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1. OZET

DIYET RESTRIKSIiYONU ILE ON KOSULLANDIRMA TEKNIiGINiN
FARE BEYIN FELCI MODELINDEKiI NOROPROTEKTIF ETKISININ
ARASTIRILMASI

Saghigimizin devamliligini korumak i¢in 6nemli bir olgu olan beslenme, ayni
zamanda saglik icin tehdit de olusturabilmektedir. Beslenmedeki bozukluklar
sonucu, ¢esitli hastaliklara yakalanma riskleri arttigi gibi varolan patofizyolojik
siirecler de etkilenebilmektedir. Bu hastaliklardan biri de giiniimiizde diinya 6liim
siralamalarinda ilk {igte yer alan beyin felcidir. Bu g¢alismada, kisa dénemli diyet
kisitlamasinin fare beyin felci modelindeki, hasar alani, 6dem, néronal sagkalim ve
apoptotik hiicre 6liimiine olan etkileri incelenmistir. Bu ¢caligmada etik kurulu alinmis
(karar no0:35/2017), 90 ve 30 dakikalik (sirasiyla 24 ve 72 saat reperfiizyon) orta
serebral arter tikanmasi modeli uygulanan 8-12 haftalik erkek BALB/c fareler
kullanilmistir. Fareler operasyondan {i¢ giin énce gruplara gore hazirlanmis %70
yogunluktaki (n=7; protein, yag, karbonhidrat) diyetlerle beslenmislerdir. Kontrol
grubu standart yemle beslenmeye devam ederken, aglik grubunun yemleri ¢ekilerek
sadece suya erisimine izin verilmistir. Istatistik olarak one-way ANOVA ydntemi
kullanilmigtir.  Yiiksek yagli diyetle beslenen hayvanlarda, 90 ve 30 dakika
iskemideki Laser Doppler flowmetri kayitlarinda, kontrol ve diger gruplara gore
hipoperfiizyon gozlenmistir. Buna ilaveten 90 dakika iskemide yiiksek yagli diyetle
beslenen hayvanlarda kontrol grubuna kiyasla beyindeki hasarin ve 6demin anlamli
olarak artmis oldugu goriildii. Hiicresel sagkalima bakildiginda, yiiksek yag ve
yiiksek karbonhidrat gruplarinda kontrol grubuna kiyasla canli hiicre sayisinda
anlaml1 bir azalma izlenmistir. Bu ¢alismada diyet restriksiyonunun fare beyin felci
modelindeki etkisi arastirilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda beslenmenin

beyin felci siireclerini etkiledigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Diyet Restriksiyonu, Onkosullandirma, Serebral iskemi



2. ABSTRACT

THE NEUROPROTECTIVE EFFECTS OF DIET RESTRICTION
PRECONDITIONING ON CEREBRAL ISCHEMIA MODEL ON MICE

Nutrition is an important factor in order to maintain our healthy state. However, it
can also become a major threat in the cases of malnutrition. Malnutrition affects
several pathophysiological processes and also increases susceptibility to a number of
diseases. Cerebral ischemia is an example for such diseases and is the third main
reason of mortality worldwide. In this study, we examined the effects of short-term
diet restriction using a cerebral ischemia model in mice in terms of infarct volume,
edema formation, neuronal survival and apoptotic cell death. This study was carried
out in 8-12 weeks old BALB/c mice; with the permission from the Medipol
University Ethical board (#35/2017). 90 and 30 minutes (followed by 24 and 72
hours of reperfusion, respectively) of middle cerebral artery occlusion were
performed. Animals were fed with %70 high density diets (n=7, protein, fat or
carbohydrate) three days prior to middle cerebral artery occlusion. The fasting group
was given ad libitum access to water only, whereas the control group was fed on
standard mice food. The animals that had high-fat diets showed hypoperfusion on the
Laser Doppler flowmeter records on both 90 and 30 minutes of middle cerebral
artery occlusion when compared with control and the other diet groups. Also, within
the same group, the mice that had gone under 90 minutes of occlusion period had
increased edema and infarct volume compared with the control group. Furthermore,
the decrease in the neuronal survival rates of the high fat and high carbohydrate
groups was statistically significant when compared with the control group. This
study focuses on the effects of diet restriction on the recovery processes including
neuronal survival and apoptotic cell death following cerebral ischemic injury in
mice. Our results suggest that nutrition results in differential effects on the recovery
processes, and therefore further studies should be conducted to identify the
underlying mechanisms of the beneficial effects of dieting.

Keywords: Cerebral Ischemia, Diet Restriction, Preconditioning



3. GIRIS VE AMAC

Diinya saglik orgiitliniin verilerine gore serebrovaskular hastaliklar son 15 yil
igerisinde diinyada meydana gelen 6liim siralamalarinda ikinci sirada yer almaktadir.
Ortaya ¢ikan beyin felci vakalarinin ~%87’°si beyin damarlarinin tikanmasi sonucu
gerceklesmektedir. Iskemik beyin felci, beyni besleyen ana damarm gegici ya da
kalic1 olarak tikanmasi sonucu, serebral kan akiminin %20’nin altina diismesiyle
karakterizedir. Kan akimindaki bu diisiis ¢ogunlukla serebral arterlerin, tromboz ya
da emboliyle tikanmasi nedeniyle olmaktadir (1). Amerika Birlesik Devletleri
verilerine gore her 40 saniyede bir kisi beyin felci gegirmektedir. Buna ek olarak,
yapilan arastirmalarda, 2014 verilerine gore ortalama her 4 dakikada bir kisi beyin
felci nedeniyle 6lmektedir (2) ve beyin felci nedeniyle meydana gelen 6liimlerin

yaklagik %60°1, hastalar heniiz acil miidahale alamadan gergeklesmektedir (2).

Kesin olarak bir tedavisi bulunamamakla birlikte, en etkili miidahale ilk 4
saat ic¢inde intravendz olarak yapilan doku plazminojen aktivatorii (t-PA)
uygulamasidir (3). Bu uygulamayla damardaki pitht1 ¢6ziilerek, tikanikligin ortadan
kaldirilmas1 amaglanmaktadir. Bu nedenle akut uygulanabilecek ya da beyin felci
sonras1 geri donlisiimii arttirabilecek tedavilerin bulunmasina ihtiyag duyulmaktadir.
Bu cercevede en etkin ¢oziimiin hastalifa yakalanma riskini diisirmekten gectigi
diistiniilmektedir. Bu baglamda beslenme ve aliskanliklarimiz risk agisindan énemli

rol almaktadir.

Globallesen diinyada yiyeceklere ulasimin artmasi, hizli ve ¢ok miktarda
tilketilen yagli ve sekerli besinlerin giinliik 6giinlerde yiiksek miktarda tiiketilir hale
gelmesi insan saghigini tehdit eden bir durum olusturmaktadir. Beslenme sonucu
olusan, hipertansiyon, kanda kolesterol ve trigliserid miktarinin yiiksek olmas1 gibi
durumlar da beyin felci igin risk faktorii olusturmaktadir (2). Diyabet ve
hipertansiyonu olan hastalara, kan basincini diisiirecek uygulamalarda bulunulmasi

sonucu beyin felci gegirme riskinin anlamli sekilde diistiigii belirtilmistir (4).

Yapilan bu tez ¢aligmasinda, farkli diyet kisitlamalarinin beyin felcinde; hasar
alani, 6dem, noronal sagkalim ve apoptoz siireclerine olan etkisinin arastiriimasi

hedeflenmistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. iskemik Beyin Felcinin Patofizyolojisi

Beyin dokusu canliligimi siirdiirebilmek icin gerekli olan enerjiyi oksidatif
fosforilasyonla saglamaktadir, bu nedenle yiiksek oranda oksijen ve glikoza ihtiyag
duymaktadir. iskemik beyin felci sonucu, etkilenen bdlgede serebral kan akimi ~%80
oraninda diismektedir. Bu diistisle birlikte dokularin canlilig1 i¢in gerekli olan oksijen
ve glikoz taginamaz ve iyonik gradiyenti saglayacak olan enerji temin
edilemeyecektir (5). Enerji eksikligi sonucu noron ve glia hiicrelerinde membran
potansiyeli bozulmakta ve noéronlar depolarize olmaktadir (6). Bunun sonucunda
presinaptik voltaj-bagli Ca*? kanallar1 aktive olur ve eksisatdr aminoasitlerin hiicre
dis1 matrikse (HDM) salimimi gergeklesir. Devaminda eksisator aminoasitlerin
presinaptik ucta geri alinmasi enerji gerektiren bir siire¢ oldugundan, enerji
yoksunlugu nedeniyle bu islem gerceklesemeyecek ve HDM’de glutamat etkisiyle
aktive olan N-metil-D-aspartat (NMDA) ve metatropik glutamat reseptorleri hiicre
igine Ca*? girisini artiracaktir (7). Glutamat aracili uyarilma sonucu Na“ ve CI
iyonlart a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA) ve kainat
reseptorleri araciligiyla hiicre icine girmektedir. Hiicre igine giren Na® ve CI

iyonlarini su, pasif olarak takip eder ve beyin 6demi olusumunu indiiklemektedir.

Genel ikincil haberci olan Ca*® iyonlarinin hiicre i¢inde birikmesi, apoptoz
gibi bir takim sitoplazmik ve niiklear siiregleri baslatarak, doku hasarina neden
olmaktadir. Ornegin, proteolitik enzimlerin aktivasyonuyla aktin ve spektrin (8) gibi
hiicre iskeleti proteinlerinin ve laminin (9) gibi HDM proteinlerinin degredasyonu,
fosfolipaz A2 ve siklooksigenazin aktivasyonu serbest oksijen radikallerinin

iiretimini uyararak, lipid peroksidasyonu ve membran hasarina yol agmaktadir.

Serbest radikal gidericileri kullanilarak, beyin felcinde oksidatif stres sonucu
meydana gelen hasar azaltilabilmektedir (10). Ek olarak, endojen serbest radikal
gidericilerin asir1 tiretimi beyin felcine karst koruma saglamaktadir (11, 12). Serbest
radikal giderici enzimleri hasarli olan hayvanlarin serebral iskemik hasara daha
duyarl olduklar bilinmektedir (13, 14).



