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1.0ZET

LITYUMUN NOROPROTEKTIF ETKIiSI VE BU ETKIDE HUCRE iCi
SINYAL iLETIiM YOLAKLARININ ROLLERININ INCELENMESI

Beyin felci diinyada 6liim nedenleri bakimindan ikinci sirada, kalict hasar bakimindan
ise birinci sirada yer alan 6onemli bir hastaliktir. Son derece dnemli bir hastalik olan
beyin felci tedavisine yonelik ¢aligmalar giiniimiizde devam etmektedir. Esas olarak
bipolar duygudurum bozuklugunun tedavisinde kullanilan lityum serebral iskemi dahil
cesitli norodejeneratif hastaliklar lizerine ndroprotektif etki gdstermektedir. Beyin
felci iizerine yapilan ¢alismalarda lityumun enfarktiis alanini azalttigi ve davranig
bozukluklarint hafiflettigi goriilmiistiir. Lityum aracili néroprotektif etkinin molekiiler
mekanizmalart karmasiktir ve heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Bu tezde
lityumun beyin felci sonrasi olusan hasar {izerine etkilerinin ve etki mekanizmasinin
aciklanmasi amaglanmaktadir. Bu amagla farelere 30 veya 90 dakikalik orta serebral
arterin okliizyonu uygulandi ve lityumun noérolojik defisit, enfaktiis hacmi, beyin
O0demi azalttigt ve kan-beyin bariyeri biitlinliglinli korudugu gosterildi. Ayrica
lityumun ndronal hasar1 azalttig1 goriildii ve sinyal iletim yollar1 iizerindeki etkileri
degerlendirildi. OSAO’dan sonra Akt ve ERK’larin lityum tedavisiyle
fosforilasyonlariin arttig1 bu tezde gosterildi. Sirastyla Wortmannin ve PD98059
kullanarak iki sag kalim kinazinin fosforilasyonu inhibe edildi. Lityum tedavisi ile
azalan apoptozun ve artan noronal sagkalimin, PI3K/Akt kinazin fosforilasyonunun
inhibe edilmesiyle tersine dondiigii goriildii. Bununla birlikte ERK’larin inhibisyonu
lityumun apoptotik hiicre 6liimii ve noronal sagkalima olan etkisinde bir degisiklik
gostermedigi gorildi. Verilerimiz, Akt fosforilasyonunun lityumun néroprotektif
aktivitesine aracilik ettigini ve inhibe olan Akt fosforilasyonunun apoptotik hiicre
oliimiine yol agtigin1 desteklemektedir. Elde edilen bu bulgularla 6zellikle beyin felci
gibi norodejeneratif hastaliklarindan tedavisinde yeni yontem ve hedeflerin
arastirtlmasina ve bulunmasina katkida bulunmasi beklenmektedir. Bu calisma
Experimental Neurology dergisinin 351. sayisinda yayimlanmaistir.

Anahtar kelimeler; Fokal serebral iskemi, lityum, noroproteksiyon, PI3K

inhibisyonu, PI3K/Akt sinyal yolag1



2.ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE NEUROPROTECTIVE EFFECT OF LITHIUM
AND THE ROLES OF INTRACELLULAR SIGNAL TRANSDUCTION
PATHWAYS

Stroke is the second leading cause of death and first in terms of permanent damage in
the world. Studies on the treatment of stroke, which is an extremely important and
effective disease, and to enlighten its mechanism continue today. Lithium, which is
mainly used in the basic treatment of bipolar mood disorder, has a neuroprotective
effect on various neurodegenerative diseases, including cerebral ischemia. Studies on
stroke have shown that lithium reduces the infarct area and alleviates behavioral
disorders. The molecular mechanisms of lithium-mediated neuroprotective action in
the brain are complex and needs to be investigated. In this thesis, it is aimed to explain
the mechanism of action by examining the effects of lithium on damage after focal
cerebral ischemia. For this purpose, mouse was subjected 30 or 90 minutes of the
middle cerebral artery occlusion and lithium was shown to reduce neurological deficit,
infarct volume, brain edema and blood-brain barrier permeability. In addition, lithium
reduced neuronal damage and its effects on signalling pathways were evaluated. It was
shown in this thesis that the phosphorylation of Akt and ERKs increased with lithium
treatment after OSAQO. Phosphorylation of two survival kinases was inhibited using
Wortmannin and PD98059, respectively. Decreased apoptosis and increased neuronal
survival with lithium treatment observed to be reversed by inhibiting phosphorylation
of PI3K/Akt kinase. However, inhibition of ERKs did not show any change in the
effect of lithium on apoptotic cell death and neuronal survival. Our data support that
Akt phosphorylation mediates the neuroprotective activity of lithium and that inhibited
Akt phosphorylation leads to apoptotic cell death. With these findings, it is expected
to contribute to the research and discovery of new methods and targets in the treatment

of neurodegenerative diseases such as cerebral ischemia.

Keywords; Focal cerebral ischemia, lithium, neuroprotection, PI3K inhibition,

PI3K/Akt signalling pathway



3.GIRIS VE AMAC

Beyin felci diinyada 6liim nedenleri bakimindan kardiyovaskiiler hastaliklardan
sonra 2. sirada gelen ndrodejeneratif bir hastaliktir [1]. Her ti¢ vakadan biri 6liim ile
sonlanirken hayatta kalanlar ise yasamlarini ciddi ndrolojik hasarlarla gecirmek
zorunda kalmaktadir. Beyin felcinin ilk 4,5 saat gibi kisitli bir slirede uygulanmasi
gereken doku plazminojen aktivatorii (tPA) haricinde bilinen herhangi bir tedavisi
bulunmamaktadir [2]. Yapilan deneysel beyin felci ¢alismalar1 sonrasi birgok klinik
caligsma da basarisizlikla sonug¢lanmistir [3]. Bu baglamda 6zellikle farmakolojik ajan
bazli yeni tedavi segenek ve stratejilerinin gelistirilmesi 6nemli bir gerekliliktir.
Serebral iskemi-reperfiizyon hasar1 beyne giden kan akiminin kesilmesiyle beyinde
glikoz ve oksijen eksikligine bagli olarak ortaya ¢ikan patafizyolojik bir siirectir [4].
Mutlak mekanizmas1 belirsiz olmasina ragmen, enerji metabolizmasindaki
bozukluklar ve oksidatif stres dahil olmak {izere bir dizi patolojik siire¢ nekrotik ve
apoptotik hiicre 6liimiine yol acarak ndronal hasara sebep olmaktadir [5-7]. Depresyon
tedavisi i¢in yaygin olarak kullanilan lityumun hem in vitro hem in vivo olarak noronal
hiicreler iizerinde koruyucu etkiler gosterdigi bildirilmistir [8].

Bu tez in vivo kosullarda gerceklesen iskemik beyin hasar1 sonrasi norolojik fonksiyon
bozukluklari, iskemik hasar ve ddem, kan-beyin bariyeri biitiinliigliniin bozulmasi,
apoptotik hiicre o6limii ve buna bagl sinyal iletim yolaklarma lityumun etki
mekanizmasini incelemek i¢in tasarlanmistir. Hasar sonrasi lityumun noronal
sagkalim ve bunu destekleyen sinyal iletim yolak proteinleri iizerine etkileri
incelenerek lityum aracili etkinin iyilestirici etkileri aragtirilmigtir. Bu mekanizmalarin
incelenmesi i¢in insanlarda da beyin felci vakalarmin yaklasik olarak %80’ini
olusturan orta serebral arterin tikanmasit modeli kullanilmistir. Bu modelin klinik
vakalarla benzerlik gdstermesinden dolayr elde edilen bulgularin beyin felci gibi
norodejeneratif hastaliklarin yeni tedavi stratejileri ve hedef molekiillerinin

bulunmasina katki saglamasi beklenmektedir.



4. GENEL BIiLGILER
4.1.Beyin Felci

Diinya saglik oOrgiitiiniin verilerine gore beyin felci diinyada 6liim nedeni
bakimindan ikinci sirada yer alan norodejeneratif bir hastaliktir. Her yil yaklasik 15
milyon insan beyin felci gecirmekte ve 6,7 milyon [9] insan bu sebeple hayatini
kaybetmektedir. Hayatta kalanlar ise kalic1 hasarlarla devam etmektedirler [10]. Beyin
felci iki kategoride siniflandirilabilir; iskemik (popiilasyonun %87’si) ve hemorajik
(popiilasyonun %23°1) [16]. Hemorajik inme anevrizma, arteriovendz malformasyon
(AVM) ya da beyin kan damar1 duvarlarinin zayiflamasi ile karakterizedir. Tedavi
edilmemis hipertansiyon ve yaslanmis kan damarlari hemorajik inme i¢in en 6nemli
risk faktorleridir [11]. Ek olarak hemorajik inme kafa i¢i basincini yiikselterek ciddi
beyin hasarina neden olmakta yliksek morbidite ve mortaliteye yol agmaktadir[12]
Hemorajik inme intraserebral ve subaraknoid hemoraj olmak iizere iki alt tipe
ayrilmaktadir. Intraserebral hemoraj beyin parenkimasinda gériiliirken subaraknoid
hemoraj ¢ogunluka pial ve araknoid boslukta goriilmektedir [13, 14].

Iskemik beyin felci, beyne giden kan akimimin damarlarin kan pihtisi/trombiis
ile kalict veya gecici tikanmasiyla azalmasi sonucu gerceklesir ve beyin felci
vakalarinin %87’sini olusturmaktadir [15, 16]. Internal karotid arterin en biiyiik dal
olan orta serebral arter (OSA), beynin temporal ve paryetal lobunun frontal ve lateral
yiizeyi dahil olmak iizere beynin birincil motor, duyusal ve konugma alanlarina oksijen
ve glikoz saglayan ve iskemik inmenin en yaygin ger¢eklestigi bolgedir. Bu nedenle,
orta serebral arter tikaniklig1 olan hastalar hemiparezi veya monoparezi, hemisensor
ve gorsel eksiklikler, dizartri ve ataksiden muzdariptir [17]. Beyin felci tedavisinde
oncelikli ilk yaklasim miimkiin oldugunca en hizli sekilde iskemik alana giden kan
akiminin restore edilmesi ve oksijen beslemesinin saglanmasidir. Ancak tikali olan
beyin damarmin agilmasi patolojik olaylarin baslamasiyla potansiyel geri
dondiiriilemez reperfiizyon hasarinin olusmasina sebep olmaktadir [18, 19]. Iskemik
beyin hasar1 sonrasi eksitotoksisite, peri-infarkt depolarizasyon, inflamasyon ve
apoptoz gibi komplex patafizyolojik olaylar gerceklesmektedir [15]Bu baglamda
beyin felcinin FDA (Food and Drug Administration) onayli bilinen tek tedavisi

rekombinant doku plazminojen aktivatorii (rtPA) tedavisidir. Ancak rtPA tedavisinin,



4,5 saatlik dar bir terapotik uygulanma araligr ve hemoraji riski gibi dezavantajlar
bulunmaktadir. Bu sebeple akut inme vakalarimin yalnizca %4-7’sinde
kullanilabilmektedir [20].

Akut iskemik inme sonrasi beyinde kor [21] ve penumbra olmak iizere iki yangi
bolgesi olusmaktadir. Bunlardan ilki beyin kan akiminin kesilmesi sonucu ndronlara
giden oksijen ve glikozun azalmasiyla yangmin hizli olustugu kor bélgesidir. Ikincil
hasar (penumbra) iskemik alana gelen kan akiminin restorasyonu ile baslamaktadir
[22]. Reperfiizyon ile bolge oksijenlenmeye baglamakta ve bunun sonucu olarak da
asir1 reaktif oksiyen tiirleri (ROS) ve/veya peroksinitrit olusumu ve immiin sistemin
aktivasyonu goriimektedir [18, 23-30]. Iskemi sonucu néroinflamasyon icin infiltre
olan immiin hiicreler birden fazla immun ve glia hiicresini ¢alistirmak i¢in inflamatuar
mediyatorlerini  serbest birakmaktadir. Bu immunreaktif hiicreler hasar
sinirlandirmakta ve doku biitlinliiglinii eski haline getirmeye ¢aligmaktadir [31, 32]
Bununla birlikte serebral iskemi sonrast asiri mikroglia aktivasyonu meydana
gelmektedir bu da KBB bozuklugunun bir sonucu olarak pro-inflamatuar sitokinlerin
salinmasina sebep olmaktadir [33-35]. Pro-inflamatuar sitokinler norotoksik
molekiilleri, serbest oksijen radikallerini (ROS), reaktif nitrojen tiirlerini (RNS),
siklooksijenaz-2 ve indiiklenebilir nitrik oksit sentazi (iNOS) arttirarak sekonder
noronal hiicre liimiine sebep olmaktadirlar. iskemi sonras1 gelisen ikinci faz iskemik
alanin yayilmasina sebep olurken uzun vadede dokunun rejenerasyonunu

baslatmaktadir[34, 36-41].

4.2.Hiicre oliimii

Iskemini baslangicina ve ciddiyetine bagli olarak hiicre 6liimii nekroz, apoptoz,
otofaji, onkoz, nekroptoz gibi birgcok mekanizma tarafindan indiiklenmektedir [42].
Nekroz esas olarak oksijen ve glikoz eksikligi/yoklugunun bir sonucu olarak iskemik
kor bolgesinde goriilmektedir. Apoptoz ise belirli seviyelerde oksijen ve glikozun
kaldig1 iskemik penumbrada meydana gelmektedir [43]. Iki olay arasindaki fark
mekanizmalarin meydana geldigi zaman araligindadir. Nekroz iskemi sonrast ilk
dakikalarda goriiliirken apoptoz saatler veya giinler sonra gelismektedir. Nekrozdan

farkli olarak apoptoz, plazma zarinin biitliinliigiinii ve yeterli miktarda ATP



gerektirmektedir [44]. Kor bolgesindeki nekrozla penumbradaki apoptoz arasindaki
dikotomi kesin degildir ¢linkii her ikisinin de gerceklesmesi iki bdlgede de
gosterilmektedir [45].

4.2.1. Apoptoz

Programlanmis hiicre 6limii olarak da bilinen apoptoz, iskemik inmenin
patolojik mekanizmasinda ve patogenezinde yer almaktadir. Yaygin olarak hiicre
gelisiminin aktivasyonu ve fizyolojik hiicre dongiisiinde rol oynamaktadir fakat ayn1
zamanda g¢evresel uyarim sonucu patolojik hasara katkida bulunarak iskemik hasara
yol agmaktadir [46-50].

Genel olarak apoptoz i¢ ve dis yolaklar olmak {iizere iki yol ile aktiflestirilmektedir.
Dis yolak, hiicre yiizeyinde bulunan ligand ile aktive edilen Oliim reseptorleri
tarafindan baglatilmaktadir [51] Diger bir yol olan i¢ apoptotik yolak ise oksidatif stres,
mitokondriyal disfonksiyon ve yiiksek Ca™ seviyeleri gibi biitin mekanizmalarla
aktiflestirilebilmektedir. Iyonik dengesizlik, mitokondriyal sisme veya mitokondriyal
dis zarda bir gézenek olusumu nedeniyle salinan sitokrom C bu tip apoptozda dnemli
bir rol oynakmaktadir [52]. Noronlarda, miyoblastlarda ve osteoblastlarda sitotoksisite
ve oksidatif stres hasariyla gelisebilen apoptoz PI3K-Akt/mTOR, mitojenle aktive
olabilen protein kinaz (MAPK) ve endoplazmik retikulum stresini regiile eden sinyal

yolaklariyla yakindan iligkilidir.[ 19, 53-56] .

