek
oldugu hem de RIPKS3 isaretli hiicrelerin daha yogun boyandig belirlendi. Kaspaz
inhibitora olan Z-VAD-fmk’nin kullanilmasi nedeni ile ZVAD grubunda RIPKS3
antikoru ile yogun olarak isaretlenen hiicrelerin bulundugu ve bu grupta RIPKS3
ifadesinin de K grubuna gore arttig1 belirlendi. Panl inhibitéri kullanilan PRB
grubunda RIPKS antikoru ile isaretlenen hiicre oraninin IRK ve ZVAD grubuna
gore daha disik oldugu ve bu igsaretlenen hiicrelerin az ya da orta derecede
isaretlendigi belirlendi. ZP grubunda RIPK3 antikoru ile isaretlenen hiicre
oraninin IRK ve ZVAD grubuna gore daha disiik oldugu belirlendi. (Tablo4.31;
Sekil 4.18).

Yapilan degerlendirmeler sonucunda RIPK3 ifadesinin I/R siirecinde en
yiksek diizeye ulastig1 ve Panl inhibitoriniin kullanildigi PRB grubunda kontrol
grubuna en yakin RIPKS3 ifadesine ulastig1 gézlendi.
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Tablo 4.31 RIPK3 antikoru ile immiinohistokimyasal boyama sonuglart.

RIPK3
GRUP Karsilagtirma
- + ++ +++ p-degeri
K Grup ici 100 0 0 0
Gruplar aras: 58.82 0 0 0
ik Grup ici 0 20 40 40
Gruplar arasi 0 15.38 26.67 26.67
. Grup ici 0 0 30 70
IRK
Gruplar arasi 0 0 20  46.67
<0.0001*
Grup ici 0 10 50 40
ZVAD
Gruplar arasi 0 7.69 33.33 26.67
Grup ici 60 30 10 0
PRB
Gruplar arasi 35.29 23.08 6.67 0
Grup i¢i 10 70 20 0
7P

Gruplar arasi 5.88 53.85 13.33 0

Skorlama -: yok, +: hafif dagilim, ++: orta dagilim ve +++: yogun dagilim
*: Fisher’s Exact Test
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Sekil 4.18 RIPK3 antikoru ile

immiinohistokimyasal boyama.

(Bar: 100pm, 50.0pm).

A1-A2: K grubuna ait sigan
beyinlerinde  kortikal  alanda
RIPK3 negatif boyanma dikkat
¢ekmekte.

B1-B2: IK grubuna ait sican
beyinlerinde kortikal alanda ¢ok
sayida RIPK3 pozitif boyanma (»)
dikkat cekmekte.

C1-C2: IKR grubuna ait sican
beyinlerinde kortikal alanda ¢ok
sayida RIPK3 pozitif boyanma (»)
dikkat ¢gekmekte.

D1-D2: PRB grubundaki si¢an
beyinlerinde  kortikal = alanda
RIPK3 negatif boyanma dikkat
cekmekte.

E1-E2: ZVAD grubundaki sican
beyinlerinde kortikal alanda ¢ok
sayida RIPK3 pozitif boyanma (»)
dikkat ¢gekmekte.

F1-F2: ZP grubundaki si¢an
beyinlerinde kortikal alanda birkag
hiicrede gozlenen RIPK3 pozitif
boyanma (») dikkat cekmekte.



4.5.4 MLKL antikoru ile immiinohistokimyasal boyama bulgulart

MLKL antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal boyama calismalarindan
elde edilen verilerin degerlendirmeleri sonucunda kontrol grubuna gore iskemi ve
iskemiyi takip eden reperfiizyon siireclerini kapsayan IRK grubu beyin doku
orneklerinde hem MLKL antikoru ile isaretlenen hiicre oraninin daha yiliksek
oldugu belirlendi. Ayni1 zamanda bu 6rneklerde yogun boyanmalarin belirlenmesi
bu grupta MLKL ifadesinin en fazla oldugu grup oldugunu gosterdi. Diger gruplar
1le kargilastirildiginda hem hiicresel oran hem de yogun isaretlenme nedeni ile
kaspaz inhibitori olan Z-VAD-fmk’'nin kullanildigt ZVAD grubunda MLKL
ifadesinin tedavi gruplari olan PRB ve ZP gruplarina gore yiiksek oldugu
belirlendi. Panl inhibitorii kullanilan PRB grubunda MLKL antikoru ile
igaretlenen hiicre oraminin IRK ve ZVAD grubuna gore daha disiik oldugu ve bu
isaretlenen hiicrelerin az derecede isaretlendigi belirlendi. ZP grubunda MLKL
antikoru ile isaretlenen hiicre oraminin IRK ve ZVAD grubuna gore daha disiik

oldugu belirlendi (Tablo 4.32; Sekil 4.19).

Yapilan degerlendirmeler sonucunda MLKL ifadesinin I/R siirecinde en
yiksek diizeye ulastigi ve Pan1 inhibitériinin kullanildigi ZP ve PRB gruplarinda
kontrol grubuna en yakin MLKL ifadesine ulastigi belirlendi.
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Tablo 4.32 MLKL antikoru ile immiinohistokimyasal boyama sonuglart.

GRUP Karsilagstirma MLKL o
- + ++ +++ p-degeri
K Grup ici 100 0 0 0
Gruplar aras: 62.50 0 0 0
iK Grup ici 0 30 40 30
Gruplar aras: 0 18.75 30.77 20
iRK Grup ici 0 0 30 70
Gruplar aras: 0 0 23.08 46.67
G . 0 10 20 =0 <0.0001*
ZVAD 0P
Gruplar aras: 0 6.25 30.77 33.33
PRB Grup ici 30 70 0 0
Gruplar arasi 18.75 43.75 0 0
7p Grup ici 30 50 20 0

Gruplar arasi 18.75 31.25 15.38 0

Skorlama -: yok, +: hafif dagilim, ++: orta dagilim ve +++: yogun dagilim
*: Fisher’s Exact Test
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Sekil 14.19 MLKL antikoru ile

immiinohistokimyasal boyama.

(Bar: 100pm, 50.0pm).

A1-A2: K grubuna ait sican
beyinlerinde kortikal alanda Anti
MLKL negatif boyanma dikkat
¢ekmekte.

B1-B2: IK grubuna ait sican
beyinlerinde kortikal alanda ¢ok
sayida Anti MLKL pozitif boyanma
(») dikkat cekmekte.

C1-C2: IRK grubuna ait sican
beyinlerinde kortikal alanda ¢ok
sayida Anti MLKL pozitif boyanma
(») dikkat cekmekte.

D1-D2: PRB grubundaki sican
beyinlerinde kortikal alanda Anti
MLKL negatif boyanma dikkat
cekmekte.

E1-E2: ZVAD grubundaki sican
beyinlerinde kortikal alanda ¢ok
sayida Anti MLKL pozitif boyanma
(») dikkat cekmekte.

F1-F2: ZP grubundaki sican
beyinlerinde kortikal alanda birkacg
hiicrede gozlenen Anti MLKL
pozitif boyanma (»)  dikkat
¢ekmekte.



4.6 TUNEL Bulgular1

Beyin dokularinda iskemi-reperfiizyon siireci ve bu siirecte apoptoz inhibitéri
olan Z-VAD-fmk, panneksin kanali inhibitérii probenecid ile bu iki inhibitérin
birlikte kullaniminin apoptotik hiicre 6limiine etkisinin belirlenmesi i¢in yapilan
TUNEL ¢alismasinin degerlendirme sonuglar:1 Tablo 4.33 ve Sekil 4.20’de, deney

gruplarinda ikili karsilastirma analizi sonuglar:1 Tablo 4.34’de verilmistir.

Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda K grubu ile
karsilagtinldiginda IK ve IRK grubu apoptoz yiizdesinin istatistiksel olarak
anlaml diizeyde yiiksek oldugu belirlendi (p<0.0001). Ayrica IK, ZVAD, PRB ve ZP
gruplarinin apoptoz yiizdelerinin IRK grubuna gére istatistiksel olarak anlaml
derecede diisiik oldugu belirlendi (p<0.0001). ZVAD grubu ile ZP grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamazken (p=0.999), ZP ve ZVAD apoptoz
degerinin PRB grubuna goére istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik oldugu

belirlendi.

Calisma sonucunda beyin dokusunda kan akiminin engellenmesi ile
olusturulan iskemi asamasinda beyin dokusunu olusturan hiicrelerin apoptoz 6liim
yolagina girdikleri fakat olusturulan bu iki saatlik iskemi sonrasinda kan akiminin
yeniden saglanmasinin 24 saatlik stirecinde, bu dokularda daha fazla apoptotik
hiicre oraminmin gorildigi belirlendi.  Bununla birlikte yirmi dort saatlik
reperflizyon slirecinde artan apoptoz oraninin apoptoz inhibitérii Z-VAD-fmk’nin
ve Panl inhibitorii probenecidin ayri ayr1 ve birlikte kullanimi ile azaldig

belirlendi.
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Tablo 4.33 Deney gruplarinda apoptoz yiizdesi.

Apoptoz (%)

K IK IRK ZVAD PRB ZP p

Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.+S.S. Ort.tS.S. Degeri

5.15+1.91 47.98+5.16 78.46+1.58 16.02+4.51 33.69+4.11 16.91+4.71 <0.001*

Ort.: Ortalama, S.S.: Standart Sapma

*: Tek Yonlii Varyans Analizi

Tablo 4.34 Deney gruplarinda apoptoz yiizdesinin Tukey yéontemine gore ikili coklu

karsilastirilmalari.
GRUP p-Degeri
K vs. IK <0.000
K vs. IRK <0.000
K vs. ZVAD 0.003
K vs. PRB <0.000
K vs. ZP 0.001
IK vs. IRK <0.000
IK vs. ZVAD <0.000
iK vs. PRB <0.000
iK vs. ZP <0.000
IRK vs. ZVAD <0.000
IRK vs. PRB <0.000
IRK vs. ZP <0.000
ZVAD vs. PRB  <0.000
ZVAD vs. ZP 0.999
PRB vs. ZP <0.000
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Sekil4.20 Deney gruplarinda TUNEL boyama.
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5. TARTISMA

Bireylerde oliime ya da kalic1 hasara sebep olabilen inme, Diinya Saghk
Orgiiti'niin yaptig1 calismalarla liimiin ikinci, engelliligin ti¢iincii temel nedeni
olarak tammlanan serebrovaskiiler yapida bir halk saghg sorunudur. Inme
olgularinin %85'inde goriilen arteriyel tikanma ya da yetersiz perflizyon
sonucunda beyne giden kan akiminin azalmasi veya durmasi ile olusan siireg
iskemik inme olarak siiflandirilmaktadir (M. Yang et al., 2017). Beyin iskemisi
sonucunda bolgesel kan akisinin azalmasi veya durmasi eksitoksisite, periinfarkt
depolarizasyon, inflamasyon, nitrik oksit Gretimi, serbest radikal hasari ve hiicre
o6lumu olmak tizere cgesitli patofizyolojik siireclerin tetiklenmesine sebep olur (Ojo
et al., 2019; Tan et al., 2019; Yang, Huang, Hu, & Tang, 2019). Tim bu siireclerin
molekiler diizeyde hilcre haberlesmesi, metabolizma ve gen ifadelerinde
degisikliklere neden oldugu bildirilmistir (Amani et al., 2019; S. Q. Liu et al., 2019;
MacManus & Linnik, 1997; Nakayama, Nagata, Masuda, Asahara, & Takizawa,
2019). Dolayisiyla bu penumbral doku hasarinin azaltilmasi ve noérolojik hasarin
en aza indirgenmesi terapotik hedefler haline gelmistir (Mir, Al-Baradie, &

Alhussainawi, 2014).

Beyin iskemi ve reperfiizyon siirecinde panneksin kanallarinin agilmasi
oksijen- glikoz yoksunlugu, hiicreler arasi alanda yiksek K* konsantrasyonu,
hipoglisemi, NMDA reseptorlerinin uyarimi gibi c¢esitli faktorler tarafindan
indiiklenir. Glikoz ve ATP gibi iyon ve molekiillere kars1 gecirgen olan panneksin
1 kanallarinin acilmasi hiicrelerin  6liimi ile sonuglanabilecek  hipoksik

depolarizasyona neden olur (Thompson, 2015; K. Q. Zhou et al., 2019).

Beyin I/R hasari da dahil olmak iizere cesitli patofizyolojik durumlarda
panneksin kanallarinin roliniin arastirilmasi siirecinde 6zel olarak bu kanallarin
inhibisyonunun saglayacak madde arayisina girilmistir (Bargiotas et al., 2011;
Penuela et al., 2013; W. Silverman, Locovel, & Dahl, 2008; W. R. Silverman et al.,

2009). Ozellikle konneksin ve panneksin kanallarimin ayrimini yapabilen 6zel
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inhibitérlerin bulunamamasi nedeni ile bu iki kanala ait fonksiyonlar ayirt
edilememistir. Silverman ve ark. lar1 gut ve guta baglh arterit hastalar: ile
yaptiklar: bir calismada, hastaliginin tedavisi i¢cin kullandiklar:i probenecidin iyi
bir panneksinl kanal inhibitéri oldugunu rapor etmisglerdir (W. Silverman et al.,
2008). Yine Silverman ve ark. Panl kanalinin noéron ve astrositlerde inflamazom
aktivasyonunda etkisini arastirdiklar1 bir ¢alismada, yiiksek ekstraselliller K*
tarafindan uyarilan inflamazom ve kaspaz 1 aktivasyonunun Panl kanallarinin
probenecid ile bloke edilmesi ile engellendigini bildirilmiglerdir (W. R. Silverman

et al., 2009).