4.1.1 Enerji eksikligi ve ekzitotoksisite

Beyin dokusu, total viicut agirlig: ile karsilastirildiginda en hafif dokulardan
birisidir. Buna ragmen canliligin1 ve fonksiyonlarint devam ettirebilmek icin ytiksek
oranda oksijen ve glikoza gereksinim duymaktadir. Beyin, ihtiyact olan enerjiyi
oksidatif fosforilasyonla karsilamasi sebebiyle beyin felci meydana geldiginde beyne
yeterli kanin, ayn1 zamanda oksijen ve glikozun taginamamasi ve iyonik gradiyentin
saglanmasi i¢in gerekli enerjinin tiretilememesi (5) nedeniyle noron ve glia hiicreleri
depolarize olurlar (6) ve devaminda voltaj-bagli Ca*? kanallar1 da aktive olmaktadur.
Kanallarin aktivasyonuyla eksisator norotransmitter olan glutamat HDM’ye salinir.
Glutamat saliniminin ardindan, iyonotropik N-metil-D-aspartat (NMDA), a-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA) veya kainat reseptorlerini
aktive ederek (15, 16) hiicre i¢ine Ca*™ (7) iyonunun yiiklenmesine neden olmaktadur.
Enerji yokluguna bagli olarak depolarize olan membran sonucu HDM’ye hiicreden
K" ¢ikist olurken, hiicre icine iyonotropik glutamat reseptdrlerinden Na® girisi
gerceklesir ve hiicrede 6dem meydana gelir. Glutamat reseptorlerinin bu aktivasyonu
noronlar1 cogunlukla nekroz yoluyla 6liime gotiirmektedir. Glutamatin HDM’deki bu

aktivasyonu hasar ¢evresi bolgelere de yayilir ve eksitotoksisite olarak adlandirilir.
4.1.2 Oksidatif stres

Hiicre i¢i Ca* iyonu konsantrasyonun artmasi, ikincil haberci sistemle
birlikte hiicre i¢i proteazlari aktive etmektedir. Mitokondriyal membran
gecirgenligini bozan bu durum mitokondriyal oliimiin gerceklesmesine neden

olmaktadir (17-19).

Iskemi ile birlikte enerji aghigmin meydana gelmesiyle meydana gelen
eksitotoksisite sonucu hiicre i¢i Ca™® iyon miktarinin artmasi ve enerji aghg
nedeniyle mitokondrinin  membran potansiyelini koruyamamasindan dolay1
mitokondri tarafindan serbest oksjen radikalleri (SOR) iiretilmekte ve bu siireg
sonunda da noron 6limii gergeklesmektedir (20, 21). Nikotinamid adenin diniikleotit
fosfatin (NADPH) oksidasyonu hiicre igerisinde Ca**nin birikmesine sebep olacak
olaylar tetikledigi gibi ayn1 zamanda mitokondriyal diren¢ olugsmasina sebep olur

(22). NADPH'm oksidasyonu, siiperoksitlerin (SOR) birikimine yol agar ve



stiperoksitlerin temizlenme kapasitesini diisiirdiigii icin oksidatif stresi kotiilestirir.
Buna ek olarak glutatyon transferaz NADPH'In oksidasyonuna eklenir ve

mitokontrial 6liime sebep olur (23).
4.1.3 Enflamasyon

Post iskemik enflamasyon arteriyal tikanmanin gergeklesmesinden hemen
sonra damarsal alanda baslamaktadir. Siklooksigenaz-2’nin enflamatuvar hiicrelerde
ve noronlardaki aktivasyonu sonucu SOR iiretimi ve toksik prostanoidler nedeniyle
doku hasart meydana gelmektedir (24, 25). Ayn1 zamanda platelet birikiminin
artmasit ve lokosit adezyonu iskemik hasar1 daha da kotilestirmektedir.
Indiiklenebilir nitrik oksit sentazin (iNOS) postiskemik enflamasyonda doku hasarini
arttiran kritik bir etken oldugu da bilinmektedir (26). Oksidatif stres ve yangi
diizenleyiciler kan beyin bariyerinin (KBB) ge¢irgenligini etkileyerek proteinlerin ve
endotel hiicrelerinin damar digina ¢ikmasini tetikleyip, makrofaj ve mast hiicrelerinin

aktivasyonuna neden olarak KBB yapisini bozmaktadirlar (27).

Proenflamatuvar sinyalden sonra selektinlerle, hiicreigi adezyon molekiilii-1 (ICAM-
1) membranda ifade edilmeye baslar (28, 29). Adezyon reseptorleri, adezyon
molekiilleriyle ve integrinlerle etkilesime girerek beyin dokusuna 16kosit sizmasin
saglamaktadirlar. Beyin iskemisinin akut fazinda mikroglia ve makrofazlar interl6kin
(IL)-1B, IL-6 ve IL-18 hasarli hiicrelerden salinmaktadirlar (30). Bu sitokinler
hasarli dokuda 16kosit sizmasina katkida bulunmakla birlikte, dendiritik hiicreler ve
T-hiicreleri arasinda antijen sunumunu aktive ederler (31). T-hiicreleri interferon-
gama ve SOR vasitasiyla immuniteyi baslatarak doku hasarina onciiliik ederler. T-
hiicreleri, mikroglialar tarafindan salinan IL-23 ile aktive olurlar ve makrofajlar
tarafindan iiretilen IL-17 ile birlikte akut iskemik hasar daha kétii bir hal almaktadir
(32). Yapilan arastirmalar, mikroglialarin ¢esitli aktif formlart oldugunu
gostermektedir (33). Proenflamator tip olan M1, tiimér nekroz faktorii (TNF)-a, IL-
1B, IL-18 ve IL-6 salimmlarimi gergeklestirebilmektedir. Diger yandan hiicre
iyilesmesiyle ilgili olan M2, hiicre sag kalim ve tamir mekanizmalarinda etkili
olmakla birlikte, tranforming growth factor (TGF)- 3, nerve growth factor ve IL-4
iretimini saglamaktadir (34). M1 tipinin iskemik hasarin merkez bolgesinde ilk 24

saatte bulundugu ve iskemik hasardan sonra ilk iki hafta sayilarim arttirdiklar (35),



M2 tip mikroglialarin ise ilk 24 saatin sonunda hasarli alanda bulunduklar1 ve
sayilart azalmadan Once ilk hafta boyunca giris yaptiklart gozlemlenmistir (36).
Hasardan sonra ilk hafta boyunca M2 tipi iskemik hasarin merkez bolgesinde
predominant olarak bulunurken, M1 tipi iskemik hasarin ¢evresinde predominant
olarak bulunmustur (37). Bu gozlemler, iskemik hasarin gevresinin proenflamatuvar

ve aktive olmus mikroglialar tarafindan domine edildigini gostermektedir (38).
4.1.4. Hiicre o6liim cesitleri; apoptoz, nekroz ve otofaji

Eksitotoksisite ve oksidatif stres sonucu hiicrelerin asirt uyarilmasi, membran
. . . . . . +2 . oy .
potansiyellerinin bozulmasi, hiicre ici Ca™ iyon konsantrasyonun artmasi gibi
durumlar, hiicreleri nekroza ya da daha kontrollii bir savunma mekanizmalar1 olan

apoptoz ve otofajiye gotiirmektedir.
4.1.4.1. Apoptoz

Apoptoz , hiicre i¢i sinyal yolaklarla aktive olan kaskatlar sonucu meydana
gelen programli hiicre 6limii seklidir. Bu 6liim mekanizmasi, pro-apoptotik ve anti-
apoptotik genlerin arasindaki sinyalizasyonlarla diizenlenmektedir (39). Hipoksi ve
ATP agligi, ndronlar1 apoptotik regiilatdr proteinleri aktive etmeleri i¢in uyardig
gibi, mitokondriyal disfonksiyonu, kaspaz enzimlerinin aktivasyonu, asidozis,
kalsiyum dengesizligi ve diger hiicresel enerji metabolizma bozukluklar1 gibi
stirecler i¢in de uyarir (40, 41). Bu apoptotik olaylar ¢cogunlukla gecikmis ve ikincil

beyin hasarlarindan sorumludurlar.
4.1.4.2. Nekroz

Iskemi sonucu meydana gelen arteriyal tikanma, hipoperfiizyona neden
olmaktadir. Buna bagli olarak beynin canlilifi icin gerekli olan glikoz ve oksijen
tasinmas1 da biiyilk oranda azalmaktadir. Bunun sonucunda ATP iiretimi
yavaslamakta ya da durmaktadir (42, 43). Arteriyal tikanmadan birkag¢ dakika sonra,
hiicreye anormal Na" girisi ve hiicre disina K* ¢ikisimnin olmasiyla noron ve glialarin
membranlarinda anoksik depolarizasyon meydana gelmektedir (44). Hiicre igine
giren Na* sebebiyle suyun osmotik transportla hiicre igine girmesi, sitotoksik édem,

hiicre membraninin par¢alanmasina ve nekroza neden olmaktadir.



4.1.4.3. Otofaji

Otofaji, sitozolik icerigin ve organellerin degredasyon ic¢in lizozomlara
transfer edildigi ¢ok yonli katabolik bir siiregtir (45). Bu siiregte hasarli ya da
birikme egilimindeki proteinler, organeller otofagozom formasyonu halinde
lizozomla birlesir ve sindirilirler (46). Ayn1 zamanda otofaji sonucu sindirilen protein
ya da organellerden elde edilen materyaller yeni sentez siire¢lerinde tekrar
kullanilarak, enerji eksikliginde ya da besin yetersizliginde hiicrenin canliligina
destek olmaktadirlar (47). Otofaji siirekli olarak fonksiyonunu yitirmis protein ve
organelleri geri doniistiirerek hiicresel biiyiime, farklilasma ve hiicre i¢i denge gibi
fizyolojik siireclerde kritik bir rol oynamaktadir. Otofajide, baslama/indiikleme,
otofagozom formasyonu ve matiirasyon/geri doniisiim siiregleri bulunmaktadir (48).
Kisaca oOzetlemek gerekirse; i) Ayirma: fagofor formasyonu ve sitoplazmik
bilesenleri otofagozom i¢inde hapsetme; ii) Matiirasyon: otofagozomun lizozom ile
birlesmesi; ii1) Degredasyon: lizozomal hidrolazlarla otofagozomun degredasyonu;
iv) Geri doniisiim: degrede olmus sitoplazmik materyalin tekrar kullanimi. Oksidatif
stres, endoplazmik retikulum stresi ve aglik gibi stres durumlarinda hasarli bilesen

degrede edilmektedir.