4.3.inflamasyon

Iskemik inme neticesinde beynin yetersiz kanlanmasi eksitotoksik hiicre
oliimiine, oksidatif strese ve inflamasyona yol agmaktadir. inflamasyon siireci,
serebral iskemi sonrasi beyin hasarmin 6nemli katilimcilarindan biri sayilmaktadir
[57]. iskemi sonrasi olusan primer hasara kiyasla inflamasyon araciligiyla baslayan
stire¢ daha uzun terapdtik zaman araligina sahiptir. Bu nedenle anti-inflamasyon favori
tedavi hedeflerinden olmaktadir. [58]. Inflamasyon, nérotoksik veya noroprotektif
olabilen inflamatuar hiicreler ve molekiiller arasindaki komplex etkilesimler dizisidir

[59, 60]. Kan-beyin bariyerinin bozulmasiyla dolasimdaki 16kositlerin (nétrofiller,



lenfositler ve monositler) iskemik alana infiltrasyonu, iskemi sonrasi baslayan
inflamasyon siirecinin merkezini olusturmaktadir. Ayrica merkezi sinir sisteminin ana
inflamasyon hiicreleri olan mikroglia ve yerlesik beyin makrofajlarinin da aktivasyonu
artarak iskemiden sonra 2-3. giinlerde pik yapmaktadir [61]. Iskemi ile aktive olan
mikroglia ve astrositler interlokin 1 B (IL-1p) ve timor nekrosis faktorii oo (TNFa)
gibi pro-inflamasyon sitokinlerinin ve kemokinlerin salinimina sebep olmaktadir[62-
66]. Bu kemokinler farkli inflamatuar hiicre tipleri ile hasarli doku arasindaki iletigimi
yoneterek ozellikle penumbra g¢evresinde hiicresel kemotaksiye ve lezyon isgaline
neden olurken, pro-inflamasyon mediyatorleri de dolasimdaki l6kositlerin iskemik
alana migrasyonunu destekleyerek kan-beyin bariyeri hasarini hizlandirmaktadir [61].
Aktivasyonu artmis inflamatuar hiicreler MMP’ler, NO ve ROS gibi birgok sitotoksik
ajanin salimimini yaparak hiicre hasarina, kan-beyin bariyeri biitiinliigliniin ve
ekstraseliiller matriksin bozulmasina sebep olmaktadir. Bu bozunma da nérotoksik
serum maddelerinin beyne gegisine izin vererek beyin 6demiyle sonuglanmaktadir
[67].

Bununla birlikte mikroglia ve astrositler iskemik inmede iki yonlii fonksiyon
gostermektedir. Mikroglialar noroprotektif rolii olan TGF-1°1 iiretmekte, astrositler

antiinflamatuar yanit1 aktive eden molekiillerin liretimini saglamaktadir [68]

4.4.0ksidatif Stres

Serbest radikaller hiicrenin metabolik aktivitesi ve normal hiicre fonksiyonu
sonucu olusmakta ve normal fizyolojik siirecte Onemli biyolojik role sahip
olmaktadirlar. Reaktif oksijen tiirleri (ROS), hiicre sinyalizasyonu, immun savunma,
hiicre yaglanmasi, apoptoz ve toksik bilesiklerin dekompozisyonunda rol
oynamaktadir ve NO sinirsel sinyalizasyon ve immiinolojik siirveyansin
diizenlemesine katilmaktadir [69, 70] Serbest radikaller, bagimsiz olarak varolabilen,
bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip herhangi bir atom ya da molekiil
olabilmektedirler. En yaygin olanlar1 oksijenden tiiretilen ROS (superoksit radikalleri
ve hidroksil radikalleri) ve nitrik oksitten (NO) tiiretilmis reaktif nitrojen tiirleridir
(RNS) (NO ve peroksinitrit). Serbest radikaller fazlaca reaktiftir ve direkt olarak
oksitleyerek protein, lipit ve DNA gibi makromolekiillere zarar vermektedir[71, 72].



Oksidatif stres, serbest radikal iiretiminin antioksidan savunma kapasitesinin toksik
esigin altinda tutma seviyesini astigt durumu temsil etmektedir. Hiicre farkli
superoksit dismutaz, katalaz, glutatyon detoksifikasyonu ve tioredoksin
detoksifikasyonu gibi antioksidan savunmalar1 kullanmaktadir [73].

Oksidatif stres iskemik inmenin patolojik siirecinde onemli yere sahip olup,
hasar alan1 olusumunda etkilidir. Enerji metabolizmasindaki bozukluktan kaynaklanan
mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif stres iskemi sonrasi geri dondiiriilemez
hasarin ilerlemesindeki iki ana faktordiir. Mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif
stres sonucu hasar goren oksidasyon/antioksidasyon diizeni, ndronal mitokondrilerin
noron Oliimii ile sonuglanan ¢ok miktarda ROS ve hidroksil radikallerini liretmesine
neden olmaktadir. Serebral iskemi esnasinda reaktif oksijen tiirleri (ROS) ozellikle
reperflizyondan sonra hiicre Oliimiine, sonu¢ olarak da beyin Oliimiine yol
acabilmektedir. Doku hasarinin patolojik siirecinde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
asir1 iretimi veya temizlenme kapasitesinin azalmasi sonucunda oksidatif ve
antioksidan sistemler arasindaki balansin bozulmasina sebep olmaktadir. Superoksit
anyon serbest radikalleri, hidroksil serbest radikalleri ve nitrik oksitin iiretiminin de
gerceklestigi reperfiizyon lipit peroksidasyonuna, inflamasyona ve apoptotik hiicre

oliimiine sebep olmaktadir [74] [75].

4.5.Mitokondriyal Disfonksiyon

Iskemi kaynakli eksitotoksisite, mitokondriyal proteinlere, membrana ve
DNA’ya zarar verdiginden dolayr mitokondriyal bozuklukla sonuclanmaktadir.
Boylece mitokondrinin ATP sentezleme ve genis yelpazedeki metabolik islevleri
yerine getirebilme yenegi bozulmaktadir. Asir1 Ca®" yiiklemesine bagl olarak
mitokondriyal membrandan intrinsik apoptotik sinyalizayona katilan pro-apoptotik
faktorler salinmaktadir. Iskemi ayni zamanda artmis ROS diretimi, azalmis ATP
iiretimi ve PTEN aracili putatif kinaz 1 akiimiilasyonu ile sonuglanan mitokondriyal
membranin depolarizasyonunu da arttirmaktadir [76]. ATP iiretimi azalmasinin bir
sonucu olarak, hasar gérmiis mitokondri saglikli mitokondri ile fiizyon yoluyla onarilir
veya mitokondriyal fisyon, hasarli mitokondrinin ayrilmasini ve ardindan mitofaji

yoluyla ortadan kaldirilmasini saglamaktadir [77].



4.6.Ekzitotoksisite

Glutamat, uyarici bir norotransmitter olarak iglev goren santral sinir siteminin
en ¢ok bulunan serbest amino asitidir [78]. Fizyolojik kosullarda 6grenme ve hafizada
onemli rol oynamaktadir ve astrositlerden glutamat salinimi hipokampal néronlarin
aktivitesini diizenlemektedir [79, 80]. Viicuttaki glutamatin biiyiik bir kism1 diyet ile
alinmaktadir ancak kan-beyin bariyerini gecemediginden santral sinir sistemindeki
yerlesik hiicreler tarafindan tiretilmesi gerekmektedir. Bu nedenle dncii molekiilii olan
alfa-ketoglurattan sentezlenmektedir[81, 82]. Ayrica glutamat-glutamin dongiisiinde
glial hiicrelerden {iretilen glutaminden doniistiiriilmektedir [83]. Normal sinaptik
iletisimde noronal hiicrelerin aksonlarinin presinaptik terminallerinden sinaptik
araliga glutamat salinimi yapilmaktadir. Ekstraseliiler boslukta biriken glutamat
postsinaptik terminallerin ylizeyindeki glutamat reseptorlerini aktive etmektedir [82].
Optimal noéron uyarimini siirdirmek ve aymi zamanda eksitotoksik etkisini
siirlandirmak icin ektraseliiler bosluktaki glutamat seviyesi iizerine siki bir fizyolojik
diizenleme gerekmektedir. Glutamat homeostazinin siirdiiriilmesi biiyiik oSlciide
astrosidik tasiyicilarin aktivitesine dayanmaktadir ve fizyolojik kosullar altinda
glutamati sinaptik araliktan temizlemektedir [84]. Iskemi gibi patolojik durumlarda
veya yaglanma siirecinde, glial glutamat tagiyicilarin aktivitesi durmaktadir ve fazlaca
glumatamat ¢evredeki sinir dokusuna zarar vererek normal beyin fonksiyonlarini
engellemektedir [85]. Ayrica pro-inflamatuar sitokin faktorleri de glutamini tekrar
glutamata doniistiiren glutaminazin  astrositik  ekspresyonunu arttirmaktadir.
Astrositler, santral sinir sistemindeki ana glutamin fabrikasidirlar. Bu sitokin etkisi ile
ana hedeflerini kaybederek etkisiz hale gelmekte ve itihaplanma sirasinda
eksitotoksisiteyi uyaran olaylara aracilik hizmeti etmektedirler. Glutamerjik
ndrotransmisyonun disfonksiyonu, noronal eksitotoksisiteye neden olarak hiicreyi
olime gotiirmektedir [86].

Glutamat eksitotoksisitesi noronlardan glutamat saliniminin artmastyla baglayan hiicre
oliim mekanizmasidir. Iskemik hasar sonucu diisiik oksijen ve glikoz seviyeleri
nedeniyle baglayan ve zamanla aktive olan zararli kimyasal bilesiklerin varlig
nedeniyle de etkilenen bolgedeki néronlar ve glialar 6lmeye baglamaktadir. Beyinde

olusan enerjinin ¢ogu glikozun karbondioksit ve suya oksidasyonundan



kaynaklandigindan oksijen yetersizligi mitokondriyal oksidatif fosforilasyonu
tamamen bozmaktadir [87]. Beyinde uzun siireli enerji depolarmin bulunmadigindan
dolay1 oksijen ve glikoz eksikligi sadece birka¢ dakika icinde ATP tiikenmesine sebep
olmaktadir [88]. ATP eksikligi, iyon pompalarinin fizyolojik fonksiyonlarini
engellemektedir ve bu sebeple hiicreler elektrokimyasal gradyanlarini
koruyamadigindan, potasyum (K), sodyum (Na") ve kalsiyum (Ca>") iyonlarinin
anormal akist nedeniyle depolarize olmaktadir. Ekstraseliiler konsantrasyonu artmig
K" L-tipi voltaj kapili Ca®" kanallarnmn agilmasma sebep olmaktadir [89]. fyon
pompalari artan Ca®" konsantrasyonuna ayak uyduramadigindan, yiikselmis Ca*"
seviyeleri noronlarda ve glial hiicrelerde iskemi kaynakli eksitotoksisiteye onemli
katkida bununan glutamat salinimini tetiklemektedir [90]. Bu uyarici aminoasit
ndrotransmitter olarak davranmakta ve glutamat reseptorlerine baglanip agilmasin
saglayarak hiicre limenine daha fazla Ca®" girisine sebep olmaktadir. Bozulmus
glutamat alimma bagh olarak Ca’" kanallarinin asir1 aktivasyonu hiicre i¢i Ca®"
seviyesinin patolojik artisina neden olmaktadir [91]. Bu artis hiicreleri asir1 uyararak
ROS veya Ca’”a bagimli parcalayici enzimler grubuna ait olan ATPazlar,
endoniikleazlar, proteazlar ve fosfolipazlarin salgilanmasina yol agmaktadir [92]. Tlk
olarak hiicre membranini fosfolipazlarla bozulmasiyla daha fazla zararli kimyasallar
hiicre i¢ine girmekte ve mitokondriden hiicre 6liimiine sebep olan kaspazlari aktive
eden apoptotik sinyallerin salinimia neden olmaktadir [93]. Zararl sinyaller 6len
hiicrelerden yayilarak glia ve noronlart etkilemektedir. Peri-infarkt (enfarktiis)
depolarizasyonu olarak adlandirilan bu olay ndronal ve glial glutamat salinimi ile
tetiklenir ve hiicrelerin depolarize olmasiyla iskemik c¢ekirdek ve g¢evresinde
ilerleyerek lezyon olusturmaktadir [94, 95]. Artmus K™ ve Ca®" konsantrasyonlari
sitotoksik ddeme de neden olmaktadir. Buna bagli olarak perfiizyonun diismesiyle

penumbral bolge ve kor alaninin genislemesine neden olabilmektedir [95, 96].
4.7.Lityum
Lityum 100 yildan fazladir manik depresyon tedavisinde kullanilmaktadir [97].

2001°de Burgess ve arkadaslart lityumun duygu-durum bozukluklart iizerindeki

etkisinin kanit1 i¢in Cochrane Colloboratin Depresyon, Anksiyete ve Nevroz Kontrollii
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Denemeleri Kaydi ve Cochran Konrollii Klinik Arastirmalarint incelemislerdir.
Lityumun tiim ¢aligsmalarda bipolar bozukluk {izerine tutarli ve anlamli yararl etkileri
goriilmekteydi. Tek kutuplu bozuklukta, lityumun yararl etkileri goriildii ancak
istatistiksel anlamliliga ulagilamadi. Ayrica hicbir calismada lityumun olumsuz etkisi
bildirilmedi [98]. Tekrarlayan mani ve depresyon ile birlikte akut mani ve akut
depresyonun tedavisinde etki gosteren tek tedavi olmasi nedeniyle de lityum, bipolar
ve unipolar hastalik tedavisinde dnerilmektedir ve 1970’lerin baginda FDA tarafindan
uygulanmasi onaylanan ilk ilaglardandir [99].

Lityum sodyum ve potasyum ile ayni ailede yer alan periyodik cetvelin alkali bir
metalidir. Lityumun beyin ve kan damarlar {izerinde mani ve depresyonu bastiric
birgok etkisi vardir. Bu etkilerin altindaki mekanizmalar tam olarak bilinmemektedir.
Son 20 yildir yapilan ¢alismalarda farkli ve ilging ipuglart elde edilmistir. Birgok
klinisyen lityum ile tedavi goren hastalarda siklikla beyaz kan hiicrelerinin arttigini ve
kan lenfosit sayismin azaldigimi not etmislerdir. Veterinerler kemoterapi ve
radyoterapi sonrasi beyaz kan hiicreleri azalmis hayvanlara lityum uygulamaya
baslamiglardir. Lityum, beyaz kan hiicrelerini ve immun fonksiyonu hizla restore
etmektedir. Bu etkiler ile lityumun etki mekanizmasi daha iyi anlagilabilmektedir.
Bilim insanlar1 lityumun beyaz kan hiicresi {liretimini arttirmasini anlayabilmek igin
kemik iligi kok hiicrelerine lityum uygulamiglardir. Bu caligmalar gostermistir ki,
lityum, majér mesajlasma sistemi olan fosforlanmus inositleri etkilemektedir. ileriki
caligmalarda lityumun ¢esitli fosfokinazlar1 ve fosfatazlari stimule ve inhibe ettigi
gosterilmistir [100].

Lityum 60 yili askin siiredir bipolar duygu durum bozuklugunun tedavisinde
kullanilan birincil ilaglardan biridir [101, 102]. Buna ek olarak lityum tedavisinin hem
hayvan modellerinde hem de insanlarda Alzheimer, Parkinson ve Huntington gibi
norodejeneratif hastaliklarda noroprotektif etkileri vardir [103, 104]. Lityum
tedavisiyle yetigkin hayvan modeli, neonatal hayvanlarin iskemi/hipoksi modeli ve
hem fokal hem de global serebral iskemide iskemik hasar1 azaltmaktadir [104-110].

Iskemi sonras1 lityum uygulamasinin da faydali etkileri bildirilmistir [108-111].
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4.7.1. Lityumun farmakokinetigi

Insanlarda lityumun farmakokinetigi ve terapdtik konsantrasyon araligi iyi
tanimlanmistir [112, 113]. Dar terapdtik indeksi ve farmakokinetikteki bireyler arasi
onemli degiskenligi nedeniyle, lityum tedavisi kan konsantrasyonlarinin yakindan
izlenmesini gerektirir [114]. Ingiltere’de genel olarak konsantrasyonunun 0-4 mmol/l
(mM) lizerinde olmasi gerektigi kabul edilmektedir [115].

