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1.0ZET

HAMILE FARELERDE SEREBRAL ISKEMi SONRASI AKUT ve KRONIK
DONEMDE HASAR MEKANIZMALARININ INCELENMES]

Hamilelik ve dogum sonrast donemde, hormonal degisimleri igeren birgok fizyolojik
olayin meydana geldigi bilinmektedir. Meydana gelen hormonal degisimler
hamileligin korunmasina ve plasentanin gelisimine katki saglamaktadir. Yapilan
literatiir calismalar1 ile lohusalik doneminde hemorarjik ve normal iskemi meydana
gelme riskinin arttigr goriilmektedir. Bunun sebebi olarak hamilelik ve lohusalik
doneminde, hormonal degisimlere bagli olarak beyin dinamiginde meydana gelen
degisimler gosterilmektedir. Ek olarak, hamilelik ve dogum sonrasinin, iskeminin
patofizyolojik stirecleri iizerinde iyilestirici etkilerinin olduguna inanilmaktadir.
Yapilan galigmalar ile ciftlesme deneyimi olan farelerin, ¢iftlesme deneyimi olmayan
farelere kiyasla iskemi sonrasi beyindeki enfarkt hacimlerinin daha kii¢iik oldugu,
astrosit ve mikroglia sayisinda azalma meydana geldigi, pro-enflamatuar sitokinlerin
sayisinin azaldigi, bliylime faktorlerinin ise sayilarinin arttig1 gosterilmektedir. Ayni
zamanda iskemi sonrasi, daha once ¢iftlesmis farelerde, ciftlesmemis farelere kiyasla
eksitotoksisitenin daha fazla iyilestirme gosterdigi ve anjiyogenezisin arttigi
bilinmektedir. Altta yatan tiim bu mekanizmalar net olarak anlasilamamis olsa da
hamilelik ve dogumun iskemi {izerinde koruyucu etkilerinin oldugu diistiniilmektedir.
Bu tezde hamileligin iskemik hasar iizerindeki etkilerinin anlasilmasi amaciyla, hamile
ve hamile olmayan farelerde orta serebral arter tikanmasi metodu kullanilmistir.
Farelerde serebral iskemi sirasinda hamilelik, beyin kan akiminda ve apoptotik hiicre
sayisinda bir degisim meydana getirmemistir. Ancak noronal sag kalimi, nérogenezi
ve aksonal projeksiyonu artirdigr ve gliogenezi, glial yara alanmi ve striatumda

meydana gelen atrofiyi azaltti§1 gézlemlenmistir.

Anahtar Soézciikler: Hamilelik, Serebral Iskemi, Glial Yara, Aksonal Projeksiyon,

Gliogenez, Atrofi

Bu tez TUBITAK 2175453 nolu proje kapsaminda yapilmustir.



2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF INJURY MECHANISMS ON PREGNANT MICE IN
THE ACUTE AND CHRONIC TERM AFTER CEREBRAL ISCHEMIA

It is well-known that many physiological events involving hormonal changes occur
during pregnancy and pospartum period. The hormonal changes that take place
contribute to the protection of pregnancy and development of the placenta. In the
literature it has been reported that the risk of hemorrhagic and ischemic stroke during
the period of postpartum increased. This observation has been attributed to the changes
in the brain dynamics due to hormonal variations during pregnancy and postpartum
period. In addition, pregnancy and postpartum are believed to have healing effects on
the pathophysiological processes following ischemia. Studies have shown that
ischemic multiparous mice have smaller infarct volumes in the brain after ischemia,
decreased number of astrocytes, microglia and amount of pro-inflammatory cytokines,
but increased number of growth factors when compared to ischemic virgin mice. It is
also known that excitotoxicity is alleviated and angiogenesis is induced after ischemia
in multiparous mice when compared with virgin mice. Although all of these underlying
mechanisms are not clearly understood, it has been suggested that pregnancy and
delivery may have protective effects on ischemia. In this thesis, in order to understand
the effects of pregnancy on ischemic damage middle cerebral artery occlusion method
has been performed in pregnant and non-pregnant mice. Cerebral blood flow and
apoptotic cell counts were not altered in pregnant mice which were exposed to
ischemia/reperfusion injury. However, we observed increased neuronal survival,
neurogenesis and axonal projection, and reduced atrophy, glial scar area and

gliogenesis in the striatum.

Keywords: Pregnancy, Cerebral Ischemia, Glial Scar, Axonal Projection, Gliogenesis,

Atrophy

This thesis is funded by TUBITAK 2175453 project.



3.GIRIS VE AMAC

Diinya saglik 6rgiitiiniin verilerine gore diinya genelinde meydana gelen 6liim
vakalar1 arasinda serebrovaskular hastaliklar ikinci sirada yer almaktadir. Beyin
felcinin kesin ve etkin bir tedavisi olmamakla birlikte en etkili miidahalenin doku
plazminojen aktivatoriiniin ilk dort saat icerisinde intravendz uygulamast oldugu
diisiiniilmektedir (1, 2). Iskemik inme, beyinin oksijensiz ve besinsiz kalarak, serebral
kanlanma oraninin %20’nin altina diismesine sebep olan patofizyolojik bir durumdur.
Serebral kan akiminda meydana gelen %80’lik bu azalma, noéronlarin
beslenememesine sebep olmaktadir (3). Bu nedenle, iyonik gradient bozularak gerekli
olan enerji ihtiyaci da karsilanamamaktadir. Ayn1 zamanda beyinde meydana gelen
glikoz ve oksijen eksikligi, beyin hiicrelerinde birgok farkli kaskad mekanizmasini
aktive etmektedir (4). Kaskad mekanizmalarinin aktivasyonuna bagli olarak, hasar
hacminin meydana geldigi diisiiniilmektedir. Kaskad mekanizmalarinin aktivasyonu
ile birlikte damarlarda genisleme ve dolasim bozukluklari, nekroz ve apoptoz gibi
hiicre 6liim mekanizmalar1 da aktive olmaktadir (5). Kaskad mekanizmalarinin
aktivasyonu ise Na*/K" ATPaz pompasinda meydana gelen fonksiyonel bozulmalarla
iligkilendirilmektedir. Na*/K* ATPaz pompasinda meydana gelen bozulmalar ise
ndéron membranim depolarize eder ve voltaj-bagimli Ca*? kanallarmin agilmasina
sebep olarak eksitator aminoasitlerin hiicre dis1 matrikse (HDM) salinimi
gerceklestirmektedir (6). Eksitator aminoasitlerin perisinaptik ugtan geri alinirken
duydugu enerji ihtiyac1 karsilanamadig1 icin sinaptik boslukta Ca*? birikmektedir.
Ca"?nin post sinaptik uctan almmasi igin ise glutamata ihtiya¢c duyulmaktadir.
Glutamat, NMDA reseptorleri iizerinden Ca*?’nin hiicre igerisine alinmasini artirarak

hiicreleri nekroza yonlendirmektedir (7).

Amerika Birlesik Devletleri’nde 2017 yilinda yapilan arastirmalar sonucu her
yil 800.000 insanin beyin felci gegirdigi bilinmektedir. Literatiirde yapilan diger
caligmalar ise kadmlarin erkeklere gore beyin felci gecirme ylizdelerinin daha fazla
oldugunu gostermektedir (8). Kadinlarda iskemi riskinin daha fazla olmasinin sebebi,
kadinlarin gecirdigi hamileliklere bagl olarak meydana gelen hormonal degisimlerdir.
Kadinlar i¢in beyin felcinin hamilelik sirasinda en yiiksek oldugu zaman araligi

dogumdan 2 giin 6nce ve dogumdan 1 giin sonra olarak tanimlanmaktadir (9).



Hamilelik ve dogum sonrasi donem, viicuttaki hormonal degisimleri de
beraberinde getirmektedir. Bu hormonal degisimler hamileligin korunmasi i¢in hayati
Onem tasimakta ve ayrica diger noroendokrin olaylar ile birlikte hamileligin
korunmasini da saglamaktadir (10). Bu sekilde gergeklesen hormonal degisimlerin
plasentanin gelisimine katkida bulundugu diistiniilmektedir (11). Hamilelik sirasinda
meydana gelen hormonal degisimlerin, MS, Parkinson, Alzheimer gibi bazi
norodejeneratif hastaliklar lizerinde iyilestirici etkileri oldugu diistiniilmektedir. Erken
yaslarda meydana gelen dogumlarda iskemik inme riskinin az oldugu belirtilirken,
ileriki yaslarda meydana gelen hamileliklerde iskemik inme riskinin yasa bagl arttig
goriilmektedir. Literatiirde yapilan g¢alismalarda hamileligin ve dogum yapmanin

iskemi tizerindeki etkilerinin farkli olabilecegi diisiiniilmektedir (12-17).

Yapilan tez kapsaminda, hamileligin, iskemi {izerindeki etkilerinin
anlasilabilmesi amaciyla hamile olan ve hamile olmayan farelere iskemi indiiklenerek,
kronik ve akut donemde meydana gelen degisimleri incelemek amaglanmaktadir.
Hamile olan ve hamile olmayan farelere iskemi indiiklenmesinin ardindan, beyinler
disekte edilecek ve disekte edilen beyinlere immiinohistokimyasal analizler
yapilacaktir. Ik olarak, iskemi modelinin dogru indiiklendigini géstermek amaciyla
LDF kayitlar1 alinacak ve bu kayitlar hamile olan ve hamile olmayan fareler i¢in
degerlendirilecektir. Ardindan elde edilen kesitlere uygun boyamalar yapilarak,
iskemik hamile olan ve iskemik hamile olmayan farelerdeki apoptotik hiicre sayisinda,
noronal sagkalimda, atrofide, norogenezde, gliogenezde, glial hasarda ve aksonal

projeksiyonda meydana gelen degisimleri degerlendirmek hedeflenmektedir.



4.GENEL BILGILER

Beyin felci diinyada 6liime sebep olan hastaliklar arasinda ikinci sirada yer
alirken, 40 yasindan sonra beyin felci geciren bireylerde engellilie sebep olan
hastaliklar arasinda birinci sirada yer almaktadir. Yapilan ¢aligmalar ise beyin felci
tedavisi i¢in heniiz net bir tedavi yontemi sunamamaktadir. Fakat tedavi yontemleri
hastanelerde bulunan rehabilitasyon merkezleri sayesinde olduk¢a degismis
bulunmaktadir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar ile beyin felcinde rol alan biyolojik
belirtegler belirlenmeye calisilmakta bu sayede on tanilarin ve tedavi yontemlerinin

gelistirilmesi amaglanmaktadir (1).

Iskeminin gerceklesmesinin ardindan, kan akimmin tekrar saglanmasi
iskeminin tedavi edilmesinde ana terapotik yontem olarak hedeflenmektedir. Kardiyak
arrest sonucu meydana gelen iskemi global iskemi olarak tanimlanmaktadir ve global
iskeminin ortadan kaldirilabilmesi i¢in bozulan kan dolagiminin yeniden saglanmasi
gerekmektedir. Fokal iskemide ise pihti veya embolinin ger¢eklesmesinin ardindan
damar tikanikligi meydana gelmekte ve bunlara bagli olarak bolgesel kan akimi
durmakta ya da azalmaktadir. Fokal iskemi i¢in hedeflenen tedavi yontemi ise piht1 ve
emboliyi ortadan kaldirmak yani trombilizdir (18). Iskemik beyin hasarinin ortadan
kaldirilmas: i¢in doku plazminojen aktivatorii (t-PA) ya da damarm cerrahi olarak
acilmasi gibi terapdtik veya cerrahi yaklasimlar mevcuttur. Fakat mevcut olan bu
yaklagimlarin tiim hastalara uygulanamamasi1 nedeniyle kisitli bir tedavi yontemi
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Doku plazminojen aktivatoriiniin zamanlama
kisitlamasinin oldugu gibi bu tedavi yontemi iskemi hastalarinin sadece %3,0 -8,5’luk

kismina uygulanabilmesi de bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir (19).
4.1.Beyin Felcinin Patofizyolojisi

Iskemik inme, beynin oksijensiz ve besinsiz kalmasi sebebi ile ortaya ¢ikan
patofizyolojik bir durumdur. Iskemik beyin felcinden kaynaklanan hasarmn, beynin
etkilendigi bolgede serebral kan akiminin %80 oraninda diistirdiigii bilinmektedir (3).
Serebral kan akisindaki diislis, noronlarin fonksiyonlarinin bozulmasina sebep
olmaktadir. Serebral kan akiminin %?20’lere diismesinden 6tiirli, canli olan hiicreler

oksijen ve glikoz ihtiyacin1 kargilayamamaktadir. Tiim bunlarin yaninda ndronlarin



fonksiyonlart bozuldugu i¢in iyonik gradient bozulmakta ve hiicrelerin ihtiyaci olan
enerji de saglanamamaktadir (20). iskemik hasar gerceklestiginde, beyne giden kan
akis1 azalmaktadir (21). Kan akiminda meydana gelen diisiis ise noéronlarin geri
doniistimsiiz olarak hasara ugramasi ile sonuglanmaktadir (22). Serebral dokuya kan
akisinin saglanamamasindan dolayr ndronal metabolizma bozulmakta, buna bagh
olarak dokuda oksijen eksikligi yasanmakta ve beyin hiicrelerinde birden ¢ok kaskad
mekanizmasi aktive olmaktadir. Kaskad mekanizmasina bagli olarak beyinde enfarkt

hacim olusmaktadir (4).

Buna ek olarak kaskad mekanizmalarinin aktivasyonu ile inme sirasinda
damarlarda genisleme ve dolasim bozukluklari, nekroz ve apoptoz gibi hiicre 6lim
mekanizmalar1 aktive olmaktadir (5). Tiim bu kaskad mekanizmalarin aktivasyonu
Na/K* ATPaz pompasinda meydana gelen fonksiyonel bozulmalardan
kaynaklanmaktadir. Na*/K* ATPaz pompasinda meydana gelen bu bozukluklar ise
néronal membranin polarizasyonu bozmakta ve membrani depolarize etmektedir.
Depolarize olan membranda voltaj-bagimli Ca*? kanallar1 acilarak aktive olur ve
presinaptik  voltaj-bagimli  Ca*? kanallarimin  agilmasiyla  birlikte  eksitator
aminoasitlerin hiicre dis1 matrikse (HDM) salinimi ger¢eklesmektedir (6). Eksitator
aminoasitlerin post-sinaptikten ugtan geri alinimi igin enerjiye ihtiya¢ duyulmaktadir
fakat enerji thtiyaci karsilanamadigindan dolay1 bu islem gerceklesememekte ve hiicre
disma salman Ca*? sinaptik boslukta birikmektedir. Salman Ca*? post-sinaptik
ndronlar igin uyarici bir etki olusturmaktadir. Ca*?’lerin post-sinaptik ugtan geri
almabilmeleri icin glutamata ihtiya¢ duymaktadir. Iskeminin meydana gelmesi hiicre

disinda glutamat birikmesine sebep olmaktadir (7).