Iskemik stres sonucu otofaji indiiklenebilir ancak iskemik stresteki rolii halen
tartisma konusudur (49). Transmisyon elektron mikroskobu ¢alismalarinda,
otofagozomlar ve otolizozomlarin iskemik alanda bulunduklari gosterilmistir (50,
51). Yapilan aragtirmalar sonucu otofajinin iskemik hasardan sonra beyin {izerinde
hem yararli hem de zararli etkileri olabilecegini gdstermektedir (52). iskemik siiregte
iretilen serbest radikaller sonucu noronal hiicre oliimleri, KBB gecirgenliginin
bozulmasi ve noronal hasar meydana gelmektedir (53). Elde edilen bilgiler
dogrultusunda, iskemik beyin felci sonucu olusan SOR’larin otofajiye, protein, lipid
ve DNA gibi biyomolekiillerin posttranslasyonel modifikasyonunu saglayarak araci

oldugunu gostermektedir (54, 55).



4.2. Beyin Felcinde Muhtemel Klinik Tedaviler ve Tedavide Karsilagilan
Zorluklar

Iskemik beyin felcinde, akut tedavi olarak rekombinant doku plazminojen
aktivatorii (t-PA) ve aspirin kullanilmaktadir (3, 56). Intravendz olarak uygulanan t-
PA, etkisini plazminojenin plazmine doniisiimiinii indiikleyerek gostermektedir (57)
ve bunun sonucunda piht1 ¢ziilmekte ve damarin besledigi bolge kanlanmaya devam
etmektedir. Boylece t-PA ile saglanan reperflizyon, néronal hasar1 azaltmaktadir.
Literatiire bakildiginda t-PA’nin ilk 3 ve 4.5 saat araliginda anlamli bir etki
gosterdigi belirtilmistir (3). Semptomlar bagladiktan 4.5 saat sonra uygulanan t-PA
sonucu istatiksel olarak anlamli bir veri elde edilememistir (58). Ayni zamanda 3 saat
gectikten sonra uygulanan t-PA uygulamasi sonucu artmis beyin hasari ile birlikte
hemoraj riski de artmaktadir (59). Yapilan bir diger ¢alisma ise farelerde yapilan
beyin felci modelinde t-PA uygulamasinin doza bagl olarak beyindeki hasar alanin
arttirdi@ belirtilmistir (60). Tiim bunlarin yaninda t-PA iskemik beyin felci i¢in etkili
bir akut tedavi olarak goriilsede iskemi semptomlarinin baslama zamaninin tam
olarak bilinememesi, ilaca erisimin kisitli olmasi, acil servis hizmetlerinin kalitesi,
doza bagli meydana gelebilecek yan etkileri nedeniyle iskemik beyin felci i¢in kesin

bir tedavi olamamaktadir.

Deneysel iskemi modellerinden elde edilen bilgiler dogrultusunda
hipoterminin iskemi sonrast koruyucu rolii oldugu belirtilmistir. Iskemi sonrasi
hipotermi tedavisinin; p53 protein miktarin1 ve apoptozu indiikleyen proteinlerin
miktarin1  distirdiigii  gosterilmistir (61-63). Hipotermi tedavisi iskemi sonrasi
apoptozu indiikleyen proteinlerin miktarin1 diisiiriirken apoptozu engelleyen
proteinlerin miktarini ise arttirdigi ve bu sayede apoptotik hiicre dliimiinii diistirdiigi
gosterilmistir (64, 65). Benzer deneysel ¢alismalarda, hipoterminin iyon dengesinin
saglanmasinda Na'-K* ATPaz pompasini diizenlendigi, Na*, K" ve Ca'? kanallari
iizerine etki ederek hiicre icerisine asir1 miktarda Ca*® girmesini engelleyerek

apoptotik mekanizmalar1 inhibe ettigi gosterilmistir (66, 67).

Trombolitik tedaviler her ne kadar serebral iskemi tedavisinde etkili bir
uygulama olsa da, tedavilerdeki asil amag¢ noronlarin, ndrodejenerasyondan

korunmasi lizerinedir. Ciinkii iskemiyle basglayan hiicre 6liimleri, iskemi bittiginde de



hasar merkezi etrafindaki penumbrada devam etmektedir. Noroproteksiyonda,
yapilan birgok arastirma basarisiz olsada (68), hayvan modelleri iizerinde yapilan
arastirmalar umut verici niteliktedir (69). Ancak bu ¢alismalarda siklikla karsilasilan
zorluklardan biri de, laboratuvardaki deneysel yaklasimlarin, klinikte insanlar
lizerine uygulanabilirligidir (70). Ornegin, eritropoetin (EPO), bébrekten iiretilir ve
eritrosit iretimini indiikler. Yapilan pilot bir calismada, beyin felci basladiktan 5 saat
sonra hastalar iizerinde uygulanan EPO nun etkili sonu¢ verdigi belirtilmistir (71).
Diger yandan yapilan bir bagka calismada ise EPO uygulamasinin olumlu bir etkisi

olmadig1 yoniindedir (72).

Bir diger calismada da beyin felci modeli uygulanmis hayvan modellerinde,
magnezyum siilfat’in koruyucu etkisini géstermektedir (73). 2013 verilerine gore, bir
takim aragtirmalar magnezyumun ikna edici bir yararinin olmadigint séylerken (74,
75), yapilan bazi c¢alismalarda, magnezyumun koruyucu etkisi oldugunu

belirtmektedir (76, 77).
4.3. Diyet Kisitlamasi

Kalori restriksiyonu ya da diger adiyla diyet kisitlamasinin bir¢ok kronik
hastaligin baslamasin1 geciktirdigini, mevcut olan hastaliklarinda semptomlarini
diistirdigli gozlemlenmistir. Bu diyet kisitlamasi, giinlilk alinmasi1 gereken kalori
miktariin distirilmesi seklinde olabildigi gibi, belli temel besin maddelerinin
kisitlanmas1 (protein, yag, karbonhidrat) seklinde de olabilmektedir. Diyet
kisitlamasiyla ilgili 1935°li (78) yillarda siganlarla baglayan ¢aligmalar gliniimiizde
de halen devam etmektedir.

Altt aylik Fischer-344 (F344) si¢anlarinda uygulanan %40’lik diyet
kisitlamasi sonucu, si¢anlarin omriiniin anlamli sekilde uzadigir gorilmistiir (79).
Baska bir calismada da, 12 aylik olan C57BL/6 ve B10C310 gibi iki farkli fare
soyuna uygulanan %40’lik kalori kisitlamasinda Omiir uzunlugunun anlamli bir
sekilde arttig1 belirtilmistir (80). Kanser iizerine 1999 yilinda yapilan bir arastirmada
kalori kisitlamasiyla beslenen 12 aylik C57BL/6 farelerde, kontrol grubuyla
kiyaslandiginda kanser gelisimini anlamli bir sekilde disiirdiigii goriilmistiir. (81).

Ek olarak p-53 hasarli, spontan ya da uyarilabilir tiimér gelisimine duyarli, 10 aylik
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farelerde yapilan %40’lik kalori kisitlamasi ve her hafta bir giin aclik uygulamasi

sonucu, timor gelisimini anlamli sekilde azalttigi belirtilmistir (82).

Kalori kisitlanmasinin ileriki yaslarda olan etkisine bakildiginda ise, 24 aylik
farelere uygulanan 10 giinliikk %4011k kalori kisitlamasi sonucu yaslanmis bobrekte,
serbest oksijen radikalleri, lipid peroksidaz COX-2 aktivitesi, nuclear factor kappa B
(NF-¢B) ve INOS iiretiminde diisiis goriilmiistiir (83). Bir diger aragtirmada ise, 26
aylilk C57BL/6 disi farede yasa bagli gelisen kardiyak hipertrofi ve diyastolik
fonksiyon bozuklugu , 10 hafta uygulanan %30°luk kalori kisitlamasi sonucu olumlu

yonde etkilendigi yoniindedir (84).

Diyet kisitlamasimin davranis iizerine etkilerine bakildiginda, 2007 yilinda
yapilan bir arastirmada, 18 aylik siganlara, 6 ay boyunca uygulanan %40°lik kalori
kisitlamasi sonucu, spontan motor aktivite (agik alan) ve 6grenme ve uzaysal hafiza
(Morris’in su tanki) testlerinde olumlu yonde etki gozlemlenmistir (85). Giin asirt
beslenmenin fonksiyonel davranislar iizerine etkilerinin incelendigi baz1 ¢alismalarda
ornegin, 21 aylik erkek Wistar sigcanlarina uygulanan 3 aylik giin asir1 beslenme
motor koordinasyon (rotarod) ve kognisyon testlerinde anlamli iyilesmeler
gozlenmistir (86). Bir baska calismada da 7 haftalikken giin asir1 beslenme
uygulamasina baglanan CD-1 farelerin, normal yemle beslenen kontrol gruplarina
oranla, 11 aylikken yapilan maze-learning ve fear conditioning testlerinde daha iyi
performans sergiledikleri ve beyinlerinde daha az miktarda oksidatif stres

belirteglerine sahip olduklari rapor edilmistir (87).

Kalori kisitlamasinin ileri yaslardan sonra baslamasi sonucunda iyilestirici
etkisi bilinsede, literatiirdeki bir arastirmaya gore siitten kesildikten sonra %4011k
kalori kisitlamas1 uygulanan 19 aylik farelerde 6grenme ve hafiza performanslarinda
gelisim gozlenmistir (88). Hafiza {izerine bir diger arastirmada 18 aylikken %40’lik
kalori kisitlamas1 uygulanan sicanlarda 24. aya gelindiginde, 6grenme ve hafiza
alanlarinda Morris’in su tanki testinde gelisme goézlemlenmistir (85). Son olarak 24
aylik Wistar sicanlara, 3 aylik aralikli beslenme uygulanmasi sonucu Morris’in su
tanki testinde ogrenme ve hafiza alanlarinda gelisim goriilmistiir (86). Bunlarin
yaninda, kisa donemli kalori kisitlamasi sonucu Morris’in su tanki testinde herhangi

bir anlaml1 degisim izlenmedigini gosteren calismalar da mevcuttur. Ornegin, 6 hafta
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boyunca aralikli beslenme uygulanan gen¢ Wistar siganlarina yapilan bir hafiza
testinde anlamli bir degisim gozlemlenmedigi belirtilmistir (89, 90). Bir diger
calismada ise, siitten kesildikten sonra %25’lik kalori kisitlamas1 uygulanan Sprague
Dawley siganlarinda 5-10 ve 18 aylikken uygulanan Morris’in su tanki testinde

anlamli bir etki gozlemlenmemistir (91).