Lityum, sodyum iyonu gibi suda ¢6ziiniir ve plazma proteinlerine baglanmasi
ihmal edilebilir seviyededir. Fizikokimyasal 6zellikleri ve kii¢iik molekiiler boyutlar
nedeniyle de sodyum iyonu gibi hiicre dis1 ve hiicre i¢i viicut sivilarma iyi
dagilmaktadir. Lityumun toplam viicut su hacminden biraz daha yiiksek bir dagilim
hacmi vardir, bu da onu bazi patofizyolojik degisiklikleri takiben siklikla gézlenen
toplam viicut su hacmindeki biiyiik degisikliklere duyarl hale getirmektedir. Ornegin
yaslanma ile birlikte artan viicut yagi, azalan yagsiz kiitle ve toplam viicut sivist gibi
viicut kompozisyonunun degismesi, lityumun dagilim hacmini ve tekrarlayan dozlarla
kararli duruma ulasma siiresini de azaltmaktadir [116].

Lityum, ortalama beyin-omurilik sivis1 lityum oranit 3,6:1 ile kan beyin
bariyerini (KBB) ge¢mektedir. Ancak KBB yasla birlikte bozulmaktadir ve beyne
alinan lityum miktar1 degisebilmektedir. Bununla birlikte lityuma verilen klinik yanit
yasa bagli fizyolojik degisikliklerden, tibbi komorbiditeden ve daha yash bir eriskinde
lityumun farmakokinetigini etkileyen ilaglardan da etkilenebilmektedir [117]. Hem
dagilim hacminde hem de renal klirenste yasa bagli azalmalar nedeniyle, daha geng
bir yetigkinle karsilastirildiginda ayni serum konsantrasyonuna ulagsmak i¢in daha
diisiik bir lityum dozu gerekmektedir [118].

Son derece dar terapotik araligr nedeniyle lityumun klinik kullanimi oldukca
zordur. Terapotik etkiler i¢in gereken konsantrasyonlar ile toksisiteye neden
olabilecek konsantrasyonla yakindir. Lityum serum konsantrasyonlarindaki kiigiik bir
artis ciddi yan etkilere neden olabilmektedir. Dar bir terap6tik indekse ragmen, etkinlik
ve tolere edilebilirlik ile belirlenen lityumun klinik profili heniiz net farmakokinetik-
farmakodinamik iliskileri ile tanimlanmamustir [116].

Lityum, ilk ge¢is hepatik metabolizmasina tabi degildir [119]. Kii¢iik bir miktar

lityum (%?2), oral uygulamadan sonraki 24 saat i¢cinde safrada elimine edilebilmektedir
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[120]. Bu nedenle lityumun farmakokinetigi hepatik biyotransformasyon veya hepatik
kan akigindaki herhangi bir degisiklikten etkilenmemektedir [116]. Lityum, plazmada
proteinlere bagli olmayan ve serbestge dolagsan diger kiiclik molekiillere benzer
filtrasyon hizi ile renal glomeriil tarafindan serbestce siiziilmektedir. Siiziildiikten
sonra, lityumun yaklagik %75-80’1 proksimal tiibiillerde aktif olarak geri emilirken,
kiigiik bir kism1 da Henle dongiisiinde ve distal tiibiillerde yeniden emilmektedir[121-
123]. Lityumun renal eliminasyon orani serum seviyeleri ile dogrusal olarak iligkilidir
[119]. Plazmadaki lityumun terminal eliminasyon yar1 6mrii (t/2), saglikli goniilliilerde
ve normal bobrek fonksiyonuna sahip hastalarda 16 ila 30 saat arasinda degismektedir
[124-130]. Bu eliminasyon fazi Tmax’tan 4-6 saat sonra gozlemlenebilmektedir. Uzun
stireli lityum tedavisi sirasinda veya bobrek fonksiyon bozuklugu olan hastalarda
lityum eliminasyon yar1 dmrii artmakta ve 50 saate ulasabilmektedir [115].

Hayvan modelleri kullanilarak lityumun bazi farmakolojik 6zelliklerini
aydinlatma girisimleri, lityum tuzlarinin kemirgenlere de hem oral hem de parenteral
yollarla uygulanmasini icermektedir [131]. Bunula birlikte, bu hayvanlarda lityumun
farmakokinetigine ¢ok az ilgi gosterilmistir. Insan ve kemirgenler arasindaki
farkliliklar, klinik uygulamada goriilen plazma konsantrasyon profilini dogru bir
sekilde ifade edememektedir. Gecmiste kullanilan bazi protokoller, degisen siirelerde
lityum toksisitesine yol agarken bazilari ise terapétik konsantrasyona ulagsmada
basarisiz olmuslardir. Ratlarda yapilan c¢alismada lityum gastrointestinal sistem
tarafindan hizla emilerek plazma proteinlerine baglanma ve metabolizma olmaksizin
toplam viicut sivilarima dagilmaktadir. Neredeyse sadece bobrekler tarafindan

atilmaktadir ve plazma yar1 dmrii 6-7 saattir [132, 133].

4.7.2. Lityumun norofarmakokinetigi

Lityum, noroprotektif 6zelliklere sahip oldugu diisiiniilen bipolar bozukluk i¢in
yaygin olarak kullanilan birinci basamak tedavidir. Bununla birlikte hiicre i¢i hedefler
iizerinde etkili oldugu varsayilmasina ragmen terapdtik etki mekanizmalari hala biiyiik
Olgiide bilinmemektedir. Yeterli serum seviyelerinde bile hastalarin yaklasik yarisi
lityum tedavisine yanit vermemektedir [134]. Bu da serum ve beyin lityum

konsantrasyonlar1 ile klinik etki arasindaki korelasyonun zayif olabilecegini
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gostermektedir [135-139]. Yapilan dinamik ¢alismalarda, serum, kirmizi kan
hiicreleri, kas veya BOS’taki artisa kiyasla 24 saatlik bir gecikmeden sonra beyin
lityum konsantrasyonunda bir artis meydana geldigi goriilmiistiir. Kandan BOS’a
lityum transfer hizinin, KBB’deki gegisten daha hizli oldugu diisiiniilmektedir [140-
142]. Insan beyninde lityumun yar1 émrii, serum eliminasyon yar1 dmriinden (16 saat)
daha uzundur ve 28 saattir. Bu da lityumun beyinden kana daha yavas salindigini
gostermektedir [143]. {1k olarak insan otopsilerinden veya hayvanlardan alman beyin
dokusundaki endojen dl¢timlerle belirlenen lityum dagilimi heterojendir. Bazi raporlar
%20-30 gibi nispeten kiiclik varyasyonlara sahipken, bazilar1 farkli bolgeler arasinda
biiyiik farkliliklar bulmustur [144]. Insan 6rnekleri, orta beyin ve oksipital kortekste
stirekli olarak en yiiksek ve tipik olarak pons ve merkez semiovalede bulunan beyaz
cevherde en diislik seviyeleri gostermistir [145-147]. Benzer sekilde rat ¢alismalari
akut ve kronik uygulamayi takiben beyindeki bolgesel lityum dagiliminda hem
Oonemsiz hem Onemli farkliliklar gostermistir [148-151]. Bazi calismalarda bazal
ganglionlar, neokorteks ve putamenlerde yiiksek; pons, medulla, beyincik, omurilik ve
beyaz cevherde diisiik seviyeler gosterilmistir [148, 150, 151]. Bunula birlikte talamus,
hipotalamus, septal ¢ekirdekler, dentat girus, hipokampus ve substantia grisea
centralis’te orta diizeyler saptanmistir [146].

Sodyum ve potasyum gibi bir¢ok fizyolojik inorganik iyona gore lityumun igsel
plazma zar1 gegirgenligi cok diisiiktiir. Hiicre tipine bagli olarak plazma zarina gomiilii
baz1 spesifik proteinlerin ekspresyonu, spesifik ancak hiz sinirlayici iyon hareketi ile
inorganik iyonlar1 zar boyunca tagima yetenegine sahiptir. Lityum membran
gecirgenligi ile ilgili bu tiir kanal veya tasiyici aracili sistemlerin beyin hiicrelerinde
hala arastirllmasi gerekmektedir. Sodyum ile paylasilan fiziko-kimyasal 6zellikler
nedeniyle, lityumun sodyum/organik veya inorganik tasiyicilart kullandig
diisiiniilmiistiir ve birincil kortikal noronal fare kiiltiirlerinde gézlemlenmistir [137,
152]. Viicutta ve ozellikle beyin hiicrelerinde lityum tagmmasinda rol oynayan
mekanizmalarin aydinlatilabilmesi i¢in yapilan farmakogenomik caligmalarda kan-
BOS bariyerinde eksprese edilen bir sodyum/karbonat (NBC, SLC4 ailesi) tasiyicisi
olan SLC4A10’un lityum yanitinda rol oynadig1 gosterilmistir [153]
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5. MATERYAL VE METOT

5.1.Deney Gruplari ve Dizayni
Bu calisma etik standartlara, ulusal ve uluslararasi kurallara uygun bir sekilde
yapilmistir ve Istanbul Medipol Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu
tarafindan da onaylanmistir. Caligmada 9 haftalik erkek BALB/C susu fareler
kullanilmistir. Beyin felci sonrasi lityum tedavisinin molekiiler ve elektrofizyolojik

mekanizmalarini inceleyebilmek i¢in 3 farkli deney seti dizayn edilmistir.

Beyin felci
indiiklenmesi Deneyin
\\ Reperfiizyol Lityum I ’l
kd"m (ip) son nn1|n mast
| !
[ I
0.dk 90. dk M.sa
Beyin felci
lndﬁklenmesl\

' Lityum Deneyin
chmz)oz{dnvlsl(l.p.) sonlnmInlmm
|
I
0.dk 30. dk T2sa

Beyin felci
lndﬁkltnmcsi\

Lityum Deneyin
inhibitor \ Rep"ﬁmontednvisl(i.p.) sonlandrimasi
enjeksiyonu \ 1 /‘ Tﬂl
(i.c) |

R
-30. dk 0.dk 30. dk T2.5a

Sekil 5.1.1. Deney dizayni

1. Deney Seti
Lityum tedavisinin beyin felci sonrasi norolojik duruma, hasar alanina, beyin
O0demine ve kan-beyin bariyeri gecirgenligine olan etkilerini incelemek i¢in 90 dakika
orta serebral arter tikanmasi sonrasi 24 saatlik reperflizyon uygulanan deney seti

dizayn edilmistir.

Grup I: 90 dakika beyin felci uygulamasini takiben 100 pl serum fizyolojigin periton
icine enjeksiyon
Grup II: 90 dakika beyin felci uygulamasini takiben 100 pl 2 mmol/kg LiCl’iin periton

icine enjeksiyonu
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Grup II: 90 dakika beyin felci uygulamasini takiben 100 pl 5 mmol/kg LiCl’iin periton
icine enjeksiyonu

(n=8)

2. Deney Seti
Lityum tedavisinin beyin felci sonrast apoptotik hiicre 6liimii ve noronal
sagkalim {izerine etkilerini inceleyebilmek ve lityumun molekiiler mekanizmalarinda
rol alan protein analizleri yapabilmek i¢cin 30 dakika orta serebral arter tikanmasini

sonrast 72 saatlik reperfiizyon uygulanan deney seti dizayn edilmistir.

Grup I: 30 dakika beyin felci uygulamasini takiben 100 pl serum fizyolojigin periton
icine enjeksiyonu
Grup II: 30 dakika beyin felci uygulamasini takiben 100 pl 2 mmol/kg LiCl’iin periton
icine enjeksiyonu
Grup II: 30 dakika beyin felci uygulamasini takiben 100 pl 5 mmol/kg LiCl’iin periton
icine enjeksiyonu

(n=8)

3. Deney Seti
Lityum aracili noroprotektif etkinin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin
incelenebilmesi i¢in, lityum tedavisinin spesifik Akt inhibitorii olan Wortmannin ve
MAPK inhibitorii olan PD98059 ile kombin edildigi 30 dakikalik orta serebral arter

tikanmasi sonrast 72 saatlik reperfiizyon uygulanan deney seti dizayn edilmistir.

Grup I: Iskemiden 30 dakika &nce striatuma 2 ul %100 DMSO enjeksiyonu ve 30
dakikalik iskemi uygulamasimi takiben 100 pl serum fizyolojigin periton igine
enjeksiyonu

Grup II: Iskemiden 30 dakika &nce striatuma 2 pl %100 DMSO enjeksiyonu ve 30
dakikalik iskemi uygulamasii takiben 100 pl 2 mmol/kg LiCl’iin periton icine

enjeksiyonu
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Grup I1I: Iskemiden 30 dakika 6nce striatuma 2 ul 1 mmol PD98059 enjeksiyonu ve
30 dakikalik iskemi uygulamasini takiben 100 pl serum fizyolojigin periton icine
enjeksiyonu
Grup 1V: Iskemiden 30 dakika dnce striatuma 2 pl 1 mmol PD98059 enjeksiyonu ve
30 dakikalik iskemi uygulamasini takiben 100 pl 2 mmol/kg LiCl’iin periton icine
enjeksiyonu
Grup V: Iskemiden 30 dakika dnce striatuma 2 ul 0,5 mmol Wortmannin enjeksiyonu
ve 30 dakikalik iskemi uygulamasini takiben 100 pl serum fizyolojigin periton igine
enjeksiyonu
Grup VI: iskemiden 30 dakika 6nce striatuma 2 pl 0,5 mmol Wortmannin enjeksiyonu
ve 30 dakikalik iskemi uygulamasini takiben 100 pl 2 mmol/kg LiCl’lin periton igine
enjeksiyonu

(n=8)

5.2.Beyin Kan Akiminin Olgiilmesi

Bregma (-ﬂ' g

Sekil 5.2.1. Anlik kan akimi 6l¢iimii bolgesi

17



Orta serebral arter okliizyonu ve reperflizyon boyunca beyin kan akimindaki
anlik degisimleri 6lgebilmek i¢in Laser Doppler flowmetre (Perimed) cihazi kullanildi.
Cihazin fiberoptik probu, Bregma seviyesinin -2 mm posterior ve 6 mm laterali olacak
sekilde hasarli hemisferde direkt kafatasi kemigi iizerine dental yapistirici ile

sabitlendi.

5.3.0rta Serebral Arter Okliizyonu Modeli

D
Orta Serebral
71 Arter

Orta Serebral

Orta Serebral A Arter

71 Arter

Orta Serebral
71 Arter

<« Internal Karotis

Arter

Internal Karotis
Arter

Internal Karotis <
Arter

Internal Karotis
Arter

Eksternal Karotis
Arter

Eksternal Karotis
Arter

Eksternal
Karotis Arter

Eksternal Karotis
Arter

Ana Karotis Arter Ana Karotis Arter

Ana Karotis Arter < Ana Karotis Arter <—

Sekil 5.3.1. Orta serabral arterin ttkanmasi modeli

9 haftalik BALB/C susu erkek fareler orta serebral arter okliizyonu ve
reperfiizyon boyunca %1’lik izofluran gaz anestezisi altinda viicut sicakliklar1 36,5-
37,0 °C arasinda tutuldu. OSAO modelini olusturmak i¢in monofilament teknigi
kullanildi. Bu teknikte, boyun bolgesine yapilan kesi sonrasi, karotid arter izoler edildi
ve 6-0 ipek (S1165, Dogsan) iple ligasyon yapildi. Karotid arterin bifurkasyon
yapmasi ile ayrilan eksternal karotid artere de 6-0 ipek iple ligasyon yapildi. Gegici
olarak damar1 tikamak i¢in mikrovaskiiler klips internal karotid arter iizerine
yerlestirildi. Kommon karotid artere damar makasi ile kesi atildi ve 7-0 kalinligindaki
monofilament (701934PK5Re, Doccol) kesikten internal karotid artere dogru yaklasik

9 mm igeriye itildi. Orta serebral arterin dogru tikandigi Laser Doppler flowmetre

18



(Perimed) cihazi yardimi ile beyin kan akimindaki diisiisten kontrol edildi.
Okliizyondan 90/30 dakika sonra ip geri ¢ekildi, reperfiizyonun takip edilmesi
amaciyla kan akimi 15 dakika daha takip edildi.

