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1. OZET

Tezin bashgi: Deneysel Serebral Iskemi Modeli Uygulanan Siganlarda Phoenixin 14’{in
Beyin Uzerine Etkilerinin Incelenmesi .

Ogrencinin Ad1 Soyadi: Damla ANIL CELEBI

Damismanin Adi Soyadi: Prof. Dr. Dilek AKAKIN

Programin Adi: Histoloji ve Embriyoloji Doktora Programi

Amac: Calismamizda, hipotalamus-hipofiz-gonadal ekseninde yer alan Phoenixin-14 (PNX-
14) peptitinin si¢anlarda olusturulan akut serebral iskemi-reperfiizyon modelinde olasi
koruyucu etkisini arastirmak amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Ketamin (100 mg/kg) anestezisi altinda erkek Wistar siganlarin (n=40),
karotis communis arterine mikrovaskiiler klemp ile gecici iskemi uygulandi. 30 dakikalik
iskemi siirecinin ardindan klemp ¢ikarilarak reperfiizyon saglandi. Kesi kapatildiktan sonra
farkli dozlarda (5, 25, 50 pg/kg) PNX-14, cilt altina uygulandi. Kontrol grubundaki sicanlara
ise sham cerrahi islemi gerceklestirildi. Reperfiizyonun 20. saatinde enjeksiyonlar tekrarlandi.
Norolojik hasar degerlendirmesi tamamlandiktan sonra davranis testleri gerceklestirildi. 24.
saatte sicanlar dekapite edildi ve beyin dokusu oOrneklerinde biyokimyasal, morfolojik,
immiinohistokimyasal analizler gergeklestirildi ve gruplar kendi aralarinda degerlendirildi.
Bulgular: iskemi/Reperfiizyon (i/R) grubunda artan nérolojik hasar skoru (p<0,0001), PNX-
14 tedavili tiim gruplarda azald: (p<0,001). I/R grubunda azalan rotarod testi siiresi (p<0,05),
PNX-14 (50ug/kg) grubunda artt1 (p<0,01). Lokomotor aktivite testinde katedilen mesafe I/R
grubunda azalirken (p<0,05), PNX-14 tedavi gruplarinda anlamli bir farklilik goriilmedi.
Kontrol grubuyla karsilastirildiginda I/R grubunda MPO, LP ve GSH diizeyi artarken PNX-14
tedavi gruplarinda azaldi (p<0,05). I/R grubunda artan (p<0,0001) doku Reaktif Oksijen Tiirleri
(ROT) miktari, histopatolojik hasar skoru, Kaspaz-3 ve Glial Fibriler Asidik Protein (GFAP)
immiinreaktiviteleri, tim PNX-14 tedavi gruplarinda azald: (p<0,05-0,0001). I/R grubunda
azalmig (p<0,05) Beyin Kaynakli Norotrofik Faktor (BDNF) immiinreaktivitesi PNX-14 ile
tedavi edilen gruplarda artt1 (p<0,05-0,001).

Sonu¢ Sonuglarimiz, PNX-14’lin akut iskemi-reperfiizyona bagli gelisen norolojik hasari
azalttig1 davranig testleri, biyokimyasal, histopatolojik ve immiinohistokimyasal analizlerle
gosterilmistir. Bu sonuglar serebral iskemi-reperfiizyon hasaria kars1 yeni bir tedavi secenegi

olarak degerlendirebilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: iskemi-reperfiizyon, Phoenixin-14, beyin
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2. SUMMARY

Title of Thesis: Investigation of the Effects of Phoenixin-14 on the Brain Tissues of Rats
Induced with Experimental Cerebral Ischemia Model

Student Name, Surname: Damla ANIL CELEBI

Supervisor Name : Prof. Dilek AKAKIN

Program Name : Histology and Embryology PhD Program

Objective: In our study, we aimed to investigate the possible protective effect of Phoenixin-14
(PNX-14) peptite, which is located in the hypothalamus-pituitary-gonadal axis, in the acute
cerebral ischemia-reperfusion model created in rats.

Materials and Methods: Under ketamine (100 mg/kg) anesthesia of male Wistar rats (n=40),
transient ischemia was applied onto carotid communis with a microvascular clamp and 30
minutes later clamp was removed for reperfusion. Incision was closed, PNX-14 (5,25,50 pg/kg)
was subcutaneously administered. Sham-surgery was applied to control group. Injections were
repeated at 20th hour. After the neurological damage examination was completed, behavioral
tests were performed. At 24th hours, the rats were decapitated. Then biochemical,
morphological, immunohistochemical analyses were performed on brain tissue samples and the
groups were evaluated among themselves.

