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1. OZET

MELATONIN VE NORMOBARIK OKSIJEN TEDAVI
KOMBINASYONUNUN BEYIN FELCi SONRASI NOROPROTEKTIF ROLU

Diinya Saghk Orgiitii’niin verilerine gore beyin felci diinyada o6liim sebepleri
bakimindan 2. sirada yer alan bir hastaliktir. Her ii¢ beyin felci vakasindan biri 6lim
ile sonuglanirken beyin felci sonrasi hayatta kalanlar ise yasamlarinin geri kalanini
ciddi norolojik eksiklikler ile siirdiirmek zorunda kalmaktadir. Klinik agidan beyin
felci sonrasi yiiksek konsantrasyonda normobarik oksijen (NBO) tedavisinin
uygulanmasi reperfiizyon hasarini, serbest oksijen radikallerinin (ROS) iiretimi
lizerinden arttirmasi nedeniyle yillardir biiyilik tartigmalara neden olmaktadir. Aynm
zamanda penumbra bolgesindeki elektriksel dalgalanmalarin da kan damarlarinda
daralmaya neden oldugu patofizyolojik siire¢ler diisiiniildiiglinde NBO tedavisinin
tekrar degerlendirilmesi gerekliligini ortaya koymaktadir. Beyin felci sonrasinda
ozellikle iskemik alanda artan ROS’larin NBO tedavisi ile beraber daha fazla artacag:
diisiiniildiiglinde bu tedavinin serbest radikal yakalayic1 bir molekiil olan melatonin ile
kombinasyonunun tedavinin etkinligi arttiracagi disiiniilmektedir. Bunun i¢in beyin
felci sonras1 %21, %70 veya %100 NBO tedavilerinin tek baslarina veya melatonin ile
kombinasyonun etkisini arastirabilmek i¢in 8-12 haftalik erkek Balb/c farelere 30 veya
90 dakikalik orta serebral arter tikanmasi sonrasi sirasiyla 72 veya 24 saat reperfiizyon
gergeklestirilmistir. Reperfiizyonun hemen baslangicinda farelere %21, %70 veya
%100 NBO tedavileri uygulanmis ve 4 mg/kg melatonin veya tasiyici intraperitonel
olarak uygulanmistir. Bu tez kapsaminda orta serebral arter tikanmasi metodu
kullanarak gerceklestirilen beyin felci sonrasinda uygulanan %100 NBO tedavisi ve
bu tedavinin melatonin ile kombinasyonu DNA kiriklarinin olusumunu, hasar alanini,
beyin 6demini ve kan beyin bariyeri gegirgenligini azaltirken, ndrolojik iyilesmeyi ve
iskemik bolgedeki beyin kan akimini arttirdigi goriilmistiir. Elde edilen bulgularin
ozellikle beyin felci gibi ndrodejeneratif hastaliklarin tedavisine yonelik yeni strateji

ve hedef molekiillerin bulunmasina katki saglamasi1 beklenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Beyin felci, Beyin kan akimi, Kan beyin bariyeri gecirgenligi,

Melatonin, Normobarik oksijen tedavisi



2. ABSTRACT

THE NEUROPROTECTIVE ROLE OF MELATONIN AND NORMOBARIC
OXYGEN THERAPY AFTER CEREBRAL ISCHEMIA

Stroke is the second leading cause of death worldwide according to World Health
Organization data. One third of all stroke cases results in death, while the survivors
suffer from serious neurological deficits for the rest of their lives. Use of high
concentration normobaric oxygen (NBO) therapy following stroke in the clinic is
under substantial debate for many years since it results in increased production of
reactive oxygen species (ROS). In addition, considering the pathophysiological
processes which result in vasoconstriction due to the electrical fluctuations in the
penumbra, it is important to re-evaluate the use of NBO therapy. It is believed that the
efficacy of combinatory treatment consisting NBO therapy with free radical scavenger
melatonin is going to be enhanced, as the increased ROS following cerebral ischemia
are further promoted in the ischemic area by NBO. To this end, to investigate the
effects of 21%, 70% or 100% NBO treatment alone or in combination with melatonin
after cerebral ischemia, 8-12 weeks-old male Balb/c mice were subjected to 30 or 90
minutes of middle cerebral artery occlusion followed by 72 or 24 hours of reperfusion.
Immediately at the onset of reperfusion, 21%, 70% or 100% NBO treatments and 4
mg/kg melatonin or vehicle control were administered intraperitoneally. In this thesis,
100% NBO treatment and combination of this treatment with melatonin, which was
applied after cerebral ischemia that was carried out using middle cerebral artery
occlusion method was demonstrated to decrease DNA fragmentation, infarct area,
brain edema and blood brain barrier permeability, while increasing neurological
recovery and cerebral blood flow in the ischemic region. The obtained results are
expected to contribute to the identification of new strategies and target molecules
intended for treatment of neurodegenerative disorders, especially such as brain

ischemia.

Key Words: Blood brain barrier permeability, Cerebral blood flow, Cerebral

ischemia, Melatonin, Normobaric oxygen therapy



3. GIRIS VE AMAC

Diinya Saglik Orgiitii’niin verilerine gore beyin felci diinyada &liim sebepleri
bakimindan incelendiginde kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra 2. sirada yer alan bir
hastaliktir (1). Her {i¢ beyin felci vakasindan biri 6liim ile sonuglanirken beyin felci
sonrasi hayatta kalanlar ise yagamlarinin geri kalanini ciddi ndrolojik eksiklikler ile
stirdirmek zorunda kalmaktadir. Bu denli ciddi ve 6nemli bir hastaligin bu zamana
kadar bilinen tek tedavisi ilk 4 saat igerisinde uygulanmasi gereken doku plasminojen
aktivatorii (tPA) tedavisidir (2). Beyin felci ile alakali yapilan binlerce deneysel
calisma sonrast 60’1n lizerinde klinik calisma basarisizlikla sonuglanmigtir. Klinik
calismalarin basarisizlikla sonuglanmasi 0Ozellikle ilag bazinda yeni tedavi
seceneklerinin gelistirilmesi amaciyla tedavi stratejilerinin giincellenmesi gerekliligini
ortaya koymustur. Beyin felci gibi agir bir hastalikta aylar sonra dahi apoptotik hiicre
6lumiiniin gézlemlendigi bir patofizyolojik silirecte trombolitik ilaglarin ilk ti¢ saatlik
kullanim1 disinda herhangi bir klinik ila¢ tedavisinin olmamasi arastirmacilarin bu

konu tizerine yogunlagmalarina neden olmaktadir.

Beyin felci sonrasi serebral kan akimimin engellenmesi beyinde oksijen ve
glikoz eksikligine neden olmaktadir. Buna baglh olarak iskemik beyin bolgesindeki
oksijen seviyesinin arttirilmasi 6nemli tedavi stratejileri arasinda yer almaktadir.
Oksijen tedavileri uygulanan basing miktarina bagli olarak normobarik oksijen (NBO)
ve hiperbarik oksijen (HBO) olmak fiizere ikiye ayrilmaktadir. Yapilan klinik
calismalarda HBO tedavisinin beyin felci sonrasinda uygulanmasi farkli sonuglarin
olusmasina neden olmaktadir. Ayrica HBO tedavisinin dezavantajlar1 ve yan
etkilerinden dolay1 kolay uygulanabilir, ucuz ve daha az yan etkiye sahip olan NBO

tedavisi 6n plana ¢ikmaktadir.

Beyin felci sonrasinda ozellikle iskemik alanda artan serbest oksijen
radikallerinin NBO tedavisi ile beraber daha fazla artacagi diisiiniildiigiinde bu
tedavinin serbest radikal yakalayici bir molekiil olan melatonin ile kombinasyonunun
tedavinin etkinligi arttiracagi diisiiniilmektedir. Melatonin lipofilik yapisi nedeniyle
kan-beyin bariyerini rahatlikla gecebilir. Immiin sistemle uyumlu ve yan etkisi yok

denecek kadar azdir.



Bu tez kapsaminda orta serebral arter tikanmasi metodu kullanarak
gerceklestirilen beyin felci sonrasinda uygulanan NBO tedavisi ve bu tedavinin
melatonin ile kombinasyonunun beyin felci sonrasi gelisen apoptotik hiicre 6liimii,
noronal sagkalim, hasar alani, beyin 6demi, kan beyin bariyeri gegirgenliginin yani
sira NBO tedavisinin ve melatonin kombinasyonunun hiicre i¢i sinyal yolaklar
lizerine olan etkilerinin arastirilmast amaglanmistir. Yapilan bu tez kapsaminda elde
edilen bulgularin 6zellikle beyin felci gibi nérodejeneratif hastaliklarin tedavisine
yonelik yeni strateji ve hedef molekiillerin bulunmasina katki saglamasi

beklenmektedir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Beyin Felci

Beyin felci diinyada 6liim nedenleri bakimindan incelendiginde 2. sirada yer
almaktadir. Beyin felcinin giiniimiize kadar bilinen tek tedavisi ilk 4 saat igerisinde
uygulanmasi gereken doku plazminojen aktivatorii tedavisidir (3, 4). Diinya Saglik
Orgiitii (WHO; World Health Organization) verilerine gdre her 400 kisiden birinde
beyin felci goriilmektedir ve her yil yaklasik 4.7 milyon insan beyin felcinden dolay1
hayatin1 kaybetmektedir. Genelde 65 yasin lizerinde beyin felci insidansinda bir artig
gozlemlenmesine ragmen yeni dogan ve ¢ocuklarda da goriilebilmektedir (5). Beyin
felci kalp hastaliklarindan sonraki 2. 6liim nedeni olup yaklasik 6liimlerin %9 unu
olusturmaktadir. Morbidite agisindan ise beyin felci ilk sirada olup hastalarin yaklagik
%40’ indan artik bagimsiz bir yasam siirdiirmesi beklenmemektedir (6). Beyin felci
vakalarmin yaklasik %80’i orta serebral arterin tikanmasi (iskemik inme) sonucu
meydana gelirken geri kalan %20’lik kismi ise beyin kanamasi (hemorajik felg)

nedeniyle meydana gelmektedir (7).
4.1.1. Beyin felcinin patofizyolojisi

Beyin felci patofizyolojik a¢idan degerlendirildiginde; beyne giden damarlarin
titkanmast veya hemoraji sonrasi beyne yeterli miktarda oksijen (O2) ve glikoz
gidememesine bagli olarak gelisen karmagik hasar mekanizmalaridir. Lokal beyin
hasar1 sonrasinda hasarli bolge patofizyolojik acidan iki farkli boliimde
incelenmektedir (Sekil 4.1.1.1.) (8, 9). Hasarli bolgenin orta kismi iskemik kor
bolgesini olusturmaktadir. Bu bolgedeki kan akiminin 6nemli 6l¢lide azalmasina bagl
olarak kor bolgesinde hizli nekrotik hiicre 6liimii baskindir. Hasarli bolgenin perifer
kismini olusturan bolge penumbra bolgesi olarak adlandirilmaktadir. Bu bolgedeki kan
akimi iskemik kor bolgesine gore daha iyi durumdadir. Penumbra bolgesindeki
hiicrelerde 6zellikle apoptotik hiicre 6liimii gozlemlenmektedir. Bu alandaki hiicreler
beyin felci sonrasi olusan iyonik diizensizlige kars1 hayatta kalmaya ¢aligmaktadirlar.
(10, 11). Penumbra bolgesindeki hiicreler etrafta kisith seviyede bulunan glikoz
molekiiliinii kullanmaya calisir ve hiicre i¢i sinyal yolaklarindan 6zellikle hiicresel

sagkalim ile alakali olan sinyal yolaklar1 vasitasiyla hayatta kalmaya calisir.



Literatiirde yapilan ¢aligmalarin biiyiik bir ¢cogunlugu kurtarilabilir bolge olarak da
bilinen ve asil hasar bolgesinin etrafini olugturan penumbra bdlgesine yoneliktir (12-

14).

Saglikh Beyin

Sekil.4.1.1.1. Beyin felci sonrasi olusan iskemik kor ve penumbra bolgesi. Dirnagl ve ark.
1999 yilindaki ¢aligmasindan adapte edilmistir (11).

Beyin dokusu diger dokular ile karsilagtirildiginda yiiksek diizeyde oksijen ve
glikoz kullanim1 s6z konusu olup enerji liretimi hemen hemen tamamiyla oksidatif
fosforilasyona bagimlilik gdstermektedir. Beyin felcinin akut fazinda beynin belli
bolgesine gelen kan akisinin durmasi beyinde dnemli bir enerji eksikligine sebep
olmaktadir. Buna bagli olarak olusan enerji eksikligi bu alanda bulunan néron ve glia
hiicrelerinin membran potansiyellerini kaybederek depolarize olmalarina neden
olacaktir. Depolarize olan hiicreler uyarici bir nérotransmitter olan glutamati sinaptik
bosluga ve ekstraselliiler siviya vermelerine neden olmaktadir. Ayn1 zamanda enerji
eksikligi nedeniyle glutamat geri alim mekanizmalarinin da islevlerini kaybetmeleri
hiicreler arasi boslukta asir1 miktarda glutamat birikimine neden olmaktadir. Bu olay
beyin felci patofizyolojisinde glutamat eksitotoksisitesi (excitotoxicity) olarak
adlandirilmaktadir (15, 16). Ektraseliiler sivida biriken glutamat 6zellikle glutamat
reseptorleri olarak da bilinen NMDA (N-metil- D-aspartat) ve AMPA (a-amino-3-
hidroksi-5-metilisoksazol-4 propionik asit) reseptorlerini uyararak hiicre igerisine

pozitif yiiklii iyonlarin girmesine neden olmaktadir (17, 18).
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Sekil 4.1.1.2. OSA tikanmas1 sonrasi iskemik alanda goriilen patofizyolojik siiregler. Dirnagl
ve ark. 1999 yilindaki ¢alismasindan adapte edilmistir (11).

Postsinaptik noronlarin glutamat ile uyarilmasi sonrasinda hiicre igerisine
pozitif yiiklii iyonlarin girisi s6z konusu olmaktadir. Hiicre igerisine giren sodyum
(Na*?) iyonlar1 postsinaptik ndronun membran potansiyeli degistirerek hiicrenin hizli
bir sekilde depolarize olmasina neden olmaktadir. Depolarize olan néronlar tekrardan
ekstaselliier siviya glutamat ve potasyum (K*?) iyonlarinin salinima neden olmaktadir
(11). Bu siire¢ beyin felcinin oldugu alandan perifere dogru dalga seklinde yayilan
uyarilmalara hasar ¢evresi depolarizasyona (peri-infarct depolarization) neden
olmaktadir. Bu siire¢ hasar ¢evresinde az miktarda enerji ile yasamaya c¢alisan
noronlarin enerji ihtiyaglarini daha da arttirarak 6liimlerine neden olabilmektedir. (19).
Bu uyari dalgalarinin beyin felci sonrasi olusan hasarin yaklasik %20’sinden sorumlu

oldugu kabul edilmektedir (20). Hiicre igine giren Na*! iyonunun girmesi ektraselliiler



stvidan Klor (CI?) iyonlarinin da hiicre icine ¢ekilmesine neden olmaktadir. Hiicre
icerisinde artan Na*! ve CI iyonlar1 hiicre i¢inde NaCl olusumuna neden olarak hiicre
disindan hiicre icine su girisine neden olmaktadir. Hiicrelerin su alarak hacimlerinin
artmasi sonrasina bagli olarak sitotoksik beyin 6deminin olusumuna neden olmaktadir.
Glutamat ndrotoksisitesi sonras1 hiicre icinde asir1 artan kalsiyumun (Ca*?) aktive
ettigi enzimler hiicre membraninin yikiminda gorevli olan enzimleri aktive ederek
hiicre membraninin hasarlanmasina neden olacaktir. Ayrica hiicre i¢inde artan Ca*?
seviyesi hem serbest radikallerin artmasina neden olmaktadir (21). Devam eden
slirecte yanginin uyarilmasi sonrasinda 16kosit infiltrasyonu ve mikroglia aktivasyonu
gozlenmektedir. Iskemik beyin hasar1 sonrasi 24 saat icerisinde mikroglia aktivasyonu
gbzlemlenmektedir ve bu aktif mikroglia hiicreleri interleukin-1p (IL-1P) salgilayarak
beyin hasarmin artmasina neden olmaktadirlar (22). Ek olarak hiicre iginde artan Ca*?
nitrik oksit (NO) enzimleri ile beraber mitokondri hasarina ve DNA hasarina sebep
olarak hiicrenin programli hiicre 6liimiine (apoptoz) neden olmaktadir (16).