Bunun i¢in glutamat uyarimini saglayacak olan N-metil-D-aspartat (NMD) ve
a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA) reseptorleri aktive
olmaktadir (23). Boylelikle iyonotropik (NMDA) olan glutamat reseptor ailesi ile

hiicre igerisine Ca*? girisi artmaktadir. NMDA reseptdrleri ile Ca*®’

nin post-sinaptik
uctan geri almimi uzun vadeli potansiyelin ger¢eklesmesine sebep olmaktadir.
Glutamat, NMDA reseptorleri iizerinden Ca*?’nin hiicre igerisine alinmasini artirarak
hiicreleri nekroza yonlendirmektedir. Glutamat aracili uyarim sonucu hiicre icerisine

AMPA ve Kainat reseptorleri araciligiyla Na* ve Cl iyonlar1 girmektedir. Na* ve CI-



Iyonlarin hiicre igerisine girmesini su takip etmekte ve beyinde 6dem olusumuna
sebep olmaktadir (24). Global iskeminin meydana gelmesi beyni besleyen iki veya
dort damarin gegici olarak tikanmasi ile gerceklesirken, fokal iskemi genellikle orta

serebral arterin ttkanmasi sonucu meydana gelmektedir (18).
4.2.Kan Beyin Bariyeri

Kan-beyin bariyeri, beyin parankim dokusu ile kan1 ayiran bir yap1 gorevini
gormektedir ve farkli endojen ve ekzojen kaynaklarin beyin parankimasina gegisini
kisitlayan hiicrelerden meydana gelmektedir. Ayn1 zamanda gerekli olan besin ve
diger maddelerin beyine ulagmasini saglarken, diger zararlari maddelerin beyine
gecisini kisitlamaktadir. Kan-beyin bariyeri, beynin dinamik ve fonksiyonel yapisini
korumak amaciyla, astrositler, perisitler, noronlar ve diger destekleyici hiicreler ile
yakindan etkilesmekte olan beyin endotel hiicrelerinden meydana gelmektedir (25).
Akut iskemi sirasinda kan-beyin bariyeri biitiinliigii bozulmaktadir (1). iskemik hasar
sonrasi, kan-beyin bariyerinin bitiinliigiiniin bozulmasina bagli olarak geri
doniislimsiiz ndronal hasarlar olusmaktadir. Kan-beyin bariyerinin biitliinliigliniin

bozulmasi iskemik hasarda meydana gelen patofizyolojik bir siirectir (26).
4.3.Enflamasyon

Beyin biitiinliglinii ve plastisiteyt korumada o©nemli bir rol oynayan
mikroglialar, beyindeki toplam hiicre popiilasyonun %10’unu olusturmakta ve
patofizyolojik hasar meydana geldiginde en hizli yanit olusturan ve ortamdaki zararl
sinyallerin ortadan kaldirmasini saglayan hiicre tipi olarak bilinmektedir (27, 28).
Beynin ana bagisiklik hiicreleri olarak tanimlanan bu hiicreler, beyinde aktif olup
olmama durumlarina bagl olarak M1 formu ve M2 formu olarak bulunmaktadir. M1
olarak bilinen formu pro-enflamatuar fenotip olarak tanimlanirken, M2 olarak bilinen
formu anti-enflamatuar fenotip olarak tanimlanmaktadir. M1 formu, lipopolisakkarit
uyarimi ile indiiklenirken, M2 formu interlokin-4/10 uyarimi ile indiiklenmektedir
(29). Pro-enflamatuar olarak tanimlanan M1 formdaki mikroglialar, timor nekroz
faktorii-o  (TNF-a)), interlokin-1f ve interlokin6 gibi birgok pro-enflamatuar
sitokinlerin salinimi ile karakterize edilmektedir ve bu form fagositik kapasiteye

sahiptir. Anti-enflamatuar olarak tanimlanan M2 form mikroglialar ise hiicre sagkalim



ve tamir mekanizmalarinda gorev almaktadirlar ve transforming growth factor (TGF-
), nerve growth factor, IL-4, vascular endothelial growth factor (VEGF), insulin-like
growth factor-1 (IGF1), brain-derived neurotrophic factor (BDNF) gibi sitokinlerin
salmmmin1 saglamaktadirlar (30). Hasarli bir dokuda M1 fenotipinin aktif olmasi
dokudaki enflamatuar yanit1 artirirken, M2 fenotipinin aktif olmasi dokudaki hasar

onarimi ve iyilesme mekanizmalarini indiiklenmektedir (31).
4.4. Oksidatif stres

Iskemik inmenin patofizyolojisinde meydana gelen oksidatif streste, serbest
oksijen tiirlerinin kritik bir rol oynadigi literatiir ¢alismalari ile gosterilmektedir (32).
Bir damarin tikanmasi ile olusan iskemik inme, beynin iskemik bdlgesine kan ve
glukoz akisinin azalmasina sebep oldugu i¢in beyinde enerji aglig1 ortaya ¢ikmaktadir.
Ciinkii glikoz ve oksijen akiginin azalmast ATP iiretilmesini engellemektedir (33).
Na"-K* ATPaz pompalari hiicre igerisindeki enerjinin %30’unu kullanmaktadirlar ve
bu pompalar enerji eksikliginden etkilenmektedirler. Na™-K" ATPaz pompalari
diizgiin ¢alismamasi ise, néronlarin depolarize olmasina sebep olmaktadir (34). Buna
bagli olarak NMDA ve AMPA reseptorleri ortamda artan glutamat ile daha fazla
uyarilmakta ve bunun sonucunda hiicre i¢ine Ca*? girisi artmaktadir. Ortamdaki iyonik
gradientin bozulmasina bagli olarak mitokondrinin membran gegirgenligi bozulmakta
ve serbest oksijen radikallerinin ortama salinimlar1 ger¢eklesmektedir. Tiim bunlarin
yaninda hiicre igerisine asir1 glutamat ve Ca*? alinimi, hiicre icerisinde ¢ok sayida
proteaz ve lipaz gibi endojen enzimleri aktive etmektedir. Bu enzimler arsidonik asidi
serbest yag asitlerine doniistiirmektedir. Serbest yag asitleri ise, serbest oksijen
tirlerinin iretilmesine sebep olmaktadir. Ayni zamanda NADPH’in oksidasyonu
hiicre igerisinde Ca*? birikimi tetiklemekte ve hiicre igerisinde siiperoksit birikimine
yol agmaktadir. Siiperoksitler mevcut olan oksidatif stresin daha kotiilesmesine sebep
olurken, glutatyon transferaz enzimi NADPH’mn oksidasyonuna dahil olarak
mitokondrinin &liimiine sebep olmaktadir (35). Iskemi sirasinda serbest oksijen
tirlerinin miktarimin  artti§inin  bilinmesine ragmen, reperflizyon asamasinda
oksijenlenme miktar1 arttigindan dolay1 serbest oksijen tiirlerinin miktarinin daha da
arttig1 bilinmektedir. Yapilan bilimsel g¢alismalar ile oksijenin, serbest oksijen

tiirlerinin olugmasina sebep olan ana kaynak oldugu gosterilmistir. Bunun yaninda,



serbest oksijen tiirlerinin, nitrik oksit sentaz (NOS) ya da mitokondriden kdken
alabilecegi de diistiniilmektedir. Endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS), néronal nitrik
oksit sentaz (nNOS), uyarilmis nitrik oksit sentaz (iNOS) olmak iizere 3 tiir nitrik oksit
sentaz (NOS) bulunmaktadir(36). eNOS ve nNOS kalsiyum bagimli olarak ¢alisirken,
iINOS kalsiyum bagimli olarak ¢alismamaktadir. Ayrica nNOS ve iNOS’un iskemik
hasarin erken ve geg¢ evrelerinde noronal hasarla ilgili oldugu diisiiniiliirken, eNOS’un
noroproteksiyon gorevi oldugu diistiniilmektedir (37). NOS’lar vazodilatasyonu
saglama (38), endoteli koruma, adezyon ve agregasyonu engelleme (39), 16kositlerin
kemotaksisitelerinde(40), beyin kan akigii korumada (41) gorev aldigi gibi,
norotransmitter (42) olarak da gorev alabilmektedirler. Fakat tiim bunlarin yaninda
nitratin kararsiz bir izoformu olan ONOO™ (peroksinitrit), NO™ ile serbest Oz ‘nin
reaksiyona girmesiyle olusur ve olusan ONOO—, lipid peroksidasyonuna ve apoptoza
yol acacak DNA kiriklarimin olugmasina ve mitokondri stabilitesinin bozulmasina,
bununla birlikte antioksidan o&zellikteki enzimlerin tiiketilmesine ve kan beyin

bariyerinin bozulmasina neden olmaktadir (43).
4.5.Hiicre Oliimii

Serebral iskeminin ger¢eklesmesinin ardindan hiicre igerisinde bir¢cok 6liim
mekanizmas1 aktive olmaktadir. Eksitotoksisite ve oksidatif stres sonucunda
hiicrelerin asir1 uyarilmasi, membran potansiyelinin bozulmasi ve hiicre igerisinde
Ca*? miktarinin asir1 artis1 hiicreleri nekroza ya da daha kontrollii bir savunma

mekanizmalar1 olan apoptoz ve otofajiye gotiirmektedir.
4.5.1.Apoptoz

Apoptoz gelisme ve yaslanma sirasinda dokulardaki hiicre popiilasyonunu
korumak amaciyla ortaya ¢ikan bir homeostazi mekanizmasi olarak tanimlanmaktadir
(44). Apoptozun fizyolojik kosullarda homeostazi 6zelliginin olmasinin yani sira,
enerji eksikliginin oldugu durumlarda da ortaya ¢ikmaktadir (45). Programli hiicre
O0limii olarak tanimlanan apoptoz, iskemi gibi bir¢ok norolojik hasarlarin
patofizyolojilerinde de ortaya ¢ikmaktadir. Bu 6liim mekanizmasi, pro-apoptotik ve
anti- apoptotik genlerin arasindaki sinyalizasyonlarla diizenlenmektedir (46). Yapilan

arastirmalar iki ana apoptotik yol oldugunu gostermektedir. Bunlardan ilki ekstrinsik



yani Oliim reseptorleri aracili yol olarak tanimlanirken, digeri ise intrinsik yani
mitokondriyal yol olarak tanimlanmaktadir (47). Mitokondrinin stabilitesinin
bozulmasiyla birlikte, mitokondride bazi sinyal yolaklar1 aktive hale gelerek intrinsik
uyarilarin aktive olmasini saglarken, hiicre membraninda bulunan 6liimle ilgili Timor
Nekroz Faktorii (TNF), Fas/CD95, TNF-bagimli apoptoz indiikleyen ligand (TRAIL)
gibi reseptorlerin uyarilmasi sonucu ekstrinsik sinyal mekanizmalar1 aktive hale
gelmektedir (48). Sercbral iskemik hasar sonucu bilissel islev bozuklarinin arasinda
inflamasyon, oksidatif stres, apoptoz ve nekroz oldugu bilinmektedir (49). Literatiirde
yapilan c¢alismalarda, serebral iskemi sirasinda ekzitotoksisitenin artmasima bagl
olarak NMDA ve AMPA reseptdrlerinin asir1 uyarilmasi sonucu hiicre igerisinde asiri
miktarda Ca*? biriktigi gosterilmektedir. Hiicre icerisinde biriken Ca*? iyonu bircok
sinyal mekanizmasinin aktivasyonuna sebep olmaktadir(50). Mitokondriyal, yani
intrinsik yolakta, hiicre 6liim mekanizmalar1 Bel-2 protein ailesi tarafindan kontrol
edilmekte ve diizenlenmektedir (51). Mitokondri membraninda bulunan BCL-2
ailesinin Bcl-2, Bcl-XL, Belw gibi bazi iiyeleri anti-apoptotik ozelligine sahip
olduklar1 i¢in mitokondriyal membranin korunmasina yardim ederken, Bax, Bak, Bad,
Bim, Bid gibi bazi iiyeleri ise pro-apoptotik o6zelligine sahip olduklari igin
mitokondriyal membranin pargalanmasina sebep olmaktadir. BCL-2 ailesine ait anti-
apoptotik 6zellige sahip olan Bax, Bak, Bad, gibi proteinler mitokondriyal membranin
gegirgenligini bozarak, mitokondriden sitokrom c¢ salimmini tetiklemektedir (45).
Sitokrom ¢ salmim mekanizmasim1 hiicre igerisinde biriken Ca*™ iyonu ile
baslamaktadir. Hiicre icerisine giren Ca*2iyonu, mitokondri membraninda bulunan ve
anti-apoptotik 6zellige sahip olan Bcl-2’nin pargalanmasini saglayarak, pro-apoptotik
Bid’i aktive etmektedir. Bu sayede aktive hale gelen pro-apoptotik 6zellikteki Bid,
Bad-Box ile birleserek mitokondri membraninda porlar agmaktadir. Bu sayede
mitokondriden sitokrom ¢ ve apoptoz indiikleyici faktorlerin  salinimi
gerceklesmektedir. Mitokondriden salinarak sitozele ¢ikan sitokrom c, apoptotitik
proteaz indiikleyici faktdr 1 ve pro-kaspaz 9 ile birleserek apoptozom kompleksini
olusturmaktadir. Olusan apoptozom kompleksi ise kaspaz-3 proteazi aktive ederek

hiicrede DNA hasarina ve apoptotik hiicre 6liimiine sebep olmaktadir (52).

Oliim reseptorleri aracili olan yani ekstrinsik yolakta ise, TNF ailesi gdrev

almaktadir. TNF ailesine ait olan herhangi bir ligand membranda bulanan 6lim
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reseptorlerinden birine baglanarak ve sitokrom c¢ salinimina gerek duymadan
kaspazlart aktive etmektedir. Bu sayede aktive olan kaspaz kaskadi ile kaspaz 8 ve
kaspaz 10 aktive hale gelerek kaspaz 3 enzimini aktive etmektedir. Kaspaz 3 proteaz,
mitokondri membraninin biitiinliiglinii bozarak DNA hasarina ve apoptotik hiicre

6liimiine sebep olmaktadir (53).
4.5.2.Nekroz

Hiicre oliimleri doku homeostazisinde, gelisim ve dejeneratif hastaliklarda
onemli bir rol oynamaktadir (54). Nekroz diizensiz bir hiicre 6liimii olarak kabul
edilmektedir. Literatiirde yapilan c¢aligmalar ile iskemi, travma enfeksiyon
durumlarinda ortaya ¢iktig1 bilinmektedir (55). Nekroz, apoptotik hiicre 6liimiinden
farkli bir mekanizmaya sahiptir. Nekrotik hiicre Oliimiinde, hiicre membran
pargalanarak hiicre patlamaktadir. Hiicre membraninin pargalanmasiyla hiicreye ait
olan organaller ve enflamasyon ile ilgili olan molekiiller hiicre disina salinmaktadir.
Boylelikle patlayan hiicre etrafinda inflamasyon baslamaktadir (56). Hiicre
membraninin gecirgenliginin bozulmasiyla, hiicre i¢in gerekli enerji tiretilememekte,
reaktif oksijen tiirleri ortamda artmakta ve Ca*? iyonunun hiicre icerisinde artmas ile
birlikte homeostazi bozulmaktadir (57). Iskemi sonucu damarlarda meydana gelen
tikanma ile hiporeperfiizyon gerceklesmektedir. Hiporeperfiizyona bagli olarak, glikoz
ve enerji eksikligi meydana gelmektedir. Hiicre i¢ci homeostazinin bozulmasina baglh
olarak ATP {retimi durmakta ya da yavaslamaktadir. Hiicre membraninin
gecirgenliginin bozulmasi ile hiicre igerisine asir1 miktarda Na* alinimi gergeklesirken
hiicre disina ise K* salinim1 gergeklesmektedir. Bu durumda hiicre iginde biriken Na”,
hiicre i¢indeki mevcut ozmotik basinci bozmakta ve hiicrenin siserek patlamasina

neden olmaktadir. Nekrotik hiicre oliimiinde reseptorle etkilesen kinazlar gorev

almaktadir (58).
4.5.3.0tofaji

Otofaji, lizozomlarin yer aldig1 katabolik bir siirectir (59). Hiicre membrani,
hiicre i¢inde bulunan organel ve makrofajlar1 icine alacak sekilde katlanarak
otofagozom yapisini olusturmakta ve otofagozom i¢indeki yapilar1 degradasyonlari

i¢in lizozoma sunmaktadir (60). Otofaji araciligiyla sindirime ugrayan protein ve
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organellerden elde edilen materyaller, enerji eksikligi ve besin yetersizligi gibi
durumlarda  hiicre i¢in  yeniden kullanilabilmektedir ~ (61).  Otofajinin
baslama/indiikleme, otofagozom formasyonu ve maturasyon/geri doniisiim siirecleri
olmak iizere 3 asamadan meydana geldigi diisiiniilmektedir. Ilk olarak sitoplazmik
bilesenler otofagozom icine hapsedilmekte (ayirma evresi), ardindan liozozomal
hidrolazlarin yardimi ile otofagozom degrade edilmekte (degredasyon), son olarak
degrade olan protein ve organallerden elde edilen materyallerin ihtiyag durumunda
tekrar kullanimi (geri doniisiim) asamalar1 sirastyla gerceklesmektedir (62). iskemik
hasar sonrasi1 otofajinin gerceklestigi diisiiniilse de otofajinin iskemik hasardaki rolii

tam olarak bilinmektedir (63).
4.6.Beyin felcinde muhtemel klinik tedaviler ve tedavide karsilasilan zorluklar
4.6.1.Doku Plazminojen Aktivatorii (t-PA)