Results: The neurological damage score increased in the Ischemia/Reperfusion (I/R) group
(p<0.0001), and decreased in all PNX-14 treated groups (p<0.0001). The rotarod test duration
decreased in the I/R group (p<0.05), and increased in the PNX-14 (50ug/kg) group (p<0.01).
The distance covered in the locomotor activity test decreased in the I/R group (p<0.05), and
there was no significant difference was observed in the PNX-14 treatment groups. Compared
to the control group, the increased MPO, LP and GSH levels in the I/R group decreased in the
PNX-14 treated groups (p<0.05). The elevated levels of tissue ROS, histopathological damage
scores, Caspase-3, and GFAP immunoreactivities in the I/R group (p<0.0001) decreased across
all PNX-14 treatment groups. (p<0.05-0.0001). BDNF immunoreactivity, which decreased in
the I/R group (p<0.05), increased in the PNX-14-treated groups (p<0.05-0.001).

Conclusion: Our results show that PNX-14 reduces neurological damage caused by acute
ischemia-reperfusion using behavioral tests, biochemical, histopathological and
immunohistochemical analyses. These results are thought to be a new treatment option against

serebral ischemia-reperfusion injury.

Keywords: Ischemia-reperfusion, Phoenixin-14, brain
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3. GIRIS ve AMAC

Diinya genelinde yaygin bir ndrolojik hastalik olan iskemik inme, her yil binlerce kisinin
hayatini1 kaybetmesine neden olmaktadir. Bu noérolojik bozuklukta, serebral iskeminin asil zarar
veren asamasi reperfiizyon siirecidir ve tedavi yaklasimlarinin, reperfiizyon hasarini 6nlemeye
odaklanmas1 gerektigi diisiniilmektedir (Shaik ve ark., 2021). Serebral iskemi tedavi
stratejilerinin ilerlemesinde deneysel ¢alismalar olduk¢a 6nemlidir. Deneysel patofizyolojik
calismalarin biiyiik cogunlugu iskemik bolgenin yeniden kanlanmasi sonrasi meydana gelen
hasar1 elimine etmek, hasta yasamini stabilize edecek tedavi ydntemlerin arastirilmasi
gelistirilmesi tizerine olmalidir. Bu sebeple iskemi sonrasi yeniden kanlanma ile meydana gelen
hasar1 ortadan kaldirarak, hastalarin iyilesme siirecini hizlandiracak tedavilerin ilerletilmesi

Onemlidir.

Halk arasinda inme olarak bilinen serebral iskemi, diinya genelinde en yaygin goriilen norolojik
hastaliklardan biridir ve her y1l binlerce kisi bu nedenle hayatin1 kaybetmektedir. Ulkemizde
ise her y1l 132.000 inme vakasi rapor edilmektedir (Akgay, 2021). Gelismis iilkelerde tan1 ve
tedavi yontemlerindeki ilerlemeler, inmenin neden oldugu 6liim oranlarinda azalmaya katki
saglamaktadir (Sahan ve ark., 2010). S6z konusu tedavi yontemlerinin ve gerek hasta hayat
kalitesinin 1yilestirilebilmesi ve bunlarin yaninda ileriki klinik ¢aligmalarin 6niinii agmak adina
yapmay1 planladigimiz proje dnem tasimaktadir. Projemizin amaci bu derece hayati 6neme
sahip bir hastaligin 6lim oranlarini azaltmak, hasta hayat kalitesini arttirmak ve tedavi
basarisin1 artirmaya yonelik caligsmalar yeni bilgiler ortaya ¢ikarmaktir. Bu baglamda elde

edilecek bilgilerin olduk¢a degerli oldugunu diisiinmekteyiz.

Phoenixin 14 (PNX-14), protein C4orf52'nin C-terminalinden ayrilan ve hipotalamik-hipofiz-
gonadal {ireme ekseninde yer aldig1 bilinen Phoenixin peptiti baslangigta tiremedeki rolii igin
tanimlanmis olsa da PNX-14'lin ¢aligmasi, klinik fayda saglayabilecek cesitli diger fizyolojik
etkileri ortaya cikarmustir. Ornegin, arastirmalar, PNX-14'{in, in vitro iskemi-reperfiizyonu
simiile etmek icin kullanilan oksijen-glikoz yoksunlugu/reperfiizyon (OGD/R) hasarim
inflamasyonu ve oksidatif stresi azaltarak ve hiicre canliligini artirarak Onleyebilecegini

gostermistir.