5.4.Lityumun hazirlanmasi ve enjeksiyonu

Kontrol ve lityum gruplarindaki fareler belirli bir sirayla operasyona alindi. iki
farkli dozda lityum (L4408-100G, Sigma-Aldrich) hazirlandi; 2 mmol/kg ve 5
mmol/kg. Coziicli olarak serum fizyolojik kullanildi. Reperfiizyon baslangicindan
hemen sonra periton i¢ine 100 ul enjeksiyon yapildi. Kontrol gruplarina 100 pl serum

fizyolojik enjeksiyonu yapildi.

5.5.Wortmannin ve PD98059 hazirlanmasi ve enjeksiyonu

Spesifik Akt inhibitorii Wortmannin ve MAPK inhibitorii PD98059 ikinci deney
setinde kullanildi. Oncelikle etkin dozun bulunabilmesi icin iki farkli doz belirlendi.
Bu amagla 0,1 mM ve 0,5 mM wortmannin ve 0,2 mM ve 1 mM PD98059 DMSO’da
coziilerek giinliik olarak hazirlandi. Enjeksiyon iskemiden 30 dakika 6nce 2 pl olarak

Bregma seviyesinden 2,5 mm laterale ve 3 mm igeriye yapildi.

5.6.Norolojik defisit olciimii

90 dakikalik iskemi modelini takiben 24 saat sonra fareler sakrifiye edilmeden
hemen 6nce 4 puanli nérolojik skorlamaya tabii tutuldu.
0: Normal fonksiyon,
1: Kuyruktan kaldirilinca kontralateral taraftaki eli ¢ekme,
2: Kontralateral tarafa daireler ¢izerek hareket etme ve normal goriiniis,
3: Kontralateral tarafa daireler ¢izerek hareket etmeye ¢aligma ve yiirlimekte zorlanma,

4: Herhangi bir motor aktivite olmadigi zaman [3].
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5.7.Beyinden 6rnek alinmasi

Resim 5.7.1. Cryostat cihazi

Iskemiden 24/72 saat sonra fareler derin izofluran gaz anestezisi altinda
dekapitasyon ile sakrifiye edilerek beyinler alindi ve kuru buz iizerinde hizla
donduruldu. Dondurulan beyinlerden immiinohisyokimya caligsmalari i¢in kryostat
cihazinda (CM, Leica) Bregma seviyesinden 18 um’lik koronal kesitler alindi. Bunu
yaninda protein ¢alismalari i¢in ise iskemik ve iskemik olmayan striatum seviyesinden

doku Ornekleri alind.

5.8.Cresyl Violet Boyamasi

Hasar alaninin ve beyin 6deminin belirlenmesi i¢in 90 dakika iskemi modeli
uygulanmig hayvanlardan alinan kesitlere Cresyl violet boyamasi yapildi. -80 °C’den
cikarilan kesitler 30 dakika oda sicakliginda bekletilerek daha sonra %4’lik
paraformaldehit (PFA) soliisyonunda 15 dakika inkiibe edildi. 0.1 M fosfatlanmis
tampon sollisyonu (PBS) ile yikandiktan sonra 2 dakika masa tizerinde 13 dakika
calkalayici lizerinde Cresyl violet (C5042-106, Sigma Aldrich) boyasi ile muamele
edildi. Kesitler boyamadan hemen sonra her birinde beser saniye inkiibe edilecek
sekilde sirastyla %70, %90, %95 ve %100’lik etanol (24102, Sigma Aldrich)
serisinden gegirildi. Alkol serisinden boyanin fikse olmasi i¢in ksilen (108684, Merck)
soliisyonuna alinan kesitler etellan (M1289, Sigma Aldrich) ve lamelle kapatildi. Isik
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mikroskobu (Axiozoom V16, Zeiss, Almanya) kullanilarak goriintiileme yapildi.
Alinan goriintiilerde kontralateral ve ipsilateral alanlart ImageJ (Amerikan Ulusal
Saglik Enstitiisii, NIH, ABD) programu ile 0lgiilerek, kontralateralden ipsilateralin

cikarilmasi ile hasar alani hesaplandi.

5.9.Kan-Beyin Bariyeri gecirgenliginin immunoglobulin G Boyamasiyla

Incelenmesi

Immunoglobulin (IgG) boyamasi icin Vectostain Elite ABC HRP Reagent
R.T.U. (pk-7100, Vector Laboratories, ABD) kiti kullanildi. Bu amagla -80 °C’den
cikarilan 90 dakikalik iskemi modelini takiben 24 saatlik reperfiizyon uygulanmis
farelerin koronal kesitleri 30 dakika oda sicakliginda bekletilerek kurutuldu. Kuruyan
kesitler 15 dakika %4 PFA soliisyonunda bekletildi. Fiksasyon sonrasinda kesitler
PBS ¢ozeltisinde yikamaya alindi. %0.3 H,O, iceren metanol icerisinde 30 dakika
inkiibe edilen kesitler PBS ¢ozeltisinde tekrar yikamaya alindi. Bloklama iglemi igin
normal at serumu (NHS, vectostain) uygulanarak oda sicakliginda 10 dakika inkiibe
edildi. Ornekler PBS ile yikand: ve iizerine biyotinlenmis ikincil antikor eklenerek 10
dakika inkiibe edildi. Tekrar PBS ile yikanan Ornekler streptavidin/ peroksidaz
kompleksi ile 5 dakika inkiibe edildi. Kit icerisinden ¢ikan soliisyonlarla kullanim
kilavuzuna uygun sekilde DAB substrat soliisyonu hazirlandi. Ornekler iizerine DAB
substrat sollisyonu eklenerek reaksiyon baslatildi ve yaklasik 90 saniye sonunda
reaksiyon soguk PBS c¢ozeltisi ile durduruldu. Ornekler uygun kapama sivisi ile

kapatildu.

5.10. in-siti Hiicre Oliim Kiti (TUNEL) ile DNA Kiriklarimin

Belirlenmesi

DNA kiriklarinin in sitii olarak taninmasi ve apoptotik hiicre 6liimiiniin
belirlenebilmesi i¢in TUNEL kiti (11684795910, Roche) kullanilarak apoptotik hiicre
tayini yapildi. Bu amagla -80 °C’den ¢ikarilan 30 dakikalik iskemi modelini takiben
72 satlik reperfiizyon uygulanmis farelerin koronal kesitleri 30 dakika oda sicakliginda

bekletilerek kurutuldu. Kuruyan kesitler %4’liikk PFA soliisyonu icerisinde dnce oda
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sicakliginda 10 dakika sonra +4 °C’de 10 dakika bekletildi. Fiksasyon sonrasinda
kesitler PBS ¢ozeltisinde yikamaya alindi. Membran gegirgenligi uygun soliisyonlarla
saglandiktan sonra kesitler bloklama i¢in normal keg¢i serumunda (NGS, G9023,
Sigma Aldrich, ABD) oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona birakildi. Bloklama
asamasindan sonra kesitler enzim ve substrat igeren TUNEL karisiminda 37 °C’de 70
dakika inkiibe edildi. Hiicre cekirdeginin goriintiilenebilmesi i¢in 4’6-diamino-2-
phenylindole (DAPI, D9542, Sigma Aldrich, ABD) boyamas1 yapildi ve sulu ortam
birlestirici (F4680,Sigma Aldrich, ABD) ile kapatildi. Boyama ile ilgili analizlerin
yapilmasi i¢in iskemik striatumdan 9 alan belirlenerek fotograflandi ve bu alanda

TUNEL (+) hiicreler sayildi. Her grup i¢in ortalama degerler hesaplandi.

5.11. NeUN Boyamasi ile Noronal Sagkalimin Belirlenmesi

-80 °C’den ¢ikarilan kesitler 30 dakika oda sicakliginda bekletildi ve ardindan
%4’liikk PFA soliisyonunda fikse edildi. Fiksasyon bitiminde kesitler PBS ¢6zeltisinde
yikamaya alindi. Kesitler uygun bloklama soliisyonunda oda sicakliginda 30 dakika
inkiibasyona birakildi. Bloklama asamasindan sonra kesitler NeUN primer antikoru ile
16-18 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon bitiminde kesitler PBS ile yikandi. Hiicre
cekirdeginin gorilintiilenebilmesi i¢in DAPI boyamasi yapildi ve uygun kapama sivisi
ile kapatildi. Canli ndron analizi i¢in striatumda belirlenen 6 bolgede, her iki ipsilateral
ve kontralateral alanda pozitif hiicreler sayildi ve her grup i¢in ortalama deger

hesaplandi [154, 155].

5.12. GFAP boyamasi ile glial hiicrelerin degerlendirilmesi

-80 °C’den cikarilan kesitler 30 dakika oda sicakliginda bekletildi ve ardindan
%4’liikk PFA soliisyonunda fikse edildi. Fiksasyon bitiminde kesitler PBS ¢6zeltisinde
yikamaya alindi. Kesitler uygun bloklama soliiyonunda oda sicakliginda 30 dakika
inkiibasyona birakildi. Bloklama asamasindan sonra kesitler GFAP primer antikoru ile
16-18 saat +4 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon bitiminde kesitler PBS ile yikandu.
Hiicre ¢ekirdeginin goriintiilenebilmesi i¢in DAPI boyamasi yapildi ve uygun kapama

stvisi ile kapatildi. Glial hiicre analizi ipsilateral alanda striatum ve korpus kallosumun
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belirlenen bolgelerinde pozitif hiicreler sayilarak yapildi ve her grup icin ortalama

deger hesaplandi.

5.13. Protein Analizlerinin Yapilmasi

5.13.1. Protein izolasyonu

-80 °C’den ¢ikarilan dokulara lizis soliisyonu (1M Tris-HCI, 5 M NaCl, Triton-
X-100, 0,5 EDTA, protease inhibitor coctail; 20-201, Milipore, ABD) ilave edildi.
Dokular homojenizator (Silent Crusher S.; Heidolp) yardimiyla homojenize edildi.
Ornekler 20 dakika buz {izerinde inkiibasyonun ardindan 14000 rpm’de 15 dakika

santrifiij edildi ve siipernatantlar pelletlerden ayrilarak toplandi ve alikotlandi.

Resim 5.13.1. Homojenizator

5.13.2. Protein konsantrasyonlarinin élciilmesi

Protein konsantrasyonlart Qubit® Protein calisma kiti (Q33211; Invitrogen)
kullanilarak Qubit Fluorometer 3.0 (Q32866; Invitrogen) cihazi ile 6lgiildii. Protein
konsantrasyonu 0l¢iilecek drnekler ve Qubit cihazinin kalibrasyonunun yapilmasi igin
kullanilan 3 standart soliisyon i¢in tampon soliisyonu hazirlandi. Qubit protein analiz
kitinden bulunan Qubit protein tamponu ve ayni kit i¢cerisinde bulunan Qubit bilesimi

karistirildi. Kalibrasyon standartlari olan standart 1, standart 2, standart 3 tiiplerine 190
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ul tampon soliisyonu ve 10 pl standart ¢ozeltilerinden eklendi. Ol¢iimii yapilacak olan
ornek tiiplerine 198 ul tampon ¢dzeltisi ve 2 pl protein 6rnegi konuldu. Ornekler
vorteks edildi ve oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi. Kalibrasyon tiipleri
sirastyla okutularak Qubit 3.0 cihazi kalibre edildi ve ornekler okutularak protein

konsantrasyonlar1 hesaplandi.

Qubit* 3.0
Flvorometer

Resim5.13.2.1. Qubit cihazi

5.13.3. Western Blot

Ornekler, konsantrasyon lgiimlerine gére esitlenip 20 pg/10 pl olacak sekilde
hesaplandi, 2X Laemmli buffer (161-0737; Biorad) ve otoklavlanmis ddH,O ile
karigtirilarak 95 °C’de 5 dakika bekletildi, daha sonra +4’deki kirik buz {izerine alindu.
Yiikleme yapilmadan dnce 6rnekler mini santriflij cihazinda (MINO-10K, INOVIA
Technology) ¢evrildi.
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Resim 5.13.3.1. Transfer cihazi

Mini-Protean TGX Precast protein jel (4569033) 4°’li dikey jel elektroforez
tankina (1658004, Biorad Life Sciences Research, Kaliforniya, ABD) yerlestirildi.
Gerekli tampon ¢ozelti /25 mM Tris, 192 mM glisin, %0.1 sodyum dodesil stilfat
(SDS), pH 8.3) (1610732, Biorad Life Sciences Research, Kaliforniya, ABD) eklendi.
Ornekler her bir kuyucuga 20 pg/ 10 ul olacak sekilde yiiklendi. Elektroforezin
stiresini belirlemek i¢in protein igaret¢isi Precision Plus Protein-All blue standards
(163-0393, Biorad Life Sciences, Kaliforniya; ABD) yiiklendi. Gii¢ kaynagi
(1645070, Biorad Life Sciences Research, Kaliforniya, ABD) kullanilarak 50 V’da 5
dakika, daha sonra 100 V’da bir saat ve en son 150 V’da bir saat daha yiiriitiildii.
Ardindan Bio-Rad Transblot Turbo sistemi ve RTA Mini PVDF Transfer Kiti (170-
4272; Bio-Rad, ABD) kullanilarak jeller poliviniliden diflorit (PVDF) membranlara
transfer edildi. Membranlar, tris tamponlu salin-Triton-X-100 (TBS-T) ile hazirlanan
%S35’lik yagsiz siit tozu ¢ozeltisinde (sc-2325; ChemCruz, ABD) oda sicakliginda 1 saat
bloklandi. Bloklamadan sonra TBS-T ile yikanan membranlar +4 °C’de gece boyunca
bloklama soliisyonunda seyreltilen primer antikorlar (fosfo-Akt (2965; Cell Signalling
Technologies), fosfo-ERK42/44 (9101; Cell Signalling Technologies) ile inkiibasyona
birakildi. Ertesi giin TBS-T ile yikand1 ve Horseradish Peroksidaz enzimi ekli olan
sekonder antikor ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Bantlarin goriintiilenmesi

icin deteksiyon soliisyonu (Clarity™ Western ECL Substrate, 1705060, Bio-Rad) ile
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5 dakika muamele edildi ve membranlar, ChemiDoc MP (1708280, Biorad Life

Sciences Research, Kaliforniya, ABD) goriintiileme sistemi kullanilarak goriintiilendi.

Resim 5.13.3.2. Gorilintiileme sistemi

5.13.4. Stripleme

Membranlar strip soliisyonu (21059, Therma Scientific) ile 15 dakika oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi. Ardindan TBS-T ile yikanarak ve bloklama
asamasindan itibaren izlenen protokol B-actin (4979; Cell Signalling Technologies)

kullanilarak tekrar edildi.

5.13.5. Degerlendirme

Tiim sonuglar ImageJ programinda analiz edildi. Her bir proteinin optik
yogunluk degerinden arka plan (background) ¢ikarildiktan sonra, degerler endojen
kontrol kullanilan B-actin proteinine gore optimize edildi ve gerekli hesaplamalar

yapildi.

5.14. istatistik

Deney gruplart arasindaki istatistiksel analizler SPSS programi (Ibm)

kullanilarak yapildi. Gruplar arasindaki farklar tek yonlii (one-way) varyans analizi
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(ANOVA) kullanilarak, en diisiik anlamli farklilik testiyle analiz edildi (least

significant difference).
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6. BULGULAR

6.1. 90 dakikahk OSA Tikanmas1 Kan Akimi Kaydi

LDF
1207
i -+ Kontrol
90 -2 mmol

- 5 mmol

Kontrole gore yilizde
[N
[«

W
o
1
p—
T

(e}

0 90 120 (dk)

Sekil 6.1.1. 90 dakikalik OSA tikanmasi1 modeli LDF kaydi. Veriler ortalama =+

standart sapma olarak verilmigtir.