Beyinde iskemi ve reperfiizyon stirecleri ekstrinsik (6lim reseptorii) yolak ve
intrinsik (mitokondriyal) olmak tizer iki apoptoz yolagini tetikler. Ekstrinsik yolak
hiicre yiizeyi 6lim reseptorlerinin aktivasyonu ile baslatilir ve  kaspaz-8'in
uyarilmasiyla devam ederken, intrinsik yolak oksidatif stres ve inflamasyon gibi
etmenler tarafindan baslatilarak sitokrom c'nin sitoplazmaya gecisi ve kaspaz 9'un
aktivasyonu ile devam eder. Hem kaspaz 8 hem de kaspaz 9 efektor kaspaz olan
kaspaz 3'i aktive ederek, hiicrenin apoptoza girmesini saglar (Broughton et al.,
2009; K. Chen et al., 2019). Z-VAD-fmk hiicre icerisine rahatca girebilen, disik
dozlarda tim kaspazlari inhibe edebilen ve kaspazlarin inhibisyonu siirecinde
dokuda toksik sorunlara yol agmayan bir inhibitérdir (Mehta et al., 2007). Beyin
iskemi ve reperfiizyon modelleri ile yapilan cesitli ¢alismalarda Z-VAD-fmk
kullanilarak kaspazlarin inhibe edilmesi sonucunda apoptozun kaspaz bagimli
yolaklarimin engellendigi ve I/R hasarinda olusan doku hasarmm azalttif
bildirilmistir (Endres et al., 1998; Hara et al., 1997; Krupinski, Lopez, Marti, &
Ferrer, 2000; Morita-Fujimura, Fujimura, Yoshimoto, & Chan, 2001). Yapilan
cesitli calismalarda Z-VAD-fmk'nin apoptozu inhibe ederken nekroptozu tetikledigi
bildirilmistir. Kaspaz 8 RIPKI’in proteolitik olarak kesimini saglayarak hiicrelerin
nekroptozdan kag¢masini saglar. Yapilan c¢esitli c¢alismalarda kaspaz 8

inhibisyonunun hiicrelerde RIPK1 yikiminin engellenmesi ile nekroptoz
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yolaklarinin aktive oldugu bildirilmistir (Berghe et al., 2014; Lin, Devin,
Rodriguez, & Liu, 1999; Linkermann et al., 2012; Martinet, Schrijvers, Herman, &
Meyer, 2006; Vandenabeele, Berghe, & Festjens, 2006).

Biz de bu c¢alismamizda sicanlarda sag arteria carotis communis’e klemp
takilarak olusturulan iki saat iskemi ve sonrasinda kan akiminin saglandig1 24
saatlik reperfiizyon siireglerinde pan kaspaz inhibitéri Z-VAD-fmk ve Panl
protein/kanal inhibitérii probenecid kullanarak, olusan beyin I/R hasarinda Panl

proteinin/ kanalinin apoptoz ve nekroptoz ile iligkisini arastirdik.

5.1. TTC Boyama ile Belirlenen Beyin Enfarkt Hacim Yiizdesi

Bulgularinin Degerlendirilmesi

Deneysel olarak olusturulan cesitli I/R modelleri ile yapilan calismalarda
enfarkt alanlarin yerlerinin ve kapsamlarinin belirlenmesinde TTC boyama
yontemi kullanilmaktadir. TTC boyama ile enfarkt hacminin degerlendirilmesi
yapilan ¢alismalarda kontrol/sham gruplarinda doku hasarlarinin olugsmadig
tespit edilmistir. Ayrica olusturulan cesitli beyin I/R modellerinde, kan akiminin
engellenmesinin olugan doku hasarinin birgok siirecle birlikte dehidrogenaz enzim
aktivitesini de etkileyerek bu dokularda TTC ile boyanmanin olusmadigi
gosterilerek i1skemik silirecte beyin toplam enfarkt hacmini arttirdig:
vurgulanmistir (Dong, Bao, Yu, & Liu, 2016; Kabra, Thiyagarajan, Kaul, &
Sharma, 2004; Tsuruma et al., 2006; Y. Zhou et al., 2017).

Iskemiyi takip eden reperfiizyon ile serebral kan akigimin yeniden baglamasi
dokularda reperfiizyona bagl olarak oksijen miktarinin artisi, notrofil gécii, ROT
artisi, beyinde 6dem gibi gesitli metabolik reaksiyonlara sebep olarak doku
hasarinin ilerlemesine yol acar (Christophe & Nicolas, 2006; Huang et al., 2006;
Iadecola & Alexander, 2001; Sugawara et al., 2004; Swanson et al., 2004). Ayrica
iyonik ve norotransmitter dengesindeki degisimler ikincil doku hasarina neden

olur (W. R. Silverman et al., 2009).
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Hipoksi ile indiiklenen faktér-Io'min iskemik beyin hasarinda gelisen
nekroptoz ile iligkisinin arastirildigi bir ¢alismada apoptoz inhibitéri olan Z-VAD-
fmk kullaniminin I/R grubuna gore enfarkt hacmi azalttig1 gosterilmistir (M. Yang
et al., 2017). Glukokortikoid modiiler element baglayict protein I'in basglatic
prokaspazlara baglanarak beyin iskemisinin neden oldugu apoptoz ve néronal
hasar1 engelledigini gosteren calismada, Z-VAD-fmk kullamiminin olusan I/R
hasarinmi azalttigr belirtilmistir (H. Li, Colbourne, Sun, Zhao, & Buchan, 2000;
Tsuruma et al., 2006). Hara ve ark. larinin c¢esitli kaspaz inhibitorleri kullanarak
hem sicanlarda hem de farelerde yaptiklar:1 ¢alismada Z-VAD-fmk kullaniminin
yalmzca olusturulan beyin I/R modeli sonucunda artan enfarkt hacmi azaltmakla
kalmadign aym1 zamanda beyin 06demini ve bozulan nérolojik davranigsal
bozukluklar: da azalttigi ve beyin dokusunda molekiiler seviyede IL-1/ diizeyini
distrdigi rapor edilmistir (Hara et al., 1997). Buna karsihik Dong ve ark. beyin
iskemi ve reperflizyon hasari tizerine yaptiklar: calismada ise iskemi-reperfiizyon
hasarinda artan enfarkt hacmin, kaspaz inhibitéri olan Z-VAD-fmk kullanim ile

daha da arttigini bildirilmiglerdir (Dong et al., 2016).

C57/BL6dJ fareleri tizerinde orta serebral arter tikanmasi1 modeli ile yapilan
bir c¢alismada, Panl  inhibitérii olan probenecidin intraperitoneal olarak
uygulanmasinin artan enfarkt hacmi ve norolojik skoru azalttig1 rapor edilmigtir

(Xiong et al., 2014).

Deneysel olarak olusturulan beyin iskemi/reperfiizyon hasarinda Panl
proteininin apoptoz ve nekroptoz ile iligkisinin arastirildifi calismamizda, I/R
stirecleri ve bu siireclerde apoptoz inhibitéri Z-VAD-fmk ve Panl inhibitori
probenicidin olusturulan iskemik hasara karsi etkileri TTC boyama ile

makroskobik olarak incelenmigtir.

Deney gruplarinda sicanlarda sag arteria carotis communis’e klemp takilarak
olusturulan 2 saatlik iskemi sonucunda beyin dokusunda iskemik hasar olustugu

ve bu hasarin iskemiyi takip eden 24 saatlik reperflizyon siirecinde daha da arttig:
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belirlendi. Calismamizda iskeminin 1. saati ile reperfiizyon uygulamasinin 5.
saatinde intraperitoneal olarak uygulanan Z-VAD-fmk ve probenecidin ayr1 ayri
uygulanmasi, iskemi ve reperfiizyon siirecinde artan enfarkt hacminin azalmasina
neden oldugu belirlendi. Elde edilen sonuclar literatiirde daha 6nce yapilan
calismalar ile uyum gosterdi. Calismamizda, literatiirde herhangi bir bilgiye
rastlanilmamasina ragmen hem apoptoz inhibitéri olan Z-VAD-fmk’nin hem de
Pan1 inhibitori olan probenecidin birlikte kullandigimizda enfarkt hacminin ve
buna bagh olarak da reperfiizyon hasarinin diger tedavi gruplarina gére daha fazla
azaldig1 belirlendi. Yaptigimiz ¢alismalar sonucunda bu iki inhibitériin birlikte
kullanilmasinin beyin dokusunda olugan I/R hasarimin geriletilmesinde etkili bir

yontem olabilecegi belirlenerek literatiire katki saglanda.
5.2. RT-PCR ile Belirlenen Gen ifadelerinin Degerlendirilmesi

Calismamizda deneysel olarak olusturulan beyin iskemi/ reperfiizyon
hasarinda Panl proteininin apoptoz ve nekroptoz ile iligkisinin arastirilmasinda
beyin dokusundaki kaspaz 3, kaspaz 8, RIP1, RIP3 ve MLKL gen ifadeleri qRT-
PCR yontemi ile belirlendi.

5.2.1. Kaspaz 3 gen ifadelerinin degerlendirilmesi

Beyin arterinde tikanmadan kaynakli iskemi ve reperfiizyon silirecinde
iskemik hasar olusumu go6zlenir. Bu hasar alaninda kan akis1 azalmis ve
fonksiyonlari bozulmus fakat metabolizma faaliyetleri devam eden iskemik
penumbra olarak adlandirilan bir alan bulunmaktadir (Hakim, 1987; Heiss, 2000;
Schlaug et al., 1999; Shu et al., 2019). Uzun bir stire beyin iskemisinde temel 61iim
yolaginin nekroz oldugu dustinulmustir (Ashe & Berry, 2003; Broughton et al.,
2009; Herdegen & Delgado-Garcia, 2007; Macdonald & Stoodley, 1998; Unal-Cevik,
Kiling, Can, Gursoy-Ozdemir, & Dalkara, 2004). Daha sonraki yillarda yapilan
calismalar, iskemi sonrasi ilk birka¢ saatte iskemik penumbrada bulunan

noronlarin gegici olarak geri dontiglii hasara ugradigini ve hiicrelerin 6lim yolag:
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olarak apoptoza girdigini ileri stirmistir (Broughton et al., 2009; Doyle et al.,
2008; Mehta et al., 2007; W. Zhang & Meng, 2019). Kaspaz 3 geni hiicrede
apoptozun ilerlemesinde merkezi bir rol oynayan bir sistein-aspartik asit proteaz
olan kaspaz 3 proteininin kodlanmasindan sorumludur. Cesitli c¢alismalarda
beyinde olusan I/R siirecinde néronal apoptozun temel olarak kaspaz 3 tarafindan
diizenlendigi belirtilmistir (Graham & Chen, 2001; Halonen, 2016; Huang et al.,
2006; Iadecola & Alexander, 2001; Tan et al., 2019).

Orta serebral arter tikanmasi ile olusturulan bir saatlik iskemi sonrasinda
farkli periyotlarda reperfiizyona maruz kalmis siganlarla apoptoz ile ilgili genlerin
ifadelerindeki degisimlerinin arastirildigi calismalarda, uclinci reperfiizyon
saatinden itibaren hem kortekste hem de hipokampusta kaspaz 3 ifadesinin arttig:
ve 48. saatte maksimum diizeye ulastigl bildirilmistir (Harrison et al., 2001; G. Liu,
Wang, Wang, Song, & Zhou, 2013). Hem fokal hem de global iskemi modelleri ile
yapilan cesitli caligsmalar, I/R hasarinda ekstraselliiler alanda K* artig1, inflamatik
faktorler, endoplazmik retikulum stresi, oksidatif stres, glutamat eksitotoksisitesi
ve kalsiyum akis1 gibi olusan cesitli faktorler nedeni ile kaspaz 3in aktivitesini
arttirdigr ya da bu faktérlerin noronlar1 apoptoza tesvik ederek kaspaz 3 gen
ifadesini arttirdigini gostermektedir (He, Zhang, Lv, Sun, & Chen, 2019; Kam &
Ferch, 2000; Namura et al., 1998; W. R. Silverman et al., 2009; Tan et al., 2019;
Wen et al., 2019; T. Wu, Yin, Kong, & Peng, 2019; F. Xu et al., 2019; W. Zhang &
Meng, 2019; S. Zhu et al., 2019).

Calismamizda elde edilen sonugclar literatiir bilgilerinde de ifade edildigi gibi
iki saatlik iskemi ile bunu takip eden 24 saatlik reperfiizyon siirecinin kaspaz 3

gen ifadesinin arttigin1 géstermektedir.

Apoptozun I/R hasar siirecine katilimi ve bu siiregte cesitli kaspazlarin gorev
almasinin belirlenmesi neticesinde deneysel olarak olusturulan hem global hem de
fokal I/R modellerinde genis spektrumlu kaspaz inhibitérlerinin néroprotektif

etkileri arastirilmistir (Hara et al., 1997, Namura et al., 1998). Pan-kaspaz
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inhibitéri olan Z-VAD-fmk kullaniminin kaspaz 3 ifadesini azalttig1 cesitli
calismalarda bildirilmistir (Endres et al., 1998; Hara et al., 1997). Calismamaizda,
literatiir ile uyumlu olarak, sicanlarda deneysel olarak olusturdugumuz beyin I/R
modelinde iskeminin 1. ve reperfiizyonun 5. saatinde intraperitoneal olarak
uygulanan Z-VAD-fmk’'nin I/R siirecinde artan kaspaz 3 gen ifadesini azalttigim

belirlendi.