PNX-14 peptidinin beynin noroprotektif mekanizmalarinda anahtar bir bilesik oldugunu
sOylemek i¢in heniiz erken olsa da elde ettigimiz gesitli biyokimyasal, histolojik ve davranissal
bulgulara dayanarak, serebral iskemi modelinde olumlu sonuglar aldigimizi ve bu alanda daha
ileri arastirmalar i¢in degerli bir temel sundugumuzu diisiiniiyoruz. Amacimiz, etkinligini daha
once in vitro bir sistemde (B. Zhang ve Li, 2020a) gosteren PNX-14’{in, in-vivo sistemde
(iskemi-reperflizyon modeli siganlarda) histolojik biyokimyasal ve davranigsal olarak
gostererek ileride gergeklestirilmesi planlanan g¢alismalara 1sik tutmak ve bu alanda yeni

ilerlemelere katki sunmaktir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1.Beyin

Serebrum beyin sap1 lizerinde yer alan hemisferler arasi yarik ile simetrik iki hemisfere
ayrilmaktadir. Beynin sol yarimkiiresi viicudun sag yarisini, sag yarimkiiresi ise viicudun sol
yarisin1 kontrol etmektedir. Hemisferlerin yiizeyi sulkuslarla derin yariklara ayrilmistir.
Serebral korteks frontal, parietal, oksipital, temporal insula gibi loplara ayrilmaktadir (Gartner
ve Hiatt, 2007; Ross ve Pawlina, 2010) (Sekil 1).

BEYIN LOBLARI
Parietal lob
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e Hecel
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Sekil 1. Serebral korteks beyin loblar1 (Gould, 2024).

Serebrumda, gri ve ak maddeden olusan alanlar bulunmaktadir. Serebral korteks serebrum
hemisferlerinin en disinda yer alan gri madde olarak da adlandirilan bolgedir. Neokorteks ise
sadece memelilerde bulunan kivrim sayisi en fazla tabakadir. Artan kivrimlarla yiizey alani
artmakta ve daha ¢ok noron ile yiiksek beyin fonksiyonlar1 gergeklesmektedir (Ross ve Pawlina,
2010).



Her biri benzersiz yapilara ve iglevlere sahip serebral korteks, hipokampiis, serebellum, bazal
ganglionlar, talamus ve hipotalamus gibi ¢esitli bolgelerden olusmaktadir. Duyusal uyariyi,
motor kontrolii ve biligsel islevleri islemek i¢in 6zel bolgelere sahip en dis katman olarak
adlandirilan serebral korteks her biri birbirinden farkli néron tiirleri ve diizenlemeleri igeren alt1
katmana sahiptir. Hafiza olusumu, obje tanima, mekansal gezinme i¢in anahtar bolge olarak
kabul edilen hipokampiis CA bolgeleri ve dentat girus dahil olmak iizere farkli hiicresel
dizilimlerin bulundugu bir diizeni vardir. Hipokampiis piramidal néronlar agisindan zengin bir
bolge olup kafa travmasi, iskemik yaralanma gibi durumlara kars1 6zellikle hassas oldugu
bildirilmistir (Gould, 2024). Molekiiler tabaka, Purkinje tabakasi ve graniiler tabakadan olusan
serebellum ise denge ve motor koordinasyonu kontrol etmektedir. Bu bolge ayni zamanda genis
dentritik ag yapisina sahip biiyiik néronlar olan Purkinje hiicreleri ile de bilinmektedir. Bir diger
onemli bolge ise hareket diizenlenmesinde rol oynayan putamen kaudat niikleus gibi yapilari
iceren GABAerjik ndronlarin bulundugu bazal ganglionlardir. Hipotalamus endokrin ve
otonomik islevlerde gorevli bolge olarak kabul edilmektedir. Talamus bdlgesi ise duyusal
bilgilerin ilgili yerlere iletilmeden onceki islendigi, yorumlandigi bolge bir nevi bilgi

istasyonudur (Gartner ve Hiatt, 2007; Luiz Carlos Jungueira ve Carneiro, 2007).