90 dakikalik orta serebral arter tikanmasi modelinin tekrar edilebilirligini ve
hayvan deneylerini bagarisinin kontrolii i¢in orta serebral arterin besledigi striatum
bolgesinden (Bregma — 2mm posterior; 6 mm lateral) cerebral iskemi boyunca LDF
kaydr alindi. Orta serebral arter monofilament teknigi kullanilarak tikandiktan sonra
beyin kan akimi operasyon Oncesine oranla %80 diistii. 90 dakika boyunca beyin kan
akimi operasyon Oncesi saglikli beynin kan akimina gore %?20’lik oranda kald.
Monofilamentin geri ¢ekilmesiyle birlikte kan akimi tekrar yiikseldi. Reperfiizyon
esnasindan 30 dakika LDF kaydi alindu.
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6.2. Norolojik Hasar Skoru

Bederson Testi

Skor
v

Kontrol 2 mmol 5 mmol

Sekil 6.2.1. Norolojik hasar skorlamasi. 90 dakikak OSA tikanmasi sonrasi 24 saat
reperflizyonun sonunda uygulanmistir. Veriler ortalama + standart sapma olarak
verilmigtir. **p<0.01/*p<0.05 kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilig

gostermektedir.

90 dakikalik iskemi modelini takiben 24 saat sonra fareler sakrifiye edilmeden
hemen dnce norolojik durumlarina gére 4 puanli nérolojik skorlamaya tabii tutuldu.
0: Normal fonksiyon,

1: Kuyruktan kaldirilinca kontralateral taraftaki eli ¢ekme,

2: Kontralateral tarafa daireler ¢izerek hareket etme ve normal goriiniis,

3: Kontralateral tarafa daireler ¢izerek hareket etmeye ¢aligma ve yiirlimekte zorlanma,
4: Herhangi bir motor aktivite olmadigi zaman [3].

Norolojik hasar skorlamasinda farelerin ortalama skorlari; serum fizyolojik kontrol
grubunda 2.88+0.6, 2 mmol/kg LiCl grubunda 1.9440.17 ve 5 mmol/kg LiCl grubunda
3.13£0.48 olarak hesaplandi. Buna gore 2 mmol/kg LiCl enjeksiyonu yapilan grup
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak (p<0.01) anlamli seviyede daha iyi norolojik
davranig gosterdi. 5 mmol/kg LiCl enjeksiyonu yapilan grupta ise istatistiksel olarak

anlamli bir fark gortilmedi.

29



6.3. Hasar Hacmi ve Beyin Odemi Analizi

Hasar Alam

1007

751 T

E 5p-
= 50

251

0 T
Kontrol 2 mmol 5 mmol
Odem
40 -
30 I .

% kontralateral
ra
=
i

Kontrol 2 mmol 5 mmol

Sekil 6.3.1. (A) Cresyl violet boyamasi ile hasar hacmi 6l¢iimii. (B) Sitotoksik 6dem
hesaplanmasi.  Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. **p<0.01/

*p<0.05 kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir.

90 dakikalik iskemi modelini takiben 24 saat reperfiizyon yapilan farelerde hasar
hacmi ve beyin 6demi hesaplamasi icin Cresyl violet boyamasi yapildi. Boyali
kesitlerden Image J ile hasarli alanlar ve toplam beyin alanlar1 6l¢iilerek infarkt hacmi
ve 6dem hesaplandi. Hasar hacimleri sirasiyla kontrol grubunda 65.78+10.19 mm™

2mmol/kg LiCl grubunda 52.41+7.36 mm’ ve 5 mmol/kg LiCl grubunda 3.13+0.48
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mm’ olarak hesaplandi. 2 mmol/kg LiCl grubunun kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak (p<0.01) anlamli derecede hasar hacmini azalttig1 goriildii. Hasar hacminde 5
mmol/kg LiCl grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir degigim
goriilmedi.

90 dakikalik iskemi modelini takiben 24 saat reperfliizyon yapilan farelerde
beyin 6demi iskemik hemisferin iskemik olmayan hemisfere gore farki hesaplanarak
belirlendi. Odem seviyeleri sirasiyla kontrol grubunda 23.64+7.66, 2 mmol/kg LiCl
grubunda 15.54+7.64 ve 5 mmol/kg LiCl grubunda 19.45+8.09 olarak hesaplandi.
Olugan sitotoksik odemlere gore 2 mmol/kg LiCl grubu kontrol grubuna gore
istatiksiksel olarak (p<0.05) daha az 6deme sahip oldugu gosterildi. 5 mmol/kg LiCl
uygulanan grupta 6dem analizinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir

fark goriilmedi.
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6.4. Kan-Beyin Bariyer Gegirgenligi Analizi

IgG
Striatum

2
E—

*k

% kontralateral
P
]

B

Kontrol 5 mma

240 1 Korteks

180 -

120

% kontralateral

B0 -

Kontrol 2 mmaol 5 mmol

Sekil 6.4.1. Kan beyin bariyeri geg¢irgenliginin iskemik striatum (A) ve korteks (B)
seviyesinde IgG boyamasi ile degerlendirilmesi. Veriler ortalama * standart sapma
olarak verilmistir. **p<0.01/ *p<0.05 kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilig

gostermektedir.

90 dakikalik iskemi modelini takiben 24 saat reperfiizyon yapulan farelerde
KBB gecirgenligini hesaplamak i¢in IgG boyamasi yapildi. KBB gecirgenliginin
iskemik alanda bozulmasi iskemik olmayan alana oranlanmasiyla hesaplandi. 2

mmol/kg LiCl grubu kontrol grubuna kiyaslandiginda KBB gecirgenligi bozulmasinin
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istatistiksel olarak striatumda (p<0.01) ve kortekste (p<<0.05) azaldig1 gézlemlendi. 5
mmol/kg LiCl uygulanan grupta striatum ve korteksteki KBB geg¢irgenligindeki

bozulmada kontrol grubuna gore anlamli derece bir degisim goriilmedi.

6.5. 30 dakikahk OSA Tikanmas1 Kan Akim1 Kaydi

LDF

120+
3 -=— Kontrol
:§ 901 - 2 mmol
o - 5 mmol
:g() 60-
2
o
E 30 . i
g _— AL—KL I
v, Crr 1 [t

0 T T \
0 30 50 (dk)

Sekil 6.5.1. 30 dakikalik OSA tikanmasi1 modeli LDF kaydi. Veriler ortalama =+

standart sapma olarak verilmistir.

30 dakikalik iskemi modelinin tekrar edilebilirligini ve hayvan deneylerini
basarisinin kontrolil i¢in orta serebral arterin besledigi striatum bolgesinden (Bregma
— 2mm posterion; 6 mm lateral) cerebral iskemi boyunca LDF kaydi alindi. Orta
serebral arter monofilament teknigi kullanilarak tikandiktan sonra beyin kan akimi
operasyon dncesine oranla %80 diistii. 30 dakika boyunca beyin kan akimi1 operasyon
oncesi saglikli beynin kan akimina gore %?20’lik oranda kaldi. Monofilamentin geri
cekilmesiyle birlikte kan akimi tekrar yiikseldi. Reperfiizyon esnasindan 15 dakika
LDF kaydi alindu.
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6.6. 30 dakikahk OSA Tikanmasi DNA Fragmantasyonu Analizi

Tunel (+) Hiicreler

1007

+) hitcre/Alan

Tunel(

Kontrol 2 mmol 5 mmol

Sekil 6.6.1. TUNEL boyamasi ile apoptoz degerlendirilmesi

30 dakikalik iskemi modelini takiben 72 saat reperfiizyon uygulanan fare
kesitlerine iskemik bolgedeki apoptotik hiicrelerin tayini icin TUNEL boyamasi
yapild1. Iskemik striatumda 62.500 pm?*’lik 9 farkli alandan TUNEL (+) hiicre sayim1
yapildi. Deney gruplarinda sayilan ortalama apoptotik hiicre sayilari; kontrol grubunda
48.8+16.0, 2 mmol/kg LiCl grubunda 33.0+14.5 ve 5 mmol/kg LiCl grubunda
49.7£12.0 olarak belirlenmistir. Buna gore 2 mmol/kg LiCl grubundaki apoptotik
hiicre sayisinin kontrol grubunu gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bir sekilde
azaldig1 gosterildi. Bununla birlikte 5 mmol/kg LiCl grubunda kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel anlamli bir fark goriilmedi. Ek olarak 5 mmol/kg LiCl grubu, 2 mmol/kg
LiCl grubu ile kiyaslandiginda apoptotik hiicre sayisinin istatistiksel olarak (p<0.05)

anlamli derecede yiiksek oldugu gosterildi.
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6.7. 30 dakikahik OSA Tikanmasi Noronal Sagkalim Analizi

NeuN (+) Hiicreler

1007 .

.
w

Kontralaterale gore yiizde

Kontrol 2 mmol 5 mmol

Sekil 6.7.1. NeUN boyamasi ile ndronal sagkalimin degerlendirilmesi

30 dakikalik iskemi modelini takiben 72 saat reperfiizyon uygulanan fare
kesitlerine iskemik bolgedeki noronal sagkalim analizi i¢in NeUN boyamasi yapildi.
iskemik ve iskemik olmayan striatumda 62.500 pm®lik 9 farkli alandan NeUN (+)
hiicreler sayildi. Noranal sagkalim iskemik striatumun iskemik olmayan striatuma
oranlanmastylla 6l¢iildii. Buna gore; kontrol grubu 35.2+12.40, 2 mmol/kg LiCl grubu
64.3120.9 ve 5 mmol/kg LiCl grubu 37.4+27.0 olarak hesaplandi. Buna gore 2
mmol/kg LiCl grubundaki canli néron sayisinin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli derecede arttig1 gosterildi. 5 mmol/kg LiCl grubunda kontrol grubuna

gore istatistiksel olarak anlamli bir fark gortilmedi.
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6.8. 30 dakikalik OSA Tikanmasi1 Western Blot Sonug¢lar:
30 dakikalik iskemi modelini takiben 72 saatlik reperfiizyon yapilan farelerin
iskemik striatum seviyelerinden alinan doku o6rneklerine Western Blot ile protein

analizi yapildi. Yapilan protein dl¢timleri -Aktin proteinine gore normalize edilerek

hesaplandi.

6.8.1. B-Aktin Protein Analiz

B -aktin 43 kDa- S G e

1

Kontrol 2mmel 5 mmol
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Sekil 6.8.1.1. B-Aktin protein seviyesi. 30 dakika OSA tikanmasini takiben 72 saat
reperfiizyon sonunda [-Aktin protein seviyesi analiz edilmistir. Veriler ortalama +

standart sapma olarak verilmistir.

Her grup icin 20 pg/10 ul protein olacak sekilde yiikleme yapildi. Esit miktarda

protein yiiklemesi yapildig1 B-Aktin protein seviyelerinin analizi ile gosterildi.
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6.8.2. P-Akt Protein Analizi

p-Akt (Thr308)- 60 kDa- SS— -_
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Sekil 6.8.2.1. P-Akt protein seviyesi. 30 dakika OSA tikanmasini takiben 72 saat
reperfiizyon sonunda p-Akt protein seviyesi hesaplanmistir. Veriler ortalama +
standart sapma olarak verilmistir. **p<0.01/*p<0.05 kontrol grubuna gore anlamlilig

gostermektedir.

30 dakikalik iskemi modelini takiben 72 saatlik reperfliizyon uygulanan farelerin
iskemik striatum seviyelerinden almman dokularla yapilan protein analizinde
fosforlanmis Akt seviyesi hesaplandi. Hesaplamalar serum fizyolojik kontrol grubuna
oranlanarak yapildi. Buna gore; kontrol grubu 100.0£5.6, 2 mmol/kg LiCl grubu
121.843.7 ve 5 mmol/kg LiCl grubu 78.51£2.8 olarak hesaplandi. Akt
fosforlanmasinin 2 mmol/kg LiCl grubunda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
(p<0.05) anlaml1 derecede arttig1 goriildii. Buna karsin 5 mmol/kg LiCl grubunda

kontrol grubuna gore istatistiksel olarak (p<0.05) anlamli seviyede azaldig1 goriildii.
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6.8.3. P-ERK-1/-2 Protein Analizi

p-ERK 44kDa-
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Sekil 6.8.3.1. P-ERK1/2 seviyesi. 30 dakika OSA tikanmasini takiben 72 saat
reperfiizyon sonunda p-ERK1/2 protein seviyesi hesaplanmistir. Veriler ortalama +
standart sapma olarak verilmistir. **p<0.01/ *p<0.05 kontrol grubuna gdre istatistiksel

anlamlilig1 gostermektedir.

30 dakikalik iskemi modelini takiben 72 saatlik reperfliizyon uygulanan farelerin
iskemik striatum seviyelerinden aliman dokularla yapilan protein analizinde
fosforlanmis ERK-1/-2 seviyesi hesaplandi. Fosforlanmig ERK-1/-2’larin Sl¢timii
kontrol grubuna oranlanarak verildi. Buna gore; kontrol grubu 100.0+£3.28, 2mmol/kg
LiCl grubu 120.0£11.1 ve 5 mmol/kg LiCl grubu 11647.0 olarak hesaplandi. ERK-1/-
2 fosforlanmasinin 2 mmol/kg LiCl ve 5 mmol/kg gruplarinda kontrol grubuna kiyasla

istatistiksel olarak (p<0.05) anlamli derecede arttig1 goriildii.
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6.8.4. P-GSK-30/f Protein Analizi
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Sekil 6.8.4.1. P-GSK-3a/p protein seviyesi. 30 dakika OSA tikanmasini takiben 72
saat reperfiizyon sonunda p-GSK-3o/p protein seviyesi hesaplanmistir. Veriler

ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

30 dakikalik iskemi modelini takiben 72 saatlik reperfliizyon uygulanan farelerin
iskemik striatum seviyelerinden almman dokularla yapilan protein analizinde
fosforlanmis GSK-3a/B seviyesi hesaplandi. Hesaplamalar kontrol grubuna
oranlanarak verildi. Buna gore; kontrol grubu 100.0£3.6, 2 mmol/kg LiCl grubunda
96.0£2.2 ve 5 mmol/kg LiCl 90.0£3.9 olarak hesaplandi. GSK-3a/f3 fosforlanmasinin
2 mmol/kg LiCl ve 5 mmol/kg gruplarinda kontrol grubuna kiyasla azaldig1 ancak bu

azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriildii.
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6.8.5. P-p38 Protein Analizi
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Sekil 6.8.5.1. P-p38 protein seviyesi 30 dakika OSA tikanmasini takiben 72 saat
reperfiizyon sonunda p-p38 protein seviyesi hesaplanmistir¢ Veriler ortalama +

standart sapma olarak verilmigtir.

30 dakikalik iskemi modelini takiben 72 saatlik reperfiizyon uygulanan farelerin
iskemik striatum seviyelerinden aliman dokularla yapilan protein analizinde
fosforlanmis p38 seviyesi hesaplandi. Fosforlanmis p-38 seviyesi dl¢iimleri kontrol
grubuna oranlanarak verildi. Buna gore; kontrol grubu 100.0+4.6, 2 mmol/kg LiCl
106.0£5.5 ve 5 mmol/kg LiCl 115.0£6.2 olarak hesaplandi. p38 fosforlanmasinin 2
mmol/kg LiCl ve 5 mmol/kg gruplarinda kontrol grubuna kiyasla artti§i ancak bu

artmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriildii.
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6.8.6. P-JNK Protein Analizi
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Sekil 6.8.6.1. P-JNK protein seviyesi. 30 dakika OSA tikanmasini takiben 72 saat
reperflizyon sonunda p-JNK protein seviyesi hesaplanmistir. Veriler ortalama +
standart sapma olarak verilmistir. **p<0.01/ *p<0.05 kontrol grubuna gdre istatistiksel

olarak anlamlilig1 gostermektedir.

30 dakikalik iskemi modelini takiben 72 saatlik reperfiizyon uygulanan farelerin
iskemik striatum seviyelerinden almman dokularla yapilan protein analizinde
fosforlanmis p-JNK seviyesi hesaplandi. Fosforlanmis JNK seviyelerinin dlgtimleri
kontrol grubuna oranlanarak verildi. Buna gore; kontrol grubu 100.0+1.13, 2 mmol/kg
LiCl 89.044.4 ve 5 mmol/kg LiCl grubu 82.0£2.6 olarak hesaplandi. JNK
fosforlanmasinin her iki £2 mmol/kg ve 5 mmol/kg LiCl gruplarinda kontrol grubuna

kiyasla istatistiksel olarak (p<0.01) anlamli derecede azaldig1 goriilmistiir.
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6.8.7. Bcl-xL, Bax ve Bcl-xL/Bax Protein Analizi
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Sekil 6.8.7.1. Bcl-xL protein seviyesi. 30 dakikalik OSA tikanmasi takiben 72 saat
reperfiizyon sonunda Bcl-xL protein seviyesi hesaplanmistir. Veriler ortalama +

standart sapma olarak verilmigtir.