Yeni dogan sicanlardan elde edilen hippokampal alanlar ile yapilan bir kaltiir
calismasinda Panl inhibitori olan karbenoksolon kullaniminin kaspaz 3 ifadesini
ve noronal hiicre 6limiini 6nemli 6l¢giide azalttigir belirtilmistir (Pina-Benabou et
al., 2005). Bagka bir calismada, Panl 'in karbenoksolon ile inhibisyonunun,
ICH'nin neden oldugu beyin iskemi ve reperfiizyon hasarinda kaspaz 3 ifadesini
onemli Ol¢iide dugirdigiu ve noronal apoptozu azalttig: bildirilmistir (L. Zhou et
al., 2018). Panl kanallarinin yiiksek ekstraselliller K+ ile aktivasyonu saglayarak
astrosit hiicre o6limiine neden oldugu ve bu suregte kaspaz 3'in roliiniin
arastirildig: calismada, Panl ifadesinin kaspaz-3 gen ifadesinin tetiklenmesi i¢in
hem gerekli hem de yeterli oldugu belirlenmistir. Ayrica bu calismada astrositlerde
Panl  kanallarinin probenecid ile inhibisyonunun K+* kaynakhh kaspaz-3
aktivasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Jackson, Wang, Keane, Scemes, & Dahl,
2014). Calismamizda elde edilen sonuglar literatiir bilgileri ile uyumlu olup bizim
iskeminin birinci saatinde ve reperfiizyonun 5. saatinde Panl inhibitérii olan

probenecid uygulamamiz I/R siirecinde artan kaspaz 3 gen ifadesini azaltmistir.

Yapilan literatiir taramalar: sonucunda beyin iskemi reperfiizyonunda hem
probenecid hem de Z-VAD-fmk'nin birlikte kullamildigi bir c¢alismaya
ulagilamamigtir. Beyin iskemi ve reperflizyon hasarinda hem pan kaspaz
inhibitora Z-VAD-fmk hem de Panl reseptori probenecidin birlikte kullaniminin
artan kaspaz 3 gen ifadesini azalttigi ve bu sonucun Z-VAD-fmk’nin tek basina

kullanilmasi ile elde edilen ayni1 etkiye sahip oldugu belirlendi.
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5.2.2. Kaspaz 8 gen ifadesinin degerlendirilmesi

Yapilan cesitli calismalar beyin iskemisi sonrasinda penumbrada hem
intrinsik hem de ekstrinsik apoptoz yolaginin aktive olabilecegini gostermektedir.
Iskemi baslangic ile oksijen, glikoz ve cesitli substratlarin dokuya erisiminin
sinirlanmasi, noéronal iyon gradyanlarinin bozulmasi, enerji eksikligi ile birlikte
zar potansiyeli bozulmasi ve kalsiyum kanallarimin aktiflesmesi gibi faktorler
hiicre icerisinde kalsiyumun sitotoksik birikimini saglayarak intrinsik apoptozu
baslatir. Ekstrinsik yolak ise hiicre zari reseptori olan FAS veya TINF reseptorleri
ile 1ligkili ligandlarin baglanmasi ile baglatilir. FADD proteini olan bir adaptor
molekult prokaspaz 81 aktive eder. Aktif hale gelen kaspaz 8 prokaspaz 3'u aktive
ederek hicreyi olime gotliriur. Kaspaz 8 ayrica Bcl-2 ailesi proteinlerinden Bid'i
aktive ederek apoptozun mitokondriyal yolunu baslatabilir (Broughton et al., 2009;
Graham & Chen, 2001; Glines, 2014; Sugawara et al., 2004). Kaspaz 8 yalnizca
apoptoz 1ile iligkili bir protein olmayip farkli siireclerde de rol oynamaktadir.
Ozellikle belirli kogullar altinda hiicrenin hangi siirece girecegini belirleyebilme
ozelligine sahiptir. Uyaran c¢esidi ve etkilesim yapisina bagh olarak kaspaz &
hiicrelerde nekroptozu baskilayarak hiicrelerin apoptoza girisini saglayabilir ya da
NF-kB sinyal yolaginin aktivasyonunu saglayarak hiicrenin hayatta kalmasi i¢in
gerekli faktorlerin aktivasyonunda rol alabilir (Kataoka & Tschopp, 2004; Oberst
& Green, 2011; Salvesen & Walsh, 2014; X. Shen, Venero, Joseph, & Burguillos,
2018). Ayrica kaspaz 8 nekroptoz i¢in diizenleyici bir role sahip olup, inhibisyonu

ile nekroptozu tetikler (X. Shen et al., 2018).

Harrison ve ark.larinin siganlarda olusturduklar1 fokal serebral iskemi
modeli tizerinde tiim kaspazlarin ifadelerini belirledikleri calisma kaspaz 8§ mRNA
ifadesinin arttigimi gostermektedir (Harrison et al., 2001). Bagska bir calismada
hem Fas'a bagimh hem de sitokrom c'ye baglh apoptotik yolaklarda énemli bir rol
oynayan kaspaz 8 gen ifadesinin gecici fokal iskemi modelinde arttig:

belirlenmistir (Morita-Fujimura et al., 2001). Krupinski ve ark. larinin yaptig: bir
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calismada, kaspaz 8 immiinoreaktivitesinin fokal serebral iskemi silirecinde
artmaya basladigl ve bu artisin hem enfarktli dokuda hem de penumbrada 24 saate
kadar devam ettigi bildirilmektedir. Ayni1 calismada kaspaz inhibitérlerinin
kullanilmasinin iskemi silirecinde artan kaspaz 8in gen ifadesini azalttig:
belirlenmistir. Calismada elde edilen sonuglar dogrultusunda kaspaz
inhibitorlerinin iskemi tedavisi i¢in ilave terapotik ajan olma potansiyele sahip
oldugu ve bu konu itizerinde daha fazla arastirma yapilmasinin gerekliligi

vurgulanmaktadir (Krupinski et al., 2000).

Calismamaizda literatiir bilgilerine uygun olarak iki saatlik iskemi siirecinde
kaspaz 8 gen ifadesinin artmaya basladigi ve bu silireci takip eden 24 saatlik
reperfiizyonda gen ifadesinin artmaya devam ettigl, iskemi ve reperfiizyon
stireglerinde intraperitoneal olarak Z-VAD-fmk uygulamasinin artan kaspaz 8 gen

ifadesini azalttig1 belirlendi.

Yapilan literatiir calismalarinda, iskemik siurecler nedeni ile ekstrinsik
apoptozda aktiflesen kaspaz 8in Panl protein kanallarimi aktive ederek
acilmasina neden oldugu bildirilmistir (Aguirre, Shoji, Saez, Henriquez, & Quest,
2013; K. Chen et al., 2019). Fakat probenicidin kaspaz 8 gen ifadesi tizerindeki
etkisi ile iligkili bir calismaya ulasilamamigtir. Calismamizda probenecidin tek
basina uygulanmas: I/R hasarinda artan kaspaz 8 gen ifadesini énemli 6lciide
azaltmigtir. Ayrica calismamiz sonucunda Z-VAD-fmk uygulamasi ile her iki
inhibitérin birlikte uygulanmasimin I/R nedeni ile artan kaspaz 8 gen ifadesini

azaltmada aym etkiye sahip oldugu belirlendi.
5.2.3. RIP1 gen ifadesinin degerlendirilmesi

Nekroptoz, iskemi dahil olmak tzere cesitli hastaliklarin 6nemli bir
diizenleyicisi olarak kabul edilen programlanmig bir hiicre 6liim stirecidir. RIPK1,
RIPK3 ve MLKL nekroptozda rol oynayan ana molekillerdir. TNF-a tarafindan
uyarilan hiicrelerde RIPKI1in aktivasyonu, nekroptoz veya apoptoz yoluyla
diizenlenmis hiicre 6limlerinin tegvik edilmesinde 6nemli bir rol oynar. Aktive
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edilmigs RIPK1, apoptoza aracilik etmek lizere kompleks Ila olusturmak i¢cin FADD
ve kaspaz 8 ile etkilesime girerken nekroptozun olusmasi icin gerekli olan
kompleks IIb olusumu i¢in RIPKS3 ile etkilesime girer. Hiicrelerin bu siireclerden
hangisine girecegi esas olarak kaspaz 8 ve cIAP1, cIAP2, XIAP gibi apoptoz
inhibitér proteinlerine baglidir. Apoptoz inhibitér proteinleri RIPKIin
ubikitinasyonuna neden olurken kaspaz 8 proteinin aktivasyonu RIPKI’'in
proteolitik olarak kesimine aracilik eder. Kaspaz 8 aktivitesinin inhibisyonu
RIPK1 kesimini engelleyerek nekroptozu tetikler (Choi, Price, Ryter, & Choi, 2019;
Grootjans, Berghe, & Vandenabeele, 2017; X. Li et al., 2019; Y. Liu et al., 2019;
Shan, Pan, Najafov, & Yuan, 2018; Yuan, Amin, & Ofengeim, 2019; Zhu, Zhang,
Yang, & He, 2019).

Yapilan cesitli calismalarda beyinde iskemik hasar sonucunda hicrelerde
hem apoptotik hem de nekroptoz hiicre 6lim yolaklarinin aktive oldugu
bildirilmistir (Degterev et al., 2005; Deng, Li, & Sun, 2019; Fakharnia, Khodagholi,
Dargahi, & Ahmadiani, 2017; Galluzzi et al., 2018; Hribljan, Lisjak, Petrovi¢, &
Mitrecié, 2019; H. Shen et al., 2017; Yin et al., 2015; W. Zhou & Yuan, 2014; Y.
Zhou et al., 2017). Vieiera ve ark. larinin in vitro olarak hippokampal néronlar
uzerinde oksijen-glikoz mahrumiyeti (OGD) modeli ile olusturduklar: global
iskemide nekroptoz yolagini incelemigler ve model olusumundan 24 saat sonra
RIP1 gen ifadesinin arttigim belirlemiglerdir (Vieira et al., 2014). B-karyofilenin
nekroptoz ve inflamasyon tizerine etkilerinin incelendigi bir c¢alismada, beyin
dokusunda RIP1, RIP3 ve MLKL mRNA diizeylerinin fokal iskemiden 48 saat
sonra belirgin bir gekilde artmig oldugu bildirilmigtir (M. Yang et al., 2017).
Deneysel intraserebral kanama modeli olusturularak RIP1'in nekroptozdaki
roliniin arastirildigr bir bagka ¢alismada, sham grubu ile yapilan karsilastirma
sonucunda RIP1 ifadesinin 24 saatte asamali olarak artarak en yliksek diizeye

ulastig1 belirlenmigtir (H. Shen et al., 2017).
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Kaspaz 8 proteini RIPKI’'in proteolitik olarak kesimini saglayarak hiicrelerin
nekroptozdan kac¢masini saglar. Yapilan c¢esitli c¢alismalarda kaspaz &
inhibisyonunun hiicrelerde RIPKI1 yikiminin engellenmesi ile nekroptoz
yolaklarinin aktive oldugu bildirilmistir (Berghe et al., 2014; Lin et al., 1999;
Linkermann et al., 2012; Martinet et al., 2006; Vandenabeele et al., 2006). Primer
kortikal néronlarda OGD reperfizyon modeli ile olusturulan I/R hasarinda
geldanamisinin etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada, Z-VAD-fmk kullaniminin
RIP1 gen ifadesini artirdig1 gosterilmigtir (W. W. Chen et al., 2012). Nekroptozun
OGD modeli ile in vitro olarak incelenmesi sonucunda Z-VAD-fmk kullaniminin
RIP1, RIP3 gen ifadelerini artirdig1 ve bu artisin RIP1-RIP3-MLKL etkilegsimlerini
diizenledigi bildirilmistir (Qu et al., 2016).

Calismamizda elde ettigimiz bulgular literatiir bilgilerinde de ifade edildigi
gibi iskemi ve reperfiizyon sonucunda beyin dokusunda RIP1 gen ifadesinin arttigi
yonindedir. Ayrica c¢alismamizda apoptoz inhibitéri olan Z-VAD-fmk’nin
intraperitoneal olarak kullaniminin I/R sonucunda artan kaspaz 8 gen ifadesini
azaltarak RIP1 gen ifadesinin daha fazla yiikselmesine neden oldugu ve hiicrelerin

nekroptoza daha duyarh hale geldigi kanaatine varildi.