Kalori kisitlamasinin yara iyilesmesi {lizerine olan arastirmalarda literatiirde
mevcuttur. Onceki donem calismalara bakildiginda fare (92) ve siganlarda (93) kalori
kisitlamasi sonucu yara iyilesme hizinin yavagladigi gosterilmistir. Hiicre kiltiirii
calismalarina bakildiginda da benzer bir durum s6z konusudur. Devamli ya da giin
asirt beslenme yoluyla birkag hafta %33’liik kalori kisitlamasi uygulanan farelerden
aliman hiicrelerde azalmis proliferasyon goriildiigii belirtilmistir (94). Yara
iyilesmesinde 6nemli bir rol oynamasindan dolayr kollajen iiretimine odaklanan
calismalarda, birka¢ giinliik kalori kisitlamasi sonucu kollajen {iretiminin azaldigi
gecmis ¢alismalarda gosterilmistir (95).Protein kisitlamasinin  yara iyilesmesini
tizerine etkili oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan bir ¢alismada, 12 haftalik erkek ve
disi sicanlara 12 hafta boyunca %23 ten %100’e kadar uygulanan protein kisitlamasi
sonucu yara iyilesmesi kisitlanan doza bagli olarak etkilenmistir (96). Ayni zamanda
kalori kisitlamasmin yara iyilesmesi lizerine ters bir etkisi olmadigin1 gosteren
calismalar da bulunmaktadir. Ornegin, abdominal kesik modeli uygulanacak
siganlara operasyondan 7 glin oOnce %62’lik kalori kisitlamasiyla muamele
edildiginde, yara bolgesindeki kas protein sentezinde, ayn1 zamanda operasyondan 2
ve 7 glin sonra ayn1 bolgedeki ¢ekme giicli ve kollajen igeriginde anlamli bir etki
goriilmedigi belirtilmistir (97). Bir bagka arastirmada her 2 haftada 4 giinlik acliga
maruz kalan geng farelerde, kalori kisitlamasinin yara iyilesmesine olan zararli bir

etkisi gozlemlenmemistir (98).

Giin asir1 beslenmenin viicut fonksiyonlar1 iizerine etkilerinin arastirildigi
2003 yilinda yapilan bir arastirmada, geng¢ siganlara uygulanan 6 aylik giin asir
beslenme sonucu, hayvanlarin kan basincinda ve kalp vurumunda diisme izlenmistir
(99). Bir baska arastirmada da, siganlara uygulanan 1 aylik giin asir1 diyet sonucu
kardiyak fonksiyonlarinda daha iyi bir otonomik-kontrol gelistigi gozlemlenmistir

(100).
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Diyet kisitlamasinda yiiksek yagli diyet ile beslenmeye bakildiginda, 90’1l
yillardan itibaren giinliik diyetteki yag aliminin artmasiyla (101), 21.yy baslarindaki
obezite orani, 80’1i yillarla kiyaslandiginda neredeyse iki katina ¢ikmistir. Bunun da
insan sagligini tehdit eden bir durum olusturdugu bilinmektedir. Yapilan hayvan
caligmalarinda obezite sonucu meydana gelen rahatsizliklarin insanlardakiyle benzer
oldugu gozlemlenmistir. Yiiksek yagli diyetle beslenen farelerde metabolik sendrom
(102-105), 6grenme ve hafiza bozukluklarinin (106) yani sira depresif (107-110) ve
anksiyetif davraniglar (111-114) gelistirdikleri, literatiirde yapilan c¢alismalarda

goriilmektedir.

Dahasi yiiksek yagli diyet kemirgenlerde, farkli beyin bolgelerinde; mikroglia
ve astrositlerin aktivasyonunu uyarabilmekte (115, 116), sitokin ekspresyonunu
arttirabilmekte (117, 118) ve serebral damarsal fonksiyonlarin bozulmasina neden
olmaktadir (119, 120).

Yiiksek protein igerikli diyetle beslenme sonucu karacigerde (121-124) ve
adipoz dokuda (121-123, 125) lipid depolanmasi azalmaktadir.

4.4.Diyet Kisitlamasi ve Iskemi

Beyin felcinde, meydana gelen enerji aghg ile birlikte mitokondri
fonksiyonlarmin bozulmas: ve SOR’larin iiretilmesiyle birlikte noronal 6liimlerin

gerceklestigi daha 6nceden belirtilmisti (20, 21).

Kalori kisitlamasi ve giin asir1 beslenme, oksidatif hasari; mitokondriyal
SOR’lar1 azaltarak, antioksidan seviyesini arttirarak ve oksidasyon sonrasi hasar
gormiis molekiillerin onarimini saglayacak mekanizmalarin aktivasyonunu arttirarak
onlemektedir (126). Literatiirdeki aragtirmalardan bazilari, kalori kisitlamasi yapilmis
kemirgenlerdeki dokularda, diisiik seviyede mitokondriyal SOR bulundugunu
gostermistir (127, 128). Ek olarak, gesitli stres uyarimlari sonucu aktive olan bir
molekiil olan heme oxygenase-1 (HO-1) , giin asir1 beslenme durumunda da aktive
olmaktadir (129) ve fokal iskemi ge¢irmis fare beyninde koruyucu etkisi olacak olan
antioksidan, anti-enflamatuvar ve anti-apoptotik etkileri bulunmaktadir (129).
Kemirgenlerde yapilan beyin felci caligmalarinda 3 aylik ya da daha uzun siireli diyet

kisitlamasinin hem beyin felcinde (130) hem de -eksitotoksisitede (131-133)
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koruyucu etkisi oldugu belirtilmistir. Ayrica, uzun dénemli diyet kisitlamas1 sonucu,
norotrofik ve biiyiime faktorlerinin etkinliklerinin arttigi gdzlemlenmistir. Ornegin,
brain-derived neurotrophic factor (BDNF), uzun donemli diyet kisitlamasi sonucu
indiiklenmektedir (134, 135). Yapilan ¢alismalarda BDNF’nin iskemi sonrasi
noronal hasar1 azalttigi gosterilmistir (136, 137). Uzun siireli diyet kisitlamasinin
ayn1 zamanda kalp gibi diger organlarda meydana gelen iskemik hasarlar karsisinda
yararli etkisi bulunmakla birlikte, bu etkisini; immunosupresyon, reaktif oksijen ve
nitrojen tiirlerinin giderilmesini saglayan mekanizmalarin etkinliini ve 1s1 sok
protein seviyesini arttirarak bagarmaktadir (138, 139). Karaciger ve bobrek iizerinde
yapilan, 2 haftalik %30 diyet kisitlamasi ve 3 giinliik aclik (sadece su ile beslenme)
calismalari sonucu iskemi-reperfiizyon hasarlarinda koruyucu etki goriildigi
belirtilmistir (140). Ayn1 zamanda protein kisitlamasi ya da triptofan gibi tek bir
aminoasit kisitlamasmin 6 giin gibi kisa bir siirede yararli sonuglar gosterdigi
sOylenmektedir (141). Yapilan hipoksi ve global beyin iskemisi modellerinde sadece

su ile besleme yapilan aglik diyetinin koruyucu oldugu séylenmektedir (142-146).

Goriildugi lizere diyet kisitlamasinin, insan metabolizmasinda, i¢ dengede ve
stirdiiriilebilir hayat igerisinde 6nemli etkileri bulunmaktadir. Bu baglamda diyet
kisitlamasinin diinya saglik orgiitliniin verilerine gore 2015 yilinda yaklasik 6 milyon

kisinin 6liimiine yol acan beyin felcinin siiregleri {izerine etkisi oldugu diisiintilebilir.
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5. MATERYAL VE METOT

5.1. Deney Dizayni

Biitiin deney prosediirleri Istanbul Medipol Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu yonetmeliklerine uygun olarak diizenlenmistir. Deneylerde
kullanilan hayvanlar giinliik sirkadiyen ritme uygun olacak sekilde 12 saat aydinlik/

karanlik kosullarinda muhafaza edildi.

Deney hayvani olarak 8-12 haftalik, yaklasik 26-32 gr agirligindaki BALB/c
fareler kullanilip, ilgili gruplara rastgele dagitildi. Kontrol (standart yem), yiiksek
protein (%70 protein, %10 karbonhidrat, %10 yag), yliksek yag (%70 yag, %10
protein, %10 karbonhidrat), yiiksek karbonhidrat (%70 karbonhidrat, %10 protein,
%10 yag) ve aglik (sadece su) seklinde diizenlenen gruplara 90 dakika veya 30
dakika orta serebral arter tikanmasi (OSAT) modeli uygulandi. Hayvanlarin 6zel
diyetle beslenme periyotlar1 operasyondan ii¢ nce olacak sekilde baslatildi. Ug giin
boyunca deney gruplarina gore hazirlanmis diyetlerle beslenen farelere, igiincii
giiniin sonunda 90 dakika ve 30 dakika OSAT modeli uygulandi. 30 dakika OSAT
72 saat reperfiizyon modeli uygulanan aclik grubu hayvanlari, operasyondan sonra
48 saat reperfiizyon periyodunda oldiiklerinden dolayr bu grup, bir giin aglik
yapildiktan sonra operasyona alinmistir. Hayvanlar iskemi modelinin protokoliine
gore 90 dakika i¢in 24 saat sonra, 30 dakika i¢in 72 saatin sonunda izofloran ile
anesteziye alinarak dekapite edildi. Hemen ardindan beyinler ¢ikarilarak kuru buzda
donduruldu. 90 dakika OSAT’da ek olarak dekapitasyon oOncesi hayvanlarin
norolojik hasar skorlar1 6l¢giildii. Kuru buzda dondurulan beyinler, kryostat (soguk
alan mikrotomu, CM1950, Leica, Almanya) ile 18 pm kalinliginda kesilerek, daha
onceden 1s1tict tabla {lizerinde bekletilen pozitif yiiklii lamlara alindi. Lamlara alinan

kesitler daha sonra histokimya ve immunofloresan boyamalar i¢in kullanildi.
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Sekil 5.1.1. Deney dizayni. OSAT: Orta Serebral Arter Tikanmasi.
5.2. Beslenme