4.1.2. Oksidatif hasar

Patofizyolojik siiregler sonunda hiicre ici Ca*?, Na*! ve Adenozin difosfat
(ADP) seviyelerinin yiiksek olmasit mitokondriye yiiksek miktarda reaktif oksijen
tirlerini trettirmektedir. Diger organlarin aksine beyin nispeten diisiik endojen
antioksidan seviyelerine sahip ndronlara bagli olarak 6zellikle reaktif oksijen tiirlerine
kars1 savunmasizdir. Yiiksek miktarda bulunan ve zararli olan oksijen radikaller
hiicresel makromolekiillerin yok edilmesine ve apoptotik hiicre 6liimiiyle sonuglanan
hiicre i¢i sinyal yolaklarinin aktivasyonuna neden olmaktadir (23, 24). Iskeminin
indiiklenmesi nikrik oksit sentaz (NOS) enzimlerini harekete gecirerek NO olusumu
arttirmaktadir. NO siiperoksit ile birleserek giiclii bir oksidan olan peroksinitrit
tiretiminde de gorev almaktadir (24). Bu bilgilere ek olarak NO {iretimi ve oksidatif
stres DNA tamir enzimi olarak bilinen poly-(ADP-ribose) polymerase-1 (PARP-1)’in
aktivasyonuna neden olmaktadir. PARP-1’in asir1 aktif hale getirilmesi; anaerobik
glikoliz ve mitokondriyal solunum gibi nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+)
bagimli siireglerin bozulmasina neden olmaktadir. Bu siire¢ sonunda ortaya ¢ikan
adenozin trifosfat (ATP) agligi, enerji kaybi ve néronal 6liim mekanizmalart NAD+

hiicrelerin 6lmesine neden olmaktadir (25).



Iskemi sonrasi bélgesel kanlanmanin tekrar baslamasi (reperfiizyon) esnasinda
NO, siiperoksit ve peroksinitrat {iretiminde bir artis meydana gelmektedir. Artan bu
radikaller 6zellikle damar ¢evresinde yogunlasmasi nedeniyle reperfiizyon hasarinda
¢ok 6nemli rolleri bulunmaktadir. Bu radikaller bazal laminada kollajen ve lamininleri
pargalayan matris metalloproteazlari (MMP) aktive eder ve kan beyin bariyeri (KBB)
biitiinliiglinii bozarak KBB gegirgenliginin artmasina neden olmaktadir (26, 27). Bu
bilgilere ek olarak, oksidatif ve nitratif stres ayrica notrofillerin ve diger 16kositlerin
serebral vaskiilatiire gotiiriilmesini ve gogiliniiniin tetiklenmesinde de 6nemli rol
oynamaktadirlar. Ayrica bazal laminanin bozunmasini ve vaskiiler gecirgenligi daha
da arttiran enzimleri serbest birakilmasina neden olmaktadir. Bu siiregler, parankimal
hemoraji, vazojenik beyin 6demi ve beyindeki noétrofil infiltrasyonuna neden
olmaktadir (26, 28).

4.1.3. Apoptotik hiicre 6liim mekanizmasi

Beyin felci sonrasi homeostazin bozulmasini takiben patofizyoloji siirecinde
apoptozun intrinsik ve ekstrinsik sinyal yolaklar1 mekanizmalari devreye girmektedir.
Aktif duruma gegen apoptotik sinyal yolaklar1 6zellikle penumbra bdlgesindeki
hiicrelerin apoptoza gitmelerine neden olmaktadir. Beyin felci sonrasi glutamat
bagimli NMDA, AMPA ve aside duyarl reseptorler (ASIC) vasitasiyla hiicre ici
kalsiyum seviyeleri yiikselmektedir. Artan hiicre i¢i Ca*? kalpainleri aktive edilmesine
ve Bid proteinin kesilmesine yol agarak tBid formuna doniismesine neden olmaktadir.
Mitokondri membraninda tBid apoptotik protein olan Bad ve Bax ile etkilesim
halindedir (29, 30). Ayrica apoptoz karsit1 protein olan Bcl-2 ve Bel-xL proteinlerini
de etkilemektedir. tBid mitokondri membranina hasar verilmesine neden olarak
mitokondrinin porlarindan sitokrom ¢’ nin veya apoptoz indiikleme faktorii’niin (AIF)
salinmasina neden olmaktadir. Sitozol igerisine salinan sitokrom c¢ apoptotik protein
aktive edici protein-1 (Apaf-1) ve pro-kaskaz-9 ile beraber apoptozom kompleksinin
yapisina katilmaktadirlar (29, 30). Apaf-1 sirasiyla kaspaz-9 ve sonrasinda da kaspaz-
3’ln aktiflesmesine neden olmaktadir Aktif-kaspaz-3 cekirdek igerisinde DNA tamir
enzimi olan PARP’in kirpilmasina neden olmaktadir ve sonrasinda kirpilmis olan
PARP apoptozu ve hiicre 6liimiinii tetiklemektedir (29, 31). Ayrica hiicre igerisinde
aktif halde bulunmayan kaspaz-1 aktifleserek aktif-kaspaz-1 formuna doéniismektedir



(Sekil 4.1.3.1.). Aktif kaspaz-1 inflamasyon (yangi) proteinlerinden biri olan IL-

1B’nin aktifleserek hiicre igerisinde yanginin tetiklenmesine neden olmaktadir (29).

Mitokondn
Hasan
ks Pro- | Alnf-
fatok: —>
c IL-1p IL-1p
Pro Firakro : | 3 o
kaspaz-9 € \ € ~ /

Kaspaz9

|  PARP ——
aktivasyonu S

~_Kaspa

© Mustafa Caglar Beker, 2018.

Sekil 4.1.3.1. Beyin felci sonrasi apoptotik hiicre 6liim mekanizmas.

Ekstrinsik sinyal yolaginda Fas ligand1 Fas 6liim reseptorlerine baglanmaktadir
ve hiicre igerisinde pro-kaspaz-8 halinde bulunan kaspaz-8’in aktiflesmesine neden
olmaktadir. Aktif-kaspaz-8 Bid proteinin tBid formuna doniismesini ve sonrasinda da
mitokondri membraninda bir hasara sebep olarak apoptoz sinyal yolagmin
aktiflesmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Ayrica aktif-kaspaz-8 direkt olarak
kaspaz-3 iizerine etki ederek de apoptoz sinyal yolaginin devam ettirilmesine katkida

bulunmaktadir (29, 32).
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4.2. Oksijen Tedavisi

Oksijen tedavileri uygulama esnasinda kullanilan basing miktarina bagli olarak
NBO ve HBO olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Noninvazif olarak uygulanabilen
oksijen tedavileri 6zellikle iskemiye bagli olarak gerceklesen beyin felci ve serebral
palsi gibi patofizyolojik siire¢lerde hedef dokuda oksijen miktarini arttirmak igin

yaygin olarak kullanilan etkin bir tedavi yontemidir.
4.2.1. Normobarik oksijen tedavisi

Normobarik oksijen (NBO) tedavisi uygulanan havanin atmosfer basincinin
(ATA) 1 oldugu ve oksijen oraninin da %21 Oz’den daha fazla olmasidir. NBO
tedavisi sahip oldugu 6zelliklerden dolay: hiperbarik oksijen (HBO) tedavine oranla
daha avantajlidir. NBO tedavisi HBO tedavisine gore daha ucuz, kolay erisilebilir
olmas1 ve Ozellikle akut iskemik durumlarda acil miidahale ekiplerinin yanlarinda
getirip kolayca uygulayabilecegi bir yontemdir. Ayrica iskemi sonrasi evde bakim
gerektiren durumlarda da kolaylikla uygulanabilen bir yontem olarak 6n plana

cikmaktadir.

Normal fizyolojik kosullarda, deniz seviyesinde hemoglobinin oksijen
doygunlugu %95’den fazladir. Uygulanan NBO tedavisi oksijenin hemoglobine
baglanma kapasitesini arttirmamaktadir. Bu sebepten dolay:r fizyolojik olarak
plazmada ¢0ziinmiis oksijen orani NBO tedavilerinde daha onemli bir konuma
gelmektedir. Fizyolojik kosullar altinda 37°C de Bunsen ¢oziiniirliik katsayisina gore
oksijen 0.003 ml Oz/ mmHg/ ml kandir. Buna gére NBO aort igerisindeki oksijenin
arteryel basmcint (pO2) 84.1 mmHg’dan 345 mmHg (ImmHg=0.133 kPa)’ya
arttirdig, kiiciik arteriyollerde ise 60.9°dan 154 mmHg seviyelerine ¢ikartmaktadir
(33-35). Dakikada 45 L uygulanan NBO fizyolojik olarak 100 ml kanda ¢6ziinen O2
fraksiyonunu 0.3 ml’den yaklasik olarak 2 ml’ye ¢ikartmaktadir (36).

Orta serebral arter tikanmasi metodu kullanilarak yapilan deneysel beyin felci
metodu sonrasi, NBO tedavisinin beyin felci sonrasi patolojiyi ve norolojik
davraniglar1 arttirdigi yapilan c¢aligmalar ile gosterilmistir (37, 38). Ayrica bu

calismalarda néro-goriintiileme teknikleri kullanilarak elde edilen sonuglarda 6zellikle

11



beyinde iskemik hasarin azalmasina katki sagladig1 gosterilmistir (38, 39). Bu bilgilere
ek olarak, deney hayvanlari ile yapilan ¢alismalarda iskemi sirasinda veya sonrasinda
reperfiizyonun hemen baslangicinda uygulanan NBO tedavisinin, normal atmosfer
oksijeni (%21 O») alan hayvanlara gore kiyaslandiginda beyin hasarini1 %70’e kadar
azalttig1 gosterilmistir (40). Literatiirde yapilan en az iki ¢aligmada oksijen tedavisinin
beyin oksijen seviyesini arttirmada etkisiz oldugunu gostermistir (41). Oksijen
tedavisine bagli olarak pO2 seviyesinin kolay bir sekilde yaklasik olarak 200 mmHg’ya
cikmasmin beyin felci gibi patofizyolojik siireclerde bir etkisinin olmadigim
gosterilmistir. Bunun yani sira yapilan baska ¢alismalarda ise beyin felci sonrasi
uygulanan %95 NBO tedavisinin beyin hasarint hemen hemen iskemi 6ncesi duruma

getirdigi gosterilmistir (42).

NBO tedavisi kemirgenler iizerinde yapilan deneylerde tedavinin baglama
siiresine gore farkli sonuglarin olusmasina neden olmaktadir. Iskemiden hemen sonra
ilk 30 dakika igerisinde uygulanan NBO tedavisi daha iyi nérolojik sonuglar vermistir.
Ancak siganlarda yapilan ve iskemiden 120 dk sonra uygulanan NBO tedavisinde ise
hasar alaninin kontrol gruplarina gore kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
diistirmedigi gozlemlenmistir (39, 43). Yapilan bir baska ¢alismada ise iskemi sonrasi
60 dakika sonra uygulanan NBO tedavisinin hasar sicanlarda hasar alanini arttirdigi

gosterilmistir (44).

Literatiirde bulunan ¢ogu ¢alisma NBO tedavisinin olumlu sonuglar verdigini
gostermistir (45-47). Beyin felci sonrasi hemen reperfiizyon esnasinda uygulanan uzun
veya kisa siireli NBO tedavileri iyi sonuglar verdigi gosterilmistir (33, 48). Ayrica
reperfiizyon esnasinda verilen NBO oksidatif stres ve ROS iiretimini azaltmaktadir

(42, 49).
4.2.2. Hiperbarik oksijen tedavisi

HBO tedavisi %21 Oy’den fazla miktarda O2’nin 1 atmosfer basincindan
yiikksek miktarda basing uygulanarak verilmesidir. HBO tedavisi NBO tedavisine
kiyasla daha az kullanilan bir yontemdir. Ciinkii HBO tedavisinin az bulunur olmasi,
pahal1 ve uygulanmasi zor oldugundan dolay1 birtakim dezavantajlar1 bulunmaktadir.

Ayrica HBO tedavisi 1960’1 yillardan beri kullanilan giivenli ve yararli tedavi
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yontemlerden biridir. Fakat 6zellikle beyin felci gibi karmasik bir patofizyolojiye
sahip hastaliklarda 6zellikle klinik ¢alismalarda farkli sonuglarin olusmasina neden

olmustur.

Son 30 wyil igerisinde yapilan bilimsel caligmalar, beyin felci sonrasi
gerceklesen geri dondiiriilemez hasara dort temel hiicresel mekanizmanin etki ettigini
gostermistir. Bu mekanizmalar; eksitotoksisite, oksitadif/ nitrosatif stres, inflamasyon
(yangi) ve apoptozdur. Beyin dokusunun oksijenlenmesi bu énemli sinyal yolaklarina
pozitif etki ederek koruyucu bir etki gostermektedir. HBO tedavisi sonrasinda elde
edilen bulgular; plazmada ¢6ziinmiis oksijen konsantrasyonu yaklasik olarak on kat
arttiracagi, iskemik dokularda oksijen difiizyonunu kolaylastiracagi ve hemoglobine
bagli tasman oksijen miktarmi arttirdigl diisiiniilmektedir. Ayrica yakin zamanda
yapilan ¢aligmalar HBO tedavisinin zamana bagli olarak birden fazla biyokimyasal,
molekiiler ve hiicre dinamigi mekanizmalarini aktiflestirdigi gosterilmistir (50). Beyin
felci sonras1 uygulanan HBO tedavisinin asil etkiyi iskemi sonrasi meydana gelen
penumbra bolgesine gostermektedir. HBO tedavisiyle arteryel oksijen basincinin
artmasinin yani sira oksijen bakimindan da zengin kanin penumbra bdlgesine
ulastirmasi; hasarli beyin alanindaki oksijen seviyesini %20 oraninda arttirmaktadir
(51). Travmatik beyin hasar1 ¢alismalarina bakildiginda da HBO tedavisinin beyin
dokusundaki pO2’i ve metabolik Oz oranini arttirdigi, beyindeki laktat ve purivat
diizeylerini distirdiigii ve mitokondri fonksiyonlarini gelistirdigi gosterilmistir (52,
53). Son yillarda yapilan ¢aligmalar, NBO tedavisinin de HBO tedavisi ile ayn1 etkiye
sahip oldugu gosterildi. Yapilan 6n ¢alismalarda MR spektroskopisi kullanilarak elde
edilen veriler NBO tedavisinin inme sonrasi hasarli bolgelerde laktat seviyesini
arttirarak iyilesmeye katkida bulundugu gésterilmistir (42, 54). Ayrica NBO tedavisi,
beyin travmasi sonrasi beyindeki laktat ve piruvat diizeylerini ayarlayarak intrakranial

basincin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (55).

Literatiirde yapilan son ¢alismalar HBO tedavisinin anti-inflamatuvar etkisinin
oldugunu gostermistir (56). Kemirgenlerde uygulanan iskemi modellerinde; HBO
uygulamasi cyclooxygenase-2’i mRNA ve protein seviyesinde diislirdiigli ve
polimorfontikleer hiicre infiltrasyonunu azalttigi gosterilmistir (57). /R modeli

kullanilan ¢aligmalarda hiicre i¢i adhesion-molecule-1 azalttigt ve eNOS
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mekanizmasini tetikleyerek polimorfoniikleer nétrofil seviyesini diistirmektedir.
Ayrica HBO tedavisi programli hiicre olimii sinyal yolagi olan apoptozu
engellemektedir (58). I/R modelinde HBO bir¢ok apoptoz onciisii geni; HIF1-alfa,
p53, kaspaz-9 ve kaspaz-3 seviyesini diisiirmektedir (58-60). Hiicre i¢i bu genlerin
seviyelerinin diismesi sonucu neonatal hipoksi, beyin travmasi ve beyin felci gibi
patofizyolojik siire¢lerde norolojik olarak daha iyi sonuglar elde edilmektedir (58, 61).
HBO kan vizkositesinin diisliriir, trombosit agd¢iinii azaltir ve beyin kan akimini
arttirir. HBO tedavisi hakkinda en biiyiik endise duyulacak nokta vazokonstriiksiyonu
tetikleyerek iskemiyi daha da kotiilestirmedir (62). HBO tedavisinin néroprotektif,
vazokonstriktif ve anti-inflamatuar etkilerinin, hiicre 6liimiinii 6nledigi, kan-beyin
bariyeri biitlinliigiinii korudugu ve vaskiiler gecirgenligi azalttigi ve sitotoksik ve

vazojenik beyin 6deminde azalmaya katkida bulundugu diisiiniilmektedir (62, 63).
4.3. Melatonin

Bilinen en eski biyo-sinyal molekiillerinden melatonin (N-asetil-5-metoksi
triptamin) epifiz bezinin pineolasit adi1 verilen hiicrelerinden iiretilmektedir (Sekil
4.2.1.). Dogal bir norotransmitter olan melatonin, memelilerin yani sira bitkiler
tarafindan da kullanilmaktadir (64, 65). Bunlara ek olarak melatonin hormonu lenfosit,

kemik 1ligi ve retina gibi bircok dokuda da parakrin etki gostererek kullanilmaktadir
(66, 67).
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Sekil 4.3.1. Melatoninin molekiiler formiilii (N-asetil 5-metoksi triptamin).
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4.3.1. Melatonin sentezi

Melatonin onciilerinden dort adimli bir yol izleyerek sentezlenmektedir (Sekil
4.2.1). Triptofan kan damarlar1 tarafindan emilir ve tiim viicutta sirkiilasyona
katilmaktadir. Pineal bez igerisinde Triptofan 5-Hidroksilaz (TPOH) ile mitokondride
5-hidroksi-trp’ye hidroksitlenir sonrasinda pinealin sitozolunde 5-Hidroksi-L-
Triptofan dekarboksilaz (AADC) ile dekorboksile edilmektedir. Sentezlenen bu
bilesik serotonin adinda bir baska 6énemli noérotransmitterdir (68, 69). Sentezlenen
serotonin kullanilabilir veya melatonin sentezine devam edebilmektedir. Ayrica
serotonin bagka metabolik sinyal yolaklarinda kullanilabilmektedir. Melatonin sentezi
icin 5-HT serbest amine grubundan Arylalkylamine N asetil transferaz (AANAT)
asitile edilmektedir. Sonrasinda O- gurubu hidroksil grubundan Asetil-serotonin o-
metil transferaz (ASMT) tarafindan metillenerek son iiriin olan melatonini

sentezlemektedir (Sekil 4.3.1.).