Beyin I/R siirecinde mikroglialarin ve astrositlerin  aktivasyonu
néroinflamasyonu uyarir ve bu siirecte diger hiicrelerde ikincil I/R hasarina neden
olarak noronal olimi siddetlendirir. Yapilan c¢esitli ¢alismalarda apoptotik
hiicrelerin bir enflamatuvar reaksiyon ortaya ¢ikarmadan fagositoz ile hizli bir
sekilde ortamdan uzaklastirildig: belirlenmistir. Fakat nekroptotik hiicreler, hiicre
ici iceriklerinin salimim engelleyemezler. Ozellikle nekroptozda MLKL proteininin
aktivasyonu hiicre zar1 gegirgenliginin artmasina ve Panl kanalarinin
aktivasyonuna sebep olarak cesitli proenflamatuvar molekiillerin ve DAMP’larin
nekroptotik hiicrelerden saliniminm arttirir (Heckmann, Tummers, & Green, 2019).
Panl kanallar1 beyin I/R siirecinde NMDAR'lar tarafindan aktive edilerek

kontrolsiiz glutamat salininmina ve lezyon bdélgesinde Ca*2'nin asiri artmasina
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neden olarak eksitotoksisite olusumunu destekler. Aktif Panl kanallar
DAMP’larin / PAMP'larin hiicre i¢ine girmesini saglayarak, hiicre i¢ci TLR'lerin
aktive olmasini saglayabilir. Bu nedenlerden dolay1 Panl kanallar1 inflamasyon
baslatici hem de ikincil hiicre 6limi ile iligkili yolaklar i¢in diizenleyici olarak
tanimlanmaktadir (Kim et al., 2017; S. Li et al., 2018; Maes et al., 2013; Penuela
et al., 2013). Wei ve ark. lar1 sicanlarda olusturduklar1 beyin I/R hasari
calismalarinda, @ Panl  kanal inhibitérii olan probenecidin lizozomal ve
enflamatuvar hasari azalttigini bildirmislerdir (R. Wei et al., 2015). Farelerde
karragenanin intraventrikiiler olarak wuygulanmasi 1ile olusturulan beyin
inflamasyon modeli ile yapilan bir ¢alismada probenecid uygulamasinin olugan
beyin iltihabim1 tamamen inhibe etti belirlenmigtir (Gamache & Ellis, 1986). Panl
kanallarindan hiicre i¢ine giren DAMP’lar nekroptozu tetikleyebilir. Yapilan ¢esitli
calismalarda nekroptozun yalnizca 6lim reseptorlerinin ligandlar: ile degil aym
zamanda toll benzeri reseptorler (TLR'ler) ve interferon (IFN) reseptorleri
ligandlar1 tarafindan da baslatilabilecegi bildirilmistir (Shestopalov & Slepak,
2014).

Calismamizda Panl inhibitorid olan probenecidin tek basina kullaniminin
RIP1 gen ifadesinin azalmasina neden oldugu gozlendi. Yapilan literatiir taramasi
sonucunda Panl kanallarinin RIP1 gen ifadesi tizerine etkilerinin arastirildigi bir
calisgmaya ulasilamamistir. Calismamizda probenecid kullanimi1 sonucunda Panl
kanallarinin kapatilmasi, dokunun ikincil hasara maruz kalarak TLR artigini

engellemis, boylece nekroptozu engelleyerek RIP1 gen ifadesini azaltmig olabilir.

Calismamizda Z-VAD-fmk ve probenecidin birlikte kullanilmas: I/R siirecinde
artan RIP1 gen ifadesini 6nemli 6l¢tide azalttigi belirlendi. Her iki inhibitorin
birlikte kullanimi ile probenecidin tek basina uygulamasi arasinda istatistiksel

olarak fark bulunamadi. Yapilan literatir arastirmalarinda iki inhibitoérin birlikte
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kullanilmasinin RIP1 gen ifadesi tizerine etkileri ile iligskili c¢alismalara

ulagilamamistir.

5.2.4. RIP3 gen ifadesi bulgularinin degerlendirilmesi

RIP3, MLKL aktivasyonunu saglayarak metabolizmada ve hiicre zarinda
degisimlere sebep olarak nekroptozun alt yolagini diizenler (Nikseresht et al.,
2019). Yapilan bir calismada RIPKI'den bagimsiz olarak RIPK3 aracilh
nekroptozun olusabilecegi bildirilmistir. Hem kaspaz 8 hem de RIPK1 diizeylerinin
cok disiikk oldugu durumlarda kaspaz &in negatif diizenlemesi sonucunda
RIPK3'in nekroptozun olusumu i¢in yeterli oldugu belirtilmistir (Vanlangenakker
et al., 2011). RIPK3, TLR'lerin uyarilmasi sonucunda adaptor-indiikleyici IFN-y
(TRIF) ve DNA sensori ZBP1/DAI ile etkilesime girerek aktive edilir. Aktive
edilmis RIPK3de MLKL'yi aktive eder (Kaiser et al., 2013; Upton, Kaiser, &
Mocarski, 2012).

Yang ve ark. lar1 fokal iskemiden 48 saat sonra RIP1, RIP3 ve MLKL mRNA
diizeyleri belirgin gekilde arttigini tespit etmislerdir (M. Yang et al., 2017). OSA
tikamasi ile olusturulan iskemi sonrasi 6, 12 ve 24 saat olmak tizere farklh
reperflizyon siireglerine maruz birakilan sican beyinleri lizerinde yapilan bir
calismada, RIP3 ve MLKL gen ifadelerinin reperfiizyon sonrasi1 24 saate kadar
arttigr gosterilmistir (Nikseresht et al., 2019). Vieira ve ark. yaptiklar1 bir
calismada, iskemik hasarin RIP3 gen ifadesini arttirarak néronlarda nekroptotik
hiicre 6limiine neden oldugunu goéstermislerdir. OGD'yi takip eden RIP3 mRNA
diizeylerindeki artis, protein diizeyindeki artisa sebep olarak 24 saat sonra RIP3
protein diizeyinin kontrol grubuna goére 1.5 kat daha fazla artmasina neden
oldugunu ileri siirmiglerdir. Aym ¢alismada, global beyin iskemisi modelinde de
RIP3 gen ifadesinin arttigi, in vivo, gosterilmistir. (Vieira et al., 2014). Kanno ve
ark. farelerde omurilik yaralanmasi1 sonrasinda olusan néronal doku hasari ile

ilgili yaptiklar1 bir ¢alismada, RIP3 gen ifadesinin yarali omurilikteki cesitli
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noronal hiucrelerde arttigini  belirlemiglerdir. Ayrica bu calismada RIP3
1fadesindeki artisin hasar olusumundan ti¢ gliin sonra da devam ettigini belirterek,
bu artisin sebebinin ikincil néronal doku hasarindan kaynakli oldugunu one

sirmuslerdir (Kanno, Ozawa, Tateda, Yahata, & Itoi, 2015).

Beyin iskemi ve reperflizyon hasarinin tiimor nekroz faktér o reseproriil
(TNFR1I1) ve RIPK3 aktivasyonu uzerine etkilerinin arastirildigi bir calismada,
reperfiizyon siirecinde protein ifadesi artan RIPK 3 aktivitesinin apoptoz
inhibitora Z-VAD-fmk kullanimi sonucunda daha da yilikseldigi ve béylece RIPK3
aracili nekroptozun kaspazlarin inhibe edilmesi ile artirildig: belirlenmistir (Dong
et al., 2016). Nekroptozun hem in vivo hem de in vitro ¢calismalar ile incelendigi
bir makalede, OGD modelinde Z-VAD-fmk kullaniminin RIP1, RIP3 gen ifadelerini
artirdigr ve bu artisin RIPI1-RIP3-MLKL etkilesimlerini diizenledigi bildirilmistir
(Qu et al., 2016).

Calismamizda hem iki saatlik olusturulan iskemi hem de bu iskemiy1 takip
eden 24 saatlik reperfiizyon silireclerinde RIP3 gen ifadesinin arttigi, apoptoz
inhibitérii olan Z-VAD-fmk’nin intraperitoneal olarak kullaniminin I/R sonucunda

artan RIP3 gen ifadesini daha fazla arttirdig: belirlendi.

Yapilan c¢esitli calismalarda Panl kanalarinin noérotoksisite ile iligkisi
gosterilmis olmak ile birlikte (Bargiotas et al., 2011; Dvoriantchikova et al., 2012;
Makarenkova et al., 2018), glinimiize kadar yapilan ¢calismalarda Panl kanallar
ve RIP3 arasinda bir baglanti rapor edilmemistir. Calismamizda iki saatlik
iskeminin 1. saati ile 24 saatlik reperfiizyon siirecinin 5. saatinde intraperitoneal
olarak uygulanan Pan1 kanal inhibitéri olan probenecid, I/R siirecinde artan RIP3
gen ifadesini azaltti. Ayrica calismamizda Z-VAD-fmk ve probenecidin birlikte

kullaniminin RIP3 gen ifadesini en etkili sekilde azaltan yéntem oldugu belirlendi.
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5.2.5. MLKL gen ifadesi bulgularinin degerlendirilmesi

MLKL oligomerlerinin, TINF-a ve pan kaspaz inhibitori uygulamasi ile
olusturulan nekroptozda, fosfatidilserin asimetrisini bozarak, zarda Panl
kanallarin1 aktive ettigi tespit edilmistir (Douanne et al., 2019). Bu calisma,
nekroptoz sirasinda, Panl kanallarinin kiigiik ekstraselliiler vezikiillerin (EV)

salinimina neden olmak icin MLKL tarafindan etkilendigi belirlenmistir.

Travmatik beyin hasari modeli ile yapilan bir ¢calismada RIP1, RIP3 ve
MLKL gen ifadesi ve protein diizeylerinin kontrol ve sham gruplarina gore arttigi
belirlenmistir (Z.-M. Liu et al., 2018). Gegici fokal beyin iskemi olusturulan sicanlar
ile yapilan bir c¢alismada, RIP1, RIP3 ve MLKL mRNA dizeylerinin fokal
iskemiden 48 saat sonra belirgin bir sekilde artmis oldugu tespit edilmistir. (M.
Yang et al., 2017). OSA tikamasi ile olusturulan iskemi sonrasi farkli reperfiizyon
sureclerine maruz birakilan sican beyinleri tizerinde yapilan bir calismada, RIP3
ve MLKL gen ifadelerinin reperflizyon sonrasi 24 saate kadar arttigi belirlenmistir

(Nikseresht et al., 2019).

Calismamizda da literatiir bilgileri ile uyumlu olarak, iki saatlik iskemi ve bu
iskemiyi takip eden yirmi dort saatlik reperfiizyon silireclerinin MLKL gen

ifadesini arttirdigi belirlendi.

Nekroptozun hem in vivo hem de in vitro olarak incelendigi bir ¢calismada, Z-
VAD-fmk kullaniminin RIP1, RIP3 gen ifadelerini artarken MLKL gen ifadesinde
anlamli bir artis belirlenmedigi bildirilmistir (Qu et al., 2016).

Bu c¢alisma ile uyumlu olarak, bizim c¢alismamizda da Z-VAD-fmk

uygulamasinin MLKL gen ifadesini 6nemli diizeyde etkilemedigi belirlendi.

Calismamizda Panl kanal proteinlerinin nekroptoz tuzerindeki etkileri
arastirilmasi amaclanmis olup bu nedenden dolay1 Panl inhibisyonunun MLKL
gen ifadesine etkisi arastirilmistir. Bu konu ile iligkili bir literatire

ulagilamamistir. Calismamiz sonucunda Panl kanallarinin, probenecid ile inhibe
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edilmesi sonucunda I/R hasarinda artan MLKL gen ifadesinin azaldig belirlendi.
Ayrica, probenecidin tek bagina kullaniminin Z-VAD-fmk ile birlikte kullanimai ile
karsilastirilmasinda aralarinda istatistiksel olarak fark bulunmamasina ragmen
iki inhibitériin birlikte uygulanmasinin I/R hasarinda artan MLKL gen ifadesini

daha fazla azalttig1 belirlenmistir.
5.3. Beyin Dokularinda Protein Diizeylerinin Degerlendirilmesi

5.3.1. Kaspaz 3 protein diizeyinin degerlendirilmesi

Beyinde olusan iskemik dokuda eksitoksisite, periinfarkt depolarizasyon,
NMDA reseptorlerinin aktivasyonu, enflamatuvar mediyatorlerde artis,
ekstraselliller alanda K* konsantrasyonunun artmasi, endoplazmik retikulum
stresi, oksidatif stres, glutamat eksitotoksisitesi, DNA hasari ve kalsiyum akis1
gibi olusan ¢esitli faktorler nedeni ile hem intrinsik hem de ekstrinsik apoptoz
yolaklar1 aktive olur. Kaspaz 3 kaspaz 9 ve kaspaz 8 ile aktive edilen efektor
kaspazdir (Graham & Chen, 2001; Halonen, 2016; Huang et al., 2006; Iadecola &
Alexander, 2001; Tan et al., 2019).

Farkli beyin iskemi modelleri kullanilarak olusturulan deneysel
calismalarda, I/R hasarimin kanda ve beyin dokusunda kaspaz 3 protein diizeyini
attirdigr bildirilmektedir (He et al., 2019; Kam & Ferch, 2000; Kamisli et al., 2019;
Namura et al., 1998; W. R. Silverman et al., 2009; Tan et al., 2019; Wen et al., 2019;
T. Wu et al., 2019; Y.-L. Xie, Zhang, & Jing, 2018; F. Xu et al., 2019; W. Zhang &
Meng, 2019; Z. Zhang et al., 2019; S. Zhu et al., 2019).

Calismamizda literatiir bilgileri ile uyumlu olarak I/R hasarina bagh olarak
kaspaz 3 protein diizeyinin arttigr belirlendi. Ayrica iki saatlik iskeminin
olusturmus oldugu hasarin incelenmesi sonucunda kaspaz 3 protein diizeyinin 24
saat reperfiize edilmis dokudaki kaspaz 3 diizeyine goére daha disiik oldugu

belirlendi. Bu farkin sebebinin iskemi sonrasinda kan akisinin normale déonmesi
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ile ortamda olugan noétrofil gocti ve ROT artis1 gibi gesitli faktorler tarafindan doku

hasarinin artmasi ve apoptoz yolaklarinin aktive edilmesi oldugu kanaati olustu.