Iskemik inmenin genellikle kan pthtilarmin arterleri tikamasi sonucu oldugu
diisiiniilmektedir. Rekombinant doku plazminojen aktivatorii Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi (FDA) tarafindan kabul edilmis olan ve beyin felci i¢in kullanilan tek tedavi
yontemi olarak bilinmektedir. Literatiirde yapilan g¢aligmalar, doku plazminojen
aktivatOriiniin tedavi amagli kullanilabilmesi i¢in hastaligin ne zaman baslandiginin
bilinmesi gerektigini ve hastaligin meydana gelmesinden 3-4 saat sonra t-PA’nin
etkinliginin bulunmadigin1 géstermektedir (64). t-PA’nin belirlenen zaman araliginin
disinda kullanilmas1 durumunda beyne ek hemorajik bir hasara sebep olabilecegi
diisiiniilmektedir. intravendz olarak verilen t-PA, plazminojeni, plazmine déniistiiriir
ve damarin tikanmasina sebep olan kan pihtisin1 ¢ézerek damarin besledigi bolgeye
kanlanmanin devam etmesini saglamaktadir (65). Iskemik beyin felcinin akut bir
tedavisi olarak t-PA kullaniliyor olsa da ilag kullanimi ile ilgili siire limitinin olmasi,
cogu hastada iskeminin ne zaman bagladiginin bilinmemesi ve doza bagh
gerceklesebilecek yan etkilerinin mevcut olmasindan dolay: kesin bir tedavi yontemi

olarak kullanilamamaktadir (64).
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4.6.2.Hipotermi

Literatiirde yapilan ¢aligmalar hipoterminin beyin felci iizerinde koruyucu bir
etkisi oldugunu gostermektedir. Iskeminin ger¢eklesmesinin ardindan hipoterminin
apoptozu indiikleyen proteinlerin miktarini diisiirdiigii belirtilmistir (66, 67). Ayni
zamanda hipoterminin, apoptozu inhibe eden proteinlerin miktarini arttirdigi da
bilinmektedir (68). Bunun yaninda hipotermi, Na*-K* ATPaz pompasini
diizenleyerek, Na*, K* ve Ca*? kanallar1 iizerine etki eder. Boylelikle hiicre icerisine
Ca*? iyonunun girmesi engellenir ve Ca*? bagimli apoptotik mekanizmalar1 inhibe
edilir (69). Deney hayvanlari tizerinde yapilan ¢aligmalarda ise hipoterminin ROT’lar1
azalttig1 gosterilmistir (70). Hipotermi, mikrovaskiiler bazal lamina antijen kaybini
engellemekte, iskemi sonras1 t-PA’dan kaynaklanan hemorajiyi azaltmakta ve kan

beyin bariyerinin stabilitesini arttirmaktadir (71, 72).
4.6.3.Norogenez

Iskemik inmenin ardindan gerceklesen noron Sliimiine bagli olarak endojen
tamir mekanizmalar1 aktive olmakta ve ndrogenez meydana gelmektedir (73, 74).
Norogenez, migrasyon, proliferasyon ve olgun ndronlara farklilagma siirecleri dahil
olmak iizere endojen kaynakli noronal oncli kok hiicrelerden yeni fonksiyonel
noronlarin Uretilme siireci olarak tanimlanmaktadir. Bunlarin yaninda nérogenezin
yasam boyunca subventrikiiler zonda ve dentat girusta meydana geldigi ve iskeminin
ardindan arttig1 bilinmektedir (75). Literatiirde yapilan g¢aligmalar, yetigkin insan
beynindeki subventrikiiler zonda noéronal kok Oncli  hiicrelerin  oldugunu
gostermektedir (76). Ayrica liretaiirde yapilan diger c¢alismalarda, iskemik hasar
sonrasi striatumda ndérogenezin meydana geldigi (77) ve ndrogenezin baglamasinda
subventrikiiler zonda bulunan néronal kok oncii hiicrelerin gorev aldig1 bilinmektedir
(78). Subventrikiiler zon kemirgenler i¢in ndroblastlarin ana kaynagi olarak
bilinmektedir (79). Iskemik inme ile gerceklesen ndrogenezin inflamasyon
mekanizmasinin  karmagik oldugunun bilinmesine ragmen yeni olusan noronal
hiicrelerin migrasyonu i¢in mikroglialar tarafindan desteklendigi diisiiniilmektedir
(80). Mikroglialarin bu modiilasyon dzelliklerini kaybetmesi ndronal kok hiicrelerin
proliferasyon ve farklilagsma yeteneklerini git gide yitirmesi anlamina gelmektedir

(81). Noroblastlar, belirli migrasyon davranig bi¢imleri sergileyerek, SVZ’den
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ipsilateral striatuma dogru boliinmekte ve hasara dogru ilerlemektedirler. Noronal kok
oncii hiicrelerin hasarin oldugu ipsilateral striatumdaki hasarli noronlarin
yenilenmesini ve yeni ndronlarin olusmasini tesvik ettigi de yapilan ¢alismalar ile

gosterilmistir (82).
4.6.4.Anjiyogenez

Anjiyogenez, mevcut damarlardan yeni mikro damarlarin meydana gelmesi
anlamina gelmektedir (83). Anjiyogenez, iskeminin meydana gelmesinden 4. giin ila
7. giin arasinda ortaya ¢ikmaktadir (84). iskemik hasar sonrasi, iskemiden etkilenen
bolgeye giden kan akimin artmasini ve metabolik besin maddelerinin ulastiriimasini
saglamak amaciyla anjiyogeneze ihtiyag duyulabilmektedir (85). Literatiirde yapilan
calismalar anjiyogenezin aksonal uzama, ndrogenez, ndronal oncli kok hiicrelerin
proliferasyonunu, migrasyonunu tetiklemek kosulu ile fonksiyonel geri kazanimlara
katki sagladigin1 gostermektedir (86). Vaskiilar endotelyal biiyiime faktori,
transforme edici biliylime faktorii-B, anjiyopoetin-1 gibi proteinler ndrovaskiiler
birimlerden olusan hiicreler arasi etkilesimlerin ger¢eklesmesine katkida bulunarak
anjiyogenezi desteklemektedir (87). Norovaskiiler birimler, néron ve diger hiicrelere
oksijen ve besin saglayan noron, akson, glia ve mikro damarlarin olusturduklari ¢gevre

olarak tanimlanmaktadir (88).

Noronal kok hiicrelerin  proliferasyonunun  gerceklesmesiyle birlikte,
noroblastlar subventrikiiler zondan peri-enfarktiis bolgeye go¢ ederek anjiyogenezi
baglatmaktadir (83). Mikrodamarlar, néronal kok hiicreler i¢in mikro ortam yaratarak
oksijen, besin maddeleri ve ¢oziiniir faktorler salgilayarak ndronal kok hiicrelerin
vaskiiler giidiimlii olarak goglerini tesvik etmektedirler (89). Anjiyogenez, aksonal
biiylimeyi tetiklemek i¢in uygun ortam saglamakta ve ndrogenezi indiiklemektedir.
Boylelikle, anjiyogenez ve aksonal biiylimeyi tesvik eden ajanlarin kullanilmasi

iskemik bolge igin terapotik bir yaklasim olarak kabul edilebilmektedir (90).
4.6.5.Gliogenez

Hasar meydana geldiginde, hasardan etkilenen alanda aktif hale gelen

astrositlerin miktarlarinin arttig1 bilinmektedir. Aktif hale gelmis olan astrositler,
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aksonal uzamay1 engellemektedirler (91). Hasar sonucu olusan yeni astrositler, mevcut
olan yerlesik astrositlerden tiireyebilecegi gibi ayni zamanda néronal oncii kdk
hiicrelerden de meydana gelebilmektedirler (92). Beyin plastisitesi, beyinin hem
iceriden hem disaridan gelen uyaranlara ve yaralanmalara kars1 kendisini yeniden
organize edebilme becerisidir. Beyin plastisitesinde, astrositler, mikroglialar ve kan

vaskiiler hiicreleri yer almaktadirlar (93).
4.7.Hamilelik

Hamilelik ve dogum sonras1 donem, hormonal degisimleri de igeren fizyolojik
degisimler ile karakterize edilmektedir. Bu hormonal degisimler hamileligin
korunmast i¢in hayati 6nem tagimakta ve ayrica diger néroendokrin olaylar ile birlikte
hamileligin korunmasini da saglamaktadir (10, 94). Bu sekilde gergeklesen hormonal
degisimlerin plasentanin gelisimine katkida bulundugu distiniilmektedir (11).
Hipotalamus, hipofiz bezi ve plasenta ¢ok sayida hormon {ireterek hamilelikteki
endokrin siirecine katki saglamaktadir. Hamilelik sirasinda bir¢gok hormon seviyesinde

degisim meydana gelmektedir (95).

4.7.1. Hamilelikte Meydana Gelen Hormonal Degisikler ve Beyin Hasar1 Uzerine
Etkileri

Ostrojen ve progesteron seviyeleri hamilelik sirasinda artmakta, son
trimesterde zirveye ulagsmakta ve dogumdan hemen sonra bu hormonlarin
seviyelerinde diisiis meydana gelmektedir (96). Ostrojenler kana salindiginda dstrojen
reseptorlerini eksprese eden hiicreler tarafindan taninmaktadir. Endotel, epitel, kas,
hematopoietik hiicreler, ndron ve glia gibi bir¢ok hiicre dstrojen reseptoriine sahiptir.
Ayrica Ostrojenler parakrin ve otokrin sistemlerde de gorev almaktadirlar (97).
Ostrojen, vaskiiler fonksiyonlari, inflamatuvar yamtlari, metabolizma, insiilin
duyarlilig1, mitokondriyal fonksiyonlar1 ve hipertrofi gelisimini kontrol etmektedir.
Seks steroid hormonlari, 6zellikle de Ostrojenler merkezi sinir siteminde gorev alan
tanimlanmuis ndroprotektif ajanlardir. Ostrojenlerin, travmatik beyin hasari, iskemi gibi
durumlarda hasar sonrasinda iyilestirici mekanizmalar1 aktive ettikleri bilinmektedir
(98, 99). Ayn1 zamanda Ostrojen miktarinda meydana gelen artig, hasar sonrasi

glutamat eksitotoksisitesini ve radikal oksijen tiirlerinin miktarin1 azaltmaktadir (100).
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Progesteron, vazodilatasyona sebep olmaktadir. Bununla birlikte progesteron
PI3K/Akt sinyal yolagini aktive ederek eNOS un fosforile olmasini saglamaktadir. Bu
sayede eNOS noroprotektif olarak sistemde yer almaktadir (101-103). Progesteron,
kan beyin bariyerini gegerek hasarli beyin dokusu iizerinde néroprotektif olarak gorev
almaktadir (104).

Prolaktin 6n hipofiz bezinden salgilanmakta ve emme refleksini tetiklemek
amaciyla tiretilmektedir. Hamilelik sirasinda prolaktin miktar1 arttigi bilinmektedir.
Hamileligin son evrelerinde ise bu artig oran1 10 ila 20 kat aras1 degismektedir (105).
Hamileligin ardindan emzirme islemi gergeklesmedigi takdirde prolaktin
seviyelerinde 1 ila 2 hafta igerisinde diisiis meydana gelmektedir. Literatiirde yapilan
calismalarda prolaktinin hamilelik esnasindaki artisinin sebebi estradiol seviyelerinin

artmasi oldugu diisiiniilmektedir (106).
4.7.2.Hamilelik ve Norodejeneratif Hastaliklar

4.7.2.1.Multiple Skleroz (MS)

Multiple sklerozis (MS) hastaligindan muzdarip olan kadinlar dogum
yapmaktan kaginmaktadir (12). MS hastalarinin kullanmalar1 gereken ilaglarin fetiis
i¢cin zararli oldugu diisiiniilse de yapilan caligmalarla hamilelikte kullanilan ilaglarin
bebek i¢in risk olusturmadigi diistiniilmektedir. Hamileligin tigiincii trimesterinde MS

ile ilgili semptomlarin %70’e kadar azaldig1 goriillmektedir (13).
4.7.2.2.Alzheimer Hastahd

Kadinlarin Alzheimer hastaligina yakalanma ihtimalinin erkeklere gore daha
yuksek oldugu bilinmektedir. Bunun nedeni olarak ise kadinlarin erkeklere gore daha
uzun yagsamalari1 gosterilmektedir. Kadin ve erkek yasamina bakildiginda erkeklerin,
Alzheimer hastaligina yakalanmadan once, ¢ogunlukla kardiyovaskiiler hastaliklar
sebebiyle hayatlarini kaybettikleri bilinmektedir (14). Tiim bunlarin yaninda dstrojen
hormonunun da Alzheimer hastaliginda 6nemli bir roli oldugu diistiniilmektedir (15).
Ostrojen miktarmim menopoz ile azalmasina bagl olarak kadinlarm Alzheimer
hastaligina yakalanma risklerinin arttig1 bilinmektedir (16). Literatiirde yapilan

caligmalar ile hamileligin Alzheimer hastaligina iyi geldigi gosterilmektedir.
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Hamileligin Alzheimer hastalig1 iizerinde koruyucu etkisinin olmasinin yaninda birden
fazla ¢ocuk sahibi olan kadinlarin tek cocuk sahibi olan kadinlara kiyasla Alzheimer
hastaligina yakalanma riskinin %12 oraninda daha az oldugu belirtilmektedir (107).
Gebelikle birlikte belirli hormonlarin degismesi de Alzheimer’1 tetikleyebilmektedir
(108). Ostrojenler ndroprotektif olarak tanimlanmaktadir ve amiloid beta plaklarinin
sentezini engelleyerek (109) noéronal sag kalim yolaklarini aktive etmektedir.

Boylelikle Alzheimer’in ortaya ¢ikisi da engellenmektedir (110-113).

Hamilelikte diger dnemli bir hormon olan prolaktin ise Alzheimer iizerinde
koruyucu bir etkiye sahiptir ve emziren annelerin emzirmeyen annelere kiyasla bu
hastaliga yakalanma risklerinin daha az oldugu belirtilmektedir(17). Ciinkii prolaktin
GSK3p’y1 inhibe ederek (114) Alzheimer’a sebep olan tau proteininin birikimini
engellemektedir (115).

4.7.2.3.Parkinson Hastalhig

Parkinson hastaliginin hamilelik yaslarinda ortaya ¢ikmasi genellikle nadirdir.
Bu hastalik ¢cogunlukla hamileligin yasandig1 yaslarin daha ileriki donemlerinde ortaya
cikmaktadir (116). Literatirde yapilan caligmalar hamilelik boyunca Parkinson
semptomlarinin azaldigim gosterse de yapilan diger calismalarda hamilelik sonrasi
Parkinson semptomlarmin kotiilestigi gosterilmektedir (117). 1998 yilinda Hargell ve
arkadaslarinin 64 hamile kadin lizerinde yaptig1 arastirmalar degerlendirildiginde 31
hamile kadinda Parkinson hastaliginin %48 oraninda katiilestigi, 33 hamile kadinda
Parkinson hastaliginin semptomlarinin %58 1iyilestigi gosterilmistir. Buradan yola
cikilarak Parkinson hastalig1 sirasinda yas ile birlikte birgcok parametrenin oldugu

diistiniilmektedir (116).
4.7.3. Hamilelikte iskemik Hasar

Fizyolojik kosullarda, dogum yas1 aralig1 olarak kabul edilen yas araliginda
kadinlarda iskemi nadir goriilmekte olan bir hastaliktir (118-120). Literatiirde yapilan
caligmalara gore, lohusalik doneminde hemorarjik iskemi ve normal iskeminin
meydana gelebilme oranlarinda artis oldugu gosterilmektedir. Bunun yaninda

hamilelik sirasinda hemorarjik iskemi riskinde kiiciik bir artis goriiliirken, normal
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iskeminin ger¢ceklesme ihtimalindeki degisim net olarak gosterilememektedir. Yapilan
calismalarla elde edilen verilere gore hamilelik sirasinda beyin felci gerceklesme
ihtimali artmamis olsa da dogumdan sonraki déonemde beyin felci riskinin arttigi

goriilmektedir (9).