( )
Tryptophan JTPH 5-Hydroxytryptophan —AAD—A> Serotonin
MAO + AldDH
5-HIAA 5-HTL MAO + ADH HIOMT + AA-NAT
HIOMT 5-Methoxytryptamine N-acetyl-serotonin
DeAc HIOMT
5-MIAA v
\ 4
5-Methoxytryptophol MELATONIN
CH,0
H CH,
: Qﬁ s
! o
& 4

Sekil 4.3.1.1. Melatonin sentezi (70).

Melatoninin kan dolasiminda yari-omrii yaklasik olarak 20 dk olarak
bilinmektedir. Yari-6mriiniin kisa olmasindan dolay1 depolanmak yerine direkt olarak
serbestlenebilme o6zelligine sahiptir (71). Triptofan hidroksilaz (AAAD) ve

hidroksiindol-O-metiltransferaz (HIOMT) enzim aktiviteleri gece karanligi ile
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artarken, TPOH enzimi gece karanligi ile beraber artmamaktadir. Bunun yani sira

AANAT sirkadiyen ritim tarafindan kontrol edilmektedir (72, 73).

4.3.2. Melatonin iiretimi ve diizenlenmesi

Sirkadiyen ritme bagl olarak iiretilmesi kontrol edilen melatonin hormonu yine
ayni sekilde biyolojik ritmin diizenlenmesini de kontrol etmektedir. Sirkadiyen ritim
ile beraber artan melatonin viicut icerisinde homeostazin korunmasini saglayan énemli
hormonlardan biri olarak bilinmektedir. Melatonin {iretimi giin igerisinde biyolojik
saate bagl olarak degismesinin yani sira cinsiyet ve yasa gore de degismektedir (Sekil
4.3.2.1.). Yaslanmaya bagli olarak pineal bezde goriilen fizyolojik degisimler

nedeniyle melatonin iiretim seviyesi de azalmaktadir (Sekil 4.3.2.2.).
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Sekil 4.3.2.1. Melatonin hormonunun sirkadiyen ritme bagli tiretimi. Bubunik ve ark. 2011
calismasindan adapte edilmistir (74).
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Melatonin (pg/ ml)

Sekil 4.3.2.2. Melatonin hormonunun yaslanmaya bagli iiretimi. Bubunik ve ark. 2011
calismasindan adapte edilmistir (74).
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Melatonin salgilanmasi 1s18a duyarli olan pinealosit hiicreleri tarafindan
diizenlenmektedir. Boylece 151k nedeniyle engellenen melatonin iiretimi karanlik
evrede artmaktadir. Melatonin {iretimi gece saatleri 20:00 - 21:00 saatleri arasinda
artmaya baslar ve gece 01:00 - 03:00 arasinda iiretim maksimum seviyeye
ulagsmaktadir. Sabah saat 05:00 - 07:00 arasinda iiretimi giderek azalarak ve bazal
seviyeye diismektedir (75, 76).

Melatonin iiretiminin biyolojik saate bagh gergeklestigi ve nokturnal bir dongii
izledigi bilinmektedir. Beyinde biyolojik ritmin devamliligindan sorumlu merkez olan
suprakiazmatik niikleus (SKN) pineal bezden melatonin salimmii da kontrol
etmektedir. Iskemi sonras1 gerceklesen patolojik siirecte SKN ve SKN’a bagli isleyen
periferik saatlerde (hipokampiis, Korteks ve striatumda) regiilasyonun bozuldugu ve
sonug olarak melatonin saliniminda diizensizlikler gergeklestigi diistiniilmektedir (77).
Yapilan insan calismalarina gore beyin felci sonrasinda hem akut faz (3 giin-post
operasyon) hem de kronik fazda (2 hafta-post operasyon) plazmadaki ve iiredeki
melatonin seviyesinin azaldig1 ve pineal bezden melatonin saliniminin normal ritminin
disina ¢iktig1 gosterilmistir (78-80). Baska bir caligmada ise mikro-diyaliz yontemi ile
pineal bezde iiretilen melatonin miktarlari belirlenmis, iskemi sonrasi melatoninin

salinim periyodunun kaydigi ve uzadigi gosterilmistir (81).
4.3.3. Melatoninin patofizyolojik siireclerdeki rolii

Melatonin hormonunun 6zellikle norodejeneratif hastaliklardaki noroprotektif
etkisi bilinmektedir (82-84). Ekzojenik olarak uygulanan melatoninin ndérogenezi
arttirdig1 ve beyin hasar1 sonrasi rejenerasyonda etkili oldugu bilinmektedir. Iskemi
sonrast melatonin tedavisinin hem akut fazda hem de uzun dénemde iyilestirici etkisi
oldugu yapilan c¢alismalarla gosterilmistir (66, 85). Ayrica, endojenik melatonin
sekresyonunun da noérogenez ve hiicre sagkalimi iizerinde olumlu etkisi oldugu,
sinirsel hasarlanmaya karsi koruyucu oldugu gosterilmistir (86, 87). Patolojik
durumlarda da fizyolojik melatonin {iretiminin hasar alanini azalttig1 pinealektomi

yapilan hayvanlarda iyilesme siirecinin uzadig1 gosterilmistir (88).

Hipoksi ve reperfiizyon esnasinda yliksek miktarda NOS ve reaktif azot

tiirlerinin tiretimi s6z konusudur (Sekil 4.3.3.1.). Bu toksik ajanlar sitosol igerisine
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kalsiyum salinmasina ve mitokondriye zarar vererek sitokrom ¢ nin salinmasina neden
olmaktadir. Serbestlesen sitokrom c apoptoz sinyal yolaginin tetiklenmesine neden
olmaktadir.  Hipoksi ve  tekrardan  oksijenlenme ayrica  NF-KB’nin
serbestlestirilmesine ve bunun hiicre ¢ekirdegine translokasyonuna neden olan
enflamatuar bir yanita neden olmaktadir. Sitokinlerin aktiflesmesi ile ROS iiretimi
daha da giiclenmektedir. Melatoninin ROS aktivasyonunu azalttig1 literatiirde yapilan
calismalarda gosterilmistir (89-91). Bu ¢alismalarda serbest oksijen radikal yakalayici
melatoninin apoptotik hiicre Sliimiinii ve gelisen hasar mekanizmalarini azalttigi

gosterilmistir (90, 91).
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Sekil 4.3.3.1. Melatoninin iskemi/ reperfiizyon sirasinda goriilen patofizyolojik siireclere olan
etkilerinin sematik olarak gosterimi. Joshi ve ark. 2015 yilindaki ¢alismasindan adapte
edilmistir (92).
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4.3.4. Melatoninin antioksidan 6zellikleri

Onemli bir sinyal molekiilii olmasinin yaninda melatonin, reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) ve reaktif nitrojen tiirlerinin (RNS) zararli etkilerini nétralize
edebilen ¢ok giiclii bir antioksidan 6zellige sahiptir (Sekil 4.3.4.1.) (93). Melatoninin,
serbest radikal yakalayicisi 6zelligiyle bir hiicredeki anti-oksidatif kapasiteyi gosteren
dogal bir referans molekiil olan vitamin E’den bile daha kuvvetli bir antioksidan
oldugu disiiniilmektedir (94). Melatonin ¢ogu antioksidan molekiillerinin aksine
yalnizca serbest radikal yakalamaz, bu goreve ek olarak antioksidan enzimlerinin
ekspresyonunu tetikler ve dnciil oksidatif enzimlerini inhibe eder (95, 96). Melatoninin
hiicre icerisinde seviyelerini arttirdigi antioksidatif enzimler arasinda mitokondriyel
ve sitozolik siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz
bulunmaktadir. Bunlarin yaninda melatonin néronal ve indiiklenebilir NOS (iNOS)
enzimleri gibi hiicre 6liimii mekanizmalarinda rolii olan enzimlerin miktarlarin1 da

diistirdiigii yapilan arastirmalarla gosterilmistir (97, 98).
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Sekil 4.3.4.1. Oksijen serbest radikallerinin etkiledigi sistemler.

Melatonin; hidroksil (-OH), karbon trioksit (CO3"), siiperoksit (O2), nitrik
oksit (NO), nitrojen dioksit (NOz) ve peroksinitrit (ONOO~) molekiilerini direkt olarak
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baglayabilme kapasitesine sahip oldugu bilinmektedir (93, 99, 100). Melatonin serbest
radikallerle girdigi enzimatik veya enzimatik olmayan reaksiyonlar sonucunda cyclic
3-hydroxymelatonin ve kynuramine tiirevleri olan N1-asetil-N2- formil-5-metoksi
kniiramin (AFMK) ve N1-asetil 5- metoksi kiiramin (AMK) molekiillerine
dontisebilmektedir. Melatoninin kynuramine tiirevi metabolitleri AFMK ve AMK’nin
da ayrica antioksidan 6zellikleri oldugu gosterilmistir. Bunlarin yaninda melatonin ve
metaboliti olan AMK molekiilii mitokondride, serbest radikal olusumunu engelleyerek
ATP iiretim verimini arttiran tek elektron transfer reaksiyonlarinda elektron donorti

olarak hareket edebilme kapasitesine sahiptir (101).
4.3.5. Melatoninin iskemi/ reperfiizyon hasarindaki rolii

Melatonin hem su hem de yagda yiiksek ¢oziinme giiciine sahiptir, bu yiizden
KBB’ni gecgebilme potansiyeli olduk¢a yiiksek bir molekiildiir. Damar i¢i
enjeksiyonunun ardindan plazmadaki ve beyindeki yarilanma Omriniin etkili
seviyelerde olmasi, hiicre igerisindeki iyi dagilimi ve toksik ozellikleri olmamasi
sebebiyle melatonin beyin felci gibi hastaliklarin tedavisinde aday bir néroprotektif

molekiil olarak umut vericidir (102).

Melatonin, en fazla epifiz bezi tarafindan olmakla birlikte viicutta farkl
noktalarda tiretilmektedir. Bu yiizden fizyolojik olarak salgilanan melatoninin iskemi/
reperfiizyon (I/R) hasari tizerine etkileri in vivo hayvan modellerinde ¢alisilmistir (103,
104). Bu deneylerde, epifiz bezleri ¢ikartilmis hayvanlarda beyin felci modeli
gelistirilmis ve ndrodejenerasyonun, melatonin liretemeyen hayvanlarin beyinlerinde
kontrol hayvanlarina gore daha fazla oldugu gozlenmistir. Bunun yaninda, melatonin
tedavisinin beyindeki I/R hasarina etkisi sigan (104, 105), Mogol gerbili (106), fare
(66, 107) ve kedi (108) gibi farklt model organizmalarda arastirilmistir ve tedavinin
hasar alanim diisiirdiigii gosterilmistir. Iskemi modellerinde uygulanan melatonin
tedavisi uygulanan doza gore gesitlilik gostermektedir. Kullanilan melatonin dozu 2.5
mg/ kg ile 40 mg/ kg arasinda degisiklik gosterebildigi gibi literatiirde melatoninin
verilig sekilleri agisindan tek veya diizenli araliklarla enjeksiyon, uygulama zamani
acisindan da beyin felcinden 1 saat Once veya 2 saat sonra olmak {iizere farkl

varyasyonlart mevcuttur (104, 109, 110).
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Hasar alanin1 azaltmasi ve ndronal sagkalimi arttirmasi disinda, oral,
intravendz veya periton i¢i enjeksiyon yoluyla uygulanan melatoninin néroprotektif
etkisinin ardindaki molekiiler mekanizmanin aydinlatilmasi i¢in farkli hayvan
modelleri kullanilmistir (111, 112). Mogol gerbillerinde yapilan bir ¢alismada gegici
fokal serebral iskemi modeli uygulanan hayvanlarda melatonin tedavisinin NO ve
cGMP miktarlarinin artmasina engel olurken, peroksinitrit iiretim indikatorii olan
nitrotrizin seviyesinin, DNA hasar ve ATP tiiketim indikatorii olan PARP aktivitesinin
ve lipid peroksidasyon indikatorii olan malondialdehit seviyesinin azalmasina sebep
oldugu bulunmustur (113). Ayrica orta serebral arter (OSA) tikanmasi ile olusturulan
beyin felci modeli siganlarda malondialdehit ve glutatyon seviyelerinin azaldigi

gozlenmistir (114).

Global iskemik sican modelinde melatonin muamelesinin iskemiye bagl
olarak azalan SOD ve glutatyon rediiktaz enzimlerini arttirdig1 rapor edilmistir (115).
Ek olarak, gecici iskemi modelinde melatonin 6nciil sagkalim proteini Bcl-2 ve DNA
tamir mekanizmasinda gorevli bir protein olan ERCC6’nin tiretimlerini tesvik ettigi
bilinmektedir (115). Fosforile Akt seviyelerinin hem beyin felcinden dénce hem de
beyin felcinden sonra akut olarak uygulanan melatonine bagli olarak arttig1 ancak
ERK-1/-2 ve Jun kinaz-1/-2 seviyelerinin yalnizca beyin felcinden once yapilan

melatonin uygulamasiyla arttig1 gosterilmistir (86).

Ayrica melatonin, beyin felci hastalarini tedavi etmek i¢in kullanilan tPA’nin
kotii etkilerini iNOS seviyesini azaltarak yok ettigi yapilan ¢caligmalarda gosterilmistir
(116). Diger bir ¢aligmada ise melatonin tedavisinin benzer sekilde iNOS seviyesinde
azalmaya neden olmasina ragmen, beyin felci sonrasi hasara bagl olarak tetiklenen

endotelyal NOS (eNOS) seviyesindeki diisiisii engelledigini belirtmektedir (117).

Yapilan sistemik bir analize goére, uygulanan melatoninin etkinliginin I/R
hasarma kars1 %42,8 iyilesme sagladigi ve etkin melatonin dozajinin 5 mg/ kg’dan
yiiksek oranlar oldugu bulunmustur (118). Melatoninin néroprotektif aktivitesi beyin
felcinden 6nce koruyucu olarak uygulandiginda (119, 120), beyin felcinden sonra kisa
araliklarla uygulandiginda (118) veya beyin felcinden 24 saat sonra devamli ve diizenli

sekilde uygulandiginda gozlenebilmektedir (121).

21



5. MATERYAL VE METOT

5.1. Deney Gruplan

Bu calisma etik standartlara, ulusal ve uluslararasi kurallara uygun bir sekilde
yapilmis olup Istanbul Medipol Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu
tarafindan da onaylanmistir. Calismada 8-12 haftalik erkek Balb/c fareleri
kullanilmistir. Beyin felci sonrast NBO tedavisinin tek basina veya 4 mg/ kg melatonin
ile kombinasyonun etkisini arastirabilmek i¢in 6 farkli deney grubu, 3 farkli deney seti

yapilmustir.

Gruplar;

- %21 NBO tedavisi + kontrol enjeksiyonu (50 pl %0.9 sodyum kloriir igerisinde
¢oziinmiis %5 etanol).

- %21 NBO tedavisi + 4 mg/ kg melatonin enjeksiyonu (50 ul %0.9 sodyum
kloriir i¢erisinde ¢6ziinmiis %5 etanol i¢erisinde 4 mg/ kg dozunda melatonin).

- %70 NBO tedavisi + kontrol enjeksiyonu (50 pl %0.9 sodyum kloriir igerisinde
¢oziinmiis % Setanol).

- %70 NBO tedavisi + 4 mg/ kg melatonin enjeksiyonu (50 pl %0.9 sodyum
kloriir icerisinde ¢ozlinmiis %5 etanol icerisinde 4 mg/ kg dozunda melatonin).

- %100 NBO tedavisi + kontrol enjeksiyonu (50 pl %0.9 sodyum kloriir
igerisinde ¢oziinmiis %5 etanol).