Deneysel olarak olugturulan hem global hem de fokal I/R modellerinde genis
spektrumlu kaspaz inhibitéri olan Z-VAD-fmk’nin noéroprotektif etkilerinin
arastirildig cesitli calismalarda Z-VAD-fmk kullaniminin kaspaz 3 ifadesi ve buna
bagli olarak da protein diizeyini azalttig: bildirilmistir (J. Chen et al., 1998; Endres
et al., 1998; Hara et al., 1997; Namura et al., 1998).

Calismamizda iskeminin 1. ve reperfiizyonun 5. saatinde uyguladigimiz Z-
VAD-fmk’'nin I/R sonrasinda beyin dokusunda artan kaspaz 3 protein diizeyini

azalttig1 belirlendi.

Sepsis ile iligkili ensefalopati (SAE) modeli ile yapilan bir ¢alismada, sepsisin
indiklenmesinde itibaren ilk on iki saat igerisinde hippokampal alanda Panl 'in
protein diizeyinin artmaya basladig1 ve bu durumun yirmi doért saat igerisinde
kaspaz 3 ve sitokrom c dizeyini arttirdigr belirlenmistir (Z. Zhang et al., 2019).
Perinatal global iskemi ile ilgili yapilan bir ¢alismada Panl inhibitéri olan
karbenoksolon kullaniminin kaspaz 3 ifadesini ve protein aktivitesini azalttig:
belirtilmistir (Pina-Benabou et al., 2005). Ayrica yapilan ¢esitli calismalarda Pan I
kanallarinin hem karbenoksolon hem de probenecid ile inhibisyonunun, cesitli
modellerle olusturulan I/R hasarinda kaspaz 3 protein dizeyini azalttig

bildirilmektedir (Jackson et al., 2014; L. Zhou et al., 2018).

Bizim olusturdugumuz I/R modelinde, literatiir ile uyumlu olarak, iskeminin
birinci saatinde ve reperfliizyonun 5. saatinde Panl inhibitérii olan probenecid

uygulamas I/R hasar sonucunda artan kaspaz 3 protein diizeyini azaltmigtir.

Yapilan literatiir taramalari sonucunda beyin iskemi reperfiizyonunda hem
probenecid hem de Z-VAD-fmk'nin birlikte kullanmildigi bir c¢alismaya
ulagilamamagtir. Calismamazda iki inhibitériin birlikte kullaniminin inhibitérlerin

Z-VAD-fmk’'nin tek basina uygulanisi ile aym etkiye sahip oldugu belirlendi.
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Kaspaz 3 protein diizeyi ile ilgili elde edilen sonuclarimiz kaspaz 3 gen ifadesi

sonuclarimizla uyum gosterdigi belirlendi.

5.3.2. Kaspaz 8 protein diizeyinin degerlendirilmesi

Kaspaz 8 hiicrelerde farkli rollere sahiptir. Kaspaz 8 proteinin ortamda
bulunmasi nekroptozu baskilayarak hiicrelerin apoptoza girisini saglayabilir ya da
NF-kB sinyal yolaginin aktivasyonunu saglayarak hiicrenin hayatta kalmasi i¢cin
gerekli faktorlerin aktivasyonunda rol alabilir (Kataoka & Tschopp, 2004; Oberst
& Green, 2011; Salvesen & Walsh, 2014; X. Shen et al., 2018). Ayrica kaspaz 8
nekroptoz icin diizenleyici bir role sahip olup, inhibisyonu ile nekroptozu tetikler

(X. Shen et al., 2018)

Rodhe ve ark. larinin hem deneysel olarak farelerde uyguladiklar1 OSA
tikanmas1 modeli ile olusturduklar: I/R hasar1 dokular ile yaptiklar: calismalar
hem de inme ge¢irmis insanlardan elde ettikleri beyin dokular: ile yaptiklar
calismalar iskemi sonrasinda belirgin bir enflamatuvar yanitin gelistigini ve
bunun hiicre 6limiini arttirdigini géstermektedir. Bu ¢alismada iskemik inme
hastalarindan elde edilen post-mortem dokularda kaspaz 8 ve kaspaz 3 protein
diizeyinin arttigi in vivo olarak gosterilmigtir. Ayni sekilde farelerde uygulanan
iskemi sonucunda, iskemik perifark alanminda kaspaz 8 ve kaspaz 3 protein
diizeylerinin arttigr da ayni calismada ifade edilmektedir (Rodhe et al., 2016).
Kaspaz 6 ve kaspaz 8 genlerinin retinal iskemi ve fokal beyin iskemisi tizerinde
etkilerinin arastirildigi bir calismada, her iki iskemi modeli sonrasinda dokularda
kaspaz 6 ve kaspaz 8 protein diizeylerinde artis belirlenmigtir. Ayrica bu ¢alismada
kaspaz inhibitorlerinin kullaniminin iskemik hasar sonucunda artan protein
diizeylerinde azalmaya neden olarak serebral ve retinal enfarktiisiin néropatolojik
sonuc¢larini hafiflettigi belirtilmektedir (Shabanzadeh, D'onofrio, Monnier, &
Koeberle, 2015). Deneysel olarak olugturulan farkl beyin I/R modelleri ile yapilan
cesitli calismalarda kaspas 8 protein diizeyinin iskemi ile birlikte artmaya
bagladig1 ve Z-VAD-fmk uygulamasinin kaspas 8 protein diizeyini azalttig:
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bildirilmistir (Krupinski et al., 2000; Lietzau et al., 2009; X. Shen et al., 2018;
Velier et al., 1999).

Calismamizda hem iki saatlik iskemik silire¢ ve hem de 24 saatlik reperfiizyon
stireglerinde kaspaz 8 protein diizeyinin arttigi belirlendi. Apoptoz inhibit6éri olan
Z-VAD-fmk uygulamasinin, literatir bilgilerinde de ifade edildigi gibi, artan

kaspaz 8 protein diizeyini azalttig1 belirlendi.

Yakin zamanda yapilan bir calismada kaspaz &8'1in ekstrinsik apoptoz
sirasinda  Panl kanallarim aktive ederek NLRP3 inflamazom yolaginin
aktivasyonunda rol aldigim ileri siirmektedir (Lee & Kang, 2019). Fakat Panl
kanalarimin kaspaz 8 protein diizeyi ile iligkili bir literatiire ulagilamamistir.
Calismamizda Panl inhibitériic olan probenecid uygulamasinin iskemi
reperflizyonda artan kaspaz 8 protein diizeyini azalttigi, bunun yaninda Z-VAD-
fmk ve probenecidin birlikte kullanilmasinin kaspaz 8 protein diizeyini daha da

fazla diistirdigi belirlendi.

5.3.3. RIPK1 protein diizeyinin degerlendirilmesi

RIPK]1 hicrelerin maruz kaldig1 cgesitli stres faktorlerine baghh olarak
hiicreleri 6lim ya da yasam yolaklarina yonlendiren bir proteindir. RIPKI, karar
asamasinda, hiicre tipine baglh olarak, NF-xB, MAPK, apoptoz veya nekroptozun
aktivasyonunu saglar. Aktive edilmis RIPK]I, hiicre 6limi i¢in apoptoza aracilik
etmek tizere FADD ve kaspaz 8 ile etkilesime girerek RIPK1 bagimli apoptozu
tetikler. Buna karsili nekroptozun olusmasi i¢in RIPKS ile etkilesime girer (Choi
et al., 2019; Festjens, Berghe, Cornelis, & Vandenabeele, 2007; Grootjans et al.,
2017; X. Li et al., 2019; Y. Liu et al., 2019; Shan et al., 2018; Yuan et al., 2019; F.
Zhu et al., 2019).

OGD ile olusturulan iskemide nekroptoz yolaginin incelenmesinde, model
olusumundan 24 sonra RIPK1 protein diizeyinin arttigi belirlenmigtir (Vieira et

al., 2014). Ni ve ark. larinin siganlarda OSA tikanmasi yontemi ile in vivo hem de
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OGD yontemi in vitro olarak olusturduklarn I/R c¢alismalarinda, reperfiizyon
hasarimin iskemik korteks, néronlar ve astrositlerde RIPKI, RIPK3 protein
diizeylerini arttirdigini ve bu artisin RIPKI1-RIPK3 kompleksinin olusumunu
uyardigini belirlemiglerdir (Ni et al., 2018). Protein ifadesinin belirlendigi
calismada, intraserebral kanama sonrasinda beyin dokularindaki RIPKI, RIPKS3,
MLKL ve kaspaz 8 protein ifadesinin arttigir gézlenmistir (H. Shen et al., 2017).
Deng ve ark. larimin sicanlarda tek tarafli gecici fokal beyin iskemi modeli ile
yaptiklar: bir calismada, 24 saatlik reperfiizyon siireci sonrasinda inceledikleri
beyin dokularinda iskemik alandaki RIPKI'in protein ifadesinin sham grubu
dokularina ve aym orneklerin kontralateral alanlarina kiyasla anlaml sekilde
arttigi belirlenmistir (Deng et al., 2019). Ligustroflavonun iskemik inmeden sonra
sican beynindeki nekroptoz tizerindeki etkilerinin arastirildigr bir ¢calismada, iki
saatlik orta serebral arter tikanmasi ile olusturulan iskemi ve yirmi dort saatlik
reperflizyon uygulanan sicanlarda RIPKI1, RIPK3 ve MLKL/p-MLKL protein
diizeylerinin sham grubuna gore arttigi belirlenmistir (Y.-Y. Zhang et al., 2019).

Calismamizda olusturdugumuz I/R modelinde literatiir bilgilerine uygun

olarak, iskemi ve I/R siireclerinin RIPK1 protein diizeyini arttig1 belirlendi.

RIPKI'in nekroptozu baslatabilmesi i¢in proteolitik kesiminin engellenmesi
gerekmektedir. Yapilan cesitli calismalarda kaspaz 8 inhibisyonunun hiicrelerde
RIPK1 wyikiminin engellenmesi ile nekroptoz yolaklarinin aktive oldugu
bildirilmistir. Ayrica bir pan kaspaz inhibitéri olan Z-VAD-fmknin I/R siirecinde
kullanilmasinin kaspaz 81 inhibe ederek RIP1 gen ifadesini ve protein diizeyini
arttirarak nekroptozu tetikledigi gosterilmistir (Berghe et al., 2014; W. W. Chen et
al., 2012; Lin et al., 1999; Linkermann et al., 2012; Martinet et al., 2006; Qu et al.,
2016; Vandenabeele et al., 2006).

Calismamizda iskeminin birinci saatinde ve reperflizyonun 5. saatinde Z-
VAD-fmk'nin intraperitoneal olarak uygulanmasinin, I/R siirecinde artan RIPK1

protein diizeyinin kaspaz 81in inhibe edilmesi ile daha fazla arttirdig: belirlendi.
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Calismamizda Panl inhibitéri olan probenecidin tek basina kullaniminin
beyin I/R siirecinde artan RIPK1 protein diizeyinin azalmasina neden oldugu tespit
edildi. Z-VAD-fmk ve probenecidin birlikte kullanilmas: I/R siirecinde artan RIPI
protein diizeyini 6nemli 6l¢lide azaltarak olusan doku hasarinin gerilemesine
neden oldugu belirlendi. Yapilan literatiir taramasi1 sonucunda probenecid
uygulamasinin ve her iki inhibitérin birlikte kullanimi ile ilgili olarak RIPKI1

protein diizey1 tizerine etkilerinin arastirildig: bir calismaya ulasilamamistir.

5.3.4. RIPK3 protein diizeyinin degerlendirilmesi

RIPK3 hem RIPK] ile etkilesime girerek hem de RIPKI’den bagimsiz olarak
nekroptozun olusmasinda, yine MLKL’yi aktive ederek, MLKLnin sitoplazmadan
hiicre zarina tasinmasina sebep olarak, nekroptozun ilerlemesinde goérev alir.
(Kaiser et al., 2013; Nikseresht et al., 2019; Upton et al., 2012; Vanlangenakker et
al., 2011).

Yang ve ark. lar1 fokal iskemiden 48 saat sonra RIP1, RIP3 ve MLKL mRNA
diizeyleri belirgin gekilde arttigini tespit etmislerdir (M. Yang et al., 2017). OSA
tikamasi ile olusturulan iskemi sonrasi 6, 12 ve 24 saat olmak tzere farkl
reperfiizyon siireclerine maruz birakilan sican beyinleri tzerinde yapilan bir
calismada, RIP3 ve MLKL gen ifadelerinin reperfiizyon sonrasi1 24 saate kadar
arttigr1 belirlenmistir (Nikseresht et al., 2019). Vieira ve ark. yaptiklar1 bir
calismada, iskemik hasarin RIP3 gen ifadesini arttirarak noéronlarda nekroptotik
hiicre 6limine neden oldugu gosterilmistir. OGD'yi takip eden RIP3 mRNA
diizeylerindeki artis protein diizeyindeki artisa sebep olarak 24 saat sonra RIPK3
protein diizeyinin kontrol grubuna gére 1.5 kat attigi belirlenmigtir. Aym
calismada ikinci bolim olan global beyin iskemisi modelinde de RIP3 gen

ifadesinin arttig1 in vivo olarak gosterilmistir. (Vieira et al., 2014)..