30 dakikalik iskemi modelini takiben 72 saatlik reperfiizyon uygulanan farelerin
iskemik striatum seviyelerinden alinan dokularla yapilan protein analizinde Bel-xL
seviyesi hesaplandi. Anti-apoptotik bir protein olan Bcl-xL protein seviyesinin
Olgtimleri kontrol grubuna oranlanarak verildi. Buna gore; kontrol grubu 100.0£11.3,
2 mmol/kg LiCl grubu 111.0+£12.7 ve 5 mmol/kg LiCl grubu 104.0£10.0 olarak
hesaplandi. Bcl-xL seviyesinin 2 mmol/kg ve 5 mmol/kg LiCl gruplarinda kontrol

grubuna kiyasla arttig1 ancak bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriildii.
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Sekil 6.8.7.2. Bax protein seviyesi. 30 dakika OSA tikanmasi takiben 72 saat
reperfiizyon sonunda Bax protein seviyesi hesaplanmigtir. Veriler ortalama + standart
sapma olarak verilmistir. **p<0.01/ *p<0.05 kontrol grubuna gore istatistiksel

anlamlilig1 gostermektedir.

Pro-apoptotik bir protein olan Bax protein seviyesinin 6l¢iimleri kontrol grubuna
oranlanarak verildi. Buna gore; kontrol grubu 100.0+6.2, 2 mmol/kg LiCl grubu
76.0£6.66 ve 5 mmol/kg grubu 99.0+£13.0 olarak hesaplandi. Bax seviyesinin 2
mmol/kg LiCl grubunda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak (p<0.01) anlamli

derecede azaldig1 gosterildi.
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Sekil 6.8.7.3. Bcl-xL/Bax orani. Anti-apoptotik Bel-xL ekspresyonu pro-apoptotik
Bax eksresyonuna oranlanarak hesaplanmistir. Veriler ortalama * standart sapma
olarak verilmistir. **p<0.01/ *p<0.05 kontrol grubuna gore istatistiksel anlamlilig

gostermektedir.

Ek olarak Bcl-xL ve Bax protein seviyelerinin birbirine olan oranlar1 hesaplandi.
Buna gore; kontrol grubu 1.0£0.1, 2 mmol/kg LiCl grubu 1.5+£0.2 ve 5 mmol/kg grubu
1.1£0.1 olarak hesaplandi. Bu oranin 2 mmol/kg LiCl grubu istatistiksel olarak
(p<0.01) anlamli derecede arttirdig1 goriildii.
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6.8.8. MMP-9 Protein Analizi
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Sekil 6.8.8.1. MMP-9 protein seviyesi. 30 dakika OSA tikanmasi takiben 72 saat
reperfiizyon sonunda MMP-9 protein seviyesinin analizi yapilmistir. Veriler ortalama
+ standart sapma olarak verilmistir. **p<0.01/ *p<0.05 kontrol grubuna gore

istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir.

30 dakikalik iskemi modelini takiben 72 saatlik reperfiizyon uygulanan farelerin
iskemik striatum seviyelerinden alinan dokularla yapilan protein analizinde MMP-9
seviyesi hesaplandi. Hesaplamalar kontrol grubuna oranlanarak verildi. Buna gore;
kontrol grubu 100.0£7.9, 2 mmol/kg LiCl grubu 81.0£3.3 ve 5 mmol/kg LiCl grubu
161.0£7.5 olarak hesaplandi. MMP-9 seviyesinin 2 mmol/kg LiCl grubundakontrol
grubuna gore istatistiksel olarak (p<0.05) anlamli derecede azaldig1 goriildii. Ayrica 5
mmol/kg LiCl grubunda MMP-9 protein seviyesinin kontrol grubu ile kiyaslandiginda
istatistiksel olarak (p<0.01) anlaml1 derecede arttig1 gosterildi.

45



6.8.9. iNOS Protein Analizi
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Sekil 6.8.9.1. iNOS protein seviyesi. 30 dakika OSA tikanmasi takiben 72 saat
reperfiizyon sonunda iNOS protein seviyesi hesaplanmistir. Veriler ortalama =+
standart sapma olarak verilmistir. **p<0.01/ *p<0.05 kontrol grubuna gdre istatistiksel

anlamlilig1 gostermektedir.

30 dakikalik iskemi modelini takiben 72 saatlik reperfiizyon uygulanan farelerin
iskemik striatum seviyelerinden alinan dokularla yapilan protein analizinde iNOS
seviyesi hesaplandi. Protein 6l¢timleri kontrol grubuna oranlanarak verildi. Buna gore;
kontrol grubu 100.0£20.4, 2 mmol/kg LiCl grubu 73.0£15.6 ve 5 mmol/kg LiCl grubu
251.0£49.3 olarak hesaplandi. iNOS seviyesinin 2 mmol/kg LiCl grubunda kontrol
grubuna kiyasla azaldigi goriildii. 5 mmol/kg LiCl grubunda iNOS protein seviyesinin

kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak (p<0.01) anlaml1 derecede arttig1 gosterildi.

46



6.8.10. nNOS Protein Analizi
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Sekil 6.8.10.1. nNOS protein seviyesi. 30 dakika OSA tikanmasi takiben 72 saat
reperfiizyon sonunda nNOS protein seviyesi hesaplanmistir. Veriler ortalama +
standart sapma olarak verilmistir. **p<0.01/ *p<0.05 kontrol grubuna gdre istatistiksel

olarak anlamlilig1 gostermektedir.

30 dakikalik iskemi modelini takiben 72 saatlik reperfiizyon uygulanan farelerin
iskemik striatum seviyelerinden alinan dokularla yapilan protein analizinde nNOS
seviyesi hesaplandi. nNOS protein seviyesinin dlgiimleri kontrol grubuna oranlanarak
verildi. Buna gore; kontrol grubu 100.0£10.68, 2 mmol/kg LiCl grubu 100.0+5.98 ve
5 mmol/kg LiCl grubu 126.0+8.0 olarak hesaplandi. 5 mmol/kg LiCl grubunda nNOS
protein seviyesinin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak (p<0.05) anlamli

derecede arttig1 gosterildi.
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6.8.11. eNOS Protein Analizi
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Sekil 6.8.11.1. eNOS protein seviyesi. 30 dakika OSA tikanmasini takiben 72 saat
reperfiizyon sonunda eNOS protein seviyesi hesaplanmistir. Veriler ortalama +
standart sapma olarak verilmistir. **p<0.01/ *p<0.05 kontrol grubuna gdre istatistiksel

olarak anlamlilig1 gostermektedir.

30 dakikalik iskemi modelini takiben 72 saatlik reperfiizyon uygulanan farelerin
iskemik striatum seviyelerinden alinan dokularla yapilan protein analizinde eNOS
seviyesi hesaplandi. eNOS protein seviyelerinin 6l¢iimii kontrol grubuna oranlanarak
verildi. Buna gore; kontrol grubu 100.0£5.3, 2 mmol/kg LiCl grubu 122.0£5.1 ve 5
mmol/kg LiCl grubu 111.0£29.9 olarak hesaplandi. 2 mmol/kg LiCl grubunda eNOS
protein seviyesinin kontrol grubuna kiyasla arttig1 gosterildi. Ek olarak 5 mmol/kg

LiClI grubunda kontrol grubuna gére eNOS’un azaldig1 goriildii.
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6.9.inhibitor Uygulanan Gruplarim 30 dk OSA Tikanmasi Kan Akim
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Sekil 6.9.1. 30 dakikalik OSA tikanmas1 modeli LDF kaydi Wortmannin enjeksiyonu
yapilan grup (A), PD98059 enjeksiyonu yapilan grup (B). Veriler ortalama + standart

sapma olarak verilmistir.

30 dakikalik iskemi modelinin tekrar edilebilirligini ve hayvan deneylerini
basarisinin kontrolil i¢in orta serebral arterin besledigi striatum bolgesinden (Bregma
— 2mm posterion; 6 mm lateral) cerebral iskemi boyunca LDF kaydi alindi. Orta
serebral arter monofilament teknigi kullanilarak tikandiktan sonra beyin kan akimi
operasyon dncesine oranla %80 diistii. 30 dakika boyunca beyin kan akimi operasyon
oncesi saglikli beynin kan akimina gore %20’lik oranda kaldi. Monofilamentin geri
cekilmesiyle birlikte kan akimi tekrar yiikseldi. Reperfiizyon esnasindan 15 dakika
LDF kaydi alindu.

49



6.10. Inhibitér Uygulanan Gruplarin Western Blot Sonuclar
6.10.1. Wortmannin Gruplarinda p-Akt Analizi
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Sekil 6.10.1.1. P-Akt protein seviyesi. Wortmannin enjeksiyonunu takiben 30 dakika
sonunda p-Akt protein seviyesi analiz edilmistir. Veriler ortalama * standart sapma

olarak verilmistir. **p<0.01/ *p<0.05 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak

anlamlilig1 gostermektedir.

Spesifik Akt inhibitorii olan wortmannin dozunun belirlenebilmesi i¢in dizayn
edilen bu analizde 2 farkli wortmannin dozu striatuma enjekte edildi; 0.1 mM ve 0.5
mM. Kontrol olarak ¢6ziicii DMSO (Dimetil sulfoksit, A3672, AppliChem) kullanildi.
Bu farelerin enjeksiyon bolgelerinden alinan dokularda Akt fosforilasyonunun
seviyelerine bakildi. Olgiimler kontrol grubu olan DMSO grubuna oranlanarak verildi.
Buna gore; DMSO grubu 100.0+£5.2, WORT 0.1 mM grubu 105.8+8.1 ve WORT 0.5
mM grubu 62.0+8.8 olarak hesaplandi. Akt fosforilasyonunu 0.5 mM Wortmanin

enjeksiyonunun istatistiksel olarak (p<0.01) anlaml1 derecede azalttig1 goriildii.
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6.10.2. PD98059 Gruplarinda p-ERK-1/-2 Analizi
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Sekil 6.10.2.1. P-ERK /2 protein seviyesi. PD98059 enjeksiyonunu takiben 30 dakika
sonunda p-ERK1/2 protein seviyesi analiz edilmistir. Veriler ortalama + standart
sapma olarak verilmistir. **p<0.01/ *p<0.05 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak

anlamlilig1 gostermektedir.

MAPK inhibitorii olan PD98059 dozunun belirlenebilmesi igin dizayn edilen bu
analizde 2 farkli PD98059 dozu striatuma enjekte edildi; 0.2 mM ve 1 mM. Kontrol
olarak ¢oziici DMSO kullanimdi. Striatum seviyesinden alinan dokularda ERK-1/-2
fosforilasyonunun seviyelerine bakildi. Protein dl¢iimleri kontrol grubuna oranlanarak
verildi. Buna goére; DMSO grubu 100.0£16.6, PD98 0.2 mM grubu 110.8£12.3 ve
PD98 1 mM grubu 68.31+7.1 olarak hesaplandi. ERK-1-/-2 fosforilasyonunun PD9§ 1
mM grubunda kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak (p<0.01) anlamli derecede

diistiigii gorildi.
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6.11. inhibitér Uygulanan Gruplarda DNA Fragmantasyonu Analizi
6.11.1. Wortmannin gruplarinda TUNEL (+) Hiicreler
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Sekil 6.11.1.1. TUNEL boyamas: ile Wortmannin uygulamasinda apoptozun

degerlendirilmesi

30 dakikalik iskemi modelinin indiliklenmesinden 6nce farelerin striatumlarina
spesifik PI3K/Akt inhibitériic Wortmannin enjeksiyonu yapildi ve lityum tedavisi
uygulandi. Bu farelerin striatum seviyelerinden alinan koronal kesitlere TUNEL
boyamasi yapildi. iskemik striatumda 62.500 um?’lik 9 farkli alandan TUNEL (+)
hiicre sayimi1 yapildi. Deney gruplarinda sayilan ortalama apoptotik hiicre sayilar;
DMSO + SF grubunda 61.9+9.6, DMSO + LiCl grubunda 44.6+19.0, WORT + SF
grubunda 62.9+10.6 ve WORT + LiCl 61.0£10.9 olarak hesaplandi. Buna gore;
DMSO + LiCl grubundaki farelerde apoptotik hiicre sayisinin kontrol grubu olan
DMSO +SF ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak (p<0.05) anlamli derecede azaldig1
gosterildi. Ek olarak WORT + LiCl grubunda kontrol grubuna gore anlamli bir degisim

olmadig1 gosterildi.
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6.11.2. PD98059 gruplarinda TUNEL (+) Hiicreler
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Sekil 6.11.2.1. TUNEL boyamasiyla PD98059 uygulanmasinda apoptozun

degerlendirilmesi

30 dakikalik iskemi modelinin indiiklenmesinden 6nce farelerin striatumlarina
spesifik MAPK inhibitorii PD98059 enjeksiyonu yapildi ve lityum tedavisi uygulandi.
Bu farelerin striatum seviyelerinden alinan koronal kesitlere TUNEL boyamasi
yapild1. Iskemik striatumda 62.500 pm*’lik 9 farkli alandan TUNEL (+) hiicre sayim1
yapildi. Deney gruplarinda sayilan ortalama apoptotik hiicre sayilar;; DMSO + SF
grubunda 61.919.6, DMSO + LiCl grubunda 44.6+19.0, PD98 + SF grubunda
44.6+19.0 ve PD98 + LiCl 45.7£12.0 olarak hesaplandi. Buna gore; DMSO + LiCl
grubundaki farelerde apoptotik hiicre sayisinin kontrol grubu olan DMSO +SF ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak (p<0.05) anlamli derecede azaldig1 gosterildi. Ek
olarak PD98 + LiCl grubunda DMSO + SF grubuna kiyasla istatistiksel olarak

(p<0.05) anlaml1 bir azalma goriildii.
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6.12. inhibitér Uygulanan Gruplarda Noronal Sagkahm Analizi
6.12.1. Wortmannin gruplarinda NeUN (+) Hiicreler
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Sekil 6.12.1.1. Wortmannin grubunda ndronal sagkalim analizi

30 dakikalik iskemi modelinin indiiklenmesinden dnce farelerin striatumlarina
PI3K/Akt inhibitorii Wortmannin enjeksiyonu yapildi ve lityum tedavisi uygulandi.
Bu farelerin striatum seviyelerinden alinan koronal kesitlere NeUN boyamasi yapildi.
iskemik ve iskemik olmayan striatumda 62.500 pm®lik 9 farkli alandan NeUN (+)
hiicreler sayildi. Noranal sagkalim iskemik striatumun iskemik olmayan striatuma
oranlanmastylla 6l¢iildii. Buna gore; DMSO + SF grubu 34.6+10.8, DMSO + LiCl
grubu 56+18.8, WORT + SF grubu 34.7+6.1 ve WORT + LiCl grubu 24.4747.6 olarak
hesaplandi. DMSO + LiCl grubundaki ndronal sagkalimin DMSO + SF grubu ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak (p<0.01) anlamli derecede artDtig1 goriildii. Ek
olarak WORT + LiCl grubunda DMSO + SF grubuna kiyasla anlamli bir fark

goriilmedi.
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6.12.2. PD98059 gruplarinda NeUN (+) Hiicreler
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Sekil 6.12.2.1. PD98059 grubunda ndronal sagkalim analizi

30 dakikalik iskemi modelinin indiiklenmesinden dnce farelerin striatumlarina
MAPK inhibitérii PD98059 enjeksiyonu yapildi ve lityum tedavisi uygulandi. Bu
farelerin striatum seviyelerinden alinan koronal kesitlere NeUN boyamasi yapildi.
iskemik ve iskemik olmayan striatumda 62.500 pm®lik 9 farkli alandan NeUN (+)
hiicreler sayildi. Noranal sagkalim iskemik striatumun iskemik olmayan striatuma
oranlanmastyla 6l¢iildii. Buna gore; DMSO + SF grubu 34.6+10.8, DMSO + LiCl
grubu 56+18.8, PD98 + SF grubu 37.4+10.8 ve PD98 + LiCl grubu 54.0+ 13.8 olarak
hesaplandi. DMSO + LiCl grubundaki ndronal sagkalimin DMSO + SF grubu ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak (p<0.01) anlamli derecede arttigi goriildii. Ek
olarak PD98 + LiCl grubunda DMSO + SF grubuna kiyasla istatistiksel olarak
(p<0.05) anlaml1 derecede bir artis oldugu gorildii.
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6.13. Inhibitér Uygulanan Gruplarda Glial Hiicre Analizi
6.13.1. Wortmannin Gruplarinda GFAP (+) Hiicreler
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Sekil 6.13.2.1. Wortmannin grubunda glial hiicre analizi

30 dakikalik iskemi modelinin indiiklenmesinden dnce farelerin striatumlarina
Akt inhibitorii Wortmannin enjeksiyonu yapild:r ve lityum tedavisi uygulandi. Bu
farelerin striatum seviyelerinden alinan koronal kesitlere GFAP boyamasi yapildi.
iskemik striatumda ve korpus kallosumda 62.500 pm®*’lik 18 farkli alandan GFAP (+)
hiicreler sayildi. Deney gruplarinda sayilan ortalama glial hiicre sayilar;; DMSO + SF
grubu 59.67+£17.13, DMSO + LiCl grubu 37.67£17.8, WORT + SF grubu 54.8+10.01
ve WORT + LiCl grubu 58.13£13.23 olarak hesaplandi. DMSO + LiCl grubundaki

glial hiicre sayisinin kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak (p<0.05)
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anlamli derecede azaldig1 goriildi. Ek olarak WORT + LiCl grubunda DMSO + LiCl

grubuna kiyasla istatistiksel olarak (p<0.05) anlamli derecede bir artis oldugu goriildii.