Yetiskin 8-12 haftalik BALB/c fareler 6zel beslenme tiplerine gore, her
kafeste 2 hayvan olacak sekilde ayrildi. Gruplar arasinda gilinliik meydana
gelebilecek degisimleri 6nlemek adina bir gilinliik operasyon periyodu i¢in her
gruptan 2 hayvan kullanildi. Operasyondan ii¢ giin once baslatilan beslenme
stirecinde, her bir operasyon giinii i¢in hayvanlar, bir sonraki giin beslemeye
alinarak, her hayvanin esit giin beslenmesi saglandi. Diyet malzemeleri
laboratuvarda, normal yasantida kullanilan malzemelerden hazirlandi. Hazirlanan

diyetlerde se¢ilen besin maddesi yogunlugu, yaklasik %70 olacak sekilde ayarlandi.
Gruplara gore yemlerin igerigi asagidaki sekildedir:

- Kontrol (40 gr standart yem (Altromin 1324 maintenance diet,mice), 20 ml
su),

- Protein (40 gr kazein (Casein, Optimum Nutrition), 3.72 ml aygicek yagi, 65
ml su),

- Yag (5.24 gr kazein, 30 gr kat1 yag, 6.4 ml aycicek yagi, 3.5 gr sukroz),

- Karbonhidrat (5.24 gr kazein, 4.32 ml aycicek yagi, 30 gr sukroz, 7 ml su).
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5.3. Beyin Felci Metodu

Yetigkin 8-12 haftalik BALB/c fareler, %2 izofloran ile anesteziye alindi
(%30 O, geri kalan N2O). Deney siiresince hayvanlarin viicut sicakliklari dlgiliip,
geri-bildirim yoluyla ¢alisan 1sitic1 (507221F, Harvard Apparatus, ABD) yardimiyla
36.5-37.0 °C’ta tutuldu. Orta serebral arter tikanmasi siiresince, serebral kan akimi ve
sonrasindaki reperfiizyon, direk kafatasinda orta serebral arter bolgesine (Bregma:
posterior 2 mm, lateral 6 mm) yapistirilmig, esneyebilen 0.5 mm fiber-optik
kablo(PROBE 418-1, Perimed, Isve¢) kullanilarak laser doppler flowmetri (LDF)
(PeriFlux Sistem 5000, Perimed, Isveg) sistemi ile goriintiilendi. Fokal iskemi
intraluminal filament teknigi kullanilarak yapildi (147). Kisaca, boyun bolgesi orta
hattan bir kesit atilarak acildi ve tiikiiriik bezleri iki tarafa ayrildi. Kommon karotid
arter ve eksternal karotid arter izole edildi ve sonrasinda baglandi. Bir mikrovascular
klips (FD562R, Aesculap, Almanya) yardimiyla internal karotid arter gegici olarak
kapatildi. Ardindan, kommon karotide bir kesit atildi, 185-190 um kalinliginda
silikonla kapli naylon monofilament 7-0 (P0812, Dogsan, Tiirkiye) damar icine
sokuldu ve internal karotid arterde bulunan mikrovaskular klipse kadar itildi.

Ardindan mikrovaskular klips kaldirilarak bifurkasyondan itibaren direng
hissedilinceye kadar yaklastk 9 mm OSA bdlgesine kadar itildi. Iskeminin basariyla
indiiklendigi anlik yapilan kayittaki beyin kan akimindaki diistisle teyit edildi (Sekil
5.3.1).
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4 OSA

Trakea ——

KKA —

Sekil 5.3.1. Orta serebral arter tikanmasi metodu. CCA: Kommon Karotid Arter, ECA:
Eksternal Karotid Arter, ICA: Internal Karotid Arter.

90 dakika (24 saat reperfiizyon) ya da 30 dakika (72 saat reperfiizyon) iskemi sonrasi
monofilament geri ¢ekilerek iskemi sonlandirildi. Reperfiizyonu gorebilmek adina,
90 dakika iskemi i¢in 30, 30 dakika iskemi iginse 20 dakika daha LDF kaydi
alinmaya devam edildi. Bu siirelerin sonunda hayvanlarin boynu 5-0 ipek iple

(S2185, Dogsan, Tiirkiye) dikildi ve hayvanlar kendi kafeslerine alind1.

5.4. Norolojik Hasar Skorlamasi

Norolojik skorlama 90 dakika OSAT ve 24 saat reperfiizyon sonrasi
hayvanlarin noérolojik durumlar asagida belirtilen puanlama sistemine gore

degerlendirildi.

0 = Normal fonksiyon

1 = Hayvan kuyruktan tutulup kaldirildiginda govde ve kontralateral 6n ayagin
fleksiyonu

2 = Hareket halindeyken kontralateral tarafa dogru dénme, dinlenme halinde normal
postur

3 = Dinlenme halinde kontralateral tarafa dogru yaslanma

4 = Dogal motor aktivite eksikligi (147)
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5.5. iImmiinohistokimya ve Immiinofloresan Boyamalari
5.5.1. Cresyl violet boyamasi, hasar alan1 ve beyin 6demi hesaplanmasi

Hasar alani1 ve beyin 6demi hesaplamalari igin cresyl violet boyamasi yapildi.
90 dakika OSAT-24 saat reperfiizyon ve 30 dakika OSAT-72 saat reperfiizyon
sonrast izofloran ile bayiltilip dekapite edilen hayvanlarin beyinleri ¢ikarilip Kuru
buzda donduruldu. Ardindan kryostat yardimiyla 18 um kalinliginda koronal kesitler
alindi. Bu kesitler 90 dakika OSAT i¢in, birbirlerine es 2 mm uzaklikta olan
(bregma +2.0, 0.0 - 2.0 ve -4.0) dort beyin bolgesinden alinirken, 30 dakika OSAT
icin bregma 0.0 mm seviyesinden alindi. Beyinlerin kryostat ile kesiminin ardindan,
kesitler 1sitic1 tabla (HP-LP1, WiseTherm, Almanya ) iizerinde 40 °C de 1sitilmis
olan pozitif yiikli lamlara (Isoterm, Almanya) alindi. Alinan kesitler yaklasik 30
dakika daha sicak tabla iizerinde bekletilerek 1s1 ile kesitlerin lam {izerine tesbiti

saglandi.

Cresyl violet boyamasinda standart histolojik boyama prosediirii kullanildi.
Kisaca; kesitler %4 paraformaldehit (PFA, 158127, Sigma Aldrich, ABD) ile fikse
edilip sonrasinda 0.1 M fosfat tamponlu salin (PBS) ile yikandi. Yikamanin ardindan
cresyl violet ile boyanan Kkesitler, yiikselen alkol serisinden gegirilerek en son
ksilende (534056, Sigma Aldrich, ABD) bekletilip son olarak entellan
(1.079.610.500, Merck Millipore, ABD) ile kapatildi.

90 dakika OSAT 24 saat reperflizyon sonrasi cresyl violet ile boyanan kesitler
tarayici ile tarandiktan sonra resim analiz sistemi (Image J; National Institute of

Health, Bethesda, MD, USA) kullanilarak hasar alan1 ve 6dem analizleri yapildi.

5.5.2. DNA fragmantasyon analizi

DNA kiriklarinin = belirlenmesi ve Olglimii igin terminal transferase
biotinylated-dUTP Nick End Labeling (TUNEL, 11684795910, Roche, ABD) Kiti
kullanildi. 30 dakika OSAT 72 saat reperflizyon yapilan hayvanlardan alinan beyin
kesitleri %4 PFA ile fikse edilip, 0.1 M PBS ile yikandi, antijen geri kazanimi sitrat
ile saglandi, bloklama normal ke¢i serum (NGS, G9023, Sigma Aldrich, ABD) ile

yapildiktan sonra TUNEL karisimiyla reaksiyona sokuldu ve son olarak hiicre
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¢ekirdeklerini goriintiileyebilmek i¢in 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, D9542,
Sigma Aldrich, ABD) ile boyandi. Boyanan kesitlerdeki TUNEL pozitif hiicreler,
striatum bolgesinden rastgele secilen 62.500 umz alanindaki 9 bolgede sayildi.

5.5.3. Noronal sagkalim analizi

30 dakika OSAT 72 saat reperfiizyon yapilan hayvanlardan alinan beyin
kesitleri 15 dakika %4 PFA ile fikse edilip, 0.1 M PBS ile yikandi, bloklama NGS ile
yapildiktan sonra oda sicakligin 1 saat NeuN primer antikoruyla (MAB377c3,
Millipore, ABD) inkiibe edildi. Kesitler daha sonra 0.1 M PBS ile yikandi, ve son
olarak hiicre cekirdeklerini goriintiileyebilmek i¢in DAPI ile boyandi. Boyanan
kesitlerdeki NeuN pozitif hiicreler, striatum bolgesinden rastgele segilen 62.500 um?

alanindaki 9 bolgede sayildi.

5.6. istatistik

Gruplar arasindaki istatistiksel farkliliklarin belirlenmesi amaciyla SPSS
programi kullanilarak istatistiksel test yapilmistir. Gruplar arasindaki farklar one-way
ANOVA kullanilarak, LSD testiyle analiz edilmistir. Degerler ortalama + standart
sapma olarak verilmig, *p<0.05 ve **p<0.01 istatistiksel anlamli olarak kabul

edilmistir .
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6. BULGULAR

6.1. Lazer Doppler Flowmetri

Deneysel iskemi modelinin olusturulmasi, hasar siiresinin kontrolii ve
reperfiizyondaki kanlanmanin degerlendirilebilmesi i¢in hayvanlarin serebral kan
akimlari LDF cihazi kullanilarak oOlgiilmiistiir. Beyin kan akimi, iskeminin
indiiklenmesinden yaklasik 10 dakika once baslayip, 30 dakika iskemi boyunca ve
bunu takiben 20 dakika reperfiizyon siiresi boyunca OSA bolgesinden (Bregma:

posterior 2 mm, lateral 6 mm) 6l¢iildii.