- %100 NBO tedavisi + 4 mg/ kg melatonin enjeksiyonu (50 ul %0.9 sodyum

klortir igerisinde ¢ozlinmiis %5 etanol icerisinde 4 mg/ kg dozunda melatonin).

NBO tedavisinin tek bagina veya 4 mg/ kg melatonin ile kombinasyonunun
beyin felci sonrast norolojik duruma, hasar alanina, beyin 6demine ve KBB
gecirgenligine olan etkilerini incelemek i¢cin 90 dk OSA tikanmasi sonrasi 24 saatlik
reperfiizyon deney seti yapilmigtir (n=7/ grup). NBO tedavisinin tek basina veya 4 mg/
kg melatonin ile kombinasyonunun beyin felci sonrasi apoptotik hiicre 6liimii tizerine
etkilerinin incelenmesi i¢in 30 dk OSA tikanmasi takiben 72 saatlik reperfiizyon deney
seti yapilmistir (n=7/ grup) (Sekil 5.1.1.). NBO tedavisinin beyin mikrodolasimi
izerine etkilerinin incelenmesi i¢in 90 dk OSA tikanmasi takiben 6 saat reperfiizyon

deney seti yapilmistir (n=4/ grup) (Sekil 5.1.2.).
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Sekil 5.1.2. Lazer Speckle goriintiileme teknigi deney dizayni.

5.2. Orta Serebral Arter Tikanmas1 Modeli

20-25 gr agirhigindaki erkek Balb/C fareler %1 Izofluran (NO015A09, Adeka)
(%30 Oz, kalan1 N2O) ile anesteziye (Resim 5.2.1.) alindiktan sonra viicut sicakliklar
homeotermik 1sitma sistemiyle (55-7020, Harvard Apparatus, Amerika Birlesik
Devletleri) 36,5-37,0°C arasinda tutulmustur. Beyin felci operasyonlart ve
reperflizyonun kontrolii amaciyla beyin kan akimini anlik 6lgen Laser Doppler’ in
(LDF) probu (Perimed, Stockholm, Isve¢) OSA (Bregma -2 mm posterior; 6mm
lateral) temporal kaslar ayrilarak direkt kafatas1 kemigi tizerine yerlestirilerek kontrol

edilmistir (Resim 5.2.2.). Fokal serebral iskemi metodu intraluminal teknik ile
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yapilmistir. Boyun {iizerine deriye yapilan kiiciik bir kesi sonrasi, sol common ve
external karotid arterler izole edildikten sonra 7,0 ipek dikis ipligiyle baglanip, bir
mikrovaskiiler klips (FE691, Aesculap, Almanya) internal karotid arter {izerine
yerlestirilmistir. Orta serebral arterin tikanmasi amactyla 8,0 naylon monofilament
(Ethilon; Ethicon, Almanya) silikon ile kaplanarak (Xantopren, Bayer Dental,
Japonya) capt 180-190 pm’ye c¢ikarilmigtir. Common karotid artere kiigiik bir kesik
yapilarak silikon ile kapli daha 6nceden hazirlanmis olan filament birurkasyo
karotikumdan itibaren diren¢ hissedilinceye kadar internal karotid arter igerisinde
yaklasik 9 mm distal yonde ilerletilmistir (Sekil 5.2.1.). 30 dakika veya 90 dk sonra
silikon kapli filament geri ¢ekilerek reperfiizyon baslatilmigtir. Reperfiizyonun
kontrolii amaciyla LDF kayitlar1 1 dakika siiresince izlenmistir. A¢ilan yara 5,0 ipek
dikis ipligi (S1165, Dogsan, Tiirkiye) ile kapatildiktan sonra anesteziye son verilerek
fareler gruplarinda belirtilen Oz konsantrasyonlarina bagl olarak tedavi kafeslerine

alinmuslardir.

\

Resim 5.2.1. Izofloran gaz anestezi sistemi ve oksijen sensorii.
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Resim 5.2.2. Beyin felci operasyon masasi.

1 MCA 2 MCA 3 e 4 A
ICA IcA ICA ICA
ECA ECA B £
Tchea Trachea Trachea Trachea
A A CCA CCA

Sekil.5.2.1. Deneysel OSA tikanmas1 metodu.
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5.3. Melatonin ve Tasiyic1 Enjeksiyonlarimin Uygulanmasi

Beyin felci operasyonu sonrasinda reperflizyonun hemen baslangicinda
hayvanlara periton i¢i enjeksiyon ile melatonin (M5250, Sigma Aldrich, Amerika
Birlesik Devletleri) veya melatoninin ¢0ziliciisii olan tasiyict  enjeksiyonu
uygulanmistir. Melatonin tedavisi alan her hayvanin agirligina gére 4 mg/ kg dozunda
melatonin 50 pl %0.9 sodyum kloriir (Biofleks, Osel, Tiirkiye) igerisinde ¢oziinmiis
%5 etanol (100983, Merck, Amerika Birlesik Devletleri) igerisinde ¢oziildii ve periton
ici enjeksiyon ile uygulanmstir. Tasiyici grubuna 50 pl %0.9 sodyum kloriir igerisinde

¢Oziinmiis % 5 etanol enjeksiyonu periton i¢i enjeksiyon ile uygulanmistir.
5.4. NBO Tedavisinin Uygulanmasi

Beyin felci operasyonundan hemen sonra rastgele bir sekilde melatonin veya
kontrol enjeksiyonu yapilan fareler %21 NBO, %70 NBO veya %100 NBO tedavileri
icin Ozel olarak tasarlanmis oksijen uygulama kabinlerine alinmistir. 25 cm ¢apinda
cam desikator (1.039.01.250, Isolab, Tiirkiye) igerisine alinan hayvanlarin viicut
sicakliklart homeotermik 1sitma sistemiyle (55-7020, Harvard Apparatus, Amerika
Birlesik Devletleri) gercek zamanli olarak izlenmis ve 36,5-37,0°C arasinda
tutulmustur. Tedavi siiresince oksijen uygulama kabinlerindeki basing manometre
(Oxyflow-01, Firstmed, Amerika Birlesik Devletleri) yardimiyla, oksijen
konsantrasyonu ise oksijen sensorleri (MX-300, Teledyne Analytical Instruments,
Amerika Birlesik Devletleri) vasitasiyla gercek zamanl olarak izlenmistir. Deneyler
stiresince NBO basicit 1 ATA ve oksijen konsantrasyonlar1 tedavi gruplarina goére

%21, %70 veya %100 olacak sekilde ayarlanmistir.
5.5. Norolojik Skorlama

90 dk OSA okliizyonu takiben 24 saat reperfiizyon uygulanan fareler sakrifiye
edilmeden hemen 6nce norolojik durumlarina gore puanlama yapilmistir. Farelerin

durumlarina gore uygulanan skorlama kriterleri asagida belirtilmistir;

0 = Normal fonksiyon,
1 = Kuyruktan kaldirilinca kontralateral taraftaki eli ¢gekme,

2 = Kontralateral tarafa daireler ¢izerek hareket etme ve normal goriiniis,
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3 = Kontralateral tarafa daireler g¢izerek hareket etmeye calisma ve yiirlimekte
zorlanma,

4 = Herhangi bir motor aktivite olmadig1 zaman.
5.6. Cryostat Cihaz ile Beyin Kesimi

30 dk veya 90 dk OSA tikanmasi sonrasi 72 saat veya 24 saat reperflizyon
uygulanan fareler yiiksek doz izofloran anestezisi kullanilarak sakrifiye edilmistir.
Beyinler hizli bir sekilde cikarildiktan sonra kurubuz iizerinde dondurulmustur.
Beyinler Cryostat (CM1950, Leica, Almanya) cihazi kullanilarak kesilmistir (Resim
5.6.1.). 30 dakika beyin felci geciren hayvanlarin beyinlerinden immiinfloresan
boyamalar i¢in striatum seviyesinden (Bregma 0) 18 um kalinliginda kesitler pozitif
yuiklii lamlar tizerine alinmistir. 90 dk beyin felci takiben 24 saat reperfiizyon yapilan
farelerin beyinlerinden immiinhistokimyasal boyamalar i¢in 2mm araliklarla
(bregmadan 2mm kaudal ve 2 mm rostral) kesitler ve protein analizi ¢alismalari i¢in

striatum seviyesinden doku alinmistir.

Resim 5.6.1. Cryostat cihazi.
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5.7. TUNEL Boyamasi

DNA fragmantasyonu analizi i¢in terminal transferase biotinylated-dUTP Nick
End Labeling (TUNEL, 11684795910, Roche, Amerika) kiti kullanilmistir. 30 dakika
OSA tikanmasi takiben 72 saat reperfiizyon yapilan farelerin striatum seviyesinden
alinan beyin kesitleri %4’liikk paraformaldehit (PFA) ile fikse edildikten sonra 3 kere
5 dk siiresince 0.1 M fosfatlanmis tampon soliisyonu (PBS) ile yikanmis ve PFA
kalintisindan arindirilmistir. Bloklama islemi normal ke¢i serumu (NGS, G9023,
Sigma Aldrich, ABD) ile yapildiktan sonra 6rnekler 30 dk siiresince oda sicakliginda
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda &rneklerin iizerine TUNEL karisimi
eklenerek 60 dk siiresince 37°C’ de inkiibe edilmistirr TUNEL reaksiyonunu
durdurmak i¢in inkiibasyon sonunda ornekler 3 kere 5 dk siiresince 0.1 M PSB ile
yikanmigtir. Son olarak hiicre ¢ekirdeklerini goriintiileyebilmek i¢in 4',6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI, D9542, Sigma Aldrich, ABD) ile ¢ekirdek boyamas1 yapilmistir
ve ornekler sulu ortam birlestirici (F4680, Sigma Aldrich, ABD) kullanilarak lamel ile
kapatilmistir. Orneklerin analizi konfokal mikroskop (LSM 780, Carl Zeiss, Jena,
Almanya) kullanilarak yapilmistir (Resim 5.7.1.).

Resim 5.7.1. Konfokal mikroskobu.
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5.8. Cresyl Violet Boyamasi

Cresyl Violet boyamasi igin 1.63 gr sodyum asetat (32319, Sigma-Aldrich) 60
ml dH-0 igerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra 237.1 ml dH-O igerisine 2.9 ml asetik asit
(%100 Merck bulunan soliisyonun iizerine eklenerek karistirilmistir. pH 4.0 olacak
seklide ayarlanan soliisyonun tizerine 1.5 gram Cresyl violet acetate (C5042-106,
Sigma Aldrich) eklenmistir. Karigim bir gece siiresince ¢alkalayicida karistirildiktan

sonra ertesi giin filtreden gecirilip kullanima hazirlanmastir.

90 dk OSA tikanmas1 sonrasi 24 saat reperfiizyon gerceklestirilen farelerden 2
mm araliklarla alman 18 pm kalinhigindaki beyinlere Cresyl violet boyamasi
yapilmistir 37°C de 30 dakika bekletilen 6rneklere 7 dakika %4 PFA (158127; Sigma-
Aldrich) ile fiksasyon yapildiktan sonra 3 kere PBS ile 5 dakika siiresince ¢alkalayict
(Unimax 1010; Heidolph) iizerinde yikanmustir. Ornekler daha sonra 15 dakika
stiresince Cresyl Violet soliisyonu igerisinde, ¢alkalayici lizerinde inkiibe edilmistir.
Boyamadan ¢ikan 6rnekler dH20 ile yikandiktan sonra sirasiyla %70 etanol (24102,
Sigma-Aldrich), %90 etanol, %95 etanol ve %100 etanolde 15 saniye bekletilerek
cresyl violet boyasinin renginin agilmast saglanmistir. Alkol serisinden sonra drnekler
ksilen (108684, Merck) soliisyonuna alinmistir ve en az 3 dk siiresince bekletilen

ornekler entellan (M1289, Sigma-Aldrich) kullanilarak lamel ile kapatilmigtir.
5.9. immunoglobulin G Boyamasi

Immunoglobulin (IgG) boyamasi igin Vectostain Elite ABC HRP Reagent,
R.T.U.(pk-7100, Vector Laboratories, Amerika Birlesik Devletleri) kiti kullanilmustir.
90 dk OSA tikanmasi metodu takiben 24 saat reperfiizyon gergeklestirilen farelerin
striatum seviyesinden alinan koronal kesitler 15 dk siiresince %4 PFA ile fikse
edilmistir. Sonrasindan PFA’dan kurtulmak i¢in 6rnekler 0.1 M PBS ile 3 kere 5 dk
stiresince calkalayici tlizerinde yikanmistir. 30 dk siiresince oda sicakliginda %0.3
H20O, iceren metanol icerisinde inkiibe edilen 6rnekler 0.1 M PBS ile 3 kere 5 dk
stiresince ¢alkalayici tizerinde yikanmistir. Bloklama islemi normal at serumu (NHS,
vectostain) kullamlarak 10 dk siiresince oda sicakliginda gergeklestirilmistir. Ornekler
0.1 M PBS ile 5 dk siiresince ¢alkalayici tizerinde yikandiktan sonra 6rneklerin iizerine

biyotinlenmis ikincil antikor eklenerek 10 dk siiresince calkalayici lizerinde inkiibe
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edilmistir. Sonrasinda 6rnekler 0.1 M PBS ile 5 dk siiresince ¢alkalayici iizerinde
yikanmistir. 5 dk streptavidin/ peroksidaz kompleksi ile muamele edilen 6rnekler
sonrasinda tekrardan 0.1 M PBS ile 5 dk siiresince calkalayici lizerinde yikanmustir.
Kit i¢erisinden ¢ikan soliisyonlarla kullanima kilavuzundaki talimatlar izlenerek DAB
substrat soliisyonu hazirlanmistir. Bunun i¢in 2.5 ml dH20 igin 1 damla stok tampon
soliisyonu, 2 damla DAB stok soliisyonu ve 1 damla H202 soliisyonu eklenerek iyice
karistirilmas1 saglanmistir. Orneklerin {izerine DAB substrat soliisyonu eklenerek
reaksiyon baslatilmis ve yaklasik olarak 90 sn sonunda reaksiyon soguk 0.1 M PBS ile
durdurulmustur. Ornekler sulu ortam birlestirici (F4680, Sigma Aldrich, ABD)

kullanilarak lamel ile kapatilmigtir.
5.10. Western Blot Protein Analizi
5.10.1. Protein izolasyonu

Protein izolasyonu i¢in 90 dk iskemiden 24 saat sonra sakrifiye edilen farelerin
beyinlerinden cryostat cihazi kullanilarak Bregma 0 noktasindan doku o6rnekleri
alimmistir. Ayni gruptaki 6rnekler bir araya getirilerek protein izolasyonu yapilmastir.
Orneklerin iizerine proteaz ve fosfataz inhibitdr karisimi (5782, Cell Signaling,
Amerika Birlesik Devletleri) ilave edilmis olan ripa tampon ¢ozeltisi (R0278-50ML,
Sigma Aldrich, Amerika Birlesik Devletleri) eklenmis ve &rnekler homojenize

edilmistir.
5.10.2. Protein konsantrasyonu ol¢iimii

Orneklerin protein konsantrasyonlart Qubit protein analiz kiti (Q33211,
Invitrogen Life Technologies Corporation, Amerika Birlesik Devletleri), ve Qubit 3.0
Fluorometer cihazi (Invitrogen Life Technologies Corporation, Amerika Birlesik
Devletleri) kullanilarak hesaplanmistir. Protein 6l¢iimii yapilacak olan 6 farkli grup
(%21 Oz + tasiyic1 veya melatonin, %70 Oz + tasiyict veya melatonin, %100 O: +
tasiyici veya melatonin) ve Qubit cihazinin kalibrasyonunun yapilmasi i¢in kullanilan
3 farkli standart soliisyonu olmak {izere toplam 9 ornek igin tampon soliisyonu
hazirlanmistir. Qubit protein analiz kitinden ¢ikan Qubit protein tamponundan 1791

ul alinmis ve tlizerine yine aymi kit igerisinden ¢ikan Qubit bilesiminden 9 pl
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eklenmistir. Kalibrasyon i¢in kullanilacak olan standart 1, standart 2 ve standart 3
tiplerine 190 pl tampon soliisyonu eklendikten sonra iizerlerine 10 pl standart
cozeltilerinden eklenmistir. Protein 6l¢iimii yapilacak olan 6 farkli 6rnegin her biri i¢in
198 pl tampon ¢ozeltisi ve iizerlerine 2 pl protein 6rnegi konulmustur. Ornekler 2-3
saniye vorteks yapildiktan sonra 15 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda Qubit 3.0 cihaz1 kullanilarak o6rneklerin protein konsantrasyonlari

hesaplanmistir (Resim 5.10.2.1.).

Resim 5.10.2.1. Qubit protein 6l¢iim cihazi.