6.13.2. PD98059 Gruplarinda GFAP (+) Hiicreler
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Sekil 6.13.1.1. PD98059 grubunda glial hiicre analizi

30 dakikalik iskemi modelinin indiiklenmesinden dnce farelerin striatumlarina
MAPK inhibitérii PD98059 enjeksiyonu yapildi ve lityum tedavisi uygulandi. Bu
farelerin striatum seviyelerinden alinan koronal kesitlere GFAP boyamas1 yapildi.
iskemik striatum ve korpus kallosumda 62.500 pm*lik 18 farkli alandan GFAP (+)
hiicreler sayildi. Deney gruplarinda sayilan ortalama glial hiicre sayilari;; DMSO + SF
grubu 34.6£10.8, DMSO + LiCl grubu 56+18.8, PD98 + SF grubu 29.6+10.62 ve
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PDO98 + LiCl grubu 36.4%14.9 olarak hesaplandi. DMSO + LiCl grubundaki glial hiicre
sayisinin DMSO + SF grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak (p<0.05) anlamli
derecede azaldig: goriildii. Ek olarak PD98 + SF grubunda (p<0.01) ve PD98 +LiCl
grubunda (p<0.05) DMSO + SF grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede

bir azalma oldugu goriildii.
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7. TARTISMA

Bu tezde lityumun in vivo sartlarda beyin felci sonrasi gelisen hasar iizerine
etkilerinin aragtirilmasi amaglanmistir. Bu baglamda yapilan ¢alismalarda insanlardaki
inme vakalarinin da %80’ini olusturan orta serebral arter tikanikligt modeli

kullanilmistir.

Iki farkli iskemi zamanlamasi kullanilarak, lityumun 30 ve 90 dakika serebral
iskemi modellerindeki etkileri incelenmistir. Hasarin neredeyse tiim hemisfere
yayildigi 90 dakika OSA tikanmasi geciren farelerde iskemi bitiminden hemen sonra
reperfiizyon ile birlikte intraperitonel lityum enjeksiyonu yapilmigtir. Hasarin
tamamlandig1r 24. saatte fareler sakrifiye edilmistir ve beyin Ornekleri alinmistir.
Lityumun norolojik hasar, beyin hasar alan1 ve 6demi, kan-beyin bariyeri gecirgenligi
iizerine olan etkileri incenlenmistir. Hasarin striatumla sinirlt kaldigir 30 dakikalik
OSA modelinde lityum yine reperfiizyonun baslatilmasi ile birlikte intraperitonel
olarak verilmistir. Hasarin tamamlandig1 72. saatte fareler sakrifiye edilmistir ve beyin
ornekleri alimmugtir. Lityumun hasar alanindaki apoptotik hiicre 6liimii, ndronal
sagkalim ve ilgili protein ekspresyonlar1 {izerine olan etkileri incelenmistir. Elde
edilen veriler ile lityumun noroprotektif etkisinin PI3K/Akt veya MAPK sinyal
yolagindan ileri geldigi diislinlilmiis ve bu mekanizmanin tam olarak anlasilabilmesi
icin spesifik Akt ve ERK inhibitorlerinin kullanildig: iiclincli deney seti dizayn
edilmistir. 30 dakika OSA tikanmasi modelinin kullanildig1 farelerde Akt ve ERK
fosforilasyonunun inhibe edildigi ortamda lityumun apoptotik hiicre 6liimii ve néronal

sagkalima etkileri incelenmistir.

Operasyonlarin tekrar edilebilirligini ve iskeminin belirlenen siireler ile
sinirlandirilmasimin kontrolii i¢in hayvanlarin beyin kan akimlart LDF cihaz ile
kontrol edilmistir. Bu metot ile mutlak bir bolgesel kanlanma 6l¢timii elde edilemese
de non-invazif ve devamli olarak beyindeki kiigiikk bir bolgenin anlik kan akimi
degisiklikleri takip edilebilmektedir [156, 157]. Tiim deney setlerinde beyin
kanlanmas1 iskemi Oncesine gore yaklasik %80’lik diisiis gostermistir. Iskemi

sonrasindaki reperflizyonun baslamasiyla kanlanma tekrar %100 seviyelerine
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cikmigtir. Reperfiizyondaki kanlanma degerlerine bakildiginda gruplar arasinda
istatistiksel anlamli bir fark goriilmemistir. Kanlanmadaki bu benzerlik ile lityum
uygulanan hayvanlarda gelismis olan hasarda deneysel bir farklilik olmadig:
diistiniilmektedir. Boylelikle elde edilen sonuglarin lityum tedavisi kaynakli oldugu

distiniilmektedir.

Lityum tedavisinin beyin felci sonrasi gelisen norolojik durum, hasar alani,
sitotoksik 6dem ve KBB gecirgenligine etkisini incelemek i¢in 90 dk OSA tikanmasini
takiben reperfiizyon modeli kullanilmistir. Ratlarda iskemiden 24 ve 48 saat sonra
yapilan analizlerde lityumun norolojik defisitleri azalttigi gorilmistiir [109].
Hayvanlar sakrifiye edilmeden hemen once dort puanli ndrolojik skorlamaya tabi
tutulmustur. Yapilan degerlendirmelerde beyin felci sonrasi 2 mmol/kg lityum tedavisi
uygulanan farelerin ndrolojik fonksiyonlarinin tasiyict enjeksiyonu yapilan farelere
gore daha iyi oldugu gozlemlenmistir. Uygulanan 5 mmol/kg lityum tedavisinin

farelerin norolojik davranislarina etki etmedigi goriilmiistiir.

Beyin damarlarindan OSA’nin tikanmasi ile birlikte hasar alaninda kisa bir stire
icinde hiicre 6liimii baglamaktadir. Geri dondiiriillemez olan bu hasar mekanizmasini
incelemek i¢in 90 dakikalik tikaniklik modeli kullanilmaktadir [158, 159]. Beyin felci
sonrasinda sitotoksik 6dem ve hasar alaninin belirlenebilmesi i¢in, sakrifiye edilen
farelerden 2 mm araliklarla alinan koronal kesitlerde Cresyl violet boyamasi
yapilmistir. Cresyl violet boyamasi ile canli hiicrelerdeki nissyl cisimcikleri
boyanirken 6lii hiicreler boyanmamistir. Sadece néronlarin boyandigi bu boyama ile
kesitlerdeki hemisfer, kortex, korpus kallozum ve striatum alanlar1 6l¢iilebilmektedir.
Tastyict enjeksiyonunun yapildigi kontrol grubuna kiyasla 2 mmol/kg lityum tedavisi
farelerde hasar alanini anlamli derecede diisiirmiistiir. 5 mmol/kg lityum tedavisi

uygulanan hayvanlarda ise bir fark goriilmemistir.

Glutamat reseptorlerinin uyarilmasiyla hiicre i¢ine Na™ pozitif yiiklii iyonu ile
birlikte CI"" iyonu girmektedir [15]. Hiicre i¢inde olusan tuz nedeniyle ekstraseliiler
stvidan hiicre igine yliksek miktarda su girisi olmaktadir. Artan su, hiicrelerin

sismesine sebep olarak sitotoksik 6dem olusturmaktadir [15, 160]. 2 mmol/kg lityum
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tedavisi bu 6demi tagiyici grubuna gore azaltmaktadir. Ancak 5 mmol/kg lityum tedavi

grubunda bir degisiklik goriilmemektedir.

KBB, merkezi sinir sisteminin normal fonksiyonu i¢in gerekli olan, yapisal
olarak siki baglar (tight junctions) ile birbirine baglanmis endotel hiicreler tarafindan
olusturulan bir difiizyon bariyeridir [161, 162]. Endotelyal hiicre siki baglantilari,
dolagimdaki hidrofilik ve biiyiik molekiillerin BBB boyunca paraseliiler akisini
sinirlayarak homeostaza énemli katkida bulunmaktadir[163-165]. Buna karsin, O, ve
CO, gibi kiigiik lipofilik maddeler, konsantrayon gradyanlar1 boyunca plazma
membranlarindan difuz olabilmektedir [161]. Beyin felci gibi patofizyolojik
durumlarda bu bariyer bozulabilmektedir [162]. Sakrifiye edilen farelerden alinan
koronal kesitlerde IgG boyamasi yapilmistir. Bu boyama ile KBB gegirgenligindeki
bozulma ipsilateral hemisferin kontralateral hemisfere oranlanmasi ile analiz
edilmistir. Striatumda yapilan degerlendirmelerde 2 mmol/kg lityum tedavisinin KBB
gecirgenligini tastyict gruba gore azalttigi gozlemlenmistir. Kortekste yapilan
degerlendirmelerde 2 mmol/kg lityum tedavisi bariyer gegirgenligini tasiyici gruba
gore korumaktadir. Her iki alanda da 5 mmol/kg lityum tedavisinde anlamli bir

farklilik goriilmemistir.

Serebral iskemi reperfiizyon siirecini takiben serbest oksijen radikalleri,
oksidatif stres, glutamat toksisitesi, asir1 Ca™ yiiklenmesi ve NO sentezi gibi cesitli
hasar faktorleri olugsmaktadir. Akut iskemik inmenin patogenezinde, akut iskemik
kaskad reaksiyonu, enerji metabolizmasi bozukluklari, oksidatif stres veya viicudun
oksidatif savunmasinin inhibisyonu beyin hiicrelerine zarar vererek hipokampus ve
kortekste noronal apoptoza, nekroza veya noron kaybina yol agmaktadir [48, 54-56,
166, 167]. Apoptototik hiicre 6liimii hidroksil radikalleri ve siiperoksit anyonlar1 gibi
cesitli yollarla tetiklenmektedir [46]. Glutamat, serebral iskeminin neden oldugu
eksitotoksisiteye ve ardindan gelisen apoptoz/nekroza Onemli bir katkida
bulunmaktadir [168, 169]. Iskemi sonrasi gelisen enerji eksikligi glutamat salinimimin
artarak sinaptik aralikta birikmesine sebep olmaktadir [170-175]. Bu da noronlarda
yogun Ca’" akisina ve N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorlerinin  asirt

aktivasyonuyla sonuglanmaktadir [176, 177]. Néronal Ca®" artisi, lizozomla iliskili

61



apoptoz ve nekrozun bir sonucu olarak apoptotik diizenleyici proteinleri (kaspaz ailesi)
parcalamak icin kalpainleri (kalsiyuma bagli proteazlar) daha da aktive etmektedir
[178-181]. Kaspaz genlerinin yan1 sira hiicre dliimiinii baskilayan (Bcl2, Iap) veya
arttiran (Bax, p53) genler de iskeminin erken ve geg¢ evrelerinde yiiksek seviyelerde
eksprese edilmektedir [15]. 30 dakika OSA tikanmasi1 72 saat repefiizyon modeli
uygulanan farelerden noronal hasar mekanizmalarmin incelenmesi igin alinan
kesitlerde TUNEL boyamasi1 yapildi. Apoptotik hiicre analizinin yapilabilmesi igin
kesitlerdeki TUNEL (+) hiicreler sayilarak degerlendirildi. Beyin felci sonrasi
uygulanan 2 mmol/kg dozundaki lityum tedavisi apoptotik hiicre 6liimiinii anlamli
derecede diistirmektedir. Smmol/kg lityum tedavisi uygulanan fare grubunda tasiyici

grubuna gore anlamli bir fark goriilmedi.

Lityumun serebral iskemi sonrasi noronal sagkalim iizerine olan etkilerinin
incelenmesi i¢in 30 dakika OSA tikanmasi 72 saat reperfiizyon modeli uygulanan fare
kesitlerine NeUN boyamasi yapildi. NeUN (+) hiicreler iskemik ve iskemik olmayan
striatumlarda sayilarak iskemik olmayan striatuma yiizde alinarak ifade edildi. Yapilan
analizler neticesinde 2 mmol/kg lityum tedavisi noronal sagkalimi tastyici grubuna
kiyasla anlamli derecede arttirirken 5 mmol/kg lityum uygulamasinda yine tastyici
grubuna gore anlamli bir fark goriilmedi. Lityumun serebral iskemi sonrasi apoptoz ve
ndronal sagkalim iizerine olan etkilerinin birbirini tamamlar nitelikte oldugu

goriilmektedir.

Lityum tedavilerinin hiicre i¢i sinyal yolaklar1 analizleri i¢in Western Blot
teknigi kullanilmistir. Serin-tirozin kinaz olan Akt serebral iskemi gibi cesitli
patofizyolojik durumlarda noéronal hasar mekanizmasinda 6nemli bir role sahiptir
[182]. Protein kinaz B (PKB) olarak da bilinen Akt, siklik adenozin monofosfata
(cAMP) bagli protein kinaz siiper ailesine ait bir serin/treonin kinazdir [183]. Akt nin
aktivasyonu insiilin, biiyiime faktorleri, sitokinler ve hiicresel stres gibi cesitli
faktorlerden etkilenmektedir. Sinyal iletim yollari, besin metabolizmasi, ¢ogalma,
hiicre biiylimesi, transkripsiyonel diizenlenme ve hiicre sagkalimi gibi biyolojik
islevleri diizenlemektedir [184]. Tiim Akt izoformlar: sinir sisteminde yiiksek oranda

eksprese edilmektedir ve noron korunmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Aktif
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aktivasyon oOl¢iimii, Serd473 veya Thr308’den fosforile edilmis Akt’nin toplam
membranla iligkili fosfodan bagimsiz Akt’ye orami ile hesaplanmaktadir. Aktif
fosforile edilmis Akt asagi akis substratlarinin fosforilasyonunu arttirarak noéronal
hiicre sagkalimimi destekledigi bilinmektedir [185]. Akt’nin sinyalizasyondaki rolii,
insiilin veya diger biliylime faktorleri gibi ligandlar tarafindan indiiklenen, reseptor
tirozin kinazlarin otofosforilasyonu, G protein-bagl reseptdrlerin uyarilmast veya
integrin sinyalizasyonunun aktivasyonunda aktif olan fosfoinositid-3 Kinaz (PI3K)
sinyal yolaginin asag1 akisinda yer almasiyla 6nemli hale gelmektedir [186-189].
PI3K, fosfatidilinozitol-4,5-Bifosfattan (PIP2) ikinci haberci fosfatidilinositol (3,4,5)-
trifosfatin (PIP3) olusumunda 6nemli bir bilesendir. Akt plazma zarina alindiktan
sonra kinaz alaninin aktivasyonunda Thr308 ve Ser473’iin fosforilasyonuyla
sonuglanan ¢ok asamali bir islemle aktive edilmektedir [190, 191]. 30 dakikalik OSA
tikanmasi uygulanan farelerde 2 mmol/kg lityum uygulamasi iskemik striatumlardaki
fosforlanmis Akt miktarin1 tasiyict gruba gore anlamli derecede arttirmistir. 5
mmol/kg lityum tedavisi uygulanan farelerde ise kontrol grubuna gore Akt

fosforilasyonunun anlamli derecede diistiigii goriigmiistiir.