Beyin iskemi ve reperflizyon hasarinin tiimor nekroz faktér o reseproriil

(TNFR1I1) ve RIPK3 aktivasyonu tuzerine etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada,
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reperflizyon siirecinde protein ifadesi artan RIPK 3in apoptoz inhibitori Z-VAD-
fmk kullanimi sonucunda daha da fazla ylikseldigi ve boylece RIPKS3 aracili
nekroptozun kaspazlarin inhibe edilmesi ile artirildigi belirlenmistir (Dong et al.,
2016). Nekroptozun hem in vivo hem de in vitro ¢caligmalar ile incelendigi bir
makalede, OGD modelinde Z-VAD-fmk kullanimimin RIP1, RIP3 gen ifadelerinin
artirdign ve bu artigin RIPKI-RIPK3-MLKL etkilesimlerini diizenledigi
bildirilmistir (Qu et al., 2016).

Calismamizda hem iki saatlik olusturulan iskemi hem de bu iskemiyi takip
eden 24 saatlik reperfiizyon siire¢lerinde RIPKS3 protein diizeyinin arttigi, apoptoz
inhibitéri olan Z-VAD-fmk’nin intraperitoneal olarak kullaniminin I/R sonucunda

artan RIPKS3 protein dizeyini daha fazla arttirdig: belirlendi.

Yapilan cesitli calismalarda Panl kanalarinin noérotoksisite ile iligkisi
gosterilmis olmak ile birlikte (Bargiotas et al., 2011; Dvoriantchikova et al., 2012;
Makarenkova et al., 2018), giintimiize kadar yapilan calismalarda Panl kanallar:
ve RIPKS3 arasinda bir baglant1 rapor edilmemistir. Calismamizda iki saatlik
iskeminin 1. saati ile 24 saatlik reperfliizyon siirecinin 5. saatinde intraperitoneal
olarak uygulanan Panl kanal inhibitérii olan probenecid I/R siirecinde artan
RIPK3 diizeyini azaltmustir. Ilaveten Z-VAD-fmk ve probenecidin Dbirlikte
kullaniminin RIPK3 diizeyini daha da distirdigi belirlendi.

5.3.5. MLKL protein diizeyinin degerlendirilmesi

Programlanmis bir hiicre 6liim siireci olan nekroptozda anahtar rol oynayan
MLKL, RIPKS3 tarafindan fosforlanarak aktif hale gecer. MLKL, oligomerizasyonu
sonrasinda plazma zarina yerleserek nekroptozun gercgeklestirilmesinde gorev alir
(Gong et al., 2017; Lee & Kang, 2019; Weber et al., 2018; Y. Xu et al., 2018; Yoon
et al., 2017).

Travmatik beyin hasar1 modeli ile yapilan bir ¢calismada RIP1, RIP3 ve

MLKL gen ifadeleri ve protein diizeylerinin kontrol ve sham gruplarina gore arttig:
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belirlenmistir (Z.-M. Liu et al., 2018). Farkli beyin I/R modelleri ile yapilan cesitli
calismalarda, olusan noéronal nekroptoz siirecinde fosforlanarak aktif hale gelen
RIPK] protein dizeyindeki artisin, RIPK3, MLKL ve p-MLKL protein diizeylerinin
yikselmesine neden oldugu belirlenmistir (Deng et al., 2019; J. Li et al., 2019;
Nikseresht et al., 2019; Y. Zhou et al., 2017).

Calismamizda da literatiir bilgileri ile uyumlu olarak, iki saatlik iskemi ve bu
1iskemiyi takip eden yirmi dort saatlik reperfiizyon siireclerinde MLKL protein

diizeyinin arttig: belirlendi.

I/R siirecinde olusan nekroptozun hem in vivo hem de in vitro olarak
incelendigi cesitli calismalarda Z-VAD-fmk kullammimin I/R siirecinde artan
MLKL protein diizeyi uzerinde bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir (Qu et al.,
2016; X.-S. Yang et al., 2017). Bu literatiirde elde edilen sonuglara zit olarak,
yapilan bir calismada ise, makrofajlarin aktive edilmesi sonucunda nekroptozda
rol alan MLKL diizeyinin arttig1 ve Z-VAD-fmk uygulamasinin hem artan MLKL
diizeyinin daha fazla artmasini sagladign hem de p-MLKL dizeyini arttirdig:
belirlenmistir (Koike, Hanatani, & Fujimori, 2019).

Calismamizda da iskeminin birinci saati ile reperfiizyonun besinci saatinde
Z-VAD-fmk uygulamasi MLKL gen ifadesinde istatistiksel olarak 6nemsiz olmak
ile beraber hafif bir artisa neden olmak ile birlikte, MLKL protein diizeyinde

onemli diizeyde artisa neden oldu.

Calismamizda Panl kanal proteinlerinin nekroptoz tuzerindeki etkileri
arastirilmasi amacglanmis olup bu nedenden dolayr Panl kanal proteinlerinin
probenecid ile engellenmesinin MLKL protein diizeyine etkisi arastirilmigtir. Bu
konu ile iligkili bir literatiire ulagilamamistir. Calismamizda Panl kanallarinin
probenecid ile inhibe edilmesi sonucunda I/R hasarinda artan MLKL protein
diizeyinin azaldigi belirlendi. Calismamizda ayrica probenecidin tek basina
kullaniminin, Z-VAD-fmk ile birlikte kullanimi ile karsilastirilmasinda aralarinda
istatistiksel olarak fark bulunmamasina ragmen iki inhibitorin birlikte
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uygulanmasinin I/R hasarinda artan MLKL protein diizeyini daha fazla azalttig

belirlendi.

5.3.6. TNF-a protein diizeyinin degerlendirilmesi

TNF-a inflamasyon, doku hasari ve hiicre 6limiinde énemli bir role sahip olan
bir pleiotropik sitokindir. Ayrica Bcl-2 gibi anti-apoptotik genlerin ifadesini
uyararak NF-«B yoluyla apoptozu inhibe edebilir. TNFRI'\n TNF-a ile aktivasyonu
hem apoptoz hem de nekroptoz ile sonuglanabilir (Dondelinger et al., 2015; Y. Liu
et al., 2019).

Kamigh ve ark. nin sodyum kanal inhibitoérlerinin global iskemi tizerindeki
etkilerini arastirdiklari calismada, I/R hasarimin kaspaz 3, kaspaz 8 ve TNF-a
protein diizeylerini arttirdigy belirlenmistir (Kamisli et al., 2019). Beyin I/R
hasarinda karyofilenin nekroptotik noéronal 6liim ve inflamasyon yolaklar: tizerine
etkilerinin arastirildigr bir ¢alismada iskemi ve bunu takip eden reperfiizyon
stirecinin farelerin beyin dokularinda TNF-a ve IL-1f protein diizeylerini sham
grubuna kiyasla arttigi belirtilmistir (M. Yang et al., 2017). Herrison ve ark.
yaptiklar: bir calismada, TNF-a gen ifadesinin I/R siirecinin ilk alt1 saatinde hizh
bir sekilde arttig1 ve bu artisin 24 saate kadar devam ederek protein diizeyinde de
kendini gosterdigini belirlemislerdir (Harrison et al., 2000). Kumar ve ark.larinin
global iskemi modeli ile yaptiklari calismada 7TNF-a protein diizeyinin arttigi
immiunohistokimyasal boyama yontemi ile belirlenmistir (Kumar et al., 2019).
Vieira ve ark.larinin hiicre kultira ile yaptiklar1 ¢alismada oksijen-glikoz
mahrumiyeti (OGD) ile tetikledikleri hiicre 6limiinin, TINF-a inhibisyonu ile
azaldigini belirleyerek, OGD'ye maruz kalan néronlarda 6liim reseptorlerinin hem
ekstrinsik apoptoza hem de nekroptoza sebep oldugunu goéstermislerdir (Vieira et

al., 2014).
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Calismamizda literatiir bilgileri ile uyumlu olarak beyin dokusunda iki
saatlik iskemi stirecinde TNF-a protein diizeyinin artmaya basladigi ve 24 saatlik

reperfiizyon siirecinde bu artisin devam ettigi belirlendi.

TNF-a'nin otokrin tiretimi ile iligkili yapilan bir ¢calismada, Z-VAD-fmk ile
kaspazlarin inhibisyonunun TNF-a mRNA gen ifadesi ve protein diizeyini
arttirdigi, bu sayede nekroptozun uyarildigi belirtilmistir (Y. Wu et al., 2011).
Sicanlarda endotoksin 1ile olusturulan sepsis modeli tzerinde kaspaz
inhibisyonunun kalp disfonksiyonunda etkilerinin arastirildigi bir calismada,
genis spektrumlu kaspaz inhibitéri olan Z-VAD-fmk kullaniminin endotoksin
kaynakli kaspaz aktivitelerindeki (kaspaz 3, 8 ve 9) artis1 onledigi fakat bu
inhibitérin IL-18, TNF-a, ve IL-6 sitokin diizeylerini etkilemedigi belirtilmigtir
(Neviere, Fauvel, Chopin, Formstecher, & Marchetti, 2001).

Bizim calismamizda da kontrol grubuna gore ki saatlik iskemi ve 24 saatlik
reperflizyon slirecinde T'NF-a diizeyi ylikselmis olup, Z-VAD-fmk’nin kullanimi bu
yikselis devam etmigtir. Dolayisiyla I/R hasari iizerine Z-VAD-fmk 7TNF-a

diizeyinde 6nemli bir etki olugturmamaistir.

Zhang ve ark. larimin fareler lzerinde olusturduklar1 sepsis ile iligkili
ensefalopati (SAE) modeli tuzerinde probenecidin etkilerini arastirdiklar:
calismada beyin érneklerindeki TNF-a, IL-6 ve IL-1 protein diizeylerinin septik
yaralanmadan 48 saat sonra hippokampiiste yiikseldigi, ancak bu diizeylerin
probenecid 1ile tedavi edilen septik farelerin hippokampiisiinde azaldig:
saptanmigtir (Z. Zhang et al., 2019). Panl kanallar1 ile bagka literatiirlere
ulasilamamis olmak ile birlikte, calismamizda elde edilen sonuclar literatiir
bilgilerinde de ifade edildigi gibi iskeminin 1. saati ile reperfiizyonun 5. saatinde
probenecidin intraperitoneal uygulamasi I/R sitirecinde artan TNF-a protein

diizeyini azaltmistir.

Yaptigimiz calismada beyin dokularinda TNF-a protein diizeyini en etkili
sekilde azaltarak I/R hasarinda olusan inflamasyonu inhibe eden uygulamanin
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hem apoptoz inhibitéri (Z-VAD-fmk) hem de Panl inhibitérinin (probenecid)
birlikte uygulanmasi oldugu belirlenmistir. Bu konu ile iligkili bir literatiire

ulagilamamistir.

5.3.7. PARP protein diizeyinin degerlendirilmesi

Iskemik siirecte, kan akigimin bozulmasi cesitli biyolojik ve morfolojik
stireclerin aktive olmasim saglar. Iskemik alanda oksijen azliginin, zamanla enerji
dengesini de bozmaya baglar. Beyinde iskemi ve reperfiizyon hasarinda oksidatif
stres 6nemli bir hasar olusum mekanizmasi olup; proteinler, lipitler ve DNA dahil
olmak tizere hiicre bilegenlerine zarar veren ROT ve reaktif azot tilirlerinin
uretilmesi nedeni ile bu stres daha da artar. Tim bu doku hasarlar: hiicre 6liimiine
neden olan molekiiler sureclerin tetiklenmesine sebep olur (Ashe & Berry, 2003; P.
Li et al., 2018; Lietzau et al., 2009) Beyin iskemi reperfiizyon stirecinde olusan
cesitll metabolik degisimler ozellikle de oksidatif stresin artmasi sonucunda
DNA’da hasarlarin olusmasi, poli-(ADP-riboz) polimeraz (PARP) proteinin
aktivasyonuna neden olur. PARP, DNA hasarini tamir etmeye basladiginda,
hiicrenin NAD ve ATP'sini tiiketerek hiicrenin 6liim siirecine girmesini saglar
(Boulares et al., 1999). Bununla birlikte PARP aktivasyonunun saglanamamasi ve
oksidatif stres artis1 gibi durumlarda, DNA’da onarim olamadigindan dolayi, DNA
hasari, hiicre apoptozu indiikleyen ¢oklu 6liim 6ncesi sinyal stireglerini tetikler (P.

Liet al., 2018).

Sicanlarda OSA tikanmasi1 ile olusturulan beyin iskemi reperfiizyon
hasarinda pikrosidelin kaspaz 3 ve PARP protein diizeyine etkisinin arastirildigi
bir calismada, kaspaz 3 ve PARP protein ifadesinin iki saatlik iskemi ve 22 saatlik
reperflizyon siurecinde arttigi belirlenmistir (Qin, Guo, Zhen, & Xinying, 2010).
Erkek sicanlarda OSA tikanmasi yontemiyle olusturulan beyin iskemi reperfiizyon
modeli ile yapilan bir ¢alismada, iskemi reperfliizyon hasarinin PARP protein

diizeyini arttirdigr gosterilmistir (L. Chen et al., 2019; R. Zhang et al., 2015).
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Calismamizda da literatiir bilgileri ile uyumlu olarak, iki saatlik iskemik
strecte ve bu iskemik siireci takip eden 24 saatlik reperfiizyon siirecinde PARP

protein diizeyinin arttig1 belirlendi.