5.10.3. Jel elektroforezi

Protein konsantrasyonu belirlenen orneklerden (tasiyict veya melatonin
enjeksiyonu yapilmis olan %21 NBO, %70 NBO veya %100 NBO) her biri i¢in 20 pg
protein karisimi, 2.5 ml 4X laemmli tampon soliisyonu (161-0747, Biorad Life
Sciences Research, Amerika Birlesik Devletleri) ve kalan1 ddH2O olacak sekilde
hazirlanan 10 pl protein karisimi 5 dk siiresince 95°C’° de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda drnekler jel elektroforez yapilincaya kadar +4°C buz iizerine

alinmistir.
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4’li dikey jel elektroforez tanki (1658004, Biorad Life Sciences Research,
Kaliforniya, Amerika) igerisine mini-Protean TGX Precast protein jeli (4569033,
Biorad Life Sciences Research, Kaliforniya, Amerika) yerlestirilmistir. Dikey
elektroforez icin gerekli olan tampon ¢ozeltisi (25 mM Tris, 192 mM glisin, %0.1
sodyum dodesil siilfat (SDS), pH 8.3) (1610732, Biorad Life Sciences Research,
Kaliforniya, Amerika) eklenmistir. Protein 6rnekleri ve dikey elektroforezin siiresini
belirlemek igin kullanilan protein isaretgisi Precision Plus Protein-All blue standards
(163-0393, Biorad Life Sciences Research, Kaliforniya, Amerika) jel igerisine
yiikklenmistir. Sonrasinda giic kaynagi (1645070, Biorad Life Sciences Research,
Kaliforniya, Amerika) kullanilarak proteinlerin agirliklarina gore ayristirilmasi

gerceklestirilmistir (Resim 5.10.3.1.).

Resim 5.10.3.1. Jel elektroforez sistemi.

5.10.4. Jelden membrana protein transferi

Elektroforez sonunda proteinler jelden PVDF (Poli-viniliden floriir) membrana
(162-0174, Biorad Life Sciences Research, Kaliforniya, Amerika) transfer edebilmek
igin transfer tampon soliisyonu (140-4272, Biorad Life Sciences Research,

Kaliforniya, Amerika) hazirlanmistir. PVDF membran ve filtre kagitlar1 (162-0219,
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Biorad Life Sciences Research, Kaliforniya, Amerika), hazirlanan transfer tampon
soliisyonu igerisinde 1slatildiktan sonra Trans-blot turbo transfer sistemi (1704155,
Biorad Life Sciences Research, Kaliforniya, Amerika) kullanilarak molekiiler
agirliklarina goére ayrilmis olan proteinler jelden PVDF membrana aktarimi

saglanmigtir (Resim 5.10.4.1.).

Resim 5.10.4.1. Trans-blot turbo transfer sistemi.

5.10.5. Antikorlar ile inkiibasyon

PDVF membranlar 50 mM Tris-Buffered Saline (TBS-T) (%0.1 Tween i¢eren
tamponlanmis Tris saline) ile hazirlanan %5 yagsiz siit tozu (sc-2325, Santa Cruz
Biotechnology) ile oda isisinda 1 saat bloklandiktan sonra TBS-T ile yikanan
membranlar bir gece poliklonal Akt (9272; Cell Signaling), poliklonal forforlanmig
Akt (9271; Cell Signaling), monoklonal Bcl-xL (2764; Cell Signaling), poliklonal Bax
(2772; Cell Signaling), monoklonal nNOS (Ab76067; Abcam), poliklonal iNOS (sc-
650; Santa Cruz Biotechnology) ve poliklonal eNOS (Ab66127; Abcam) antikorlari
ile inkiibe edilmistir. Ertesi glin membranlar TBS-T ile {i¢ kere yikandiktan sonra %5
yagsiz siit tozu igerisinde Horseradish Peroksidaz enzimi ekli olan ikincil antikor

(31460; Thermo Scientific) ile muamele edilmistir.
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5.10.6. Goriintiilleme ve degerlendirme

1 saat oda sicakliginda inkiibe edilen membranlar inkiibasyon sonunda ii¢ kere
TBS-T ile yikandiktan sonra 5 dakika ECL Western goriintiileme soliisyonu (1705060,
Biorad Life Sciences Research, Kaliforniya, Amerika) ile inkiibe edilen membranlar
Chemidoc MP goriintiileme sistemi (1708280, Biorad Life Sciences Research,
Kaliforniya, Amerika) kullanilarak proteinlerin goriintiilenmesi gergeklestirilmistir
(Resim 5.10.6.1.).

Resim 5.10.6.1. Chemidoc MP goriintileme sistemi (1708280, Biorad Life Sciences
Research, Kaliforniya, Amerika)

Western blot yontemi ile elde edilen jel goriintiileri bilgisayar programi (Image
J; National Institute of Health, Bethesda, MD, Amerika), yardimiyla analiz edilmistir.
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5.11. Lazer Speckle Goriintiileme Teknigi

Resim. 5.11.1. Laser Speckle goriintiile teknigi deney diizenegi.

OSA tikanmasindan 30 dk 6nce fareler %1 izofluran (%30 O, kalan1 N2O) ile
anesteziye alinmistir. Stereotaksik frame yerlestirilen farelerin kafatasi derisine
yapilan ufak bir kesi sonrasi kafatasi kemikleri serum fizyolojik ile temizlenmistir. Tur
aleti (H37L1, Marathon, Kore) kullanilarak ipsilateral hemisfer ve kontralateral
hemisferlerde beyim kan akimi dl¢limii yapilacak olan bolgelerin kafatasi kemikleri
delinmistir. Kafatas1 kemikleri operasyon siiresince herhangi bir kanama olmamasi
icin yerinden kaldirilmamistir. 90 dk siiresince OSA tikanmasi yapilan farelere
reperflizyonun hemen baslangicinda periton i¢i enjeksiyon ile tasiyici veya melatonin
enjeksiyonu yapilmustir. Iskemi sonrasi bélgesel kanlanma 1 dk siiresince LDF cihaz
kullanilarak izlendikten sonra 6nceden delinmis olan kafatasi kemikleri kaldirilmistir.
Olgiim yapilacak olan ipsilateral ve kontralateral beyin bdlgeleri serum fizyolojik ile
temizlendikten sonra fareler stereotaksik frame’e sabitlenmistir. Farelere gruplarina
gore %21, %70 veya %100 NBO uygulanmaya baslandiktan sonra Laser Speckle
(PeriCam PSI, Perimed, Stockholm, Isve¢) cihazi ile gercek zamanli olarak bdlgesel

kan akimi takibi gerceklestirilmistir (Resim 5.11.1).
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Sekil 5.11.1. Lazer Speckle goriintiilemesinin yapildig iskemik kor, penumbra ve hasarsiz
korteks seviyelerinin gosterimi.

Lazer Speckle cihazi kullanilarak kafatasi {izerinden 10 cm yiikseklikte olan
CCD kamera vasitasiyla anlik olarak goriintiiler alinmistir. Beyne gonderilen 785 nm
dalga boyundaki lazer beyin yiizeyinden 500 um igeri kadar ulagabilmektedir. Tiim
operasyon siiresince 2 saniye araliklar ile 20 pm ¢Oziiniirliigiinde goriintiiler
kaydedilmistir. Iskemik kor, penumbra ve hasarsiz korteks seviyelerinden beyin kan
akimin1 6lgmek igin bilgisayar programi vasitasiyla 1 mm x 5.5 mm o6lgiistindeki
alanlar sirasiyla Bregma noktasindan 0.5 mm posterior olmak iizere sirasiyla 0.5 mm,
1.5 mm ve 2.5 mm lateral merkez olmak tizere yerlestirilmistir (Sekil 5.11.1.). Veriler
operasyon oOncesine gore yiizde degisim olarak hesaplandiktan sonra kontrol grubu

olan %21 NBO + tasiyict grubuna oranlanarak hesaplanmustir.
5.12. istatistiksel Analizler

Deney gruplari arasindaki istatistiksel analizler SPSS programi (lbm)
kullanilarak yapilmistir. Gruplar arasindaki farklar tek yonlii (one-way) varyans
analizi (ANOVA) kullanilarak, en diisiik anlamli farklilik testiyle analiz edilmistir
(least significant difference). Melatonin ve tasiyicit gruplari arasindaki istatistiksel

analizler independent samples t-testi uygulanarak yapilmustir.
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6. BULGULAR
6.1. Otuz Dakikalik OSA Tikanmasi Laser Doppler Kaydi

30 dakikalik OSA tikanmasi modelinin tekrar edilebilirligini ve hayvan
deneylerinin basarisinin kontrolii i¢in OSA’in besledigi striatum bolgesinden (Bregma
-2 mm posterior; 6 mm lateral) beyin felci operasyonlar: siiresince LDF kaydi
almmustir (Sekil 6.1.1.).

Laser Doppler

120 —0O—— 21% NBO/ tasiyici
—3—— 21% NBO/ melatonin
—a—— 70% NBO/ tasiyici
—a&—— 70% NBO/ melatonin

90

% kontrol

60 ——O0—— 100% NBO!/ tasiyici
—0—— 100% NBO/ melatonin
30
0

0 10 20 30 31 (dk)

Sekil 6.1.1. 30 dakikalik OSA tikanmas1 modeli LDF kaydi. Veriler ortalama + standart sapma
olarak verilmistir (n=7/ grup).

OSA’ in girisi ip teknigi kullamilarak tikandiktan sonra beyin kan akimi
operasyon Oncesine gore ortalama olarak %80 oraninda diismiistiir. OSA’ in tikal
kalig1 30 dakika boyunca beyin kan akimi operasyon dncesi saglikli beyin kan akimina
oranla %20’lik oranda kalmistir. Ipin geri ¢ekilmesi ile beraber beyin kan akimimnin
tekrardan arttig1 gosterildi. Reperfiizyon esnasinda 1 dakika siiresince LDF kaydi

alinmustir.
6.2. DNA Fragmantasyonu Analizi

30 dakika OSA tikanmasi sonrasi 72 saat reperfiizyon yapilan farelerden
cryostat cihazi ile alinan 18 pum kalinligindaki koronal beyin kesitlerine TUNEL
boyamast yapilmigtir. Boyama islemi gergeklestirilen Orneklerden konfokal
mikroskop (LSM 780, Carl Zeiss, Jena, Almanya) kullanilarak iskemik striatumda
apoptotik hiicre analizi yapilmistir (Sekil 6.2.1.).
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Sekil 6.2.1. TUNEL (+) hiicre analizi. 30 dakika OSA tikanmasi takiben 72 saat reperfiizyon
sonunda iskemik striatumda apoptotik hiicre analizi yapilmistir. Veriler ortalama + standart
sapma olarak verilmistir. **p<0.01 %21 NBO grubuna gore istatistiksel olarak anlamliligi,
#p<0.01 %70 NBO grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig1, $¥p<0.01/ $p<0.05 melatonin
tedavisi uygulanan NBO grubun tasiyici uygulanan gruba gore istatistiksel olarak anlamliligini
gostermektedir (n=7/ grup).

2 olan 12 farkli alandan

Iskemik striatum seviyesinden her biri 62,500pum
TUNEL (+) hiicre sayilmistir. Deney gruplarinda sayilan ortalama apoptotik hiicre
sayilari; %21 NBO + tasiyict grubu 133.4 + 9.7, %21 NBO + melatonin grubu 103.5
+17.5, %70 NBO + tastyici grubu 110.1 £ 9.5, %70 NBO + melatonin grubu 97.3 +
17.8, %100 NBO + tastyict grubu 104.4 + 11.4, %100 NBO + melatonin grubu 87.9 +
12.1 olarak belirlenmistir. Hem %70 NBO + tasiyici veya melatonin kombinasyonu
hem de %100 NBO + tasiyic1 veya melatonin kombinasyonu %21 NBO + tasiyici
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.01) bir sekilde apoptotik hiicre sayisini
azalttig1 gosterilmistir. Ayrica %21 NBO grubu kendi igerisinde kiyaslandiginda

melatonin uygulanan grubun tasiyici uygulanan gruba gore istatistiksel olarak anlamli
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(p<0.01) bir sekilde apoptotik hiicre sayisimi azalttigi gosterilmistir. %70 NBO +
tasiyicl uygulanan tedavi grubu %100 NBO + melatonin uygulanan gruba gore
kiyaslandiginda TUNEL (+) hiicre sayisinin %100 NBO + melatonin grubunda
istatistiksel olarak anlamli (p<0.01) derecede azaldigi bulunmustur. %70 NBO +
tagiyict uygulanan grubun %70 NBO + melatonin uygulanan gore kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bir sekilde apoptotik hiicre sayisinin azaldigi
gosterilmistir. %100 NBO + tasiyict uygulanan grup %2100 NBO + melatonin
uygulanan grup ile kiyaslandiginda melatonin tedavisinin %100 NBO grubunda
istatistiksel olarak anlamli (p<0.01) sekilde apoptotik hiicre sayisini azalttigi

gosterilmistir.
6.3. Doksan Dakikalik OSA Tikanmasi Laser Doppler Kaydi

90 dakikalik OSA tikanmasi modelinin tekrar edilebilirligini ve hayvan
deneylerinin basarisinin kontrolii i¢in OSA’ in besledigi striatum bdlgesinden (Bregma
-2 mm posterior; 6 mm lateral) beyin felci operasyonlarn siiresince LDF kaydi
almmustir (Sekil 6.3.1.).

Laser Doppler
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Sekil 6.3.1. 90 dakikalik OSA tikanmas1 modeli LDF kaydi. Veriler ortalama + standart sapma
olarak verilmistir (n=7/ grup).

OSA’in girisi ip teknigi ile tikandiktan sonra beyin kan akimi operasyon
Oncesine gore ortalama olarak %80 oraninda diigsmistiir. OSA’in tikali kaldigr 90

dakika boyunca beyin kan akimi operasyon oncesi saglikli beyin kan akimina oranla
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%20’lik seviyede kalmustir. Ipin geri cekilmesi ile beraber beyin kan akimmin
tekrardan  artti§1  gosterilmistir. Iskemik bolgedeki bolgesel kanlanmanin
reperfiizyonun baslangicindan itibaren 1 dk siiresince arttigi LDF kayitlar1 vasitasiyla

gosterilmistir.
6.4. Norolojik Hasar Skorlama

90 dakika OSA takiben 24 saat reperflizyon yapilan farelere sakrifiye
edilmeden hemen 6nce norolojik durumlarina gére puanlama yapilmistir (Sekil 6.4.1.).
Uygulanan bu teste gore farelere 0 ile 4 arasinda noérolojik durumlarina gore skorlar
verilmistir. Buna gore;
0=Normal fonksiyon,
1=Kuyruktan kaldirilinca kontralateral taraftaki eli ¢cekme,
2=Kontralateral tarafa daireler cizerek hareket etme ve normal goriiniis,
3=Kontralateral tarafa daireler cizerek hareket etmeye calisma ve ylirlimekte
zorlanma,

4=Herhangi bir motor aktivite olmadig1 zaman.

Norolojik hasar
4
[ Tastyici
3 § *k * .
N I ] ++ [ Melatonin
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21% NBO 70% NBO 100% NBO

Sekil 6.4.1. Norolojik skorlama. 90 dakika OSA tikanmasi sonrast 24 saat reperfiizyon
sonunda uygulanmigtir. Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. **p<0.01/
*p<0.05 %21 NBO grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig1, #p<0.05 %70 NBO grubuna
gore istatistiksel olarak anlamlilig1, *p<0.05 melatonin uygulanan NBO grubunun tastyici
uygulanan gruba gore istatistiksel olarak anlamliligin1 géstermektedir (n=7/ grup).

Norolojik skorlama yapilan farelerin ortalama skorlari; %21 NBO + tasiyici
grubu 2.7 + 0.7, %21 NBO + melatonin grubu 2.1 + 0.2, %70 NBO + tasiyic1 grubu
2.4+ 0.4, %70 NBO + melatonin grubu 1.9 + 0.6, %100 NBO + tasiyict grubu 2.0 +
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0.7, %100 NBO + melatonin grubu 1.8 + 0.4 olarak hesaplanmigtir. %21 NBO +
tagiyict grubu %70 NBO + melatonin (p<0.01), %100 NBO + melatonin (p<0.01) ve
%100 NBO + tastyici (p<0.05) grubuna gore istatistiksel olarak anlamli seviyede daha
1yl norolojik davraniglara sahip olduklar1 gosterilmistir. %70 NBO + tasiyic1 grubu
%100 NBO grubuna, %21 NBO + tasiyic1 grubu da %21 NBO + melatonin grubuna
kiyaslandiginda istatistiksel olarak (p<0.05) anlaml1 6l¢iide daha iyi norolojik sonuglar

verdigi gozlemlenmistir.
6.5. Infarkt Hacmi Analizi

90 dakika OSA tikanmasi takiben 24 saat reperflizyon yapilan farelerin
beyinleri cryostat yardimi ile 2 mm araliklarla 18 pm kalinlikta kesildikten sonra
infarkt hacmini ve beyin 6demini hesaplamak i¢in cresyl violet boyamasi yapilmustir.
Boyama yapilan kesitlerden bilgisayar programi (Image J) yardimiyla hasarli alanlar

ve toplam beyin alanlar1 6lgiilerek infarkt hacmi ve 6dem hesaplanmustir (Sekil 6.5.1).
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infarkt hacmi

21% NBO 70% NBO 100% NBO
it i S 'y

2 fay ; .jh oS e ,‘%*SJ’: 1
S f ) v B

i 14
§ -4 *- \

% ‘Q\ { \\ -

.y L3 e

Melatonin

120
§ § " [ Tasiyici
90 T - £
P 1 | @ Melatonin

E 60
30
0

21% NBO 70% NBO 100% NBO

Sekil 6.5.1. Cresyl violet boyamas: ile infarkt hacmi 6lgiimii. Veriler ortalama + standart
sapma olarak verilmistir. **p<0.01/ *p<0.05 %21 NBO grubuna gore istatistiksel olarak
anlamliligl, §p<0.05 melatonin uygulanan NBO grubunun tasiyici uygulanan gruba gore
istatistiksel olarak anlamliligin1 gostermektedir (n=7/ grup).