Gebelik de dahil olmak iizere, kadinlarda cinsiyete 6zgii ¢esitli faktorlerin inme
riskini artirdig1 bilinmektedir (118-120). Peripartum yani dogum &ncesi donemde,
meydana gelen hassaslik, kardiyovaskiiler problemlerin olmasi, kan damari
anamolilikleri, kanin pihtilagma bozukluklari, gebelik sirasinda gelisen hipertansiyon
ve preeklampsi dogum sirasinda inme riskini artirabilmektedir. Yakin tarihte yapilan
bir ¢aligmada, 100.000 hamileligin yalnizca 30 tanesinde iskeminin meydana geldigi
bilinmektedir. Ayn1 zamanda bu hamileliklerde iskeminin ilk 12 hafta icerisinde,
liclincii trimesterde ya da erken dogum sirasinda meydana geldigi gosterilmektedir
(121). Hamilelik sirasinda meydana gelen iskemi nedeniyle, annelerin %15’i hayatini
kaybetmektedir (122). Hamilelikte iskeminin meydana gelmesiyle &liimle
sonuclanmayan vakalarin ise ¢ogunda, konusma, yorgunluk, hareketlilik kayb1 ve
bilissel bozukluklar meydana gelmektedir (123). Annede meydana gelen iskemi, fetal
ve neonatal sagligini etkilemektedir (124). Bu konu ile ilgili arastirmalarin hala devam
etmesine ragmen siganlarda yapilan caligsmalar, annede gebelik sirasinda meydana
gelen global serebral iskeminin, gebelikte noronal hasar1 arttirdigir goriilmektedir

(125).
4.7.4.Hamilelikte iskemi ile Tlgili Fizyolojik Siirecler

Hamilelik ve lohusalik doneminde beyin hemodinamiginde bazi fizyolojik
degisimler meydana gelmektedir. Hamilelik sirasinda renin miktarinin artigi su ve
sodyumun tutulmasi ile iliskilendirilmektedir. Meydana gelen bu sodyum artisi,
kardiyak debisinde, infarkt voliimde ve kalp hizinda artisa sebep olmaktadir. Bozulan
bu hemodinamik yapi ise hipertansiyon gibi sorunlari meydana getirmektedir (126).
Kan damarlarinin iskemi ve hemorajik inme ile arasindaki iliski net olarak
anlasilamasa da kan damarlarinin duvarlarinda meydana gelen degisimler 6zellikle
endotel hiicrelerin fonksiyonlarinin bozulmasiyla meydana gelen hemorajik iskemiye
sebep olmaktadir (127). Bu sebeple hamilelik sirasinda meydana gelen hormonal

degisimler, iskemiye kars1 anneyi korumaktadir (128, 129).
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Bunlara ek olarak hamilelik sirasinda viicut 1sisinin diistiigli bilinmektedir
(130). iskemik hasarin tedavi edilmesi i¢in kullanilan yéntemlerden birinin hipotermi
oldugu da bilinmekte ve hamilelik sayesinde gerceklesen viicut i1sisinin diismesi
iskemi i¢in noroprotektif bir etki gostermektedir (131, 132). Erken yaslarda meydana
gelen dogumlarda iskemik inme riskinin az oldugu belirtilirken, ileriki yaslarda
meydana gelen hamileliklerde iskemik inme riskinin yasa bagl arttigi goriilmektedir
(133-135). Literatiirde yapilan ¢alismalarda hamileligin ve dogum yapmanin iskemi
tizerindeki etkilerinin farkli olabilecegi diistiniilmektedir (136). Siganlarda,
hamileligin iskemi iizerinde negatif etkileri oldugu diisliniilse de fareler iizerinde
yapilan son c¢alismalar hamileligin ve dogum yapmanin, iskemi iizerinde iyilestirici
etkilerinin oldugunu gostermektedir (137). Ritzel ve ark. paritenin (dogum sayisi) kisa
ve uzun dénemde iskemi {izerinde koruyucu etkilerinin oldugunu gostermektedir (8).
Bunun yaninda birden fazla ¢iftlestirilmis farelerde, hig ¢iftlesme deneyimi olmayan
farelere kiyasla, iskemi sonrasi beyindeki enfarkt hacmin daha kiigiik oldugu, astrosit
ve mikroglia sayisinin daha az oldugu, IL-6 gibi pro-enflamatuar sitokinlerin ve CCL-
2 gibi kemokinlerin sayisinda azalma meydana geldigi ve biiyiime faktorlerinin
(bFGF, VEGF) sayilarinda ise artis oldugu bilinmektedir. Yapilan ¢aligsmalar, iskemi
gecirmis ve birden fazla ciftlesme deneyimi olan farelerde, iskemi gecirmis ve
ciftlesme deneyimi olmayan farelere kiyasla anjiyogenezisin daha fazla oldugunu
gostermektedir. Bu caligsmalara ek olarak ise inme sonrasi birden fazla ciftlesme
deneyimine sahip si¢anlarla, hi¢ ¢iftlesme deneyimi olmayan siganlarin aldiklari ilk
hasarin esit oldugu bilinse de, eksitotoksisitenin birden fazla ¢iftlesme deneyimi olan
siganlarda daha fazla iyilestirme gosterdigi bilinmektedir (138). Bu sebeple daha 6nce
hi¢ ciftlesme deneyimine sahip olmayan siganlarin iskemiye kars1 koruyuculugunun
kisith oldugu sonucuna varilmaktadir. Altta yatan mekanizmalar net olarak
anlagilamamis olsa da bu mekanizmalarda mikrokimerizmin rol oynadig
diisiiniilmektedir. Hayvan ve insanlar lizerinde yapilan caligmalar ile mikrokimerik
hiicrelerin, hasar bolgesine giderek iyilesmeye yardimer olduklar1 gosterilmektedir
(139, 140). Ritzel ve ark. birden fazla ciftlesme deneyimine sahip farelerde yaptiklar
caligmalar ile, iskemik hasar sonrasi, beynin hasarli alanina fetal hiicrelerin gog

ettiklerini gostermektedir (8).
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5.MATERYAL ve METOT

5.1.Deney Dizayni ve Deney Gruplari

Fareler iizerinde yapilan tiim deneysel miidahaleler, Istanbul Medipol
Universitesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul onayr (28/11/2019) almarak
gerceklestirilmistir. Deneyler  gercgeklestirilmeden  6nce  ve  deneyler
gergeklestirildikten sonra fareler 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik olan odalarda
tutulmustur. Deney gruplari; tiim deneylerin kontrolii olmas1 amaciyla hamile olmayan
ve iskemi indiiklenmeyen fareler (kontrol), hamileligin etkisinin arastirilmasi amaciyla
iskemi indiiklenmeyen hamile fare (hamile), iskeminin etkisinin arastirilmasi igin
iskemi indiiklenen ve hamile olmayan fare (hamile olmayan iskemik), hamileligin
iskemi {izerine etkilerinin arastirilabilmesi i¢in iskemi indiiklenen hamile fareler

(iskemik hamile) olacak sekilde dizayn edilmistir (Sekil 5.1.1.).

1417 0 3 14 28 55 (Giin)
:
i
Dehay Beyin Felci
hayvarjlarinin Basldngict
ciftlestjrilmesi $1ang
n=8/grup
1. Set |I
n=8/grup
Depey Beyin Felci
hayvarlarinin Basl
;iﬂ)l':st rilmesi N ¢ glinde bir BrdU enjeksiyonu
/f!d \
2. Set n=12/grup

Sekil 51.1. Deney dizayni.
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5.2.Farelerin Ciftlestirilmesi ve Hamileligin Takibi

Deney gruplari i¢in 8 haftalik tiim hiicrelerinde yesil floresan protein (GFP)
ekspresyonu yapabilen erkek transgenik C57BL6j susu fare (C57BL/6-Tg(CAG-
EGFP)10sb/J, 003291, Jackson) ile yabanil tip C57BL6; disi fareler ¢iftlestirilmistir
ve disilerin hamileliklerinin takibinin yapilabilmesi amaciyla vajinal plak takibi
gerceklestirilmistir. Hamileliklerinin ikinci trimesterindeki disi farelere fokal iskemi

indiiklemek amaciyla intraluminal filament teknigi kullanilmistir (Resim 5.2.1.).

) | <

Resim 52.1 Yesil floresan protein (GFP) ekspresyonu yapabilen erkek transgenik C57BL6j
susu fare (C57BL/6-Tg(CAG-EGFP)10sb/J, 003291, Jackson) ile yabanil tip C57BL6; disi
fareler ciftlestirilmesi.
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5.3.0rta Serebral Arter Okliizyonu (OSAQ)

Tiim hiicreleri GFP pozitif olan erkek transgenik fareler ile giftlestirilen yabanil
tip disi C57BL6j susu fareler orta serebral arter okliizyonu ve reperfiizyonu
gerceklestirildigi stire boyunca %1°lik izofluran (Ruhsat Numarasi: 07.05.2002-
112/44, ADEKA) gaz anestezisi altina alinmistir. Viicut sicakliklar1 36,5-37,0 °C
arasinda tutulmustur. Laser Doppler Flowmetri (Perimed) cihazi okliizyon ve
reperfiizyon boyunca beyinde meydana gelen anlik kan degisim degerlerini 6lgmek
amactyla kullanilmistir. Cihazin sahip oldugu fiberoptik prob, Bregma’nin -2 mm
posterior ve 6 mm laterali olacak sekilde hasarli olan hemisferin direkt olarak kafatasi
kemigi iizerine dental yapistiric1 yardimi ile sabitlenmistir. Intraluminal filament
teknigi kullanilarak orta serebral arter okliizyon modeli olusturulmustur. Bu teknikte,
boyun bolgesine atilan kesi sonrasinda, sol karotid arter izole edilmis ve 6-0 ipek
(S1165, Dogsan) iple ligasyonu yapilmistir. Damart gegici olarak tikamak amaciyla
internal karotid arter lizerine mikrovaskiiler klips yerlestirilmistir ve sonrasinda damar
makasi ile sol kommon karotid artere kesik atilmistir. 7-0 kalinligina sahip olan
monofilament (701934PK5Re, Doccol) atilan kesikten internal karotid artere dogru
yaklagik 9 mm igeriye itilmistir (Resim 5.4.1.) (141).

5.4.Laser Doppler Flowmetri

Orta serebral arterin dogru bir sekilde tikandiginin tespit edilebilmesi i¢in kan
akimindaki diisiisten faydalanilmistir. Laser doppler flowmetri cihazi yardimi ile kan
akimindaki degisiklikler anlik olarak takip edilmistir. Kan akimindaki distis ile orta
serebral arterin dogru olarak tikandig: teyit edilmistir. Okliizyondan 30 dakika sonra
internal karotid arterden igeri itilen monofilament geri ¢ekilmis ve reperfiizyon
asamasinin takip edilebilmesi amaciyla kan akimi degerleri 20 dakika daha laser

doppler flowmetri cihazi ile takip edilmistir (Resim 5.4.1.) (141, 142).

Uzun donem deney setine dahil olan fareler deneylerinin sona erdigi 42. giiniin
sonunda anestezi altina alinmis ve aksonal projeksiyon ile ilgili izleyicilerin
uygulanmast amaciyla motor korteks bolgelerine Biyotinlenmis Dekstran Amin
(BDA) enjeksiyonu yapilmistir. Diger deney gruplari igin iskemi sonrasi deney

dizayninda belirtilen siirelerde deney gruplari sonlandirilmistir (143).
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Lazer Doppler
Kaydi
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Ana Karotis
Arter

iskemik Hamile Olmayan

Resim 54.1. Hamile olan ve hamile olmayan farelere orta serebral arter okliizyon modelinin
uygulanmasi.

5.5.Deneyin Sonlandirilmasi ve Beyinden Ornek Ahnmasi

Immiinofloresan galigmalar igin dizayn edilen her deney grubundan 6 fareye
iskemi indiiksiyonundan 55 giin sonra %0,9 NaCl transkardiyak perfiizyon
uygulanmistir. Deneyi sonlandirmak amaciyla fareler, derin anestezi altinda dekapite
edilip beyinleri disekte edilmistir. Disekte edilen beyinler, kuru buz iizerine alinmis ve
hizla dondurulmustur. Rutin immiinohistokimyasal analizler i¢in kryostat cihazi
kullanilarak bregma 0.0 seviyesinden (plastisitenin degerlendirilebilmesi igin ise
fasiyel niikleus seviyesinden) 18 um’lik koronal kesitler alinmistir. Alinan kesitler -80

°C’de muhafaza edilmistir.
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5.6.Immiinohistokimyasal Analizler

Her bir boyama i¢in tim gruplardaki her bir fareden kesitler alinmis ve
immiinohistokimya yontemi ile boyanmistir. Boyamanin yapilabilmesi amaciyla -
80°C’den c¢ikarilan kesitler 30 dakika boyunda oda sicakliginda kurutulmustur.
Ardindan %4’lik paraformaldehit (PFA) (158127, Sigma Aldrich) soliisyonunda 7
dakika bekletilen kesitler fosfat tamponlu salin (PBS) ¢ozeltisinde yikanmistir. Daha
sonra kesitler, oda sicakliginda NGS ve %0,3’liik PBS-T ile 1 saat boyunca humidified
cember icerisinde ve calkalayici iizerinde bloklanmistir. Kesitler blogun ardindan
uygun primer antikor ile +4°C’de gece boyunca ¢alkalayici lizerinde inkiibe edilmistir.
Ertesi giin sabah, kesitler PBS ile yikanip uygun sekonder antikorlar eklenmis ve 2
saat boyunca oda sicakliginda calkalayici iizerinde inkiibasyona birakilmistir.
Ardindan kesitler PBS ile yikanmustir. Hiicre ¢ekirdeginin goriintiilenebilmesi
amaciyla 4°,6-diamidine-2-fenilindol dihidroklorit (DAPI, D9542, Sigma Aldrich)
boyamasi yapilmistir (Tablo 1.). Boyama tamamlandiktan sonra kesitlerin {izeri uygun
kapatma soliisyonu (Fluoromount, F4680, Sigma Aldrich) ile ve lamel yardimi ile
kapatilmistir. Kesitler lazer taramali konfokal mikroskop yardimi (LSM800, Zeiss) ile
gorlintiilenmistir. Goriintiilenmis olan kesitler, gerekli analizlerin yapilabilmesi
amaciyla konfokal mikroskop kullanilarak  fotograflanmistir.  Analizlerin
yapilabilmesi icin beyinde striatum bolgesinden 12 alan, hem ipsilateral hem de
kontralateral bolgede benzer yerlere gelecek sekilde belirlenmis ve boyamanin pozitif

oldugu hiicreler sayilip her grup i¢in ortalama olan degerler saptanmustir.
5.6.1.NeuN ile Noronal Sagkaliminin Belirlenmesi

30 dakika iskemi ve 3 giin reperfiizyon geciren farelerde noronal sagkalimin
degerlendirilmesi amaci ile NeuN (diliisyon orant 1:100, MAB377C7, Merck)
boyamas1 yapilmistir. Immiinohistokimyasal boyama protokoliinden farkli olarak
Neun konjuge olarak kullanilmis ve blok asamasindan sonra oda sicakliginda ii¢ saat
calkalayic1 lzerinde inkiibasyona birakilmistir. Ardindan daha Once belirtilen
protokoliin devami uygulanmistir. Konfokal mikroskopta kesitlerin fotograflari
cekilerek mikroskobun kendi programi olan Zen Blue programinda hiicreler sayilmis
ve kontrol grubuna gére noronal sagkalim degerlendirilmistir. Her grup i¢in ortalama

degerler hesaplanmustir (143, 144).
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5.6.2.Glial Yaranin Degerlendirilmesi

Glial yaranin degerlendirilmesi amaciyla 30 dakika iskemi ge¢irmis ve 55 giin
reperfiizyona maruz birakilmis farelerin beyinlerinden elde edilen kesitlere GFAP
(diliisyon oram1 1:100, 3656, Cell Signaling Technologies) boyamasi yapilmistir.
GFAP, NeuN gibi konjuge olup ayni protokol izlenmistir. Ardindan konfokal
mikroskobu ile kesitlerin fotograflar1 ¢ekilmis, hasarli hemisferdeki glial yara alani
Zen Blue programi kullanilarak 6lgiilmiustiir. Her grup icin ortalama degerler

hesaplanmustir.
5.6.3. DNA Kiriklarinn in sitii Hiicre Oliim Kiti (TUNEL) ile Belirlenmesi