Beyin iskemi reperfiizyon siirecinde PARP hiicrelerde kaspazlar veya
katepsinler gibi cesitli enzimleri tarafindan kesilmesi ile inaktive edilebilir. Bu
kesim sonucunda olusan parcalarin buytikligi kesimde hangi enzimin gorev aldig:
ve hangi hiicre 6lim yolunun aktive oldugunu belirlemede kullanilir. PARP'1n
kaspaz-3 ile kesimi, PARP" etkisiz hale getirme mekanizmasindan birisi olup bu
sayede apoptoz sirasinda gerekli olan hiicre enerji depolari korunur. (Besson, 2009;
P. Li et al., 2018; R. Zhang et al., 2015). bir pan kaspaz inhibitéra olan Z-VAD-
fmk'nin ayni zamanda katepsinler ve kalpeinleri de inhibe etme o6zelligi
bulunmaktadir (W. Wu, Liu, & Li, 2012). Noéronal apoptozda Z-VAD-fmk ve PARP
inhibitérinin birlikte kullanilmasinin etkilerinin arastirildigi bir calismada,
PARP kesiminin kaspaz 3Uin Z-VAD-fmk ile inhibisyonundan etkilenmedigi
belirlenmistir (Yap, Tan, Ng, & Ng, 2008). Zhao ve ark. larmin yaptiklari
calismada ise pan kaspaz inhibitériintin kullanilmasinin sonucunda aktif PARP,
kaspaz 3 ve AIF diizeyinin dustigliini belirlemislerdir (Zhao, Li, Hou, Jin, & Zhang,
2019). Kim ve ark. lar1 yaptiklar: bir calismada, Z-VAD-fmk inhibitért kullanimi
sonucunda  kaspaz aktivitesinin engellenmesinin PARP protein diizeyini

azalttigim gostermiglerdir (S. K. Kim et al., 2015).

Calismamizda apoptoz inhibitéri olan Z-VAD-fmk’nin intraperitoneal olarak

kullaniminin I/R sonucunda artan PARP diizeyini azalttig:1 belirlendi.

Yapilan literatir taramalarinda probenecid ve PARP proteinini ile ilgili
literatiirlere ulasilamamis olmakla birlikte, farkli bir Panl kanal inhibitora olan
karbenoksolon kullanilarak yapilan bir calismada, , Panl kanallarinin kullanilan
inhibitor sayesinde kapatilmasi ile hiicre disindan NAD* aliminin kisitlanmasinin
PARP aktivasyonunu ve buna baghh olarak da PARP aracili hiicre 6liminti

azalttig1 belirlenmistir (Okuda, Nishida, Higashi, & Nagasawa, 2013).
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Calismamizda da karbenoksolon ve PARP iligkisini belirten literatiire uygun
olarak, iskemi siirecinin birinci ve reperflizyon siirecinin besinci saatinde
intraperitoneal olarak uygulanan probenecidin I/R siirecinde artan PARP diizeyini

azalttig1 belirlenmigtir.

Yaptigimiz calismada beyinde olusturulan I/R hasarinda PARP protein
diizeyini en etkili sekilde azaltan uygulamanin pan kaspaz inhibitora Z-VAD-fmk
ve Panl protein/ Panl kanal inhibitori olan probenecidin birlikte uygulamasi
oldugu belirlenmigtir. Yapilan literatir taramalarinda bu iki inhibitoriin es

zamanli kullanilmasi ile ilgili bilgiye ulagilamamaistir.
5.4. Histolojik Bulgularin Degerlendirilmesi

Cesitli calismalarda iskemi reperflizyona maruz kalan dokulardaki
hasarlarin incelenmesi amaci ile H&E boyamalar1 yapilmistir. Yang ve ark. larinin
in vivo olarak yaptiklari calismada, sham grubundaki dokulardaki hiicre
yapilarinin bozulmadig, diizenli hiicre yapisi gosterdigi belirlenirken, I/R grubu
dokularindaki hiicrelerden elde ettikleri goriintilerde hiicrelerin patolojik
degisimler gosterdigi belirlenmistir. Bu grupta intact, hiicre dis1 ¢ekirdekler ile
nekrotik hiicreler; hiicre icerisinde yogunlagsmis ve parcalanmis cekirdekler ile
apoptotik hiicreler belirlenmistir. Calismalarinda elde ettikleri sonuglar1 elektron
mikroskobisi ile destekleyerek I/R hasarinda nekroptotik hiicrelerin apoptotik
hiicrelerden daha fazla oldugunu vurgulamiglardir (M. Yang et al.,, 2017).
Olusturulan global beyin iskemi modeli ile yapilan bir calismada H&E boyama
yontemi ile enfarkt alan incelenerek, bu dokularda vakuolizasyon, kii¢iik ¢cekirdek
ve parcalanmig sitoblast yapr gosteren deformasyonlar oldugu belirlenmigtir
(Kumar et al., 2019). LPS tedavisinin I/R hasar: tizerindeki etkisinin arastirildig:
bir calismada, H&E boyamasi sonucunda noéron hiicrelerinin, kontrol grubunda
net siirlar ve saglam cekirdekler ile diizenli yap: gésterdikleri belirlenirken, I/R
grubundaki noronal hiicrelerin sinirlarinin bozuk oldugu ve daha az gorinir

cekirdegi ile diizensiz yapi gosterdikleri belirlendi (He et al., 2019). Antiviral bir
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madde olan germacronun beyin iskemi ve reperfiizyon hasarinda etkilerinin
arastirildig: bir calismada, sham grubunda bulunan néronlarin diizgiin bir sekilde
sirali ve yapilarinin bozulmamis oldugu belirlenirken, I/R grubunda kiigiik,
parcalanmis noron ¢ekirdekleri ile diizensiz noron dizileri gézlenmistir (T. Wu et

al., 2019).

Calismamizda da literatiirlerde belirtildigi gibi, K grubuna ait sigan
beyinlerinde normal gériiniimli noronlar ve glial hiicreler gézlendi. Calismamizda
iki saatlik iskemi sonucunda dokularda kortikal alanda hasar ve cok sayida
nekrotik hiicre yapilarinin olugtugu belirlendi. Iskemik siireci takip eden 24 saatlik
reperfiizyon siirecinde agir vaskiiler kongesyon ve nekrotik hiicre hasarinin yam
sira, iki saatlik iskemik silirece gore agir hasarh apoptotik hiicre ylizdesinin arttig:

belirlendi.

Fokal beyin iskemisi-reperfiizyon hasarina maruz kalan sicanlarda RIPKS3
aracili nekroptozun arastirildigi bir calismada yapilan H&E boyama sonucunda Z-
VAD-fmk uygulamasinin I/R siirecinde artan hasardan daha fazla olacak sekilde
noranal vakuolizasyonu arttirdigi ve piknotik ¢ekirdekli nekrotik hiicre sayisinin

arttig1 gosterilmigtir (Dong et al., 2016).

Calismamizda da literatiir bilgisi i1le uyumlu olarak, Z-VAD-fmk
uygulamasinin beyinde olusan iskemi ve reperfiizyon siirecinde artan apoptotik
hiicre sayisini1 azalttigl, fakat dokularda kortikal alanda normal néronlar yaninda

¢ok sayida nekrotik hiicre bulundugu belirlendi.

Calismamizda Panl kanalarini bloke eden probenecid uygulamasinin beyin
dokularinda iskemi ve reperflizyon siirecinde artan agir hasarli apoptotik hiicre
sayisin1 ve agir hasarli nekrotik hiicre sayisimi azalttigi belirlendi. Ayrica hem
probenecidin hem de Z-VAD-fmk birlikte kullamiminin dokularda I/R hasar
sonucunda olusan hem agir hasarli apoptotik hiicre hem de agir hasarh

nekroptotik hiicre yiizdesini es zamanl olarak azalttigi belirlendi. Histolojik
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olarak elde ettigimiz bu sonuclarimiz yaptigimiz protein diizeyi ve gen ifadesi

bulgularimizla uyumlu olup sonuc¢larimizi desteklemektedir.

5.5. Immiinohistokimyasal Calisma Bulgularinin

Degerlendirilmesi

5.5.1. Kaspaz 3 antikoru ile immiinohistokimyasal ¢calisma sonuc¢larinin

degerlendirilmesi

Global iskemi modeli ile yapilan bir calismada, kaspaz 3 antikoru ile yapilan
immiunohistokimyasal calismada, iskemi grubunda pozitif isaretlenmis hiicre
oraninin  sham ve pozitif kontrol gruplarina kiyasla daha fazla oldugu
bildirilmistir (Kumar et al., 2019). Beyin I/R hasari ile yapilan c¢esitli calismalarda,
iskemi reperfiizyon slrecinin kaspaz 38 protein dizeyini arttirarak kaspaz 3
antikoru ile igaretlenen hiicre sayisini arttigi bildirilmistir (Chaitanya & Babu,
2009; Krajewska et al., 2011; J. Li, Han, Ma, & Qi, 2010; Ozbal et al., 2008). Yapilan
calismalarda bu siireclerde uygulanan pan kaspaz inhibitori olan Z-VAD-fmk’nin
kaspaz Sin katalitik bolgesine baglanarak, I/R hasarinda artan kaspaz 3 protein
diizeyini ve kaspaz 3 antikoru ile isaretlenen hiicre sayisini azalttigr ileri

surilmustir (Han et al., 2002; Park et al., 2004).

Panl proteinleri ve inhibitorleri ile yapilan cesitli calismalarda, Panl kanal
proteinlerinin inhibisyonu sayesinde kaspaz 3 aktivasyonunu engellendigi ve
boylece néronal hiicre 6liminin azaldig: belirtilmistir (Jackson et al., 2014; Pina-

Benabou et al., 2005; L. Zhou et al., 2018).

Calismamizda kaspaz 3 diizeyinin I/R siirecinde en yiiksek diizeye ulastig1 ve
pan kaspaz inhibitértinin kullanildigi ZVAD ve ZP gruplarinda kontrol grubuna
en yakin kaspaz 3 diizeyine ulastigi belirlendi. Elde ettigimiz
immiunohistokimyasal ¢alismalarimiz, hem kaspaz 3 gen ifadesi hem de protein

diizeyi ile uyumluluk gostermektedir.
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5.5.2. Kaspaz 8 antikoru ile immiinohistokimyasal calisma sonuglarinin

degerlendirilmesi

Immiinohistokimyasal olarak yapilan calismalarda beyin iskemi reperfiizyon
stirecinde, apoptotik yolaklarda 6nemli bir rol oynayan kaspaz 8 diizeyinin arttigi
belirtilirken  (Harrison et al., 2001; Morita-Fujimura et al., 2001), kaspaz
inhibitorlerinin kullanilmasinin iskemi siirecinde artan kaspaz 8 protein diizeyini

azalttigr bildirilmistir (Krupinski et al., 2000).

Calismamizda kaspaz 8 antikoru kullanilarak yapilan immiinohistokimyasal
degerlendirmeler sonucunda kaspaz 8 protein diizeyinin I/R siirecinde en yiiksek
diizeye ulastig1 ve pan kaspaz inhibitérinin kullanildigi ZVAD ve ZP gruplarinda

kontrol grubuna en yakin kaspaz 8 protein diizeyine ulastig: belirlendi.

5.5.1. RIPK3 antikoru ile immiinohistokimyasal calisma sonucglarinin

degerlendirilmesi

Iki saat iskemi ve arkasindan yapilan 6, 12, 24 ve 72 saatlik reperfiizyon
uygulanan sicanlarin beyin dokularinda yapilan RIPK3 imminohistokimya
calismalarinda her bir reperfiizyon siirecinde RIPKS3 pozitif hiicrelerin sham
grubuna goére arttigi belirtilmistir.  Ayrica bu calismada I/R grubu ile
karsilastirildiginda kaspaz inhibitéri olan Z-VAD-fmk kullanmilan grup
dokularinda RIPKS3 pozitif hiicrelerin sayisinda da arttigi bildirilmistir (Dong et
al., 2016).

Calismamizda iki saatlik iskemi ve yirmi dort saatlik reperfiizyon uygulamasi
sonucunda RIPK3 antikoru ile boyanan beyin hiicrelerinde iskemi ve iskemi
reperfizyon gruplarinda RIPKS3 pozitif hiicreler artarken, ZVAD uygulamasini
takiben bu artis daha da fazlalagsmig, buna karsilik probenecid ve iki inhibitérin
birlikte kullanildigi1 PRB ve ZP gruplarinda bu tip hiicre ylizdesi azalmakla birlikte

yine de kontrol grubuna nazaran yiiksek oldugu belirlendi.
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5.5.4. MLKL antikoru ile immiinohistokimyasal ¢alisma sonu¢larinin

degerlendirilmesi

Primer néron kultiri ile yapilan bir calismada, OGD ve sonrasinda
reperfiizyonun saglandigr grupta MLKL diizeyinin arttig1 gosterilmistir (M. Yang
et al., 2017). Fareler tizerinde OSA tikanmasi ile olusturulan beyin iskemi
calismasinda MLKL ifadesinin I/R siirecinde arttig1 immiinohistokimyasal olarak
gosterilmistir (Y. Zhou et al., 2017). MLKL inhibisyonunun beyindeki hipoksi-
1skemi kaynakli néronal hasar tizerindeki etkisinin arastirildig: calismada, beyin
dokusunda immiinohistokimyasal boyama sonucunda Z-VAD-fmk uygulamasinin
RIPK1 ve RIPKS3 protein diizeyinin arttig1 belirlenirken MLKL protein diizeyinde
fark belirlenmemisgtir (Qu et al., 2016).