Hasar alanlar1 sirastyla %21 NBO + tasiyic1 grubu 81.6 + 5.8 mm?, %21 NBO
+ melatonin grubu 68.6 = 11.5 mm?, %70 NBO + tastyict grubu 70.8 + 6.2 mm?, %70
NBO + melatonin grubu 59.6 + 13.2 mm?, %100 NBO + tastyic1 grubu 68.9 + 13.2
mm?, %100 NBO + melatonin grubu 61.2 + 9.7 mm? olarak hesaplanmistir. %70 NBO
+ melatonin ve %100 NBO + melatonin gruplar1 %21 NBO + tasiyicit grubuna gore
istatiksel olarak (p<0.01) anlamli 6l¢iide hasar hacmini azalttigi gosterilmistir. Ayrica
%100 NBO + tastyici grubu da %21 NBO + tasiyic1 grubuna gore istatistiksel olarak
(p<0.05) anlamli 6l¢tide hasar hacmini diisiirdiigii gézlemlenmistir. Bu bilgilere ek
olarak, tasiyict verilmis %21 NBO ve %70 NBO gruplari melatonin ile kombine
edildiginde istatistiksel olarak (p<0.05) anlam1 bir sekilde hasar hacmini diistirdiikleri

gozlemlenmistir.
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6.6. Odem Analizi

90 dakika OSA tikanmasi takiben 24 saat reperfliizyon gerceklestirilen
farelerden alinan beyin kesitlerine cresyl violet boyamasi yapildiktan sonra beyin
O0demi iskemik hemisferin kontralateral hemisfere gore farki hesaplanarak

belirlenmistir (Sekil 6.6.1.).
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Sekil 6.6.1. Cresyl violet boyamasi ile sitotoksik 6dem hesaplanmasi. Veriler ortalama =+
standart sapma olarak verilmistir. *p<0.05 %21 NBO grubuna gore istatistiksel olarak
anlamlihigi, $p<0.05 melatonin uygulanan NBO grubunun tasiyici uygulanan gruba gore
istatistiksel olarak anlamliligin1 gostermektedir (n=7/ grup).

90 dakika OSA tikanmasi sonrasi 24 saat reperflizyon sonrasinda olusan
sitotoksik 0demler sirasiyla %21 NBO + tasiyict grubu 17.1 + 4.2, %21 NBO +
melatonin grubu 13.2 + 2.6, %70 NBO + tasiyict grubu 15.5 + 4.4, %70 NBO +
melatonin grubu 12.6 + 3.7, %100 NBO + tasiyic1 grubu 15.5 + 3.6, %100 NBO +
melatonin grubu 12.6 + 2.1 olarak hesaplanmistir. %70 NBO + melatonin grubu ve
%100 NBO + melatonin grubu %21 NBO + tastyic1 grubuna gore istatistiksel olarak
(p<0.05) anlaml sekilde daha az 6deme sahip oldugu gosterilmistir. EK olarak %21
NBO + melatonin grubu %21 NBO + tasiyici grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel

olarak (p<0.05) anlamli bir sekilde daha az 6deme sahip oldugu gosterilmistir.
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6.7. Kan-Beyin Bariyeri Geg¢irgenligi

90 dakika OSA tikanmasi sonrast 24 saat reperfiizyon uygulanan farelerdeki

KBB gegirgenligini hesaplamak i¢in IgG boyamasi yapilmistir (Sekil.6.7.1.).
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Sekil 6.7.1. Kan beyin bariyeri gecirgenliginin iskemik korteks ve striatum seviyesinde
degerlendirilmesi. KBB gegirgenligi striatum seviyesinden 2 mm araliklarla alinmis olan
beyin kesitlerine IgG boyamasi yapilarak hesaplanmustir. Veriler ortalama+ standart sapma
olarak verilmistir. *p<0.05 %21 NBO grubuna gore istatistiksel olarak anlamliligi, $%p<0.01/
¥p<0.05 melatonin uygulanan NBO grubunun tasiyici uygulanan gruba gore istatistiksel olarak
anlamliligin1 gostermektedir (n=7/ grup).
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IgG boyamasi sonrast KBB gecirgenligi iskemik alandaki bozulmanin
kontralateral hemisfere oranlanmasiyla hesaplanmistir. Beyin felci sonrasi KBB

gecirgenligi korteks ve striatum seviyelerinden hesaplanmastir.

KBB gecirgenliginin ipsilateral korteksin kontralateral kortekse oranlari; %21
NBO + tasiyici grubu 163.1 £ 67.8, %21 NBO + melatonin grubu 99.1 + 19.8, %70
NBO + tastyict grubu 126.8 + 34.1, %70 NBO + melatonin grubu 102.3 + 29.8, %100
NBO + tastyici grubu 119.4 + 39.9, %100 NBO + melatonin grubu 100.8 + 60.1 olarak
hesaplanmistir. %70 NBO + melatonin ve %100 NBO + melatonin gruplar1 %21 NBO
+ tastyici grubuna gore kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli (p<<0.05) bir sekilde
KBB gecirgenliginin azaldigi gozlemlenmistir. EK olarak %21 NBO + melatonin
grubu %21 NBO + tasiyict grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamhi
(p<0.01) olarak KBB ge¢irgenliginde daha az bir bozulmanin oldugu gosterilmistir.

Ipsilateral striatum seviyesinde yapilan &lgiimlerin kontralateral striatuma
oranlari; %21 NBO + tasiyici grubu 143.7 + 60.9, %21 NBO + melatonin grubu 100.4
+ 16.4, %70 NBO + tastyict grubu 126.8 + 34.1, %70 NBO + melatonin grubu 89.4 +
16.5, %100 NBO + tasiyict grubu 98.7 + 13.5, %100 NBO + melatonin grubu 87.5 +
34.6 olarak hesaplanmistir. %70 NBO + melatonin, %100 NBO + tasiyici ve %100
NBO + melatonin gruplart %21 NBO + tasiyict grubuna gore kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bir sekilde KBB gecirgenliginin striatum
seviyesinde azalttig1 gozlemlenmistir. Ek olarak %21 NBO + melatonin grubu %21
NBO + tasiyici grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) olarak

KBB gegirgenliginde daha az bir bozulmanin oldugu gdsterilmistir.
6.8. Western Blot Sonuclar:

90 dakika OSA tikanmasi takiben 24 saat reperfiizyon yapilan farelerin
ipsilateral striatum seviyesinden alinan doku orneklerine Western Blot teknigi
kullanilarak protein analizleri yapilmistir. Yapilan protein 6l¢iimlerinden fosforlanmis
Akt toplam Akt proteinine, Bax, Bcl-xL, néronal NOS (nNOS), eNOS ve iNOS

proteinleri ise B-Aktin proteinine gore normalize edilerek hesaplanmuistir.
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6.8.1. p-aktin protein analizi

Western Blot teknigi ile protein analizi i¢in %21 NBO + tasiyici, %21 NBO +
melatonin, %70 NBO + tasiyici, %70 NBO + melatonin, %100 NBO + tasiyic1 ve
%100 NBO + melatonin gruplarindan 20 pg protein yiiklendikten sonra jel
elektroforez islemi gergeklestirilmistir. Her grup i¢in esit miktarda protein
yiikklemesinin yapildigi B-Aktin protein seviyesi analizi ile gosterilmistir (Sekil
6.8.1.1.).
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Sekil 6.8.1.1. B-Aktin protein seviyesi. 90 dakika orta serebral arter tikanmasi takiben 24 saat
reperfiizyon sonunda B-Aktin protein seviyesi analiz edilmistir. Veriler ortalama + standart
sapma olarak verilmistir. Protein 6l¢iimleri {i¢ tekrar olacak sekilde yapilmistir.

Western Blot sonrasinda B-aktin protein olgiimleri %21 NBO + tasiyici
grubuna gore oranlanarak hesaplanmistir. Buna gore; %21 NBO + tasiyict grubu 100.0
+ 7.5, %21 NBO + melatonin grubu 99.2 + 9.4, %70 NBO + tasiyici grubu 103.8 +
4.1, %70 NBO + melatonin grubu 98.6 + 2.2, %100 NBO + tasiyici grubu 104.0 + 9.0,
%100 NBO + melatonin grubu 97.9 + 3.6 olarak hesaplanmustir.
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6.8.2. Fosforlannms Akt protein analizi

90 dakikalik OSA tikanmasi sonrasi 24 saat reperfiizyon yapilan farelerin
iskemik striatum seviyesinden alinan dokularla yapilan Western Blot teknigi ile

fosforlanmis Akt protein seviyesi hesaplanmustir (Sekil 6.8.2.1.).
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Sekil 6.8.2.1. Fosforlanmig Akt protein seviyesi. 90 dakika OSA tikanmasi takiben 24 saat
reperfiizyon sonunda p-Akt protein seviyesi hesaplanmistir. Veriler ortalama + standart sapma
olarak verilmistir. **p<0.01 %21 NBO grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig1, #p<0.01
%70 NBO grubuna gore istatistiksel olarak anlamliligi, %p<0.01/ p<0.05 melatonin
uygulanan NBO grubunun tasiyict uygulanan gruba gore istatistiksel olarak anlamliligi
gostermektedir. Protein ol¢iimleri li¢ tekrar olacak sekilde yapilmugtir.

Fosforlanmis Akt proteini igin Olgiimler %21 NBO + tasiyict grubuna
oranlanarak hesaplanmistir. Buna gore; %21 NBO + tasiyict grubu 100.0 £ 18.5, %21
NBO + melatonin grubu 126.2 + 9.3, %70 NBO + tasiyici grubu 119.3 + 12.1, %70
NBO + melatonin grubu 159.0 + 5.7, %100 NBO + tasiyict grubu 171.70 + 14.0, %100
NBO + melatonin grubu 181.2 + 16.9 olarak hesaplanmistir. Akt protein seviyesi %70
NBO + melatonin, %100 NBO + tastyici ve %100 NBO + melatonin gruplarinda %21
NBO + tasiyic1 grubuna gore istatiksel olarak anlamli (p<<0.01) bir sekilde artmustir.
%70 NBO + tasiyici grubuna kiyasla %100 NBO + tasiyict ve %100 NBO + melatonin
gruplarinda Akt fosforilasyonu istatiksel olarak anlamli (p<0.01) derecede artmustir.
Ek olarak Akt fosforilasyonu %21 NBO + melatonin grubunda %21 NBO tasiyict
grubuna gore (p<0.05) ve %70 NBO + melatonin grubunda %70 NBO + tasiyici

grubuna gore (p<0.01) istatiksel olarak anlaml1 seviyede artmistir.
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6.8.3. Bax protein analizi

90 dakikalik OSA tikanmasi sonrast 24 saat reperfiizyon gerceklestirilen
farelerin ipsilateral striatum seviyesinden alinan dokularla yapilan Western Blot

teknigi ile Bax protein seviyesi hesaplanmistir (Sekil 6.8.3.1.).
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Sekil 6.8.3.1. Bax protein seviyesi. 90 dakika OSA tikanmasi takiben 24 saat reperfiizyon
sonunda apoptoza yol acan Bax protein seviyesinin analizi yapilmistir. Veriler ortalama +
standart sapma olarak verilmistir. **p<0.01 %21 NBO grubuna gore istatistiksel olarak
anlamliligi, *p<0.05 %70 NBO grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig1, ¥¥p<0.01/ ¥p<0.05
melatonin uygulanan NBO grubunun tasiyict uygulanan gruba gore istatistiksel olarak
anlamlilig1 gostermektedir. Protein 6lgtimleri ti¢ tekrar olacak sekilde yapilmustir.

Western Blot sonrasinda Bax protein seviyesinin dlgiimleri %21 NBO +
tasiyicl grubuna gore oranlanarak verilmistir. Buna gore; %21 NBO + tasiyict grubu
100.0 £ 5.7, %21 NBO + melatonin grubu 81.6 + 6.1, %70 NBO + tasiyici grubu 86.6
+ 1.6, %70 NBO + melatonin grubu 69.3 + 10.3, %100 NBO + tasiyict grubu 71.5 +
6.8, %100 NBO + melatonin grubu 66.8 = 6.8 olarak hesaplanmistir. Apoptoza yol
actig1 bilinen Bax protein seviyesi hem %70 NBO hem de %100 NBO + tasiyic1 veya
melatonin enjeksiyonu yapilmis gruplarda istatistiksel olarak anlamli (p<0.01)
derecede azaldig1 goézlemlenmistir. %100 NBO + melatonin grubunda %70 NBO +
tasiyici grubuna kiyasla Bax protein seviyesinin azaldigi goriilmiistiir. Ek olarak
melatonin tedavisine bagli olarak %21 NBO + melatonin grubunda %21 NBO +
tastyict grubuna gore (p<0.01) ve %70 NBO + melatonin grubunda %70 NBO +
tasiyic1 grubuna gore (p<0.05) Bax protein seviyesinde istatistiksel olarak anlamli

Olclide azaldig1 gozlemlenmistir.

48



6.8.4. Bcl-xL protein analizi

90 dakikalik OSA tikanmasi sonrasi 24 saat reperflizyon yapilan farelerden
alinan dokulardan yapilan Western Blot teknigi ile Bax protein seviyesi hesaplanmistir

(Sekil 6.8.4.1.).
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Sekil 6.8.4.1. Bcl-xL protein seviyesi. 90 dakika OSA tikanmasi takiben 24 saat reperfiizyon
sonunda apoptozu engelleyen Bcl-xL protein seviyesi. Veriler ortalama + standart sapma
olarak verilmistir. **p<0.01/ *p<0.05 %21 NBO grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig;,
#p<0.05 %70 NBO grubuna gore istatistiksel olarak anlamliligi gostermektedir. Protein
Olctimleri {i¢ tekrar olacak sekilde yapilmustir.

Protein Ol¢iimleri %21 NBO + tasiyict grubuna gore oranlanarak verilmistir.
Buna gore; %21 NBO + tastyict grubu 100.0 + 14.2, %21 NBO + melatonin grubu
117.2 £ 7.6, %70 NBO + tastyici grubu 123.9 + 15.8, %70 NBO + melatonin grubu
123.3+ 7.9, %100 NBO + tasiyici grubu 132.7 + 6.2, %100 NBO + melatonin grubu
146.5 + 5.6 olarak hesaplandi. Apoptoz sinyal yolagini engelleyen bir protein olan Bcl-
xL seviyesi %21 NBO + tasityic1 grubuna gore kiyaslandiginda %70 NBO + tasiyici,
%70 NBO + melatonin gruplarinda p<0.05, %100 NBO + tastyict ve %100 NBO +
melatonin gruplarinda p<0.01 olacak sekilde istatistiksel olarak anlamli seviyede
arttirdig1 gosterilmistir. EK olarak %100 NBO + melatonin grubunda %70 NBO +
tastyict grubuna kiyasla Bcl-XL protein seviyesinin anlamli derecede (p<0.05) arttig1

gozlemlenmistir.
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6.8.5. NNOS protein analizi

90 dakikalik OSA tikanmasi sonrasi 24 saat reperflizyon yapilan farelerden
alman dokularla yapilan Western Blot teknigi ile nNOS protein seviyesi

hesaplanmustir (Sekil 6.8.5.1.).
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Sekil 6.8.5.1. nNOS protein seviyesi. 90 dakika OSA tikanmasi takiben 24 saat reperfiizyon
sonunda NNOS protein seviyesinin analizi yapilmistir. Veriler ortalama + standart sapma
olarak verilmigtir. **p<0.01/ *p<0.05 %21 NBO grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig1
gostermektedir. Protein Ol¢iimleri {i¢ tekrar olacak sekilde yapilmustir.