Lazer Doppler kan akimi 30’ OSAt
200
150 ——Kontrol
= —{+ Yiiksek protein
*E —— Yitksek vag
< 100 —O—Yiiksek karbonhidrat
e
50
0
0 30 50 (dk)

Sekil 6.1.1. 30 dakika iskemi seti igin orta serebral arter bolgesinden alinan Laser Doppler
kan akimi (LDF) kaydi.OSAT modelinde hasarin 30 dakika ile sinirlandirildigini ve beyin
kan akiminin %80 diistisiinii géstermek i¢in LDF kaydi alindi

30 dk iskemi modeli uygulanan deney setindeki kan akimlarina bakildiginda.
Iskeminin indiiklenmesinden sonra beyin kan akimi operasyon oncesi degerden
yaklasik olarak %80 oraninda diistiigii gosterildi. 30 dk OSA takiben filamentin geri
cekmesi ile gerceklestirilen reperflizyon esnasinda beyin kan akiminin kontrol,
yiiksek protein, yiiksek yag, yliksek karbonhidrat ve acglik gruplarinda arttig
gosterildi.
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90 dk iskemi modeli deney seti i¢in yapilan operasyonlar icin OSA bolgesinden
(Bregma: posterior 2 mm, lateral 6 mm) beyin kan akimi 6l¢timii yapildi. LDF kaydi
beyin felci baslangicindan 10 dk once baslayip, 90 dk iskemi sliresince ve

reperfiizyonun hemen baslangicindan itibaren 30dk siiresince alinmustir.

Lazer Doppler kan akimi 90’ OSAt
200

150 ——Kontrol

= —0— Yiiksek protein
E —— Yiiksek yag
E 100 —O— Yiiksek karbonhidrat
£ —<— Aclik
50

0 90 120 (dk)

Sekil 6.1.2. 90 dakika iskemi seti igin orta serebral arter bolgesinden alinan Laser Doppler
kan akimi (LDF) kaydi. OSAT modelinde hasarin 90 dakika ile sinirlandirildigini ve beyin
kan akiminin %80 diistislinii gdstermek i¢in LDF kaydi alindi

90 dk iskemi modeli uygulanan deney setindeki hayvanlarin beyin kan akimlart OSA
girisinin filament ile tikanmasi ile birlikte %80 oraninda diistiigii, 90 dk operasyon
stiresince beyin kan akimimin sabit kaldig1 ve filamentin geri ¢ekilmesi ile birlikte
gerceklestirilen reperfiizyon esnasinda kan akiminin tekrardan arttig1 kontrol, yliksek

protein, yiiksek yag, yliksek karbonhidrat ve aglik gruplarinda gzlemlendi.
6.2. Diyete Bagh Kilo Oranlarimin Takibi

Hayvanlara uygulanan diyetlere bagli olarak beyin felci operasyonu
oncesinde ve sonrasinda giinliikk olarak hayvanlarin kilo takibi yapildi. Gruplaria
gore hazirlanan diyetlerle beslenen farelere 90 dakika veya 30 dakika orta serebral
arter tikanmasi (OSAT) modeli uygulandi. Hayvanlarin 6zel diyetle (Kontrol
(standart yem), yiiksek protein (%70 protein, %10 karbonhidrat, %10 yag), yiiksek
yag (%70 yag, %10 protein, %10 karbonhidrat), yiliksek karbonhidrat (%70

karbonhidrat, %10 protein, %10 yag)) beslenme periyotlar1 operasyondan ii¢ giin
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once olacak sekilde baglatildi. 30 dk OSA tikanmasi takiben 3 giinliik reperfiizyon
sirasinda (Sekil 6.2.1) ve 90 dk OSA tikanmasi takiben 1 giinliik reperfiizyon (Sekil
6.2.2) siirelerinde deney hayvanlarinin kilo takibi yapildi.

30° OSATt setinin viicut agirhg
140 4
105
_ ——Kontrol
‘E — Yiiksek protein
g 70 —— Yiiksek yag
j —O— Yiiksek karbonhidrat
¢ —— Achik
351
0 T . r r r . \
Diyet 3 2 -1 1 2 3 (giin)
dncesi

Sekil 6.2.1. 30 dk OSA tikanmasi deney seti kilo takibi.

Diyet degisikligi sonrast kontrol grubunun agirlik degisimi operasyona girene
kadar diger gruplarla kiyaslandiginda daha stabil oldugu gozlemlendi. Acglik
grubundaki hayvanlarin agirliklarinin ilk giinden sonra diizenli olarak diistiigii

goriildii. Operasyon sonrasi tiim gruplardaki hayvanlarin agirliklarinda bir diisiis

gozlemlendi.
90’ OSAt setinin viicut agirhg

140 ;

1054
= —&—Kontrol
E —O0— Yiiksek protein
2 70/ —— Yiiksek yag
= —O— Yiiksek karbonhidrat

—— Achik
351
0 T T T r ]
Diyet -2 -1 0 1 (giin)

oncesi

Sekil 6.2.2. 90 dk OSA tikanmasi deney seti kilo takibi.
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Diyet degisikligi sonrast aym1 30 dk setinde oldugu gibi, kontrol grubunun
agirlik degisimi operasyona girene kadar diger gruplarla kiyaslandiginda daha stabil
oldugu gozlemlendi. Ac¢lik grubundaki hayvanlarin agirliklar1 ilk glinden sonra
diizenli olarak diismiistiir. Operasyon sonrasi tiim gruplardaki hayvanlarin

agirliklarinda bir diisiis gézlemlendi.
6.3. Norolojik Hasar Skorlamasi

Norolojik hasarin skorlanmasi i¢in 90 dakika iskemi setindeki hayvanlara 24
saat sonra sakrifiye edilmeden hemen 6nce bu test uyguland1 ve aldiklar1 skorlar
kaydedildi (Sekil 6.3.1).

Norolojik hasar skorlamasi

skor
(]
—

Kontrol Yiiksek Yiiksek Yiiksek Aclik
protein yag karbonhidrat

Sekil 6.3.1. Norolojik hasar skorlamas.

Sonuglarin degerlendirilmesi sonucu gruplar arasinda bir fark goriilmemistir.
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6.4. Hasar Hacmi

Hasar hacminin belirlenmesi i¢in 90 dakika iskemi setindeki hayvanlarin
birbirine 2.0 mm uzakliktaki 4 farkli bolgeden alinan beyin kesitleri cresyl violet ile
boyanmis, boyanan kesitler tarayici yardimiyla taranmis, daha sonra Image J

programi yardimiyla hasar alanlar1 hesaplanmistir (Sekil 6.4.1).

Hasar hacmi

100 ok §
754
| #
gl
I

E 50
=

25

0
Kontrol Yiiksek Yiiksek Yiiksek Achk
protein yag karbonhidrat

Sekil 6.4.1. 90 dakika iskemi sonrasi hasar hacminin cresyl violet boyamasi yapilarak

degerlendirilmesi.

Hasar hacimleri kontrol grubunda 51.9 £+ 6,06 mm®, yiiksek protein grubunda
61.10 + 13.28 mm®, yiiksek yag grubunda 71.74 + 12.80 mm?, yiiksek karbonhidrat
grubunda 56.58 + 19.21 mm® ve aghk grubunda 44.90 + 10.91 mm® olarak
hesaplandi. Sonuglar ortalama + standart sapma olarak gdsterilmistir. Istatistiksel
olarak P degeri tek-yollu ANOVA kullanilarak hesaplanmistir. (**p<0.01/ *p<0.05,
“#” kontrol grubuna gore anlamliligi, "p<0.05, “** yiiksek protein grubuna gore
anlamlilig1 ve ¥p<0.01/ §p<0.05, «$ yiikksek yag grubuna gore anlamliligi ifade

etmektedir.)
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6.5. Beyin Odemi

90 dakika iskemi setindeki hayvanlarin birbirine 2.0 mm uzakliktaki 4 farkl
bolgeden alinan beyin kesitleri cresyl violet ile boyanan kesitlerden 6dem alanlari,

ipsilateral hemisferin alanindan kontralateral hemisferin alaninin ¢ikarilmasiyla

hesaplanmistir (Sekil 6.5.1).

Beyin odemi

40, N
*
= 301
o
: I
=
=
E 20 |
g
]
< 10
0
Kontrol Yiiksek Yiiksek Yiiksek Achk

protein yag karbonhidrat

Sekil 6.5.1. 90 dakika iskemi sonrasi 6dem hacminin cresyl violet boyamasi yapilarak

degerlendirilmesi.

Odem sonuglart; kontrol grubunda 17.96 + 4.56, yiiksek protein grubunda
22.89 + 6.24, yiiksek yag grubunda 26.70 + 5.39, yiiksek karbonhidrat grubunda
21.90 £ 8.09 ve aglik grubunda 26.99 + 7.02 olarak hesaplandi. Sonuglar ortalama +
standart sapma olarak gosterilmistir. Istatistiksel olarak P degeri tek-yollu ANOVA

kullanilarak hesaplanmistir. (*p<0.05, “*” kontrol grubuna goére anlamlilig1 ifade

etmektedir.)
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6.6. Noronal Sagkalim

Profilaktik olarak farkli diyet tipleri uygulamasinin 30 dk iskemi sonrasi
noronal sagkalima etkisinin degerlendirilebilmesi i¢in bu hayvanlarin striatum
seviyesinden almman beyin kesitleri NeuN antikoru kullanilarak immiinofloresan
olarak boyanmistir. Boyama sonrasi kesitler konfokal mikroskopta (LSM760, Zeiss)
fotograflanmig, striatumda belirlenen alanlardaki hiicreler sayilarak gruplarin

ortalamasi alimustir (Sekil 6.6.1)

Noronal sagkalim

&&
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90 [ l *%
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protein yag karbonhidrat

Sekil 6.6.1. Noronal sagkalimin degerlendirilmesi.