Immiinohistokimyasal ¢alismalar i¢in alinan kesitlerde DNA kiriklarinim in sitii
olarak belirlenmesi ve hiicre Oliimiiniin zamana bagl olarak degerlendirilmesi
amacityla TUNEL kiti (11684795910, Roche) kullanilarak apoptotik hiicreler
belirlenmistir. 30 dakika iskemi gecirmis ve 3 giin reperflizyona maruz birakilmig
farelerin beyinlerinden elde edilen kesitlere TUNEL boyamas: yapilmistir. i1k olarak
-80°C’den cikarilan kesitler, 30 dakika boyunca oda sicakliginda kurutulmustur.
Ardindan kuruyan kesitler %4’liik PFA soliisyonu igerisinde oda sicakliginda 10
dakika ve daha sonra +4°C’de 10 dakika daha olacak sekilde inkiibe edilmistir. 20
dakikalik fiksasyon sonucunda kesitler PBS ¢d6zeltisinde yikanmistir. Ardindan
kesitler buz tizerinde 2 dakika boyunca Triton-X-100 (X100, Sigma Aldrich) deterjan
ve tri-sodyumsitrat di-hidrat (A0531948329, Millipore) i¢eren soliisyonda membran
gecirgenligini artirmak amaciyla bekletilmistir. Ardindan 1 dakika boyunca 750 Watt
mikrodalga igerisinde tri-sodyumsitrat di-hidrat pH 6,0 olan soliisyon igerisinde
inkiibasyona birakilmistir. Bu islemlerin ardindan kesitler PBS ¢ozeltisi icerisinde
yikanmistir. Kesitler uygun bloklama soliisyonu ile 30 dakika boyunca g¢alkalayici
tizerinde oda sicaklifinda bloklanmistir. Ardindan enzim subsrat igceren TUNEL
karigimi kesitlere ilave edilmis ve kesitler 70 dakika boyunca 37°C’de inkiibe
edilmistir. Yetmis dakikalik inkiibasyonun sonunda kesitler PBS ¢ozeltisi icerisinde
yikanmistir. Ardindan hiicre ¢ekirdegini goriintiileyebilmek amaci ile kesitler 3 dakika
DAPI ile mualeme edilmistir. Ardindan kesitler PBS ¢ozeltisi igerisinde yikanmis ve
uygun kapama soliisyonu ve lamel yardimi ile kapatilmistir. Boyama ile ilgili

analizlerin yapilabilmesi i¢in kesitlerin iskemik striatum bolgelerinden rastgele 62.500
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pum?’lik 12 alan belirlenmis ve fotograflari ¢ekilmistir. Cekilen fotograflarda TUNEL

(+) hiicreler sayilmis ve ortalama degerler hesaplanmigtir (141).
5.7. Post-iskemik Atrofinin Belirlenmesi

Uzun donemde korpus kallozum ve striatum bolgesinde meydana gelen
atrofinin tespit edilmesi amaciyla 55 giin sonra sakrifiye edilen farelerden elde edilen
beyin kesitlerine Cresyl violet boyamas1 yapilmistir. -80°C’den ¢ikarilan ve bregma
seviyesinden alman kesitler 30 dakika boyunca oda kosullarinda kurutulmustur.
Ardindan 15 dakika boyunca %4’liikk PFA soliisyonunda bekletilmistir. PFA ile
fiksasyonu sonrasinda kesitler PBS ¢ozeltisi igerisinde yikanmistir. Daha sonra
kesitlere 2 dakika masa iizerinde ve ardindan 13 dakika ¢alkalayici tizerinde Cresyl
violet (C5042, Sigma-Aldrich) boyasi ile muamele edilmistir. Kesitler sirasiyla ve her
birinde 5’er saniye olacak sekilde %70, %90, %95 ve %100 etanol(100983, Millipore)
serisinden gecirilmistir. Alkol serisinden gecirilen kesitlerdeki boyanin fikse olmasi
icin kesitler ksilen soliisyonu igerisine alimmistir. Kesitler uygun kapatma sivisi
(Entellan, 107961, Millipore) ve lamel yardimi ile kapatilmistir. Kesitlerin
goriintiilenebilmesi i¢in 151k mikroskobu (Axiozoom V16, Zeiss) kullanilmistir. Elde
edilen goriintiilerden kontralateral striatum, ipsilateral striatum ve korpus kallozum
alanlar1 Zen Blue programi kullamlarak dl¢iilmiistiir. Ipsilateral striatum alanlarinin
kontralateral striatum alanlarindan ¢ikarilmasi ile hasar sonrasinda striatum bolgesinde
meydana gelen atrofinin hesaplamasi yapilmistir. Daha sonra elde edilen bu degerlerin

kontralaterale gore yilizdeleri hesaplanmigtir (143).
5.8.BrdU ile Hiicre Farkhilasmasimin Belirlenmesi

Iskemi indiiklenmesinin ardindan yeni olusan ve farklilasan hiicrelerin takibini
gerceklestirebilmek amaciyla farelere 5-bromo-2’-deoksitiridine (BRDU, B5002,
Sigma Aldrich) enjeksiyonu yapilmistir. Bu enjeksiyon post-op 3. giinde baslayip, ticer
giin araliklarla deney sonlandirilana kadar devam etmistir. Fizyolojik serum igerisinde
¢ozdiiriilen BrdU, 100 mg/kg dozunda olacak sekilde farelere verilmistir. Elli bes
giiniin sonunda ytiksek doz anestezi altinda, farelere serum fizyolojik ile perfiizyon ve
%4’liik PFA ile fiksasyon yapilmistir. Ardindan farelerin beyinleri disekte edilmis ve
disekte edilen beyinler +4°C’de ek olarak 3 saat daha %4’liikk PFA ¢6zeltisinde inkiibe
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edilmistir. Son olarak da %30’luk siikroz ¢ozeltisinde ¢okene kadar +4°C’de
bekletilmistir. Siikroz igerisinde ¢Oken beyinler kuru buz {izerine alinarak
dondurulmustur. Beyinlerden 18 um kalinliginda kryostat cihazi kullanilarak bregma
0.0 mm seviyesinden koronal kesitler alinmistir. Diger immiinohistokimyasal
boyamalardan farkli olarak BrdU, DNA’nin yapisina katilmaktadir ve bu sebeple 2N
HCI kullanilarak DNA’nin par¢alanmast saglanmistir. Elli bes giin setindeki tim
gruplardan, her bir fareden alinan kesitlere ikili boyamalar olan GFAP/BrdU ve
Neun/BrdU boyamalariin yapilabilmesi icin kesitler ilk olarak %4’liik PFA ile fikse
edilmis ardindan 15 dakika 95°C’deki sodyum sitrat igerisinde kaynatilmigtir. Bu
islemin ardindan kesitler 15 dakika oda sicakliginda ayn1 ¢ozelti i¢erisinde sogumaya
birakilmistir. Kesitler, sitrat ile muamele edildikten sonra PBS ¢6zeltisinde ¢alkalayici
tizerinde yikanmistir. Ardindan GFAP ve NeuN antikorlar ile ayr1 ayr1 boyamalari
yapilmistir. GFAP ve NeuN boyamalarinin yapilmasinin ardindan BrdU boyamasina
gecilmistir. Ikili boyama yapilmis oldugundan GFAP ya da NeuN antikorlarmin
inkiibasyonunun bitmesinin ardindan kesitler PBS ile ¢alkalayici lizerinde yikanmis
ve 37°C’ de 1 saat boyunca 2N HCl icerisinde inkiibe edilmistir. Daha sonra 1 saat oda
sicakliginda bloklama, 1 saat oda sicakliginda BrdU primer antikor (diliisyon orani
1:100, ab6326, Abcam) ile inkiibe edilmis ardindan PBS ile yikamalar1 yapilmistir.
Uygun sekonder antikor (goat anti rat, 488 1235966) ile inkiibasyonunun ardindan
tekrar PBS ile yikamalar1 yapilmistir. Daha sonra hiicre ¢ekirdegini goriintiilemek
amaci ile DAPI boyamasi gerceklestirilmis ve uygun kapatma soliisyonu ile kesitler
kapatilmistir. Boyama ile ilgili analizlerin yapilabilmesi amaciyla iskemik hemisferde
24 alan belirlenmis, fotograflar1 cekilmis ve NeuN/BrdU ve GFAP/BrdU ikili
boyamalarinda pozitif olan hiicreler Zen Blue programi kullanilarak sayilmis ve her

grup i¢in ortalama degerler hesaplanmistir (143, 145).
5.9.Boyanan Kesitlerin Goriintiilenmesi ve Degerlendirilmesi

Boyanan kesitlerin goriintiilenebilmesi amaciyla konfokal (LSM800, Zeiss)
mikroskobu kullanilmistir. Mikroskobun sahip oldugu program tarafindan kontrol
edilen motorize tabla ile x-y-z diizlemlerinde hareketi saglayarak goriintiilerin elde
edilmesi saglanmistir. Cekirdekler arasindaki fokus farkini en aza indirmek amaciyla

z dizleminde farkli fokuslardan goriintiler alinmistir. Zen Black programi
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kullanilarak maximum intensity projection (maksimum yogunluk projeksiyonu) ile
farkli fokuslardaki goriintiiler birlestirilmistir. Bu sayede ipsi lateralden programin
sahip oldugu tile (gorintiileri birlestirme) ve z stack (farkli fokuslardaki goriintiileri

alabilme) fonksiyonlari ile goriintiiler alinmastir.
5.10.Fasiyel niikleus seviyesindeki aksonal uzamanin belirlenmesi

Aksonal projeksiyonun degerlendirilmesi amaciyla iskemi sonrasi 42. giiniin
sonunda aksonal projeksiyon ile ilgili izleyicilerin uygulanmasi amaciyla derin
anestezi altina alinarak, primer motor korteks bdlgelerine (bregma rostral 0.5 mm,
lateral 2.5 mm motor korteks bolgesi) Biyotinlenmis Dekstran Amin (BDA, 10,000
MW, #D1956, Invitrogen)) enjeksiyonu yapilmistir. BDA enjeksiyonu yapilan farelere
10 giin sonra derin anestezi altinda %0,9’luk NaCl ile transkardiyak perfiizyon
uygulanmis ve ardindan %4’liik PFA ile fiksasyonu gerceklestirilmistir. Islemin
ardindan beyinler disekte edilerek +4°C’de 3 saat boyunca %4’liikk PFA ¢6zeltisinde
bekletilmistir. Ardindan %30’luk siikroz ¢ozeltisine alinan beyinler ¢ozelti i¢erisinde
cokene kadar +4°C’de muhafaza edilmistir. Coken beyinler kuru buz iizerinde
dondurulmus ve kryostat cihazi kullanilarak fasiyel niikleus seviyesinden (Bregma-5.8
ile-6.3 mm aras1) 18 pm kalinhiginda kesitler alinmistir. Alinan kesitler
immiinohistokimya ¢alismalar1 yapilana kadar -80°C’de muhafaza edilmistir.
Immiinohistokimya ¢alismalar1 igin -80°C’den ¢ikarilan kesitler, 30 dakika boyunca
oda sicakliginda kurutulmustur. Kurutmanin ardindan kesitler, fosfat tamponlu salin
(PBS) ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra normal ke¢i serumu (6903, Sigma-Aldrich) ile 1
saat boyunca oda sicakliginda bloklama yapilmistir. Bloklama isleminden sonra,
streptavidin baglanmis AlexaFluor-555 (diliisyon orani 1:250, S21381, Invitrogen) ile
konjuge edilmis sekonder antikorla oda sicakliginda 90 dakika boyunca inkiibe
edilmistir. Son olarak kesitlerin iizeri, uygun kapatma sivis1 ve lamelle kapatilmistir.
Kapatilan  kesitler ~Axiozoom (Zeiss) floresan mikroskobu kullanilarak
goriintiilenmistir. Degerlendirme i¢in, iki hemisfer arasinda bulunan orta hattan sanal
bir ¢izgi ¢ekilmis ve bu sanal ¢izgiyi gegen BDA ile isaretlenmis aksonlar sayilarak

her grup i¢in ortalama degerler hesaplanmigtir (143).
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Tablo 1. Antikorlar ve Diliisyon Oranlari.

Katalog Numarasi Diliisyon Orani

Merck MAB377C7 NeuN 1:100
Cell Signaling 3656 GFAP 1:100
Abcam Ab6326 BrdU 1:100
Invitrogen $21381 Alexa-Fluor 555 1:250

5.11.istatistik

Gruplarin arasinda bulunan farkliliklarin degerlendirilebilmesi amaciyla SPSS
programi kullanilmistir. Gruplar arasindaki farklar bagimsiz (student) t testi ile analiz
edilmistir. Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. *p<0,05 ve **p<0.01

istatistiksel anlaml1 olarak kabul edilmistir.
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6. BULGULAR

6.1.Serebral Kan Akiminin Olgiilmesi

Beyin kan akimu
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Sekil 61.1. Kisa donem i¢in Lazer Doppler beyin kan akim kayitlari.

Deneysel olarak iskeminin indiiklenmesi ve hasar sirasindaki stirelerin

kontroliinii saglamak ve reperfiizyon asamasinda farelerin serebral kan akimlarinin

Ol¢iillip degerlendirilebilmesi amaciyla farelerin kan akimlar1 Laser Doppler cihazi ile
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Olclilmiistiir. Kisa donem seti i¢in iskemi indiiklenmeden 15 dakika once Olgiimler
alinmaya baslanmistir. Iskeminin indiiklendigi 30 dakika boyunca devam eden
Ol¢timler, reperfiizyon asamasinda 20 dakika daha devam etmistir. Orta serebral arter
girisinin basarili bir sekilde tikanmasi sonucu beyin kan akimi %?20°nin altina
dismistir (Sekil 6.1.1.). Bu sonuglar iskeminin basariyla indiiklendigini
gostermektedir. Reperfiizyon agamasindaki kanlanma degerlendirildiginde gruplar

arasinda serebral kan akiminda istatistiksel anlaml1 bir fark goriillmemistir.

6.2.Apoptotik Hiicre Sayisinin Belirlenmesi

DNA Fragmantasyonu
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Sekil 62.1. iskemik hasar sonrasi apoptotik hiicrelerin degerlendirilmesi.

Temsili TUNEL boyamasi ve ikinci trimesterde iskeminin indiiklenmesinin

ardindan 3 giin sonra DNA kiriklarinin incelenmesi (Bar 100 um’yi gostermektedir).
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Hamile olan ve hamile olmayan farelere iskemi indiiklenmesinin ardindan 3
giin sonra meydana gelen DNA kiriklarinin degerlendirilmesi amaci ile alinan kesitler
in-sitii hiicre 6liim kiti (in-sitii Cell Death Detection Kit) ile boyanmistir. In-sitii hiicre
olim kiti ile boyanan kesitlerin konfokal mikroskobu (LSM800, ZEISS, Almanya)
kullanilarak fotograflar1 g¢ekilmistir. Daha sonra striatum bolgesindeki 12 farkli
alandan TUNEL (+) hiicreler sayillmis, gruplarin ayri ayr1 degerleri hesaplanmis ve
ortalamalar1 alinmistir. Iskeminin indiiklenmesinin ardindan 3 giin sonra, hamile olan
ve hamile olmayan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir
(Sekil 6.2.1.). Striatumdan olgiilen TUNEL (+) hiicrelerin hesaplanan alana gore
degerleri iskemik hamile olmayan grupta 46,00+12,75 iken, iskemik hamile olan
grupta 49,00+6,99 olarak bulunmustur. Elde edilen verilere gore iskemik hamile
olmayan ve iskemik hamile olan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

goriilmemistir.
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6.3.Kisa Donemde Hasar Sonrasi Noronal Sagkalimin Belirlenmesi

Noronal Sagkalim
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Iskemik

Sekil 63.1. iskemik hasar sonrasi ndronal sagkalimin degerlendirilmesi.
Temsili NeuN (+) boyanmasi ve gruplar icin degerler (Bar 50 um’yi gostermektedir.).

Hamile olan ve hamile olmayan iki grup arasinda iskeminin indiiklenmesinin
ardindan kisa donemde noronal sagkalimi degerlendirmek amaciyla 3 giin kesitlerine
NeuN boyamasi yapilmistir. Iskemik hamile olan grupta, iskemik hamile olmayan
gruba gore iskeminin indiiklenmesinden 3 giin sonra néronal sagkalimda istatistiksel
olarak anlamli bir fark goriilmiistiir. Kisa donem kesitlerine NeuN boyamasi yapilmis
ve konfokal mikroskobu (LSM800, ZEISS, Almanya) ile goriintiilenmistir. Ardindan
her iki grup icin de hasarl: ipsilateral striatumda ve kontralateral striatumda 62.500
um?’lik 12 alan belirlenmis ve bu alanlarda NeuN (+) hiicreler sayilmistir, iskemik
hamile olmayan ve iskemik hamile gruplar i¢in bu alanlarin ayr1 ayri ortalamalari

alinmugtir. Ipsilateral hemisferler, gruplarin kendi kontralateral hemisferlerine gore
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degerlendirilmis olup, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmiistiir. Iskeminin indiiklenmesinin ardindan hasardan sonra striatum bélgesinde
iskemik hamile olan grupta, iskemik hamile olmayan gruba gére noronal sagkalimin
daha fazla oldugu goriilmiistiir (Sekil 6.3.1.). Striatuma yayilmis olan NeuN (+)
hiicrelerin iskemik hamile olmayan grupta degeri 41,00+14,37 iken iskemik hamile
olan gruptaki degeri 57,00+11,39 olarak bulunmustur. Elde edilen verilere gore
iskemik hamile olan grupta noronal sagkalimin, iskemik hamile olmayan gruba gére

istatistiksel olarak anlaml 6l¢iide arttigi gézlemlenmistir.