Protein Olglimleri %21 NBO + tasiyict grubuna gore oranlanarak
hesaplanmistir. Buna gore; %21 NBO + tasiyict grubu 100.0 + 28.5, %21 NBO +
melatonin grubu 84.9 £ 16.1, %70 NBO + tasiyict grubu 180.8 + 32.7, %70 NBO +
melatonin grubu 151.9 + 30.6, %100 NBO + tasiyic1 grubu 224.2 + 55.3, %100 NBO
+ melatonin grubu 211.0 + 49.9 olarak hesaplandi. Artan Oz konsantrasyonlarina bagl
olarak bir nNOS artis1 oldugu ve melatonin tedavisinin bu artis1 azalttig
gozlemlenmistir. NNOS protein seviyesi %70 NBO + tasiyict grubunda (p<0.05),
%100 NBO + tastyic1 ve %100 NBO + melatonin gruplarinda (p<0.01) istatistiksel

olarak anlaml 6l¢iide artis oldugu gozlemlenmistir.
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6.8.6.1. eNOS protein analizi

90 dakikalik OSA tikanmasi takiben 24 saat reperfiizyon uygulanan farelerin
iskemik striatum seviyesinden alinan dokulardan yapilan Western Blot teknigi ile Bax

protein seviyesi hesaplanmistir (Sekil 6.8.6.1.).
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Sekil 6.8.6.1. eNOS protein seviyesi. 90 dakika OSA tikanmasi takiben 24 saat reperfiizyon
sonunda eNOS protein analizi yapilmistir. Veriler ortalama =+ standart sapma olarak
verilmistir. **p<0.01/ *p<0.05 %21 NBO grubuna gore istatistiksel olarak anlamliligi,
#p<0.05 %70 NBO grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig1, $p<0.05 melatonin uygulanan
NBO grubunun tastyici uygulanan gruba gore istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir.
Protein olgtimleri ti¢ tekrar olacak sekilde yapilmustir.

Protein Olglimleri %21 NBO + tasiyict grubuna gore oranlanarak
hesaplanmigtir. Buna gore; %21 NBO + tasiyict grubu 100.0 + 38.8, %21 NBO +
melatonin grubu 115.4 + 25.6, %70 NBO + tasiyici grubu 134.8 + 32.1, %70 NBO +
melatonin grubu 166.3 + 26.6, %100 NBO + tasiyic1 grubu 136.4 + 36.2, %100 NBO
+ melatonin grubu 193.6 + 30.1 olarak hesaplandi. Oz konsantrasyonuna bagli olarak
eNOS seviyesinde bir artis oldugu ve melatonin kombinasyonlar1 NBO tedavilerindeki
eNOS seviyelerini arttirdigr gozlemlenmistir Buna gore %70 NBO + melatonin
(p<0.05) ve %100 NBO + melatonin (p<0.01) gruplar1 %21 NBO + tasiyici grubuna
gore kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide eNOS protein seviyesini
arttirdig1 gézlemlenmistir. Ayrica %100 NBO + melatonin grubunda eNOS protein
seviyesi %70 NBO + tasiyict veya %100 NBO + tasiyict gruplarina kiyaslandiginda

istatistiksel olarak (p<0.05) anlamli bir artis oldugu gozlemlenmistir.
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6.8.7. INOS protein analizi

90 dakikalik OSA tikanmasi sonrasi 24 saat reperflizyon yapilan farelerden
alinan dokularla yapilan Western Blot teknigi ile Bax protein seviyesi hesaplanmistir

(Sekil 6.8.7.1.).
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Sekil 6.8.7.1. Bax protein seviyesi. 90 dakika orta serebral arter tikanmasi takiben 24 saat
reperfiizyon sonunda iNOS protein seviyesi hesaplanmigtir. Veriler ortalama + standart sapma
olarak verilmistir. **p<0.01 %21 NBO grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig1, #p<0.01
%70 NBO grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir. Protein dlgiimleri {ig
tekrar olacak sekilde yapilmistir.

Protein Olglimleri %21 NBO + tasiyict grubuna gore oranlanarak
hesaplanmigtir. Buna gore; %21 NBO + tasiyict grubu 100.0 + 27.9, %21 NBO +
melatonin grubu 88.0 + 24.2, %70 NBO + tasiyic1 grubu 188.8 + 28.0, %70 NBO +
melatonin grubu 174.7 + 24.8, %100 NBO + tasiyic1 grubu 280.9 + 32.2, %100 NBO
+ melatonin grubu 271.2 + 36.5 olarak hesaplandi. %21 NBO + tasiyict grubuna
kiyasla hem %70 NBO + tasiyic1 veya melatonin hem de %100 NBO + tasiyic1 veya
melatonin ile muamele edilmis gruplarda istatistiksel olarak (p<0.01) iNOS protein
anlattmmin arttig1 gostterilmistir. Ayrica %100 NBO + tasiyici veya melatonin
gruplar1 da %70 NBO + tasiyict grubuna gore kiyaslandiginda istatistiksel olarak

(p<0.01) artmis bir iNOS protein seviyesi gézlemlenmistir.
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6.9. Lazer Speckle Goriintiileme Teknigi ile Beyin Kan Akim Takibi

90 dakika OSA tikanmasi sonrasi akut olarak 90 dakikalik NBO tedavisi
siiresince beyin kan akimi ger¢ek zamanli olarak Laser Speckle goriintiileme (LSI)
teknigi kullanilarak goézlemlenmistir (Sekil 6.9.1.). 90 dakika sonunda iskemik kor
(Sekil 6.9.1.1.), penumbra (Sekil 6.9.2.1.) ve hasarsiz korteks (Sekil 6.9.3.1.)
seviyesindeki toplam kan akimini bilgisayar programi (PIMSoft; Perimed) vasitasiyla

yerlestirilen 1 mm x 5.5 mm 6lciistindeki alanlarla hesaplanmaistir.

Beyin kan akimi

21% NBO 70% NBO 100% NBO

Tasiyici

Melatonin

N 400

Sekil 6.9.1. LSI teknigi ile beyin kan akimi analizi. 90 dakika OSA tikanmasi sonrasi
reperfiizyonun hemen baslangicinda uygulanan %21, %70 veya %100 NBO tedavisinin
tasiyic1 veya melatonin ile kombinasyonunun beyin kan akimina olan etkilerinin LS| teknigi
ile analiz edilmistir. Siyah renkten kirmiziya dogru verilen renklendirme bolgesel kanlanmay1
gostermektedir. Kirmizi ile ifade edilen bolgelerde beyin kan akiminin daha yiiksek oldugunu
gostermektedir.
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6.9.1. iskemik kor bélgesindeki kan akimi

90 dakika OSA tikanmasi sonrasi reperflizyonun hemen baslangicinda 90
dakika stiresince uygulanan %21, %70 veya %100 NBO tedavilerinin tasiyici veya
melatonin ile kombinasyonlarinin iskemik kor bolgesindeki beyin kan akimina etkileri
hesaplanmistir (Sekil 6.9.1.1.). Bilgisayar programi (PIMSoft; Perimed) vasitasiyla
Bregma noktasina gore 0.5 mm lateral ve 0.5 mm posterior merkez olmak tizere
belirlenen 1 mm x 5.5 mm o6l¢iisiindeki alanda serebral mikrodolagim hesaplanmistir

(122, 123).
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Sekil 6.9.1. iskemik kor bolgesindeki toplam kan akimi. Veriler ortalama + standart sapma
olarak verilmistir. **p<0.01 %21 NBO grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig1, #p<0.05
%70 NBO grubuna gore istatistiksel olarak anlamliligi, $p<0.05 melatonin uygulanan NBO
grubunun tasiyici uygulanan gruba gore istatistiksel olarak anlamliligi gostermektedir (n=4/

grup).

Beyin kan akimi dl¢timleri %21 NBO + tasiyict grubuna yiizdelik degisim
olarak verilmistir. Buna gore; %21 NBO + tasiyic1 grubu 100.0 + 8.8, %21 NBO +
melatonin grubu 118.2 + 9.8, %70 NBO + tasiyict grubu 137.9 + 11.1, %70 NBO +
melatonin grubu 147.0 + 9.2, %100 NBO + tasiyic1 grubu 147.5 + 14.6 %100 NBO +
melatonin grubu 157.9 + 10.5 olarak hesaplanmistir. %21 NBO + tasiyict grubuna
kiyasla hem %70 NBO + tasiyic1 veya melatonin hem de %100 NBO + tasiyict veya
melatonin ile muamele edilmis gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir seviyede
(p<0.01) beyin kan akimimnin iskemik kor boélgesinde arttigi gosterilmistir. Ayrica
%100 NBO + melatonin grubunda %70 NBO + tasiyict grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli seviyede (p<0.05) arttig1 gosterilmistir. Ek olarak %21 NBO + tastyici

grubuna gore kiyaslandiginda %21 NBO + melatonin grubunda beyin kan akiminin
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istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) olarak beyin mikrodolasimimin arttig

gosterilmistir.
6.9.2. Penumbra bolgesindeki kan akim

90 dakika OSA tikanmasi sonrasi reperfiizyonun hemen baslangicinda 90
dakika siiresince uygulanan %21, %70 veya %100 NBO tedavilerinin tasiyici veya
melatonin ile kombinasyonlarinin penumbra bolgesindeki beyin kan akimina etkileri
hesaplanmistir (Sekil 6.9.2.1.). Bilgisayar programi (PIMSoft; Perimed) vasitasiyla
Bregma noktasina gore 1.5 mm lateral ve 0.5 mm posterior merkez olmak {izere

belirlenen 1 mm x 5.5 mm 6l¢iisiindeki alanda beyin kan akimi 6l¢iilmiistiir (122, 123).
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Sekil 6.9.2.1. Iskemik penumbra bolgesindeki toplam kan akimui. Veriler ortalama + standart
sapma olarak verilmistir. **p<0.01 %21 NBO grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig
gostermektedir (n=4/ grup).

Beyin kan akimi dl¢timleri %21 NBO + tasiyict grubuna yiizdelik degisim
olarak hesaplamistir. Buna gore; %21 NBO + tasiyict grubu 100.0 + 13.1, %21 NBO
+ melatonin grubu 121.3 + 9.6, %70 NBO + tastyici grubu 143.7 + 25.9, %70 NBO +
melatonin grubu 153.5 + 17.8, %100 NBO + tasiyict grubu 157.0 + 22.4 %100 NBO
+ melatonin grubu 168.3 + 16.0 olarak hesaplanmistir. %21 NBO + tasiyici grubuna
kiyasla hem %70 NBO + tasiyici veya melatonin hem de %100 NBO + tasiyict veya
melatonin ile muamele edilmis gruplarda istatistiksel olarak (p<0.01) beyin kan

akiminin iskemik penumbra bdlgesinde arttig1 gosterilmistir.
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6.9.3. Hasarsiz korteks bolgesindeki kan akim

90 dakika OSA tikanmasi sonrasi reperflizyonun hemen baslangicinda 90
dakika stiresince uygulanan %21, %70 veya %100 NBO tedavilerinin tasiyici veya
melatonin ile kombinasyonlariin beyin felci sonrasi hasardan etkilenmeyen hasarsiz
korteks bolgesindeki beyin kan akimina etkileri gosterilmistir (Sekil 6.9.3.1.).
Bilgisayar programi (PIMSoft; Perimed) vasitasiyla Bregma noktasina gore 2.5 mm
lateral ve 0.5 mm posterior merkez olmak iizere belirlenen 1 mm x 5.5 mm 6l¢tistindeki

alanda beyin kan akimi1 hesaplanmistir (122, 123).
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Sekil 6.9.3.1. iskemik hemisferde hasardan etkilenmeyen korteks alanindaki toplam kan
akimi. Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. **p<0.01/ *p<0.05 %21 NBO
grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir (n=7/ grup).

Beyin kan akimi dl¢timleri %21 NBO + tasiyict grubuna yiizdelik degisim
olarak hesaplanmistir. Buna gore; %21 NBO + tastyict grubu 100.0 + 12.8, %21 NBO
+ melatonin grubu 126.2 + 11.1, %70 NBO + tasiyici grubu 141.0 + 26.9, %70 NBO
+ melatonin grubu 146.3 + 11.8, %100 NBO + tastyict grubu 145.4 + 33.4 %100 NBO
+ melatonin grubu 177.7 + 53.8 olarak hesaplanmistir. %21 NBO + tasiyici grubuna
kiyasla hem %70 NBO + melatonin (p<0.05) hem de %100 NBO + melatonin (p<0.01)
ile kombinasyonu gruplarinda istatistiksel olarak beyin kan akiminin hasarsiz korteks

bolgesinde arttig1 gosterilmistir.
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7. TARTISMA

Beyin felci diinyada 6liim nedenleri bakimindan incelendiginde 3. sirada yer
alan 6nemli bir hastaliktir. Her {i¢ beyin felci vakasindan biri 6liim ile sonuglanirken
hayatta kalan hastalar ise yasamlariin geri kalan kisimlarinda énemli fonksiyonel
bozukluklar ile siirdiirmek zorunda kalmaktadirlar. Beyin felcinin giiniimiizde bilinen
tek tedavisi ilk 6 saat icerisinde uygulanmasi gereken tPA tedavisidir. Onemli
sonuglart olan ve kisith bir tedavisi olan beyin felci en fazla kalici fonksiyonel
bozuklukla sonuglanan bir hastalik olmasina ragmen binlerce deneysel ¢calismanin yani
sira 60’1n iizerinde de klinik ¢aligma basarisizlik ile sonuglanmistir. Basarisizlikla
sonuclanan klinik caligmalar dikkate alindiginda (i) deneysel c¢alismalarda etki
mekanizmalarimin  ayrintili  ¢alisilmamasi1 sonucunda yan etkilerinin  klinik
calismalarda agiga ¢ikmasi ve (ii) noroprotektif olan molekiillerin ayni zamanda

restoratif etkilerinin olmamasi nedenleri 6n plana ¢ikmaktadir.

Bu calismada NBO tedavisinin melatonin ile kombinasyonunun postakut
iskemik beyinde hiicre 6lim mekanizmalari, ndrolojik iyilesme ve beyin
mikrodolasimi {izerine etkileri literatiirde ilk defa gosterilmistir. Analizler sonucunda
elde edilen proteinler ve etki ettikleri sinyal yolaklariyla beyin felci sonrasi yeni
stratejilerin gelistirilmesine katkida bulunulacagi diisiiniilmektedir. Ayrica bu tez
kapsaminda elde edilen bulgularin 6zellikle travma ve omurilik hasar1 gibi benzer
patofizyolojiye sahip siireclerde de rol oynayan faktorlerin tespit edilmesine olanak
saglayacag diisiiniilmektedir. Buna ilaveten elde edecegimiz bulgularin beyin felci
sonras1 tedavi amagli yeni hedef molekiillerin belirlenmesine katki saglayacagi

diistiniilmektedir

Beyne giden damarlarin tikanmasi veya hasarlanmasi sonucunda beyne yeteri
miktarda kan gidememektedir. Kan akisinin engellenmesi beyin dokusunda oksijen ve
enerji eksikligine neden olarak kompleks patofizyolojik siireclerin tetiklenmesine
neden olmaktadir. Ozellikle reperfiizyon baslangicinda beyin dokusundaki
oksijenlenmenin arttirilmast yeni ve alternatif tedavi yoOntemleri arasinda
degerlendirilmektedir. Bolgesel oksijenlenmeyi arttirmak icin uygulanacak olan

oksijen tedavileri uygulanan atmosfer basing oranina ve uygulanacak olan oksijen
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miktarina bagl olarak cesitlilik gostermektedir. Oksijen tedavileri uygulanan basing
seviyelerine gore degerlendirildiginde basing seviyesinin atmosfer kosullar1 altinda
oldugu tedavilere NBO, basing seviyesinin atmosfer basincindan yiiksek bir seviyede

tutuldugu oksijen tedavilerine ise HBO tedavisi denilmektedir.

Literatiirde beyin felci sonrasi uygulanan oksijen tedavilerinin farkli sonuglar
gostermesi bu konunun tekrardan degerlendirilmesi gercegini ortaya c¢ikarmaktadir.
Ozellikle HBO tedavisinin uygulamasmimn pahali olmasi, bulunabilirligi ve
uygulanabilirliginin diisiik olmasinin yani sira sahip oldugu yan etkilerden dolay1
(Basinca bagli travma (barotravma), kardiyak atimi diistirtir, kan pH’s1 asidik tarafa
kayar, miyopi’ye sebep olabilir) ¢ok fazla tercih edilen bir yontem degildir (124-127).
Erisilebilirligi ve uygulanmasi daha kolay ve ucuz bir yontem olan NBO tedavisi ayn
zamanda HBO tedavisine kiyasla daha az yan etkilere sahiptir. Bu sebeplerden dolay:

ozellikle iskemi gibi patofizyolojik siireclerde akut olarak NBO uygulanmasi 6n plana
cikmaktadir (128, 129).