Hayatta kalan noron sayilari: kontrol grubunda 82.60 + 17.34, yiiksek protein
grubunda 75.00 £ 14.22, yiiksek yag grubunda 64.40 + 14.91, yiiksek karbonhidrat
grubunda 66.86 + 15.80 ve aclik grubunda 84.3 £ 7.90 olarak hesaplandu. Istatistiksel
olarak P degeri tek-yollu ANOVA kullanilarak hesaplanmistir. (**p<0.01/ *p<0.05,
“*” kontrol grubuna gore anlamliligi, §§p<0.01, «d yikksek yag grubuna gore

anlamlilg ve %¥p<0.01, “®” yiiksek karbonhidrat grubuna gére anlamliligi ifade

etmektedir.)
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6.7. DNA Fragmantasyonu

Profilaktik olarak degisik diyetlerle beslenen ve a¢ birakilan hayvanlarda
iskemi sonrast meydana gelen hiicrenin apoptotik oldugunu ifade eden DNA
kiriklarinin degerlendirilebilmesi i¢in bu hayvanlarin beyin kesitleri TUNEL kiti
kullanilarak immiinofloresan olarak boyanmistir. Boyama sonrasi kesitler konfokal
mikroskopta (LSM760, Zeiss) fotograflanmig, striatumda belirlenen alanlardaki

hiicreler sayilarak gruplarin ortalamasi alinmistir (Sekil 6.7.1).

DNA fragmantasyonu

100+

z [
= 751
3 [
g
)
=
= 50
~
+
N’
2
E 254

0

Kontrol Yiiksek Yiiksek Yiiksek Achk
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Sekil 6.7.1. Apoptotik hiicre 6liimiiniin degerlendirilmesi.

Apoptotik hiicre sayilar: kontrol grubunda 63.76 + 9.86, yiiksek protein
grubunda 63.24 + 17.84, yiiksek yag grubunda 77.24 + 10.38, yiiksek karbonhidrat
grubunda 61.16 + 10.27 ve aglik grubunda 54.10 + 24.23 olarak hesaplandi. Sonuglar
ortalama =+ standart sapma olarak gosterilmistir. Istatistiksel olarak P degeri tek-yollu
ANOVA kullanilarak hesaplanmigtir. ¥p<0.01, yiikksek yag grubuna gore

anlamlilig: ifade etmektedir.
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7. TARTISMA

Gergeklestirilen bu tez calismasinda kisa donemli diyet kisitlamasinin
diinyada 6liim siralamalarinda ilk siralarda yer alan beyin felci nedeniyle meydana
gelen hasar alani, beyinde olusan 6dem miktari, ndronal sagkalim ve apoptoz sonucu
hiicre oliimiine olan etkilerinin aragtirilmasi amaglanmigtir. Bu ¢alismada, deney
hayvanlarinda beyin felci hasart modeli olarak kullanilan Orta Serebral Arter (OSA)
tikanmasi, insanda beyin felci vakalarinin yaklasik %87’sinden sorumlu olan iskemik

beyin felci hasarini en yakin 6l¢iide tekrarlayan model olmasi nedeniyle se¢ilmistir.

Yapilan tez c¢alismasi siiresince 8-12 haftalik erkek BALB/c fareler
kullanilmistir. Beslenmenin beyin felci sonrasi hasara etkilerini aragtirmak iizere,
kontrol grubu standart yem ile beslenirken, diger gruplara %70 oraninda yiiksek
protein, yag veya karbonhidrat iceren yemlerden verilmistir. A¢lik grubuna yem
verilmemis, sadece suya ulagimlari saglanmistir. Operasyondan Onceki li¢ giin
boyunca bulunduklar1 grubun gerektirdigi beslenme diizenine uygun sekilde beslenen
hayvanlar, {igiincli gliniin sonunda operasyona alimmustir (Sekil 5.1.1). Hayvanlarin
diyetle beslenmelerini ve viicut agirliklarini takip etmek amaciyla giinliik olarak

tartimlar1 alinmistir (Sekil 6.2.1, 6.2.2).

Beyin felci modeli olarak kullanilan OSA tikanmasinda 90 ve 30 dakika
olmak iizere iki protokol kullanilmistir. 90 dakika OSA tikanmas1 modeli kisa siireli
diyet kisitlamasinin beyindeki hasar alan1 ve 6dem miktarina olan etkisini akut olarak
incelemek i¢in kullanilmistir. Bu modelde, orta serebral arter girisi 90 dakika
boyunca ucu silikon kapli bir filament yardimiyla tikanmigstir. 90 dakika sonunda
filament geri ¢ekilerek tekrar kanlanma saglanmistir. Bu hasar modelinde, kan beyin
bariyerinin gecirgenliginin artmasi sonucu kanda bulunan immiin hiicreler beyne
gecebilmekte ve hasar alanii arttirmaktadir (147). Bu baglamda membran
depolarizasyonlarinin bozulmastyla hiicre icine giren Na® iyonlarmin da etkisiyle
hasar sonras1 beyindeki 6dem miktar1 artmaktadir. Kisa siireli diyet kisitlamasinin
beyindeki hasar alanina ve 6deme olan etkisini arastirabilmek adina hasarin ve
patofizyolojik siireglerin tamamlandigi 24 saat sonra hayvanlarin noérolojik
puanlamalar1 alinmig ve fareler sakrifiye edilmistir. Sakrifiye edilen hayvanlarin

beyinleri alinarak kuru buzda dondurulmus ve kryostatta (soguk alan mikrotomu)
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birbirine esit uzakliktaki dort beyin bolgesinden 18 pm kalinliginda koronal kesitler
pozitif yiiklii camlara alinmis ve 1sitict tablada 40 °C’de lama tesbiti yapilmustir.

Daha sonra bu kesitler histolojik boyamalar i¢in -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Kisa siireli diyet kisitlamasimin beyinde ndronal sagkalim ve apoptotik
siiregclere olan etkisini arastirabilmek i¢in 30 dakika OSA tikanmasi modeli
kullanilmistir. Bu modelde OSA girisi 30 dakika boyunca filament yontemiyle
tikanip, 30 dakika sonunda tekrar kanlanmayi saglamak icin geri g¢ekilmistir. Bu
hasar modelinde hasar, striatum bolgesiyle sinirli kalmakta ve genellikle kortekse
tasmamaktadir. Apoptotik siirecleri ve ndronal sag kalimlari inceleyebilmek adina,
apoptotik siireglerin tamamlandig1 operasyon sonrast 72 saatin sonunda hayvanlar
sakrifiye edilerek beyinleri ¢ikarilmistir. Daha sonra kuru buzda dondurulan bu
beyinler ayn1 90 dakika OSA tikanmasit modelinde oldugu gibi kryostatta 18 pm
kalinliginda koronal olarak kesilmistir. Bu modelde hasar striatum bolgesiyle sinirh
kaldigindan kesitler sadece striatum bolgesinden alinmistir. Daha sonra histolojik ve

floresan boyamalar i¢cin kullanilacak olan bu kesitler -20 °C’de saklanmistr.

Uygulanan OSA tikanmasi modelinin tekrar edilebilirligini ve iskemi
stiresinin 90 ve 30 dakika ile sinirlandirildigini gostermek i¢in deneyde kullanilan
hayvanlarin beyin kan akimlari LDF sistemiyle kontrol edilmistir. LDF sistemiyle
her ne kadar bolgesel kan akimi mutlak sekilde olgiilemese de, kan akiminda

meydana gelen anlik degisimler incelenebilmektedir (148, 149).

Yaptigimiz ¢aligmada, OSA tikanmasi modelinde operasyondan once li¢ giin
boyunca yiiksek yagli diyetle beslenen grupta, hem 90 hem de 30 dakika iskemi
sonrasinda diger gruplara oranla hipoperfiizyon gozlenmistir (Sekil 6.1.1, 6.1.2).

Hasar hacmi tayini 90 dakika iskemi ardindan 24 saat reperfiizyon modelinde
yapilmistir. Operasyon sonrasi ¢ikarilip, kuru buzda dondurulan beyinler kryostatta
18 um kalinhiginda, birbirlerine es 4 bolgeden kesildikten sonra, hasar alani tayini
igin cresyl violet boyamasi protokolii uygulanmistir. Bu boyama hiicrede graniillii
endoplazmik retikulum (GER) fizerinde bulunan nissl cisimciklerinin tayininde
kullanilmaktadir. Yasayan hiicrelerde GER aktif halde iken cresyl violet boyamasiyla

mavi-mor renk verirken, hiicre 6ldiigiinde protein sentezinin durmasiyla cresyl violet
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boyamasi sonucu bir renk degisimi gozlenememektedir (149). 18 um kalinliginda,
beyinden 2 mm es araliklarla (bregma -2.0, 0.0, +2.0 ve +4.0) alinan kesitlere cresyl
violet prosediirii uygulanmis ve tarayicida taratilan kesitlerden, ImageJ programi
yardimiyla her beynin dort bolgesinden yapilan 6l¢timler sonucu hasar hacmi analizi

yapilmustir.

90 dakika iskemi ardindan 24 saat reperflizyon modelinde hasar hacmi
tayinlerine bakildiginda yiiksek yag grubunun hasar hacmi kontrol grubuna oranla
tek-yonli ANOVA testinde istatiksel olarak artis gdstermistir (~ p<0.01). Diger
yandan yiiksek karbonhidrat (*p<0.05) ve aghk grubu (**p<0.01) yiiksek yagl gruba
oranla istatiksel olarak anlamlidir (Sekil 6.4.1). Yapilan arastirmalarda uzun donem
yilksek yagli diyetle beslenen sicanlarda, beyin bolgelerinden hipotalamusta
enflamasyonun arttig1 belirtilmistir (150, 151). Ek olarak yiiksek yagl diyet sonucu
hipotalamik noéronlarda endoplazmik retikulum stresi ve apoptozun indiiklendigi ve
bu bolgedeki ndrogenezin inhibe edildigi gosterilmistir (152, 153). Ayrica siganlarin
yiiksek yagli diyetle beslenmeye bagladiktan 3 giin sonra hipotalamuslarinda artmis
astrosit ve microglia aktivasyonlar1 gozlenmistir (152). Bu bilgiler dogrultusunda
yaptigimiz ¢alismada yiiksek yagli diyet grubunda hasar hacminin o bolgede bulunan

enflamatuvar cevabin artmasi nedeniyle artig gosterdigi diigiiniilmektedir.

Kisa donemli besin kisitlamasi sonrast beyinde meydana gelen 6dem miktari
yine 90 dakika iskemi ardindan 24 saat reperfiizyon modelinde incelenmistir. 18 pm
kalinliginda kryostatta kesilen ve beyinde es 2 mm (bregma -2.0, 0.0, +2.0 ve +4.0)
uzakliktaki bolgelerden alinan kesitler cresyl violet boyamasi yapildiktan sonra,
tarayicida taranmig ve sonrasinda ImageJ programi yardimiyla degerlendirilmistir.