Akt’nin asag1 akista iyi belirlenmis bir hedefi glikojen sentaz kinaz 3 betadir
(GSK3p). Yapilan bir ¢alismada GSK3B’nin farmakolojik ya da baskin-negatif
formunun ekspre edilmesinin norotoksisiteye karst koruma sagladigi goriilmiistiir.
Ayrica GSK3B’nin aktivasyonu farkli ndrodejeneratif hastaliklarin patogenezinde rol
oynamistir ve bu kinazin inhibisyonunun bu bozukluklarin tedavisine bir yaklagim
olabilebilecegi diisiiniilmektedir[192]. Lityum tedavisi ile GSK3a/f’nin 2 mmol/kg
ve 5 mmol/kg dozlarinda kontrol grubuna gore azalttigi goriilmiistiir. GSK3 B'nin
noron Sliimiinii tesvik etmede kilit bir rol oynadig1r uzun siiredir kabul edilmesine
ragmen, substratlarinin nérodejenerasyon baglaminda ne oldugu hakkinda ¢ok az sey

bilinmektedir [193].

Mitojenle etkilesen protein kinazlar (MAPK), bir¢ok hiicre tipinde cesitli
hiicresel fonksiyonlar1 destekleyen serin/treonin protein kinazlardir. Liteatiirde ii¢ ana
MAPK alt ailesi tarif edilmistir; hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinazlar 1 ve 2

(ERK1/2), c-Jun NH2-terminal kinazlar (JNK) ve p38 kinazlar. INK/SAPK (stresle
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aktive olan protein kinaz) ve p38 MAP kinazlarinin hiicre 6liimiinii destekledigi buna
karsin ERK1/2’nin hiicre sagkalimini destekledigi yaygin olarak kabul edilmektedir.
ERK1/2, nérotransmitterler, norotrofinler, biliylime foktorii ve iskemi gibi patolojik
kosullara yanit olarak treonin ve tirozin bolgelerinden fosforile edilerek
aktiflesmektedir [117, 194-199]. Hiicrenin regiilasyonunda, biiyliimesinde,
cogalmasinda, farklilagsmasinda, apoptozda, plastisitede, O6grenme ve hafiza rol
aldigini gosteren caligsmalar mevcuttur [200-203]. Ancak yapilan farkli ¢aligmalarda
noronal 6liimiin hem in vitro hem in vivo modellerinde ERK1/2 i¢in hiicre 6liimiint
tesfik edici rolleri de gosterilmistir. MAPK’larin yeni bir {iyesi olan ERKS (MAPKI,
BMK1) de tanimlanmis ve ndronal sagkalim iliskileri incelenmistir [204]. Serebral
iskemi sonrasi ani ERKS aktivasyonu hipokampal kornuammonis (CA3) ve dentat
girus bolgelerinde tanimlanmistir [205]. Medullablastoma hiicrelerinde ERKS5’in asir1
ekspresyonunun apoptotik hiicre Oliimiinii destekledigi gosterilmistir  [206].
ERK1/2’yi igeren farmakolojik ¢alismalarin ¢ogu PD98059 veya U0126 (MAPK/ERK
kinaz (MEK) inhibitorii) kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu inhibitorlerin her ikisi de
ERKS aktivasyonunu da inhibe etmektedir [207]. Bu nedenle ERKS5’in ERK1/2 ile
iligkili hiicre 6liim/sagkalim paradigmalarinda da yer alip almadig1 goriilmeye devam
etmektedir [208]. Serebral iskemi sonras1 uygulanan her iki doz lityum tedavisi kontrol
grubuna gore ERKI1/2 fosforilasyonunu anlamli derecede arttirirken JNK
fosforilasyonunu azaltmistir. Yapilan bir in vitro ¢alismada JNK’nin noéronlardaki
apoptoz ve dejenerasyona sebep oldugu gosterilmistir [209]. Bununla birlikte lityum
tedavisiyle doza bagimli bir sekilde p-38 fosforilasyonunda istatistiksel olarak anlamli

olmayan artig goriilmiistiir.

Bcl-2 ailesinin proteinleri olan anti-apoptotik Bel-xL ve pro-apoptotik Bax hiicre
ici apoptotik sinyal iletim yolunun diizenlenmesinde énemli rol oynamaktadir [210].
Diisik doz (2 mmol/kg) lityum tedavisinin iskemi sonrasi Bax ekspresyonunu
azaltirken noéron koruyucu etkileri olan Bcl-xL diizeyini kontrol grubuna gore
arttirmigtir. Ayrica apoptozun blokajin1 gosteren Bel-xL/Bax oraninda da 6nemli bir
artis 2 mmol/kg lityum tedavisiyle goriilmiistiir.

2 mmol/kg lityum tedavisi 90 dakika OSA tikanmasina maruz birakilan farelerde

hem striatumda hem de kortekste beyin O6demini ve IgG ekstravazasyonunu
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azaltmaktadir. Bu bulgular1 Western blot analizi ile desteklemek i¢in MMP-9
ekspresyonu incelenmistir. MMP-9 iskemik inmede farkli rollere sahip ¢inko bagimli
endopeptidazlar ailesinin bir liyesidir [211]. MMP seviyelerinin, 6zellikle MMP-2 ve
9, serebral iskemiyi takiben arttig1 daha 6nce gosterilmistir. Bu da siki baglantilarin ve
bazal lamina proteinlerinin bozulmasina, hiicre matris homeostazinin bozulmasina ve
KBB biitiinliigliniin bozulmasina yol agmaktadir [211, 212]. Kemirgenlerdeki iskemik
inme modellerinde, MMP-9 serebral iskemiden 24 ila 48 saat sonra meydana gelen
KBB biitiinliigiiniin bozulmasindan sorumludur[213]. 2 mmol/kg lityum tedavisi
uygulanan fare grubunda MMP-9 ekspresyonunun diistiigii, 5 mmol/kg lityum
dozunda ise arttig1 gosterilmistir. Bu sonug lityum tedavisinin doza bagimli aktivitesi

ile iligkili olan yiiksek dozda lityumun toksik etkisini gostermektedir.

Oksidatif stresten 6zellikle sorumlu olan reaktif oksijen tiirleri (ROS), iskemi
tarafindan indiiklenen nitrik oksiti (NO) igcermektedir. Noronal NOS (nNOS) ve
indiiklenebilir NOS (iNOS) aktiviteleri iskemi sonrasinda biiyiik 6l¢iide zararli oldugu
ve inhibisyonlarinin néron koruyucu oldugu litaratiirde ifade edilmistir [214]. Her ikisi
de lipid peroksidasyonuna ve hiicresel enerji yetmezligine katkida bulunmaktadir
[215]. Iskemi sonrasi aktive olan astrositler, toksik miktarda NO iireten bir enzim olan
sitokinleri, kemokinleri ve iNOS’u eksprese etmektedir. Bu sitotoksik faktorler,
KBB’nin bozulmasiyla daha fazla hiicresel hasara yol agarak beyin hasarinin ve
O6deminin artmasina neden olmaktadirlar [15, 216]. 5 mmol/kg lityum tedavisi ile hem
iNOS hemde nNOS ekspresyonlarinin arttigi gézlemlenmistir. Lityumun yliksek
dozunun KBB gegirgenligini ve iNOS diizeyini arttirarak beyin 6demini alevlendirici
toksik etkisi dnceki caligsmalarda gosterilmistir. Ek olarak endotelyal NOS un (eNOS)
yukari regiilasyonunun PI3K yolu tarafindan tetiklendigini ve hem eNOS hem de
PI3K’nin gerbil hipokampusunun CA1 néronlarinda iskemik tolerans sagladigi da
gosterilmistir [217]. Her iki dozdaki lityum tedavisi ile eNOS ekspresyonu artig
gostermistir. Bu baglamda eNOS seviyesi, PI3K/Akt sinyal iletim yolunun

aktivasyonu ile iliskili olabilir ve beyin mikro dolagimini iyilestirebilmektedir.

Memelilerde PI3K/Akt aracili sinyalleme hiicre sagkalimi, ¢ogalma ve

metabolizmada yer alan kritik bir sinyal yolagidir [218]. Serebral iskemi esnasinda
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Akt fosforilasyonu, endojen koruma mekanizmasinin bir parcasi olarak ozellikle
penumbrada artmaktadir [219]. Ayrica fosforile olmug Akt biiylime faktorii ve serbest
radikal tedavisi ile de arttirilmaktadir [183, 220-223]. Boylelikle PI3K/Akt sinyal
yolagi norodejenaratif hastaliklarin tedavisinde hiicre sagkalimi igin hedef
olabilmektedir [219, 223]. Esas olarak Akt, PIP3 sinyal yolagiyla regiile edilmektedir
ve PI3K tarafindan olan fosforilasyonu potansiyel PIP3 inhibitorii olan Wortmannin
ile inhibe edilebilmektedir [220]. Akt, Ca**/calmodulin bagimli kinaz ve CAMP/PKA
gibi farkli birka¢ farkli yolakla da aktive edilebilmektedir. Bu nedenle tim Akt
fosforilasyonu PIP3’e bagli olmayan alternatif mekanizmalardan dolayr Wortmannin
ile inhibe edilememektedir [183]. Iki farkli Wortmannin dozunun uygulandig: fare
beyinlerinden yapilan protein analizlerinde 0.5 mM Wortmannin’in Akt
fosforilasyonunu tasiyicisina gore anlamli derecede diislirdiigli goriildii ve inhibisyon
konsantrasyonu bu sekilde belirlendi. Lityum tedavisi ile arttigin1 gosterdigimiz Akt
fosforilasyonunun mekanizmasini anlayabilmek i¢in PI3K/Akt inhibitorii olan
Wortmannin uygulanmis fareler 30 dakika OSA tikanmasina maruz birakildi. Bu
hayvanlarin beyinlerinden alinan kesitlerde yapilan apoptotik hiicre ve noéronal
sagkalim analizlerinde Akt fosforilasyonunun lityumun noéron koruyucu etkisine
aracilik ettigi gortildii. Akt fosforilasyonunun inhibe edilmedigi hayvanlarda apoptotik
hiicre sayisinin kontrol grubuna gore azaldig1 néronal sag kalimin ise arttig1 goriildii.
Buna karsin Akt’nin fosforile edilemedigi hayvan kesitlerinde lityum ayn1 etkileri

gosteremedi.

Glial hiicreler, merkezi sinir sisteminin (MSS) kritik bilesenlerinden biridir.
Astrositler glial hiicrelerin = %19-40'm1  olustururken, mikroglialar %10"unu,
oligodendrositler %45-75'ini olusturmaktadir ve geri kalan hiicreler NG2 hiicreleridir.
Glial hiicreler, yapisal ve beslenme destegi saglarken normal fizyolojik kosullar
altinda da MSS'nin gelisiminde rol oynar. Ayrica dogustan gelen ve adaptif bagisiklik
tepkilerine katildiklar1 i¢in néropatogenezde ve patolojik kosullarda da énemlidirler.
Calismalar, glial hiicrelerin inme sonrasi ndroinflamasyonu diizenledigini
gostermektedir. Bu hiicreler, noéronal hasar sinyallerini saptayip entegre

edebilmektedir. Sitokinleri serbest birakabilir, bagisiklik hiicrelerini hasar bolgesine
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cekebilir ve diger bagisiklik hiicreleriyle etkilesime girip onlarin durumunu

etkileyebilmektedirler [224].

Inmenin baslamasindan sonra, yaralanma bdlgesindeki néronlar ve glial hiicreler
astrositleri hemen aktive etmektedir. Reaktif astrositler, daha sonra kan-beyin
bariyerini (BBB) bozan MMP-9 gibi proinflamatuar sitokinler, kemokinler ve matris
metalloproteinazlar salgilamaktadirlar. Bu da ikincil beyin dokusu hasarina katkida

bulunmaktadir [224].

Lityumun serebral iskemi sonrasi glial hiicre sayisina {izerine olan etkilerinin
incelenmesi i¢in inhibitér enjeksiyonu sonrast 30 dakika OSA tikanmasi 72 saat
reperfiizyon modeli uygulanan fare kesitlerine GFAP boyamasi yapildi. GFAP (+)
hiicreler iskemik striatum ve korpus kallosumda belirlenen alanlarda sayildi. Yapilan
analizler neticesinde lityum tedavisi uygulanan hayvanlardaki glial hiicre sayisi
tastyict grubuna kiyasla anlamli derecede azalirken Wortmannin uygulanan
hayvanlarda lityum bu etkiyi gosterememektedir. Bununla birlikte PD98059
enjeksiyonu uygulanan fare beyinlerindeki glial hiicrelerde lityum grubuna kiyasla
degisiklik saptanmamaktadir. Yani lityum ERK’larin inhibe edildigi ortamda da glia

hiicreleri lizerine olan etkisini devam ettirebilmektedir.

Lityumun yiiksek ve diisilk dozlarda serebral iskemiden sonra ERKI1/2
fosforilasyonunu arttirdigin1  gosterildi. MAPK/ERK sinyal yolaginin lityum
tedavisindeki roliinu incelemek i¢in ERK1/2 spesifik MAPK inhibitorii olan PD98059
ile inhibe edildi. Iki farkl1 PD98059 dozu uygulanan fare beyinlerinden yapilan protein
caligmalarinda 1 mM PD98059 uygulanan fare beyin dokularindaki ERK1/2
fosforilasyonunun tasiyict grubuna gore anlamli derecede diistigli gorildi ve
inhibisyon i¢in bu doz kullanildi. Serebral iskemi dncesi ERK1/2’nin inhibe edildigi
hayvanlarda kontrol grubuna goére anlamli bir fark goriilmedi. ERK’larin inhibe
edildigi beyinlerde de tastyici grubuyla benzer apoptoz ve ndronal sagkalim seviyeleri
goriildii. Bu sonuglar lityumun noron hasart iizerine olan pozitif etkilerinin

ERK1/2’den bagimsiz bir sekilde gerceklestigini gostermektedir.
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8. SONUC

Tiim bu veriler birlikte incelendiginde serebral iskemi sonrasi uygulanan lityum
tedavisinin diisiik dozda (2 mmol/kg) norolojik fonksiyon bozukluklarini iyilestirdigi,
olusan iskemik hasar ve 6demi azalttig1, bozulan KBB biitiinliigiinii restore ettigi,
iskemik striatumda apoptotik hiicre 6liimiinii azalttig1 ve noronal sagkalimi arttirdigt
goriilmistiir. Noronal sagkalim kinazi olan Akt ve ERK1/2’nin fosforilasyonlarini
arttigi, bu proteinlerin inhibe edildigi iskemi kosullarinda ise ndronal sagkalim
etkisinin Akt’de kayboldugu ERK’da devam ettigi goriilmiistiir. Bu sonuglar ile
lityumun serebral iskemi sonrast gosterdigi noroprotekif etkinin sinyal iletim

mekanizmasinin PI3K/Akt sinyal yolag: izerinden gerceklestigi gosterilmistir.

Bu tez kapsaminda lityumun beyin felci hasarinda etki ettigi sinyal iletim
mekanizmalarmin aydinlatilmasi hedeflenmistir. Bu tezde goriilen sonuglar ile beyin
felci sonrasinda farmakolojik tedavi bazli lityum ve benzeri bilesiklerin kullanim
potansiyeline ve hedef molekiillerinin belirlenmesine  katki  saglandigi

distiniilmektedir.
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