*Iskemik hamile grup ve iskemik hamile olmayan grup arasindaki sonuglar
ortalama + SD olarak gdsterilmistir. Istatistiksel olarak p degerinin belirlenmesinde
bagimsiz student t testi kullamilmustir. Iskemik hamile olmayan ve iskemik hamile olan

gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilik *p<0,05 olarak ifade edilmistir.
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6.4.Iskemi Sonrasi Uzun Dénemde Atrofik Alanlarin Degerlendirilmesi
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Sekil 64.1. iskemik hasar sonrasi atrofinin cresyl violet boyamasi ile degerlendirilmesi.

Iskemik hamile ve iskemik hamile olmayan gruplar igin 6rnek boyamalar (A),
korpus kallozum (B), striatum (C), ipsilateral hemisferin kontralateral hemisfere gore
yiizdelerini (D), gostermektedir . (korpus kallozum ig¢in p=0,699, striatum igin
p=0,016, hemisfer i¢in p=0,025) (Bar 2 mm’yi gostermektedir.).

Post-iskemik atrofi alanin degerlendirilebilmesi amaciyla hamile olan ve
hamile olmayan deney gruplarina 30 dakika orta serebral arter okliizyonu yapilmis
ardindan 55 giinliik reperfiizyona birakilmistir. Sakrifikasyonlar1 55. giiniin sonunda
yapilan farelerden elde edilen kesitlere, cresyl violet boyamasi yapilmistir. Boyamanin
yapilmasinin ardindan kesitlerin konfokal mikroskubu ile fotograflar1 ¢ekilmistir.
Kesitler hasarli ve hasarsiz korpus kallozum, striatum ve hemisfer olmak {izere
fotograflanmistir. Ardindan korpus kallozum, striatum ve hemisfer alanlar1 Image J
programi kullanilarak hesaplanmigtir. Her bir grubun korpus kallozum, striatum ve

hemisfer alanlar1 ayr1 ayr1 hesaplanmis ve tiim gruplarin ayri1 ayri1 ortalamalari
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alinmistir. Hesaplama, ipsilateral alanlardan dl¢iilen degerler, kontralateral alanlardan
Olciilen degerlerden ¢ikarilarak yapilmistir. Daha sonra elde edilen bu degerlerin
kontralaterale gore yiizdeleri hesaplanmustir. Iskemik hamile ve iskemik hamile
olmayan gruplarin 30 dakikalik hasar sonrasi atrofik alanlari degerlendirilmis,
ipsilateral korpus kallozumun her iki grubunda kontralateral korpus kallozumuna gore
hasarli ve hasarsiz alanlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gériilmemistir.
Iskemik hamile olan ve iskemik hamile olmayan farelerin striatum ve hemisferleri
kontralateraline gore degerlendirildiginde iskemik hamile olan grubun iskemik hamile
azaldig1 gdzlemlenmistir. iskemik hamile olmayan farelerin kontralaterallerine gore
ipsilateral striatum alaninda %31 oraninda bir diistis, ipsilateral hemisferde,
kontralateral hemisfere gore ise %35 oraninda bir diisiis gdzlemlenmistir. Iskemik
hamile farelerin kontralateraline gore ipsilateral striatum alaninda %51 oraninda bir
diistis, ipsilateral hemisferde kontralateral hemisfere gore ise %15°lik bir disiis

gozlemlenmistir (Sekil 6.4.1.).

Ipsilateral korpus kallozumun kontralateral korpus kallozuma gére
degerlendirilmesi yapilmis ve iskemik hamile olmayan grupta bu deger 104,24+16,75
iken iskemik hamile olan grupta 106,93+9,80 olarak bulunmustur. Kontralateral
korpus kallozuma gore her iki grubunda ipsilateral korpus kallozumlar1 kiyaslanmis
olup, her iki grupta da istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (Sekil
6.4.1.B.). Iskemik hamile olmayan ve iskemik hamile olan iki grubun ipsilateral
striatumlari, kontralateral striatumlarina gore kiyaslanmis olup bu degerler sirasiyla
69,27£16,95 ve 49,82+10,36 olarak bulunmustur. Bu degerlendirme sonucu iskemik
hamile olan grubun iskemik hamile olmayan gruba gore striatumdaki hasar alaninin
istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig1 gézlemlenmistir (Sekil 6.4.1.C.). Her iki
grubun, tim hemisfer icin post-iskemik atrofi alani degerlendirilmis olup iskemik
hamile olmayan grupta post-iskemik atrofi i¢in olan degeri 95,64+7,28 olarak
bulunmus iken iskemik hamile olan grupta bu deger 85,39+7,89 olarak bulunmustur.
Bu degerlendirme sonucu iskemik hamile olan grubun, iskemik hamile olmayan gruba
gore hemisferler igin olan post-iskemik atrofi alaninin istatistiksel olarak anlaml

derecede azaldig1 gézlemlenmistir (Sekil 6.4.1.D.).
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Sonuglar ortalama (ayn1 grup igerisinde bulunan farelerden alinan degerlerinin
yiizdelerinin ortalamalar1)=SD olarak gosterilmistir. Istatistiksel olarak p degerinin
belirlenmesinde bagimsiz student t testi kullamlmistir. Iskemik hamile olmayan ve
iskemik hamile gruplarin arasindaki istatistiksel anlamlilik *p<0,05 olarak ifade

edilmistir.

6.5.Iskemi Sonras1 Uzun Dénemde Nérogenezin Degerlendirilmesi

Norogenez
NeuN+ BrdU+ Tiimii
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Sekil 65.1 Iskemik hasar sonrasi yeni olusan néronlarin degerlendirilmesi.

Ikinci trimesterde 30 dakikalik iskeminin indiiklenmesinin ardindan 55 giin
sonra tim hemisferdeki ndrogenez degerlendirilmistir. Temsili NeuN/BrdU (+)
boyanmasi  ve gruplar i¢in degerler (Beyaz ok: NeuN/BrdU (+) hiicreyi

gostermektedir; bar 20 um’yi gostermektedir.).
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Norogenezin degerlendirilmesi amaciyla uzun donem kesitlerine, NeuN/BrdU
ikili boyamasi yapilmis ve konfokal mikroskobu (LSM800, ZEISS, Almanya) ile
goriintiilenmistir. Ardindan her iki grup i¢in de hasarin oldugu ipsilateral hemisferde
62.500 um?’lik 12 alan belirlenmis ve bu alanlarda NeuN/ BrdU (+) hiicreler say1lmus,
iskemik hamile ve iskemik hamile olmayan gruplar icin bu alanlarin ayri ayri
ortalamalar1 alinmistir. iskeminin indiiklenmesinin ardindan 55 giin sonra iskemik
hamile olan grupta, iskemik hamile olmayan gruba gére ndrogenezin istatistiksel

olarak anlamli 6l¢iide daha yiiksek miktarda oldugu gorilmiistiir (Sekil 6.5.1.).

Tim hemisfere yayilmis olan NeuN/BrdU (+) olan hiicrelerin ortalamasi
iskemik hamile olmayan grupta 20,14+6,62 iken iskemik hamile grupta 14,14+7,78
olarak bulunmustur. Sonuglar ortalama+SD olarak gosterilmistir. Istatistiksel p
degerinin belirlenmesinde bagimsiz student t testi kullanilmistir. iskemik hamile
olmayan ve iskemik hamile gruplarin arasindaki istatistiksel anlamlilik *p<0,05 olarak

ifade edilmistir.
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6.6.Iskeminin Indiiklenmesinin Ardindan Uzun Dénemde Gliogenez

Degerlendirilmesi
Gliogenez
GFAP+ BrdU+ Tiimii
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Sekil 66.1. iskemik hasar sonrasi gliogenezin degerlendirilmesi.

Ikinci trimesterde 30 dakikalik iskeminin indiiklenmesinin ardindan 55 giin
sonra tim hemisferde gliogenez degerlendirilmistir (Beyaz ok: GFAP/BrdU (+)

hiicreyi gostermektedir; bar 20 um’yi gostermektedir.).

Hamile ve hamile olmayan fareler, 30 dakikalik iskeminin indiiklenmesinden
55 giin sonra derin anestezi altinda sakrifiye edilmislerdir. Sakrifikasyondan sonra
beyinler disekte edilmis ve kryostat cihazi kullanilarak koronal kesitler alinmistir. Bu
kesitlerdeki gliogenezin degerlendirilmesi amaciyla GFAP ve BrdU ikili boyamasi
yapilmistir. Boyamanin yapilmasinin ardindan konfokal mikroskobunda (LSM800,
ZEISS, Almanya) kesitlerin fotograflart ¢ekilmistir. Gliogenezin degerlendirilmesi
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icin hemisferde rastgele alanlar belirlenmis ve bu alandaki GFAP/BrdU (+) hiicreler
saytlmigtir. Hemisferdeki ikili boyamanin pozitif oldugu hiicrelerin sayilmasi
amactyla 62.500 pm?’lik 24 alan belirlenmistir. Bu 24 alan icerisindeki GFAP/BrdU
(+) hiicreler sayilmistir. Ardindan her bir beyin i¢in ipsilateralde bulunan GFAP/BrdU
(+) hiicreler sayilmis iskemik hamile ve iskemik hamile olmayan gruplara ait degerler

ve ortalamalar ayr1 ayr1 hesaplanmistir (Sekil 6.6.1.).

Iskemik hamile olan ve iskemik hamile olmayan gruplarin hemisferlerinde
bulunan GFAP/BrdU (+) hiicreler sayildiginda iskemik hamile olmayan grubun
hemisferindeki GFAP/BrdU (+) hiicrelerin ortalamasi 19,88+8,97 olarak bulunmus
iken iskemik hamile olan grubun hemisferindeki GFAP/BrdU (+) hiicrelerin
ortalamas1 10,86+2,54 olarak bulunmustur. Sonuglar degerlendirildiginde iskemik
hamile olmayan grupta, iskemik hamile gruba gore gliogenezin istatistiksel olarak

anlamli derecede arttig1 goriilmistiir.

Sonuglar ortalama+SD olarak gosterilmistir. Istatistiksel p degerinin
belirlenmesinde bagimsiz student t testi kullamlmistir. Iskemik hamile olmayan ve
iskemik hamile gruplarin arasindaki istatistiksel anlamlilik *p<0,05 olarak ifade

edilmistir.
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6.7.Iskemik Hasarin Ardindan Uzun Dénemde Glial Yaranin Degerlendirilmesi

Glial Yara
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Sekil 67.1 Iskemik hasar sonrasi glial yara alaninin degerlendirilmesi.

Hamile ve hamile olmayan farelere 30 dakikalik iskeminin indiiklenmesinin
ardindan 55 giin sonra glial yara degerlendirilmistir (Sar1 isaretli alan glial yara

alanim gostermektedir; bar 500 pm’yi géstermektedir.).

Iskeminin indiiklenmesinin ardindan 55 giin sonra hamile olan ve hamile
olmayan farelerin beyin kesitlerine glial yaranin degerlendirilebilmesi amaciyla GFAP
boyamasi yapilmistir. Boyamanin yapilmasinin ardindan kesitlerin konfokal
mikroskobunda (LSM800, ZEISS, Almanya) fotograflar1 ¢ekilmistir. Glial yaranin
degerlendirilmesi amaciyla ipsilateraldeki striatum GFAP (+) alan belirlenmis ve
mikroskobun kendi programi (ZEN Blue, ZEISS) ile bu alanlar dlgiilmiistiir. Her iki

grubun ayr ayr1 degerleri hesaplanmis ve ayr1 ayr1 ortalamalar1 alimmistir. Iskemik
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hamile olan farelerin glial yara alam 1,26+0,82 mm? olarak bulunmusken, iskemik

hamile olmayan farelerin 2,25+0,69 mm? olarak bulunmustur. Iskemik hamile

farelerin glial yara alani, iskemik hamile olmayan farelerin glial yara alani ile

kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli ol¢iide azaldigi gozlemlenmistir (Sekil

6.7.1).

6.8.Iskeminin indiiklenmesinin Ardindan Uzun Dénemde Aksonal

Projeksiyonun Degerlendirilmesi

Orta hatt1 gegen akson sayisi

Aksonal projeksiyon
(fasiyal niikleus)

4
4
4
4

Hamile olmayan

Hamile
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Iskemik

Sekil 68.1. Iskemik hasar sonrasi aksonal uzamanmn fasiyal niikleus seviyesinde

degerlendirilmesi.
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Hamile ve hamile olmayan farelere 30 dakikalik iskeminin indiiklenmesinin
ardindan 55 giin sonra fasiyal niikleus seviyesinde kontralateral hemisferden ipsilateral

hemisfere gegen aksonlar sayilmistir (Bar 100 um’yi gostermektedir.) (p=0,020).

Iskemik hamile ve iskemik hamile olmayan farelere 30 dakikalik orta serebral
arter okllizyonunun yapilmasinin ardindan 55 giin setinde bulunan iskemik hamile ve
iskemik hamile olmayan tiim farelerin kontralateral motor kortekslerine 42. giinde
Biyotinlenmis Dekstran Amin (BDA) enjeksiyonu yapilmistir. Ardindan fasiyal
niikleus seviyesinden (Bregma -5,68 mm) aksonal projeksiyonu degerlendirmek
amaciyla kesitler alinmistir. Alinan kesitlere BDA boymasi yapilmis ve kesitler
Axiozoom (Zeiss, Almanya) floresan mikroskobu ile fotograflanmistir. Aksonal
projeksiyonun degerlendirilebilmesi i¢in iki hemisfer arasina 1000 pm’lik hayali bir
sanal ¢izgi ¢ekilmis ve bu sanal ¢izgiyi gegen aksonlar sayilmistir. Sanal ¢izgiyi gegen
aksonlarin degerleri her grup igin ayri ayr1 hesaplanmis ve gruplarin ayri ayri
ortalamalar1 alinmigtir. Iskemik hamile ve iskemik hamile olmayan gruplar arasinda
aksonal projeksiyon degerlendirilmesi yapildiginda, hasarin olmadigi kontralateral
hemisferden, hasarin oldugu ipsilateral hemisfere dogru olan aksonal projeksiyon,
iskemik hamile olmayan grupta 4,43+2,76 iken iskemik hamile grupta bu deger
8,13+2,64 olarak bulunmustur. iskemik hamile olan grupta aksonal projeksiyon,
iskemik hamile olmayan gruptaki aksonal projeksiyona kiyasla istatistiksel olarak

anlamli 6lgtide arttig1 gozlemlenmistir (Sekil 6.8.1.).

Sonuglar ortalamatSD olarak gosterilmistir. Istatistiksel p degerinin
belirlenmesinde bagimsiz student t testi kullamlmistir. iskemik hamile olmayan ve
iskemik hamile gruplarin arasindaki istatistiksel anlamlilik *p<0,05 olarak ifade

edilmistir.
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Tablo 2. Bulgularin sematik gdsterimi.

Bulgular Hamile Olan Iskemik vs.
Hamile Olmayan Iskemik

LDF

Apoptotik Hiicre Sayisi
Néronal Sagkalim
Atrofi

Norogenez

Gliogenez

Glial Hasar

. . . l 1

Aksonal Projeksiyon

Tiim sonuglarin bir arada degerlendirilebilmesi i¢in yapilan Tablo 2’de, hamile
olan iskemik farelerden elde edilen sonuglarla, hamile olmayan iskemik farelerden
elde edilen sonuglarin kiyaslanmasi sonucu “«<>” istatistiksel olarak degismeyen

degerleri, “1” artan ve “|” azalan parametreleri gdstermektedir.

44



7. TARTISMA

Bu tezde, hamileligin, iskemik hasar sonrasi in vivo sartlarda i) ndronal hayatta
kalim, ii) glial yara iii) apoptotik hiicre 6liimii, iv) atrofi, v) nérogenez, gliogenez ve
vi) aksonal projeksiyon lizerine olan etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu
mekanizmalar1 ¢alismak amaciyla insanlarda inme vakalarinin ¢gogunda goriilen OSA

tikanmasi fare modeli kullanilarak mimik edilmistir.