Her beynin dort bolgesinden yapilan 6l¢timler sonucu 6dem analizi yapilmastir.

Yapilan bu tez calismasinda yiiksek yaglh diyet (*p<0.05) ve aglik ('p<0.05)
gruplarinda kontrol grubuna oranla istatiksel olarak yiiksek bir 6dem miktari
gozlenmistir (Sekil 6.5.1). Obezite sonucu oksidatif stres ve immun cevabin arttigi
bilinmektedir (154, 155). Bu bilgiler dogrultusunda yaptigimiz calismada yag
grubunda olusan 6demin, kontrol grubuna oranla yiiksek olmasinin nedeninin,
beyinde artan oksidatif stres ile birlikte kan beyin bariyeri gecirgenliginin artmasi

sonucu beyinde 6dem artisinin izlenmesi olarak diistiniilmektedir. Aglik grubunda
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ise, aclik sonucu plazma proteinlerinin yeterli miktarda tiretilememesi nedeniyle ve

enerji eksikligine bagl olarak beyindeki 6demin artis gosterdigi diisiiniilmektedir.

Noronal sagkalimin arastirilabilmesi i¢in koronal kesitleri alinmis beyinlere
noronal ¢ekirdek proteinine (NeuN) karsi immiinohistolojik boyama yapilmistir. Bu
prosediirde NeuN antikoru noron hiicrelerinin c¢ekirdeklerindeki NeuN antijeniyle
reaksiyona girmektedir. Floresan molekiile konjlige sekonder antikor ile lazerle
uyarim sonucu noronlarin ¢ekirdekleri boyanmaktadir (156). Noronal sagkalim
analizi 30 dakika iskemi modeline uygulanmistir. Striatumda secilen bdlgelerden

yapilan sayimlar sonucu ndéronal sagkalim degerlendirilmistir.

Yapilan ¢alismada yiiksek yag ve yiiksek karbonhidrat gruplarindaki hiicresel
sagkalim kontrol grubuna oranla istatiksel olarak azalmistir ('p<0.05, “p<0.01). Ek
olarak, aglik grubundaki hiicresel sagkalim yiiksek yag ve yiiksek karbonhidrat
gruplarma oranla istatiksel olarak artmustir (yiiksek yaga gore, “°p<0.01; yiiksek
karbonhidrata gore, &&n<0.01). A¢lhik grubunda kontrol grubuna oranla hiicresel sag

kalimda istatiksel olarak bir artig goriillmemistir (Sekil 6.6.1).

Yiiksek yagli diyetin hipotalamus bdlgesinde enflamasyonu ve apoptozu
arttirdigit daha Once yapilan calismalarda gosterilmistir (150-153). Yaptigimiz
calismada, literatiirle benzer olarak yiiksek yag ile beslenen grupta, kontrol grubuna
kiyasla hiicresel sag kalimda anlamli bir azalma gozlemlenmistir. Yiksek
karbonhidratla beslenen gruba bakildiginda ise, ortamda yeterli miktarda glikozun
bulunmasina karsin, iskemi nedeniyle oksijen eksikligi sonucu oksidatif
fosforilasyonun baskilanip glikozun laktata doniisiimii indiiklenmektedir. Ortamda
meydana gelen laktat birikimiyle birlikte asidozun artmas1 sonucu bu grupta hiicresel

sagkalimin azaldig1 diigiiniilmektedir (157).

Yapilan ¢alismada kisa siireli diyet degisikligi sonucu beyinde meydana gelen
apoptotik siirecleri arastirmak amaciyla 30 dakika iskemi ardindan 72 saat
reperfiizyon modelinde TUNEL analizi gergeklestirilmistir. TUNEL analizinde,
apoptoz sonucu olusan DNA kiriklarina, TUNEL setinin i¢eriginde bulunan, floresan

molekiille isaretlenmis d-UTP’ler baglanmakta ve floresan mikroskop altinda ilgili
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dalga boyunda 1sikla uyarildiginda 1s1ma vermektedir. Boylece, DNA kiriklarinin

isaretlenmesinden yararlanilarak apoptoz hakkinda analiz yapilabilmektedir (147).

Yapilan bu tez calismasinda, a¢lik grubundaki TUNEL pozitif hiicre oraninin,
yiiksek yagli gruptakine oranla istatiksel olarak daha diisiik oldugu goriilmiistiir
(*p<0.01). Kontrol grubuna oranla herhangi bir diyet grubunda istatistiksel olarak
bir farklilik goriilmemistir (Sekil 6.7.1). Yiksek yagli diyetin hipotalamus
bolgesinde enflamasyonu ve apoptozu arttirdigt daha once yapilan calismalarda
gosterilmistir (150-153). Bu baglamda yaptigimiz ¢alismada literatiirle benzer olarak,
yikksek yagli grupta artmis apoptotik aktivite goriilmektedir. Ancak bu artis

anlamlilig1 saglayacak degerde bulunmamaktadir.
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8. SONUC

Yapilan bu tez ¢alismasinda, farkli diyet kisitlamalarinin beyin felcinde; hasar
alani, 6dem, noronal sagkalim ve apoptoz siireglerine olan etkisinin arastirilmasi
hedeflenmistir. Elde edilen bilgiler dogrultusunda degisik diyet kisitlamalarinin,
olusan patofizyolojik kosullar1 etkiledigi, hatta daha kotiiye gotiirebildigi
gbzlemlenmistir. Bunun sonucunda, karsilasilabilecek patofizyolojik kosullarin
riskini azalmak ve olusan kosullarin daha kétiiye gitmesini engellemek adina diyet
kisitlamasinin gelecege doniik saglik planlamalarinda 6nemli bir ara¢ olarak

kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
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11. OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Adi Serdar Soyadi ALTUNAY
Dogum Yeri Uskiidar/Istanbul Dogum Tarihi | 03.09.1991
Uyrugu Tiirkiye Cumhuriyeti TC Kimlik No
E-mail altnyserdar@gmail.com Tel
Egitim Diizeyi
Mezun oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Yili
Doktora/Uzmanhk -
Yiiksek Lisans Istanbul Medipol Universitesi -
Lisans Istanbul Universitesi 2014
Lise Giiltepe Lisesi 2009

Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayin)

‘ Gorevi Kurum Siire (Y1l — Yil)
1.
2.
3.
Yabana Dilleri Okudugunu Anlama Konusma Yazma
Ingilizce lyi lyi lyi

Yabanci Dil Sinavi Notu

KPDS YDS IELTS | TOEFL | TOEFL | TOEFL | FCE CAE CPE
IBT PBT CBT
62.5
Sayisal Esit Agirhik Sozel
ALES Puani 71.48 69.31 60.49
(Diger) Puam

Bilgisayar Bilgisi

Program

Microsoft Word, Excel, Powerpoint

Kullanim becerisi
Iyi
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Uluslararasi ve Ulusal YaymnlaryBildirileri/Sertifikalary/Odiilleri/Diger
Uluslararasi Bildiriler

1. Poster- Caglayan AB, Beker MC, Caglayan B, Altunay S, Dalay A, Dilden
A, Sertel E, Kelestemur T, Yalcin E, Kilic U, Sarma M, Kilic E, “The role of
cerebral dopamine neurotrophic factor (CDNF) in the development of brain
plasticity and repair: Role of axonal outgrowth inhibitors and cell signaling”,
7th EMBO Meeting, Germany, 2016.

2. Poster- Caglayan B, Caglayan AB, Beker MC, Kilic U, Yalcin E, Altunay S,
Kelestemur T, Gunal MY, Hanoglu L, Yulug B, Kilic E, “Repetitive
transcranial magnetic stimulation promotes neuronal survival in the acute
phase and stroke- recovery in the sub-acute phase of focal cerebral ischemia”
7th EMBO Meeting, Germany, 2016.

3. Poster- Yalcin E, Caglayan AB, Beker MC, Gurel B, Kelestemur T, Caglayan
B, Dalay A, Dilden A, Altunay S, Sertel E, Yulug B, Kilic U, Kilic E,
“Oatpla$ transporter is a gateway for pharmacological compounds to the
ischemic brain” 7th EMBO Meeting, Germany, 2016.

4. Poster- Kelestemur T, Caglayan AB, Beker MC, Kilic U, Altunay S,
Caglayan B, Yalcin E, Gundogdu RZ, Kilic E, “Effects of normobaric oxygen
treatment on brain injury after hypoxia-ischemia in newborn mice”
Neuroscience Meeting Planner. Washington, DC: Society for Neuroscience,
2015. Online.

Ulusal Bildiler ve S6zlii Sunumlar

1. Sozli Sunum- Beker MC, Caglayan AB, Kelestemur T, Caglayan B, Yalcin
E, Dalay A, Altunay S, Sertel E, Kilic E, “Effects of Circadian Rhythm on
Brain Injury and Related Molecular Mechanisms” 42. Ulusal Fizyoloji
Kongresi, 20/32, Diizce, 2016.

2. Sozli Sunum- Kelestemur T, Beker MC, Caglayan AB, Yalcin E, Altunay S,
Dalay A, Sertel E, Dilden A, Caglayan B, Kilic E, “Role of Normobaric

Oxygen Treatment on Newborn Hypoxia —Ischemia” Turkish Society
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ofPhysiological Sciences 42nd National Physiology Congress, OC23, Diizce/
Turkey, 2016.

3. Poster- Yalcin E, Caglayan AB, Beker MC, Kelestemur T, Caglayan B,
Altunay S, Dalay A, Dilden A, Sertel E, Kilic E, “The role of solute carrier
Oatpla4 in brain injury pharmacotherapy” Turkish Society ofPhysiological
Sciences 42nd National Physiology Congress , PC108, Diizce/Turkey, 2016.

4. Poster- Caglayan AB, Beker MC, Caglayan B, Altunay S, Dalay A, Dilden
A, Sertel E, Kelestemur T, Yalcin E, Kilic U, Saarma M, Kilic E, “Effect of
Neurotrophic factors CDNF and MANF Brain Plasticity and Repair After
Brain Ischemia” Turkish Society ofPhysiological Sciences 42nd National

Physiology Congress, PC118, Diizce/ Turkey, 2016
Sertifikalar

1. Deney hayvanlar1 kullanim sertifikasi
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