Beyin felci sonrasi ortaya ¢ikan serbest oksijen radikalleri iskemik hasarin
artmasina neden olmaktadir (130, 131). Bunun yaninda beyin felci sonrasinda
uygulanacak olan NBO tedavisinin de oksijen serbest radikallerini arttiracagi
diisiiniildiiglinde NBO tedavisinin serbest radikal yakalayict bir molekiil ile
kombinasyonunun tedavinin etkinligini arttiracagi diisiiniilmektedir. Bu baglamda
serbest radikal yakalayic1 bir molekiil olan melatonin ile NBO tedavisini kombine
ederek tedavinin etkinligini arttirmak hedeflenmistir. Bu tez kapsaminda uygulanacak
olan NBO tedavileri farelerde OSA tikanmas1 sonrasi etkinligi daha once gosterilmis

olan 4 mg/kg dozunda melatonin tedavisi ile kombine edilmistir (85, 86, 110).

Beyin felci vakalarinin %80’1 gibi biiyiik bir cogunlugu OSA’in tikanmasi ile
meydana gelirken %20°’lik bir kismu1 ile beyni besleyen damarlarin hemoraj1 sonrasinda
ortaya ¢ikmaktadir. Beyin felcine yonelik deney hayvanlari ¢alismalarinda klinikte en
fazla goriilen OSA tikanmasi iizerine yogunlasmaktadir. Bu tez kapsaminda deneysel

beyin felci metodu olarak OSA tikanmasi metodu kullanilmistir.

Yapilan bu tez kapsaminda deney gruplar1 olusturulurken normal atmosfer

kosullarina (%21 O2) ek olarak %70 ve %100 oksijen tedavilerinin iskemi sonrasi
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etkinligini gérmek i¢in ti¢ farkli grup olusturulmustur. Hem beyin felci sonrasi artan
hem de NBO tedavileri sonrasinda daha da artmasi beklenen oksijen serbest
radikallerinin etkisini en aza indirmek i¢in NBO tedavileri 4 mg/kg dozunda melatonin
ile kombine edilmistir. NBO tedavisi ve melatonin ile kombinasyonunun beyin felci
sonrasi etkilerini gormek amaciyla iki farkli OSA tikanmasi1 metodu ve ti¢ farkli deney
seti yapilmistir. Noronal hasar ve apoptotik hiicre 6liimii analizi i¢in 30 dakikalik OSA
tikanmas1 takiben 72 saat reperflizyon modeli uygulanmistir. Enfarktiis hacmi,
sitotoksik 6dem, KBB gecirgenligi, norolojik skorlama ve hiicre i¢i sinyal yolaklar
analizi i¢in 90 dakikalik OSA tikanmasi takiben 24 saat reperfiizyon modeli
kullanilmigtir. Son olarak tedavilerin beyin kan akimi {izerine etkilerinin LSI ile analizi
icin 90 dakikalik OSA tikanmasi1 modeli gergeklestirilmistir. Melatonin veya kontrol
enjeksiyonlar1 da reperfiizyonun hemen baslangicinda periton ic¢i enjeksiyon ile
uygulanmistir. Ayrica NBO tedavileri (%21, %70 veya %100) iskemi sonrasi
reperfiizyonun hemen baglangicinda 6zel olarak hazirlanmis olan oksijen kabinlerinde

uygulanmustir.

Deneysel beyin felci metodu OSA’in giriginin ip teknigi kullanilarak
kapatilmasi ile gergeklestirilmistir. Bu sayede farelerde OSA’in besledigi striatum
seviyesindeki beyin kan akimi kesilmistir (132, 133). Beyin felci operasyonlarinin
giivenilirligini ve tekrar edilebilirliginin kontrolii i¢cin OSA’in besledigi striatum
seviyesinden LDF cihazi ile beyin kan akimi takibi yapilmistir. Filament teknigi ile
OSA’ in giriginin tikanmasi ile beyin kan akimi operasyon Oncesine gore yaklasik
olarak %80 oraninda diisiis gostermistir. Beyin kan akiminin normal kosullara gore
%80 azalmasi deneysel beyin felcinin basarili bir sekilde gergeklestirildigini
gostermektedir (134). Ayrica filamentin geri ¢ekilmesiyle beyin kan akimimin
tekrardan arttig1 gosterilmistir. Elde edilen LDF kayitlar1 30 veya 90 dakikalik
deneysel beyin felci metotlarinin basarili bir sekilde gergeklestigini gostermektedir

(Sekil 6.1.1. ve Sekil 6.3.1.)

30 dakikalik OSA tikanmasi takiben 72 saat reperfiizyon modeli ndronal hasar
mekanizmalarinin analizleri i¢in kullanilan bir tekniktir (133, 135). Bu teknik
kullanilarak NBO tedavisi ve melatonin kombinasyonunun apoptotik hiicre 6liimii

lizerine etkileri TUNEL boyamasi ile gosterilmistir. Iskeminin indiiklenmesi ile
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beraber beyne yeteri miktarda O> ve glikoz gidememektedir. Bu sebeple ozellikle
striatum seviyesindeki ndronlarda ciddi enerji eksiklerine neden olmaktadir. Bu enerji
eksikligine bagli olarak hiicrelerin membran potansiyellerini kaybetmesine ve hizli bir
sekilde Olmelerine neden olacaktir. Ektraseliiler ortamda biriken glutamat hasar
bolgesinde glutamat toksisitesi olarak da bilinen eksitotoksisiteye sebep olacaktir. Bu
durumun etkisiyle glutamat bagimli NMDA ve AMPA reseptorlerinin uyarimi
gercekleserek hiicre igerisine pozitif yiiklii iyonlarin girmesine neden olacaktir (18).
Hiicre igerisine giren ikincil mesajc1 olarak da bilenen Ca*? iyonunun konsantrasyonu,
reaktif oksijen tiirlerinin artmasina, hiicre membraninin yapisinin bozulmasina, ve Fas
olum reseptorleri lizerinden kaspaz8 ile beraber Bid proteinini kirparak aktifleserek
tBid formuna doniisiir ve mitokondrideki 6liim mekanizmalarinin aktiflesmesine
neden olmaktadir (136, 137). Beyin felci sonrasi uygulanan 4 mg/kg dozundaki
melatonin normal atmosfer kosullarinda apoptotik hiicre 6liimiinii istatistiksel olarak
anlamli derecede diisiirmektedir. %70 NBO veya %100 NBO tedavileri tek basina
apoptotik hiicre 6liimiinii azaltti1 gdsterilmistir. Oksijen tedavisine bagli olarak artan
oksijen serbest radikallerinin melatonin ile kombine edilmesi durumunda hem %70
hem de %100 NBO tedavilerinin etkinligini arttirmistir. Ozellikle en diisiik DNA

fragmantasyonu %100 NBO’nun melatonin ile kombine edildiginde gézlemlenmistir.

NBO tedavisinin beyin felci sonrasi gelisen hasar alani, sitotoksik 6dem, KBB
gecirgenligi ve ndrolojik duruma etkisini gézlemlemek icin 90 dk OSA okliizyonu
takiben 24 saatlik reperfiizyon metodu kullanilmigtir. Hayvanlarin sakrifiye edilmeden
once tabi tutulduklari norolojik degerlendirmede; normal atmosfer sartlarinda (%21
NBO) melatonin tedavisi uygulanan grubun davraniglarinin aynmi grubun tasiyici
enjeksiyonu yapilan farelere gore norolojik fonksiyonlarimin daha iyi oldugu
gozlemlenmistir. Uygulanan %70 NBO tedavisinin tek basina norolojik davraniglara
bir etkisinin olmadigi ancak melatonin ile kombine edildigi zaman norolojik
fonksiyonlar1 arttirdigr gosterilmistir. %100 NBO uygulanmasinin %21 ve %70
gruplarina kiyasla norolojik davranislar iyilestirdigi fakat bu tedavinin melatonin ile

kombine edilmesinin davranis lizerine ekstra bir etkisinin olmadigi goriilmiistiir.

Beyine giden OSA’nin tikanmasi ile beraber hasarli alanda dakikalar igerisinde

hiicre oliimii meydana gelmektedir. Geri dondiiriilemez bu hasar mekanizmasi 90
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dakikalik deneysel beyin felci metodu ile incelenmektedir (138, 139). Sakrifiye edilen
farelerden 2 mm araliklarla alinan koronal kesitlere cresyl violet boyamasi yapilmistir.
Bu boyama sayesinde yasayan hiicrelerdeki nissyl cisimcikleri boyanmistir ve 6li
hiicreler boyanmamaistir. Bu boyama sayesinde beyin felci sonrasinda hasar alani tayini
yapilmustir. Elde edilen sonuglar %21 NBO uygulanan farelerde 4 mg/kg dozundaki
melatoninin istatistiksel olarak anlamli Gl¢lide hasar alanini azalttigini gostermistir.
Ayrica normal atmosfer kosullarina gére %70 NBO + melatonin, %100 NBO + tasiyici

ve %100 NBO + melatonin gruplarinin hasar alanini azalttig1 gosterilmistir.

Glutamat reseptorlerinin uyarilmasi sonrasinda hiicre igerisine giren pozitif
yiiklii iyonlardan Na*! ekstraselliiler ortamdan hiicre i¢ine CI? iyonunun girmesine
neden olmaktadir (11). Bu sebepten dolayr hiicre igerisinde tuz olusmasina ve
ekstraselliiler sividan hiicre icerisine yiiksek miktarda su girisine neden olmaktadir.
Hiicre igerisinde artan su miktar1 hiicrelerin sigsmesine ve sitotoksik O0demin
olusmasina neden olmaktadir (11, 140). Olusan sitotoksik 6dem normal atmosfer
kosullarinda uygulanan melatonin tedavisi ile azalmaktadir. NBO tedavilerinin tek
baslarina beyin 6demini diisiirememektedir. Ancak NBO tedavileri melatonin ile
kombine edilmesi durumunda beyin 6demini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde

diistirebilmektedir.

KBB sayesinde dolasimdaki kan igerisinde bulunan hidrofilik ve biiyiik
molekiillerin beynin i¢ine girmesini engelleyerek homeostaza 6nemli bir katkida
bulunmaktadir (141). KBB yapisal olarak siki baglar (tight junctions) ile birbirine
baglanmis endotel hiicreler tarafindan olusturulmustur bir bariyerdir. Beyin felci gibi
patofizyolojik durumlar bu bariyerin bozulmasina neden olmaktadir (142). Iskemik
striatum seviyesinden alinan koronal kesitlere uygulanan IgG boyamas1 sonrasinda
KBB gecirgenligindeki bozulma ipsilateral hemisferin kontralateral hemisfere gore
oranlanmasi ile hesaplanmistir. Korteks seviyesinden yapilan analizler sonucunda
NBO tedavileri KBB gegirgenligini tek basina azaltamamaktadir. Hem atmosfer
kosullarinda uygulanan melatonin hem de %70 ve %100 NBO + melatonin
gruplarindaki KBB gegcirgenligi %21 NBO + tasiyic1 grubuna gore kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli olarak azaltmaktadir. Striatum seviyesinden yapilan

analizlerde %100 NBO tedavisi hem tek basina hem de melatonin ile kombine
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edildiginde KBB gecirgenligini azalttigi gdsterilmistir. Ayrica hem normal atmosfer
kosullarinda hem de %70 NBO gruplarinda tedavilerin melatonin ile kombine
edildiginde %21 NBO + tasiyic1 grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir seviyede

KBB gecirgenligini azalttig1 gézlemlenmistir.

Oksijen tedavilerinin tek baslarima veya melatonin ile kombinasyonlarinin
beyin kan akimi iizerine etkileri LSI teknigi kullanilarak incelenmistir. Beyin felci
sonrasinda ipsilateral hemisferde hasar alani ii¢ farkli bolgede incelenmektedir. Bu
bolgeler beyin kan akiminin neredeyse sifirlandig1 ve nekrotik hiicre 6liimiiniin baskin
oldugu iskemik kor bolgesi, kan akiminin kor bolgesine gore daha iyi durumda oldugu,
hasar etrafi depolarizasyonlarin baskin olup apoptotik hiicre 6liimiiniin gézlemlendigi
penumbra bolgesi ve hasarsiz korteks olmak iizere tice ayrilmaktadir. 90 dk OSA
tikanmasi1 sonrasinda farelere tasiyici veya melatonin enjeksiyonu yapildiktan sonra
NBO tedavileri 90 dk siiresince uygulanmistir. Bu esnada beyin kan akimi takibi
gercek zamanli olarak yapilmistir. Elde edilen sonuglar beyin felci sonrasinda iskemik
kor bolgesindeki kan akiminin %70 NBO ve %100 NBO gruplarinin hem tasiyici hem
de melatonin ile kombine edildigi gruplarda attig1 gosterilmistir. Ayrica %21 NBO
grubunda tedavinin melatonin ile kombine edilmesi tedavinin etkinligini istatistiksel
olarak anlamli olarak arttirdigr gézlemlenmistir. Penumbra bélgesindeki kan akimi
incelendiginde bu bolgedeki kan akimmin %70 ve %100 NBO gruplarinin tek
baslarina veya melatonin ile kombine edildigi durumlarda kan akiminin istatistiksel
olarak anlamli seviyede arttig1 gosterilmistir. Hasar sonrasi hiicre o6liimiinden
etkilenmedigi diisiiniilen fakat cesitli hiicresel aktiviteler sayesinde hasar alaninin
sekillenmesine katkida bulunan hasarsiz korteks seviyesinden yapilan analizlerde %70
NBO + melatonin ve %100 NBO + melatonin gruplarinda beyin kan akiminin

istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi gosterilmistir.

NBO tedavilerinin ve bu tedavilerin melatonin ile kombinasyonlarinin hiicre
ici sinyal yolaklar1 analizleri Western Blot teknigi kullanilmistir. Beyin felci
sonrasinda hasarlanan hiicrelerin tekrardan hayata dondiiriilebilmesi i¢in PI3K sinyal
yolagi onemli bir rol oynamaktadir (143). Hiicre igi artan Akt protein seviyesi bir
yandan hamartin ve tuberin kompleksi tizerinden mTOR aktivasyonuna neden olurken

diger taraftan GSK3’ii aktive ederek hiicre bliyiimesini arttirmaktadir (144). Ayrica
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Bad proteini iizerinden de apoptozu sinyal yolagi {iizerine direkt bir etKkisi
bulunmaktadir (145). Uygulanan %100 NBO tedavisi Akt protein seviyesini
arttirmaktadir. %70 NBO uygulanan grup tek basina Akt seviyesini arttirmakta
yetersiz kalirken tedavinin melatonin ile kombinasyonu istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde Akt seviyesini arttirmaktadir. NBO tedavileri hem tek bagina hem de melatonin
ile kombine edildiginde apoptotik hiicre 6liimiinii azalttig1 gosterilmistir. Bu bilgiler
1s181inda apoptozu sinyal yolagi proteinleri olan apoptozu karsiti Bcl-XL ve apoptotik
bir protein olan Bax protein seviyeleri degerlendirilmistir. %70 ve 6zellikle de %100
NBO tedavileri apoptozu engelleyici protein olan Bcl-xL protein seviyesini arttirirken
apoptotik Bax protein seviyesini ise azaltmaktadir. Beyin felci sonrasi artmasi
beklenen NOS enzimlerinin uygulanan oksijen tedavileri ile de artmasi
beklenmektedir. Yapilan bu ¢alismada beyin felci sonrast uygulanan oksijen tedavileri
beraber nNOS ve iNOS protein sevileri atmosfer kosullarina gore artmaktadir.
Uygulanan 4 mg/kg dozundaki melatonin ise NOS aktivasyonunu geri
dondiirememektedir. eNOS seviyesi beyin kan akimi ile direkt iliskili bir protein
oldugu bilinmektedir. Iskemi sonrasi artan beyin kan akimmin eNOS ile baglantisina
bakildiginda %70 NBO ve ozelliklede %100 NBO + melatonin gruplarinda
istatistiksel olarak artan bir eNOS seviyesi gézlemlenmektedir.
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8. SONUC

Tiim bu sonuglar bir arada incelendiginde OSA tikanmasi modeli kullanilarak
olusturulan beyin felci sonrasinda akut bir sekilde uygulanan %100 NBO tedavisiyle
birlikte uygulanan 4 mg/kg dozundaki melatonin apoptotik hiicre dliimiinii, enfarktiis
hacmini, beyin 6demini ve KBB geg¢irgenligini azaltirken nérolojik fonksiyonlarin
artmasini saglamaktadir. Hiicre i¢i sinyal yolaklarindan p-Akt, nNOS, iINOS, eNOS ve
apoptoz engelleyici Bcl-xL protein seviyelerini arttirirken apoptotik Bax protein
seviyesini azaltirken beyin felci sonrasinda LSI teknigi ile beyin kan akimi takibi
yapildiginda NBO tedavisi iskemik kor ve penumbra bolgesindeki beyin kan akimini
arttirmaktadir. Bunun yani sira NBO tedavisinin serbest radikal yakalayicisi olan
melatonin ile kombinasyonu sinerjistik bir etki gostererek tedavinin etkinligini daha

da arttirmaktadir.

Bu tez kapsaminda elde edilen sonuclar beyin felci sonrasinda farmakolojik

tedavi amacli yeni hedef molekiillerin tespitine katki saglamaktadir.
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