Calismamizda literatirle uyumlu olarak, iskemi sonucunda orta boyanan
MLKL pozitif hiicreler artarken, reperfiizyon sonucunda agir boyanan MLKL
pozitif hiicreler daha fazla artmigtir. Iki saatlik iskemi ve 24 saatlik reperfiizyon
stirecinde uygulan ZVAD fmk’nin bu artan agir hasarli MLKL pozitif hiicre sayisini
nispeten azaltmasina karsilik probenecid uygulanmasi orta ve agir hasarl pozitif
hiicre sayisin1 azaltirken hafif hasarli hiicreler tzerinde bir etkisinin olmadig:
belirlendi. Yapilan literatiir taramalarinda probenecid ve iki inhibit6ériin birlikte

kullanilarak yapildigi calismalara rastlanmamaistar.
5.6. TUNEL Bulgularinin Degerlendirilmesi

Fokal serebral iskemi sonrasi n-asetil-sisteinin uygulanmasinin etkilerinin
arastirildigr bir ¢alismada, sham grubu o6rneklerinde TUNEL negatif oldugu
belirlenirken, 30 dakika ve sonrasindaki 24 saatlik reperfiizyon siirecinde TUNEL
pozitif hiicre sayisimin arttigi belirlenmistir (Khan et al., 2004). I/R olusturulan
beyin hasari sonucunda goérilen temel hiicre 6lim tiplerinin arastirildigi bir
calismada, TUNEL ve kaspaz 3 antikoru ile es zamanli boyama yontemi

kullanilmistir. Bu ¢alismada I/R grubundaki iskemik alanda c¢ogu hiicrenin
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TUNEL pozitif oldugu belirlenmistir. Ayrica calismada serebral korteks doku
orneklerinde ¢ok az hiicrenin piknotik ¢ekirdekli TUNEL pozitif oldugu ve kaspaz
3 antikoru ile pozitif boyandigi belirlenirken (apoptoz), geriye kalan ¢ogu hiicrenin
apoptoz benzeri niikleer yogunlagsma ozelligi gostermedigi ve kaspaz 3 ile
etkilesime girmedigi belirlenmigtir (nekroz). Beyin 6rneklerinin hippokampal CA1
alaninda tim noronlarin TUNEL pozitif oldugu fakat kaspaz 3 ile etkilesime
girmedigi belirlenmistir. Calisma sonucunda, I/R yaralanmasinin neden oldugu
korteks hiicre 6liminiin kismen nekroz gec¢irdigini ve hippokampal CA1l néronal
6liminiin esas olarak nekroptoz oldugu ileri strilmiustir (M. Yang et al., 2017).
Yiksek potasyum on-kosullanmasinin noéronal apoptoz uzerindeki etkisinin
TUNEL ve DAPI boyama ile incelendigi bir ¢alismada I/R grubunda apoptoz
yuzdesinin arttigl belirlenmistir (Tan et al., 2019).

Calismamizda literatur bilgileri ile uyumlu olarak, beyin dokusunda kan
akiminin engellenmesi ile olusturulan iki saatlik iskemik siliregte dokuyu
olusturan hiicrelerin apoptoz 6liim yolagina girdikleri ve olusturulan bu iki saatlik
iskemi sonrasinda kan akiminin yeniden saglandigi 24 saatlik reperfiizyon

stirecinde daha fazla apoptotik hiicre oraninin gorildigi belirlendi.

Beyin iskemi reperfiizyon modelleri ile yapilan cesitli calismalarda, Z-VAD-
fmk uygulamasimin I/R siirecinde artan TUNEL pozitif hiicre sayisim azalttigi
bildirilmistir (Endres et al., 1998; L. Wei, Ying, Cui, Langsdorf, & Yu, 2004; L.
Zhang et al., 2017).

Calismamizda iskeminin birinci saatinde ve reperflizyonun 5. saatinde Z-
VAD-fmk’nin intraperitoneal olarak uygulanmasinin, I/R siirecinde artan apoptoz

yluzdesini azalttigi belirlendi.

Calismamizda Panl kanalarini bloke eden probenecid uygulamasinin beyin
dokularinda iskemi ve reperflizyon siirecinde artan apoptoz yiizdesini azalttigi

fakat bu azaltisin Z-VAD-fmk uygulamas: kadar etkili olmadig belirlendi. I/R
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hasarinda probenecid ve iki inhibitériin birlikte kullanilmasinin apoptoz ytizdesi
ile 1iligkisinin incelendigi bir literatiire ulasilamamgtir. Calismamizda hem
apoptoz inhibitéri Z-VAD-fmk hem de Panl protein kanal inhibitéri olan
probenecidin birlikte kullamlmasimmin I/R siirecinde artan apoptoz yiizdesini

azalttig1 ve bu etkinin Z-VAD-fmk uygulamasi ile es etkiye sahip oldugu belirlendi.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda deneysel olarak olusturulan beyin iskemi/reperfiizyon
hasarinda panneksin-1 proteininin apoptoz ve nekroptoz ile iligkisi arastirildi. Bu
amagla iskemi reperfiizyon modelinin olusturulmasi i¢in deney hayvanlarin sag
arteria carotis communis’e Kklemp takilarak 1ki saatlik iskemi siireci
olugturulurken, I/R hasari gruplan icin iki saatlik iskemi sonrasinda klempler
acilarak kan akiminin saglanmaya baslamasi ile 24 saatlik reperfiizyon siireci
olusturuldu. Ilgili gruplara Sekil 3.1’de belirtilen uygulamalar yapildi. Deney
hayvanlari ile yapilan uygulamalar sonucunda elde edilen beyin dokusu 6rnekleri
kullanilarak Panl kanallarinin apoptoz ile iligkisinin belirlenmesi i¢in kaspaz 3,
kaspaz 8, nekroptoz ile iliskisinin belirlenmesi i¢cin RIP1, RIP3, MLKL gen ifadeleri
ve protein diizeyleri belirlendi. Ayrica bu yolaklarla iligkili olan inflamasyon
belirteci olan TNF-a ve DNA hasar1 ve apoptoz belirleyicisi olan PARP protein
diizeyleri belirlendi. Kaspaz 3, kaspaz 8, RIPK3 ve MLKL antikorlar: kullanilarak
immiunohistokimyasal ¢alismalar yapilarak protein diizeylerinin dokularda
birikimi belirlendi. TTC boyama yapilarak I/R hasari makroskobik olarak
degerlendirilirken, TUNEL yontemi ile dokularda apoptoz oranlari belirlendi.

Yapilan ¢alismalarin degerlendirilmesi ile agagida verilen sonuglara ulasildi.

1. Deney gruplardan elde edilen beyin oOrneklerinden hazirlanan koronal
dilimlerinin TTC 1ile boyanarak makroskobik olarak incelenmesi
sonucunda, sag arteria carotis communis’e klemp takilarak olusturulan 2
saatlik iskemi sonucunda beyin dokusunda iskemik hasar olustugu ve bu
hasarin iskemiyi takip eden 24 saatlik reperflizyon siirecinde beyinin iki
hemisferine yayildigi belirlendi. Ayrica yaptigimiz ¢alisma sonucunda hem
probenecid hem de Z-VAD-fmk’nin birlikte uygulamasinin beyin dokusunda
olugan I/R hasarinin geriletilmesinde etkili bir yéntem oldugu makroskobik

olarak belirlendi.
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Kaspaz 3 gen ifadesi ve protein diizeyi ile ilgili yaptigimiz calismalar
sonucunda, yalnizca pan kaspaz inhibitori Z-VAD-fmk degil, ayni1 zamanda
Panl1 kanal inhibitori olan probenicidin, I/R stirecinde artan kaspaz 3 gen
ifadesi ve protein diizeyini disturdigi fakat Z-VAD -fmk kadar etkili
olmadig1 belirlendi.

Kaspaz 8 gen ifadesi ve protein diizeyi ile ilgili yaptigimiz calismalar
sonucunda, Z-VAD-fmk uygulamasi ile her iki inhibitérin birlikte
uygulanmasinin I/R nedeni ile artan kaspaz 8 gen ifadesini azaltmada ayni
etkiye sahip oldugu belirlenirken kaspaz 8 protein diizeyi bakimindan Z-
VAD-fmk ve probenecidin birlikte kullanilmasinin kaspaz 8 protein

diizeyini daha da fazla digtirdigi belirlendi.

RIP1 gen ifadesi ve protein diizeyi ile ilgili yapilan ¢alismalar sonucunda,
Panl1 inhibitéri olan probenecidin tek basina kullaniminin RIP1 gen
ifadesinin ve protein diizeyinin azalmasina neden oldugu go6zlendi.
Calismamizda probenecid kullanimi sonucunda Panl kanallarinin
kapatilmasi, dokunun ikincil hasara maruz kalarak TLR artisini
engellemis, boylece nekroptozu engelleyerek RIP1 gen ifadesini azaltmistir.
Ayrica iki inhibit6riin birlikte kullamimi ile I/R stirecinde artan RIPI

protein diizeyini 6nemli 6l¢tide azalttigr belirlendi.

Calismamizda iki saatlik iskeminin 1. saati ile 24 saatlik reperfiizyon
slirecinin 5. saatinde intraperitoneal olarak uygulanan Panl kanal
inhibitéri olan probenecid I/R siirecinde artan RIP3 gen ifadesi ve protein
diizeyini azalttigi, Z-VAD-fmk ve probenecidin birlikte kullaniminin RIPK3
diizeyini daha da diistirdiigii belirlendi.

Calismamiz sonucunda Panl kanallarinin, probenecid ile inhibe edilmesi
sonucunda I/R hasarinda artan MLKL gen ifadesinin ve protein diizeyinin
azaldig1 belirlendi. Ayrica, probenecidin tek basina kullaniminin Z-VAD-

fmk ile birlikte kullanimi ile karsilastirilmasinda aralarinda istatistiksel
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10.

11.

olarak fark bulunmamasina ragmen 1ki inhibitérin  birlikte
uygulanmasinin I/R hasarinda artan MLKL gen ifadesini ve protein
diizeyini daha fazla azalttigi belirlenmistir.

Calismamizda beyin I/R hasarinda Z-VAD-fmk, TNF-a diizeyinde énemli
bir etki olusturmadig: fakat iskeminin 1. saati ile reperfiizyonun 5. saatinde
probenecidin intraperitoneal uygulamasi I/R siirecinde artan TNF-a protein
diizeyini azalttig1 belirlendi. Ayrica ¢alismamizda beyin dokularinda TNF-
a protein diizeyini en etkili gekilde azaltarak I/R hasarinda olusan
inflamasyonu inhibe eden uygulamanin hem apoptoz inhibitérii hem de
Pan1 inhibitérinin birlikte uygulanmasi oldugu belirlendi.

Yaptigimiz calismada beyinde olusturulan I/R hasarinda PARP protein
diizeyini en etkili sekilde azaltan uygulamanin pan kaspaz inhibitori Z-
VAD-fmk ve Panl protein/Panl kanal inhibitoéri olan probenecidin birlikte
uygulamasi oldugu belirlenmigtir.

Calismamizda, Z-VAD-fmk uygulamasinin beyinde olusan iskemi ve
reperfizyon surecinde artan apoptotik hiicre sayisini azalttigi, fakat
kortikal alanda ¢ok sayida nekrotik hiicre bulundugu belirlendi. Panl
kanalarini bloke eden probenecid uygulamasinin beyin dokularinda iskemi
ve reperfiizyon siirecinde artan agir hasarh apoptotik hiicre sayisini ve agir
hasarli nekrotik hiicre sayisin1 azalttig® belirlendi. Ayrica hem
probenecidin hem de Z-VAD-fmk birlikte kullaniminin dokularda I/R hasar:
sonucunda olusan hem agir hasarli apoptotik hiicre hem de agir hasarh
nekroptotik hiicre ylizdesini es zamanli olarak azalttig:r belirlendi.

Yapilan TUNEL calismalari sonucunda Panl kanalarini bloke eden
probenecid uygulamasinin beyin dokularinda iskemi ve reperfizyon
sltirecinde artan apoptoz ylizdesini azalttig1 fakat bu azaltisin Z-VAD-fmk
uygulamasi kadar etkili olmadig1 belirlendi.

Yaptigimiz calisma sonucunda deneysel olarak olusturulan I/R modelinde

es zamanh olarak hem apoptoz hem de nekroptoz hiicre 6liimleri gérildigiu
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belirlendi. Yapilan histolojik  degerlendirme ve gruplar arasi
karsilagtirmalar sonucunda iki saatlik iskemi olusturulan grupta agir
hasarli nekroptotik hicrelerin, iki saat iskemi sonrasinda 24 saat
reperfiizyon olusturulmus grupta apoptotik hiicrelerin daha fazla oldugu
belirlendi.

12. Panl proteinlerinin I/R hasarinda hem apoptoz hem de nekroptozun
1lerlemesinde gorev aldig1 ve bu nedenle Panl proteinlerinin olusturdugu
kanallarin bloke edilmesinin beyin I/R siirecinde olugsan hasar1 azalttig

belirlenda.

Sonug olarak, gerceklestirilen beyin iskemi ve reperfiizyon siirecinde hem
apoptotik hem nekroptotik hiicrelerin géruldugi, I/R siirecinde olusan hiicre
hasarlarini uygulanan pan kaspaz inhibitéri Z-VAD-fmk’nin bir dereceye kadar
azaltirken Panl inhibitéri probenecidin 6nemli diizeyde azaltarak reperfiizyon
hasarinda etkili bir terapotik ajan oldugu ve bu amacla kullanilabilecegi kanaatine

varildi.
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