Orta serebral arterin dogru bir sekilde tikandiginin tespit edilebilmesi i¢in kan
akimindaki diigiisii anlik olarak takip edebilmek amaciyla Laser doppler flowmetri
cihaz1 kullanilmistir. Beyin kan akiminin 6l¢iimii iskeminin indiiklenmesinden dnce
baslamis ve beyin kan akimindaki diisiis ile orta serebral arterin dogru olarak tikandig:
teyit edilmistir. Kullanilan 30 dakika orta serebral arter tikama metodu ile farelerin
striatumlarinda bir hasar meydana gelmekte ve olusan bu hasar kortekse
ilerleyememektedir. Noronal sag kalimin degerlendirilebilmesi amaciyla 3. gilinde
deneyler sonlandirilmis ve farelerden alinan beyin kesitlerine NeuN boyamasi
yapilmistir. Hamileligin iskemi {izerindeki glial hasara etkisinin arastirilabilmesi
amactyla 30 dakika iskemi gecirmis ve 55 giin reperfiizyona maruz birakilmis farelerin
beyinlerinden elde edilen kesitlere GFAP boyamas1 yapilmistir. Hamileligin, olusan
iskemik hasara olan iyilestirici etkisinin gosterilmesi amaciyla, apoptotik hiicre
hasarmin tamamlandig1 72. saatte fareler sakrifiye edilerek beyinleri ¢ikarilmis ve
immiinohistokimyasal analizler i¢in 18 pm’lik kesitler alinmigtir. Uzun donemde
korpus kallozum ve striatum bolgesinde meydana gelen atrofinin tespit edilmesi
amactyla 55 giin sonra sakrifiye edilen farelerden elde edilen beyin kesitlerine Cresyl
violet boyamasi yapilmistir. Hamileligin noérogenez {izerine etkilerinin
degerlendirilebilmesi amaciyla uzun donem kesitlerine, NeuN/BrdU ikili boyamasi
yapilmistir. Yine uzun donem kesitlerine GFAP/BrdU ikili boyamas1 yapilarak
gliogenezin degerlendirilmesi amaglanmustir. iskeminin indiiklenmesinin ardindan 55
giin sonra sakrifiye edilen farelerin beyinlerinden alinan kesitlere GFAP boyamasi
yapilarak hamilelik sonrasi1 glial yara alanindaki degisimler Olciiler hamileligin etkisi
degerlendirilmistir. 30 dakikalik orta serebral arter okliizyonunun yapilmasinin
ardindan 55 giin setinde bulunan iskemik hamile ve iskemik hamile olmayan tiim

farelerin kontralateral motor kortekslerine 42. giinde Biyotinlenmis Dekstran Amin
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(BDA) enjeksiyonu yapilmistir. Ardindan fasiyal niikleus seviyesinde alinan kesitlere,
iskemik hamile ve iskemik hamile olmayan gruplar arasindaki aksonal projeksiyonu
degerlendirmek amaciyla BDA boyamasi gerceklestirilerek beyin plastisitesi

degerlendirilmistir.

Indiiklenen iskeminin siiresinin 30 dakika olarak gerceklestirilmesini takip
etmek amaciyla farelerin beyin kan akimlarit LDF ile kontrol edilmistir. LDF ile
bolgesel kanlanma 6l¢iimiiniin tam ve net bir 6l¢iimii gergeklestirilemiyor olsa da bu
yontem ile non-invaziv ve siirekli olarak striatumdaki kan akiminin anlik degisimi
rolatif olarak O6l¢iilmektedir (145, 146). Kisa ve uzun donem igin yapilan setlerde
serebral kanlanmanin, operasyon oncesine gore yaklasik %80’lik bir diisiis gosterdigi
goriilmustir (Sekil 6.1.1.). 30 dakika iskeminin gergeklesmesinin ardindan,
reperfiizyon asamasinda tiim gruplarda kan akimi degeri tekrar operasyon Oncesi
degere yakin olan yaklasik %100 seviyelerine ulagmistir (Sekil 6.1.1.). Reperfiizyon
asamasindaki kanlanma degerlendirildiginde, gruplar arasinda herhangi bir
istatistiksel olarak anlamli fark goriilmemistir. Hamile olan ve hamile olmayan fareler
arasinda serebral kanlanmada istatistiksel anlamli bir fark goriilmemesi literatiirle

paralel bir bilgi olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Literatiirde hamile kadinlar lizerinde yapilan calismalar, hamilelikteki kan
akiminin farkli parametrelere gore degisebildigini goOstermektedir. Serebral
kanlanmanin, her ne kadar karbondioksit ve oksijen ile iliskisi oldugu biliniyor olsa da
hamilelikte damar ¢apinda meydana gelen degisiklikler de serebral kanlanmada
degisimler meydana getirebilmektedir. Ek olarak, hamilelikte meydana gelen
aneminin, artmis Ostrojen seviyelerinin, azalmis kan viskozitesinin ve artmig kardiyak
yanitlarin da serebral kanlanmanin artis1 ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Hamile
kadinlardaki kan basinci degerleri hamileligin hangi trimesterde bulunduguyla ile ilgili
olarak da farklilik gosterebilmektedir (147). Ornegin hamilelik hormonu olarak bilinen
progesteron, 1. ve 2. trimesterde damarlarin vazodilatasyonuna sebep olarak kan
basincinin diisiik olmasina neden olabilmektedir. Fakat 2. trimesterin ortalarinda ve 3.
trimesterde kan basinci azalarak kan akiminin arttigi disiiniilmektedir. Bunun ise
bebegin beslenmesi ile ilgili oldugu diistiniilmektedir ¢ilinkii annenin kan basinci

yuksek oldugunda bebek anne tarafindan yeterli oksijen ve besini alamamaktadir.
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Ugiincii trimesterde orta serebral arterden gecen kan akimimnin ve kan akim hizinin son
haftalarda azalmaya basladigi gézlemlenmektedir. Hamileligin 3. trimesterinin ilk
aylarinda bebege giden kan voliimiiniin artmasi i¢in annenin kan basinci azalmakta,
ardindan bebek dogmadan birkag hafta 6nce, hamilelik 6ncesi seviyeye donmektedir.

Bu yiizden 3. trimesterde annede kan basicinin azaldigi goriillmektedir. (148, 149)

Tiim bunlarin yaninda, iskemi meydana geldiginde ise vazokontriiksiyon
ger¢eklesmektedir. Hamile kadinlarda ise progesterona bagli olarak tam tersi bir
durum meydana gelmektedir. Tez dogrultusunda yapilan hamile farelere 2. trimesterde
iskeminin indiiklendigi slire boyunca aliman LDF kayitlarinda, iskemik hamile
olmayan ve iskemik hamile olan gruplarin, kan akim1 degerleri arasinda istatistiksel
anlamli olarak bir fark gériilmemistir. Bunun, hamilelikte 2. trimesterde kan akiminin,
normale kiyasla daha yliksek olmasi dolayisiyla, iskemiye bagli olarak kan akiminda
meydana gelen diisiisii kompanse edebilecegi ihtimali oldugunu diisiindiirmektedir.
Literatiirde yapilan ¢aligsmalarda, hamilelik sirasinda yiiksek progesteron seviyelerine
bagli, sistemik vazodilatasyon meydana gelmekte ve bunun da serebral kan akiminin

azalmasina sebep oldugu diisiiniilmektedir (150).

Iskeminin indiiklenmesinin ardindan, OSA tikandig1 i¢in striatumda sekonder
bir hasar meydana gelmekte ve buna bagli olarak apoptotik hiicre 6liimii goriilmektedir
(145, 146). In sitii hiicre oliim kiti kullanilarak apoptotik hiicre 6liimiiniin
degerlendirilmesi amaclanmistir. DNA kiriklarinin  olusmasi apoptotik hiicre
Olimiinlin son asamasi olarak karsimiza ¢ikmakta ve in sitii hiicre olim kiti ile
istenilen gruplar arasindaki apoptotik hiicre sayisindaki zamana bagli degisimlerin
incelenmesi gergeklestirilmistir. Hamile olan ve hamile olmayan farelere iskemi
indiiklenmesinin ardindan 3 giin sonra meydana gelen DNA kiriklan
degerlendirilmistir. Striatum bolgesinden 12 alan sayilmis ve hamile olan ve hamile
olmayan gruplar arasindaki TUNEL (+) hiicreler degerlendirildiginde istatistiksel
anlaml1 bir fark goriilmemistir (Sekil 6.2.1.). Hamilelik ve iskemik inme ilgili olarak
literatiirde apoptozun sonuglarmin net olarak degerlendirildigi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Fakat, hamilelik sirasinda plasenta i¢in apoptozun dnemini anlatan
bircok ¢alisma mevcuttur. Apoptoz, plasentanin gelisimi i¢in 6nemli olmasina karsin

ayn1 zamanda hamilelik ile ilgili hastaliklarin patofizyolojilerin de rol oynamaktadir
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(151). Bunun diginda literatiirde yapilan bir¢ok g¢alismada, apoptozun plasentanin
normal gelisiminde, yeniden sekillenmesinde ve yaslanmasinda dnemli bir rol aldig:
gosterilmektedir. Plasentanin dogru bir sekilde gelismesini, farklilasmasini ve
fonksiyonunu gercgeklestirmek i¢in ihtiyaci olan bu mekanizmada meydana gelen
herhangi bir dengesizligin, hamilelik sirasinda preeklampsi ve intrauterin biiyiime
geriligine sebep olabilecegi diisiiniilmektedir(152). Yapilan ¢aligmalar ile, apoptozisin
3. trimesterde, 2.trimestere kiyasla artti§i ve bunun yaslanan plasentanin dogal bir

sonucu oldugu disiiniilmektedir (153).

Hamile olan ve hamile olmayan iki grup arasinda iskeminin indiiklenmesinin
ardindan kisa donemde, hamileligin noéronal sagkalim {izerine etkisinin
degerlendirilmesi amaciyla 3 giin beyin kesitlerine NeuN antikoru kullanilarak
immiinofloresan boyama yapilmistir. Ipsilateral striatumda ve kontralateral
striatumda, NeuN (+) hiicreler sayilmistir. Iskemik hamile olan grupta, iskemik hamile
olmayan gruba gore iskeminin indiiklenmesinden 3 giin sonra ndronal sagkalimda

istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmiistiir (Sekil 6.3.1.).

Ikinci trimesterde 30 dakikalik iskeminin indiiklenmesinin ardindan 55 giin
sonra ipsilateral hemisferdeki norogenez degerlendirilmistir.  Norogenezin
degerlendirilmesi amaciyla uzun donem kesitlerine, NeuN/BrdU ikili boyamasi
yapilmis ve her iki grup i¢in de hasarin oldugu ipsilateral hemisferde NeuN/ BrdU (+)
hiicreler sayilmis, 55 giin sonra iskemik hamile olan grupta, iskemik hamile olmayan
gruba goére ndrogenezin istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide daha yiiksek miktarda

oldugu goriilmiistiir (Sekil 6.5.1.).

Hamilelikte 6nemli bir hormon olan Gstrojenin, sinir sisteminin gelisimini ve
islevini etkiledigi bilinmektedir (154). Gegmis yillarda yapilan literatiir ¢alismalari ile
dstrojenin, néron fizyolojisini modiile ettigi gosterilmektedir (155). Ostrojenin,
noronlar arasindaki plastisiteyi artirdiginin bilinmesinden dolay1 tedavi amacl olarak
da kullanilmaktadir(156). Hamilelikte Ostrojen seviyesinin ikinci trimesterde
neredeyse 40 kat1 kadar arttig1 gosterilmektedir. Ostrojen, presinaptik ugtan salinarak,
post sinaptik uctaki ilgili reseptore baglanarak, PKA aktivasyonunu gergeklestirir.
PKA’nin, CREB fosforilasyonunu gergeklestirerek, uzun dénem hafizasim

giiclendirmek igin sinaptogenez ve norogenezi tetikledigi bilinmektedir (157, 158).
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Insanlarda ve kemirgenlerde yapilan calismalar ile, yumurtalik hormonlarinda
(6strojen ve progesteron) meydana gelen ani diislislin, beyinde hasara neden oldugu

gosterilmektedir (159).

Beyinde meydana gelen bu hasar sonrasi, néron oliimleri sonucu sinaptik
baglantilar azalmaktadir. Bu sinaptik baglantilarin yeniden kurulabilmesi amaciyla,
yeni noron olusumuna ihtiyag duyulmaktadir (145, 146). Kemirgen ve insan
beynindeki nérogenezin subventrikiiler bolgede ve dentat girusta meydana geldigi
gosterilmektedir (160). Yetiskin beyninde ¢alismalar yapan Gould ve arkadaslari, seks
hormonlarinin yeni néronlarin olusumunda etkili oldugunu diisiinmektedir (161).
Gould ve arkadaglarinin yaptig1 diger calismalar ile, 6strojen seviyesinde meydana
gelen degisikliklerin, norogenezin gergeklesebilmesi i¢in gerekli olan projenitor
noronal hiicrelerin, proliferasyonlarinda da degisiklik meydana getirdigi
kaydedilmistir (162). Buna ek olarak, dstrojen seviyesinde meydana gelen azalmanin,
cogalan noron sayisini azalttigi da gosterilmektedir (163). Literatiirde yapilan
calismalar g6z Oniline alindiginda, hamilelik ve iskemi arasindaki iligkilerin
mekanizmalar1 net olarak anlasilamamaktadir. Hamilelik sirasinda bir¢gok hormonal
degisim meydana geldigi igin, literatiirde yapilan caligmalar ile ilgili, hamilelikte
iskemi iizerine farkli tartismalar bulunmaktadir. Yapilan literatlir taramalari,
Ostrojenin iskemi tizerine de farkli etkileri oldugunu gostermektedir. Farkli ¢aligmalar,
Ostrojenin yararli ve zararli etkilerinden bahsediyor olsa dahi, Ostrojenin iskemi
lizerine iyilestirici etkilerinin olmas1 yadsinamamaktadir. Bu sebepten dolay1, yapilan
tez ¢alismalar1 dogrultusunda, iskemi gecirmis hamile farede artmis néronal sagkalim
ve norogenezin Ostrojenle iligkilendirilebilecegi diistiniilmektedir. Fakat Ostrojenin,
iskemi iizerindeki farkli etkilerinin mevcut olmasindan dolay1, iskemi ge¢irmis hamile
faredeki artmis ndronal sagkalimin ve ndrogenezin, dstrojen seviyesinin artmastyla
iligkilendirilebilmesi icin, tez kapsaminda bulunan gruplara ek olarak Ostrojenin
baskilandig1 bir grup da eklemek gerekmektedir. Ancak bu dogrultuda Gstrojen
seviyesinin varligindaki ve yoklugundaki mekanizmalar tartisilarak, ndronal sagkalim
ve norogenezin artmasi, Ostrojen hormonu ile iliskilendirilebilir. Tim bu
iliskilendirmeler yapilirken, hamilelik sirasinda daha bir¢ok hormonun aktif rol
oynadig1 da unutulmamalidir. Bu sebeple, hormona bagli degerlendirilmelerin

yapilmast i¢in olduk¢a kapsamli bir arastirma gerektirmektedir. Ikinci trimesterde 30
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dakikalik iskeminin indiiklenmesinin ardindan 55 giin sonra ipsilateral hemisferde
gliogenez degerlendirilmistir. Gliogenezin degerlendirilmesi amaciyla GFAP ve BrdU
ikili boyamasi yapilmustir. Iskemik hamile olan ve iskemik hamile olmayan gruplarin
hemisferlerinde bulunan GFAP/BrdU (+) hiicreler sayilmis ve iskemik hamile
olmayan grupta, iskemik hamile gruba gore gliogenezin istatistiksel olarak anlamli

derecede azaldig1 goriilmiistiir.

Glial yaranin, iskemiden 6 gilin sonra olusmaya basladig1 ve bunun sonucunda
GFAP (+) hiicrelerin morfoloji degistirerek, iskemik alanin sinir kismina go¢ ederek,
yogun bir sekilde toplandigi ve hasari sinirlandirdigi bilinmektedir (145). Hamile ve
hamile olmayan farelere 30 dakikalik iskeminin indiiklenmesinin ardindan 55 giin
sonra glial yara degerlendirilmistir. Glial yaranin degerlendirilebilmesi amaciyla
GFAP boyamasi yapilmis ve ipsilateraldeki striatum GFAP (+) alan belirlenerek bu
alanlar dl¢iilmiistiir. Iskemik hamile farelerin glial yara alani, iskemik hamile olmayan
farelerin glial yara alani ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide azaldig1
gozlemlenmistir (Sekil 6.7.1.). Glial yarada yer alan glialarin, hasar1 onarabildikleri
ve hasarli alan1 koruyarak hasarin yayilmasini engellemeleri disinda, aksonal uzamay1
inhibe ettikleri de bilinmektedir. Bu sebeple, tez kapsaminda yapilan ¢aligmalar ile
glial yarada meydana gelen azalmanin aksonal uzamayi etkileyip etkilemedigini

anlamak amaciyla GFAP (+) boyanan kesitlerde aksonal uzama degerlendirilmistir.

Hamile ve hamile olmayan farelere 30 dakikalik iskeminin indiiklenmesinin
ardindan 55 giin sonra fasiyel niikleus seviyesinde kontralateral hemisferden ipsilateral
hemisfere gegen aksonlar sayilmistir. Aksonal projeksiyonun degerlendirilebilmesi
i¢in iki hemisfer arasina 1000 pm’lik hayali bir sanal ¢izgi ¢ekilmis ve bu sanal ¢izgiyi
gecen aksonlar sayilmistir. Iskemik hamile olan grupta aksonal projeksiyonun,
iskemik hamile olmayan gruptaki aksonal projeksiyona kiyasla istatistiksel olarak
anlaml oOlglide arttign gozlemlenmistir (Sekil 6.8.1.). Boylelikle iskemik hamile
olmayan grup ile iskemik hamile olan grup kiyaslandiginda, hamileligin iskemi

tizerindeki aksonal uzamay1 artiran etkisi dikkat ¢ekmektedir.
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Astrositler, merkezi sinir sisteminde bulunan glia hiicreleridir. Astrositler, ilk
aragtirmalarda destekleyici hiicreler olarak bilinseler de daha sonraki yapilan
caligmalarla astrositlerin, heterojen bir hiicre popiilasyonu oldugu ve noronal
farklilasma ve gog, serebral kan akisinin diizenlenmesi, sinaps olusumu gibi birden
¢ok 6nemli biyolojik siiregte yer aldiklar diisliniilmektedir (164). Tiim bunlara ek
olarak astrositlerin, sinir sistemi iizerinde en yaygin hiicreler oldugu da bilinmektedir.
Noronlar, fizyolojik ihtiyaclarini karsilayabilmek icin, astrositler tarafindan saglanan,
glikoz, norotrofik faktér ve norotransmitter gibi maddelere ihtiya¢c duymaktadirlar
(165). Ayn1 zamanda astrositler, mikroglia aktivasyonunu gergeklestirerek, kan-beyin
bariyeri gecirgenligini diizenlemektedirler. Bu sayede de bagisiklik sisteminde 6nemli
bir role sahip olmaktadirlar (166). Glial fibriler asidik protein (GFAP), bir ara filament
proteinidir ve merkezi sinir sisteminde en yogun olarak astrositlerde eksprese
olmaktadir (167). Beyinde meydana gelen yaralanmalar sonucunda, GFAP, hiicre dis1
matris proteinleri (kondroitin siilfat proteoglikan gibi) proteinlerin ekspresyonlari
artmaktadir. Bunun yaninda, yaralanma sirasinda, hasar bolgesini ¢cevreleyen glial yara
meydana gelmektedir (168, 169). Glial yara alan1 sayesinde, glial bir bariyer meydana
gelmektedir. Bu sayede hasarin yayilmasit onlenerek, hiicre dis1 iyon dengesini
saglamaktadir. Tim bunlarin yaninda, glial yara alani, noronlarin beslenme
ithtiyaglarimi1  karsilayabilmek amaciyla kilcal damarlarin revaskiilarizasyonunu
uyarmaktadir. Fakat glial yaranin mevcut olmasi, aksonal rejenerasyona engel
olmaktadir. Bunun sebebi reaktif astrositlerin, akson biiylimesini engelleyen belirli
biiylime engelleyici faktorleri sentezlemesidir. Ayrica, glial yara olusumu meydana
geldiginde hiicre dis1 proteinlerin ekspresyonlarinin artmasina bagli olarak hasar
alaninda fiziksel bir bariyer meydana gelmektedir. Bu fiziksel bariyere bagl olarak,
aksonlarin gecisinde ek bir engel olugsmaktadir (170). Literatiirde yapilan ¢aligmalar
g0z Oniline alindiginda, hasar alaninin olusmasi i¢in astrosit miktarinin, dolayisiyla
GFAP miktarinin arttig1 goriilmektedir. Fakat reaktif astrosit miktarinin fazla olmasi
ve glial bariyerde bulunan kondroitin siilfat preteoglikan, vimentin gibi proteinlerin
glial bariyeri daha siki hale getirmesine bagl olarak aksonal bilylimenin inhibe edildigi
goriilmektedir. Buradan yola c¢ikilarak, tez kapsaminda yapilan arastirmalar
sonucunda, gliogenezin yani GFAP (+) hiicre miktarinin hamile olan iskemik farede,

hamile olmayan iskemik fareye kiyasla istatistiksel anlamli Ol¢lide azaldig
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goriilmektedir. Literatiir taramalarindan yola c¢ikilarak, azalan GFAP (+) hiicre
miktarinin, yine tez kapsaminda yapilan glial yara ve aksonal uzama sonuglari ile
bagdastirmak miimkiin olabilmektedir. Buradan yola c¢ikilarak, GFAP (+) hiicre
miktarinin, hamile olan iskemik farede azalmasi, glial yaranin azalmasi ile
iliskilendirilebilmektedir. GFAP (+) hiicre sayisinin azalmasi ile glial yaranin
iyilesmesi arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu diislindiirse de bu genel bir
mekanizma olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Fakat literatiirde yapilan kapsamli
calismalar dogrultusunda astrosit ve glial hasarin hamilelikle ilgili iliskisi net olarak
degerlendirilememektedir.  Astrositlerin  miktarindaki azalma glial hasarla
iligkilendirilebilirken, bu azalmanin  hamilelik ile iligkisi net olarak
degerlendirilememektedir. Ostrojenin, iskemik hasar gibi birgok hastalikta
noroprotektif bir etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Ostrojen seviyesinin artmasi ile
birlikte, astrositlerden néroprotektif faktorlerin salinmasi gergeklesmektedir (171).
Beyinde bir hasar meydana geldiginde Gstrojenin, reaktif astrosit sayisini azalttigi
bilinmektedir (172). Ostrojenin, hamileligin 2.trimesterinde 40 kati kadar arttigi
bilinmesi bilgisi ile yola ¢ikilarak astrosit sayisinin ve glial yaranin azalmasi dstrojenle
iliskilendirilebilir olsa da boyle karmasik bir mekanizmada meydana gelen degisimler,
tek bir hormonun (6strojen) noroprotektif etkisi ile sinirlandirilmamalidir. Bu sebeple,
mekanizmanin igerigi tam olarak bilinmese de hamile iskemik farelerde glial yara
alaniin ve GFAP (+) hiicre miktarinin azalmasi, hamileligin iskemiye kars1 iyilestirici
bir etki olabilme ihtimali {izerinde diisiindiirebilmektedir. Buna bagli olarak,
plastisitede meydana gelen artista bu durumu destekleyici bir sonug olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Bu sayede, iskemik hamile olan ve iskemik hamile olmayan farelerde bu
sonuglar degerlendirildiginde, hamileligin glial yara ve gliogenezi azaltarak ve de
aksonal uzamay artirarak iskemi iizerinde, ndroprotektif etkisi olabilecegi sonucunu

karsimiza ¢ikarmaktadir.

Literatiirde si¢an iizerinde yapilan bir ¢alismada, OSA tikanmasinin ardindan,
yaklasik olarak 30 giin sonra ipsilateral striatum ve korpus kallozum bdlgelerinde
atrofi meydana geldigi goriilmektedir (173). Buna ek olarak farelerde yapilan 30
dakikalik OSA tikanmasi sonrasinda, uzun dénemde striatum bdlgesinde atrofi oldugu
gosterilmektedir (174, 175). Uzun dénemde korpus kallozum ve striatum bolgesinde

meydana gelen atrofinin tespit edilmesi amaciyla 55 giin sonra sakrifiye edilen

52



farelerden elde edilen beyin kesitlerine cresyl violet boyamasi yapilmistir. Cresyl
violet boyasi ile yalnizca noronlar boyanabildigi igin, kesitlerdeki striatum, hemisfer
ve korpus kallozum alanlar1 Olgtilebilmektedir. Kesitler hasarli ve hasarsiz korpus
kallozum, striatum ve hemisfer olmak iizere fotograflanmistir. Ardindan korpus
kallozum, striatum ve hemisfer alanlar1 Image J programi kullanilarak hesaplanmistir.
Her bir grubun korpus kallozum, striatum ve hemisfer alanlar1 ayr1 ayr1 hesaplanmis
ve tlim gruplarin ayri ayr ortalamalar1 alinmistir. Hesaplama, ipsilateral alanlardan
Olciilen degerler, kontralateral alanlardan 6l¢iilen degerlerden cikarilarak yapilmistir.
Daha sonra elde edilen bu degerlerin kontralaterale gore yiizdeleri hesaplanmistir.
Iskemik hamile ve iskemik hamile olmayan gruplarin atrofik alanlar1 degerlendirilmis,
ipsilateral korpus kallozumun her iki grubunda kontralateral korpus kallozumuna gore
hasarli ve hasarsiz alanlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir.
Iskemik hamile olan ve iskemik hamile olmayan farelerin striatum ve hemisferleri
kontralateraline gore degerlendirildiginde iskemik hamile olan grubun iskemik hamile
olmayan gruba gore post-iskemik atrofi alaninin istatistiksel olarak anlamli derecede
azaldign goézlemlenmistir. Iskemik hamile olmayan farelerin kontralaterallerine gore
ipsilateral striatum alaninda %31 oraninda bir diisiis, ipsilateral hemisferde,
kontralateral hemisfere gére ise %5 oraninda bir diisiis gdzlemlenmistir. Iskemik
hamile farelerin kontralateraline gore ipsilateral striatum alaninda %351 oraninda bir
diisiis, ipsilateral hemisferde kontralateral hemisfere gore ise %15°lik bir disiis
gozlemlenmistir (Sekil 6.4.1.). Atrofi ile apoptoz sonuglari degerlendirildiginde
aralarinda anlamli bir iliski karsimiza ¢ikmamaktadir. Apoptotik hiicre 6liim sonuglari
degerlendirildiginde iskemik hamile olmayan ve iskemik hamile olan grup arasinda
istatistiksel anlamli bir fark bulunmamistir. Atrofinin dokudaki hiicre kaybi ile
iligskilendirilecegi diisiiniilse dahi, atrofinin uzun dénem kesitlerinde degerlendirildigi
unutulmamalidir. Apoptotik hiicre mekanizmalari ise iskeminin indiiklenmesinden 3
giin sonra tamamlanmaktadir. Bu sebeple atrofinin degerlendirildigi, uzun dénemde
tamamlanan hasar mekanizmalar1 sebebi ile apoptotik hiicre 6liimii ile atrofi arasindaki
iliski net olarak degerlendirilememektedir. Hamilelik sirasinda beyinde meydana
gelen degisimler oldukga dikkat ¢eken bir konudur. 2017 yilinda hamile kadinlarda
yapilan bir calismada, hamilelik sirasinda gri maddede azalma meydana geldigi

manyetik rezonans (MR) teknigi kullanilarak gosterilmektedir (176). Gri maddenin
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kiigiilmesi, ilk bakista kotii olarak goziikse de aslinda baska teorilerin giin yiiziine
¢ikmasina neden olmaktaydi. Elsenie ve arkadaslari, hacim kaybinin kétii bir sonug
olmadigini, aksine beyindeki ince baglant1 ayarlarin1 saglamasi i¢in gerekli oldugunu
ileri siirmekteydi. Yapilan arastirma dogrultusunda, beyindeki kii¢iilmenin en ¢ok
gerceklestigi alanlar, duygu, anlama, empati gibi alanlar olarak tanimlanarak, annenin
bebekle iligkisini artirmak amaci ile olabilecegini diisiindiirmekteydi. Ayni1 zamanda
atrofi sayesinde, plastisitenin de artarak bolgeler arasindaki baglantiy1 sagladigi
diisiiniilmektedir. Fakat yapilan calismalarin, hamile kadinlar {izerinde olduguna
dikkat ¢ekilmis ve bu ¢aligmalarin deney hayvanlari iizerinde, yeterli grup ve yeterli
tekrar sayilari ile daha titiz bir caligma gerektirdigini belirtmislerdir (177). Buradan
yola cikilarak, tez kapsaminda yapilan arastirmalar ile tiim bu literatiir bilgileri
harmanlandiginda, iskemik hamile olan grubun, ipsilateral striatumunda kontralateral
striatuma kiyasla, atrofi alaninda azalma meydana gelmesi ve iskemik hamile olan
grupta plastisitenin artmis olmasi sonuglari, hamileligin iskemik hasar iizerinde

iyilestirici bir etkisi olabilme ihtimalini akla getirmektedir.
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8.SONUC

Tiim bu datalar incelendiginde, hamileligin iskemik hasar iizerindeki
etkilerinin anlasilmasi amaciyla, insanlarda meydana gelen iskemik beyin felcini
mimik edebilmek i¢in, hamile ve hamile olmayan farelerde orta serebral arter
tikanmas1 metodu kullanilmustir. iskemi gecirmis farelerde hamileligin, beyin kan
akiminda ve apoptotik hiicre sayisinda bir degisim meydana getirmedigi ancak néronal
sag kalimi, norogenezi ve aksonal projeksiyonu artirdigi ve gliogenezi, glial yara

alanini ve striatumda meydana gelen atrofiyi azalttig1 gorilmustiir.

Sonug olarak bu tez calismasi kapsaminda hamileligin, iskemik hasarda
zamana bagli olarak etki ettigi mekanizmalarin ortaya cikarilmasi hedeflenmistir.
Hamile farelerde, serebral iskemi sonrasi akut ve kronik donemde meydana gelen
degisimlerin incelenmesi ile birlikte hamilelik sirasinda meydana gelen iskemik
hasarin, normal zamanda (hamile olunmayan) meydana gelen iskemik hasara kiyasla
daha az hasar meydana getirmektedir. Buradan yola ¢ikilarak, hamilelik siirecinin,

iskeminin zararli etkisini azalttigi sonucuna varilabilmektedir.
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10.ETiK KURUL ONAYI

TC.
ISTANBUL MEDIPOL UNIVERSITESI
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (Imii-Hadyek) Karar

Toplanti Tarihi | Karar No Ilgi Proje Yiiriitiiciisii
27/11/2019 83 Dr. Ogr. Uye Ahmet Burak
CAGLAYAN

“Hamile Farelerde Serebral Iskemi Sonrasi Akut ve Kronik Dénemde Hasar
Mekanizmalarinin Incelenmesi” bashkli bilimsel arastirma etik kurulumuzda goriisiilmiis
olup, ¢aligmanin etik kurallara uygun olduguna “Oybirligi” ile karar verilmistir.

Etik Onay Gegerlilik Siiresi: 01.12.2019 - 12 Ay

GOREVI ADI SOYADI iMzA
Bagkan Prof. Dr. Hanefi OZBEK /;g*' =

Uye Dr. Ogr. Uyesi Ahmet Burak CAGLAYAN
Uye Dr. Ogr. Uyesi Sultan Sibel ERDEM 77 M
Uye Dr. Ogr. Uyesi Mehmet OZANSOY ' /
Uye Dr. Ogr. Uyesi Taha KELESTEMUR %@0
Uye Uzm.Vet. Hek. Ekrem Musa OZDEMIR ///;/
Uye Cem GUNES __:/__7%,;-—4-»
Uye Burak Sefa DERIBAS %4/‘




11.0ZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Adi [layda Soyadi KAYA
Dogum Yeri Uskiidar/istanbul Dogum Tarihi | 04.01.1996
Uyrugu Tiirkiye Cumhuriyeti TC Kimlik No
E-mail ilaydakyya@gmail.com Tel
Egitim Diizeyi
Mezun oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Yih
Doktora/Uzmanhk -
Yiiksek Lisans Istanbul Medipol Universitesi -
Lisans Mugla Sitkt Kogman Universitesi 2018
Lise KDZ. Eregli Anadolu Lisesi 2014

is Deneyimi (Sondan geg¢mise dogru siralayin)

| Gorevi Kurum Siire (Yil — Yil)
1.
2.
3.
Yabanci Dilleri Okudugunu Anlama Konusma Yazma
Ingilizce Iyi Iyi Iyi
Yabanci Dil Sinavi Notu
KPDS YDS [ELTS TOEFL TOEFL TOEFL FCE CAE CPE
IBT PBT CBT
Sayisal Esit Agirhk Sozel
ALES Puani 69,48 71,02 72,82
(Diger) Puam

Bilgisayar Bilgisi

Program

Microsoft Word, Excel, Powerpoint

Kullanim becerisi
Iyi
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