4.2 Serebral Korteks

Duyusal uyarilari, motor kontrolii ve daha yiiksek bilissel islevleri islemek igin 6zel alanlara
sahip en dis katmandir. Her biri farkli ndron tiirleri ve diizenlemeleri iceren alti katmana
sahiptir. Piramidal hiicreler ve graniiler (stellat) hiicreler olmak {izere iki ana ndron tipi
bulunmakla birlikte serebral kortekste 60’tan fazla kortikal hiicre tipi tanimlanmaktadir.
Piramidal néronlar, yildiz sekilli néronlar, horizontal néronlar, fuziform néronlar ve Martinotti
noronlar siklikla karsilagilan noron tipleri arasinda gosterilebilmektedir (Gartner ve Hiatt,
2007).

Iki ana néron tipinden ilki uzun aksonlar1 ve koni bigiminde hiicre gdvdesi bulunan serebral
korteksin en biiyiik néron tipi olan piramidal hiicrelerdir. Motor fonksiyonlarda anahtar rol
oynar ¢ogunlukla kortikal alt1 bolgelere projekte olurlar. Bu hiicreler 6zellikle Dis ve I
Piramidal Tabakalarda bulunmaktadir. Graniiler (stellat) hiicreler piramidal hiicreler gore
histolojik olarak daha kiiciiktiir, kisa aksonlar1 vardir ve yildiz sekillidir. Genellikle yerel
baglantilarda goérevlidirler ve duyu iletiminde anahtar rol oynamaktadirlar (Eroschenko ve
Fiore, 2013; Kandel ve ark., 2012; Paxinos ve ark., 2006).
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Serebral korteks, fonksiyonel olarak motor, duyusal, gorsel ve isitsel korteks olmak iizere 4
boliime ayrilmaktadir (Eroschenko ve Fiore, 2013; Kandel ve ark., 2012; Standring ve ark.,
2005).

Serebral korteks fonksiyonel ve hiicresel dzelliklerine gore farklilik gosteren 6 ana histolojik

katmandan olugmaktadir (sekil 2).

L. Molekiiler tabaka

Noroglial hiicreler

I1. D1s graniiler tabaka
Kiiciik piramidal hiicreler

I SRR PR
»,~,:". ° ,9\:‘ i\ ) °
¢ L} i~ L. <
/{j. "'.".“ A l.l«‘ ; ‘\
Piramidal hiicrelerin o 1 L \ 3 ; "

< gz -ca \ LA ) \4 ‘e,
apikal dendritleri o, i b S § ‘-) 4 h 3 e | ‘ k SR U 1S II1. D1s piramidal tabaka
9 ¥ NESTEN S $ L ° oY Bk 3

Orta boyutlu piramidal hiicreler

IV. i graniiler tabaka
Graniiler hiicreler

Piramidal hiicrelerin dendritleri

Biiyiik piramidal hiicreler V. I¢ piramidal tabaka

Akson demetleri

Sekil 2. Beyin korteksi, gri madde. Boya: Cajal yontemi (Eroschenko ve Fiore, 2013).

Piramidal ve graniiler (stellat) hiicreler olmak tizere 2 ana hiicre tipi bulunmaktadir. Az sayida
sinir hiicresi igceren ve cogunlukla horizontal akson ve dendrit yapisi bulunan duyu bilgisi alict
ylizeyi olarak da degerlendirilen en iist tabaka olan molekiiler tabakadir. Dis graniiler tabaka
olarak adlandirilan ve serebral korteksin diger tabakalarindan gelen sinyalleri alan bu tabaka
yildiz sekilli graniiler hiicreler ve kiiciik piramidal hiicreler igeren molekiiler tabakanin bir alt
tabakasidir. Bir diger tabaka dis graniiler tabakanin altinda bulunan uzun aksonlariyla serebral
korteksin diger bolgeleriyle baglantilar kuran orta biiyiikliikteki piramidal néronlart igeren dis

piramidal tabakadir. Dig piramidal tabakanin altinda duyu kortekste daha belirgin olarak
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goriilen i¢ graniiler tabakada kiigik graniiler hiicreler bulunmaktadir. Talamus gibi dis
kaynaklardan gelen sinyalleri almaktadir. I¢ graniiler tabakadan sonra biiyiik piramidal
hiicrelerden olusan i¢ piramidal tabaka bulunmaktadir. Bu tabakada Betz hiicreleri olarak
adlandirilan omurilige kadar uzanan uzun aksonlarla motor fonksiyonlarin kontroliinde 6nemli
rol oynayan dev piramidal hiicreler bulunmaktadir. Son olarak kortikal alt1 bolgelerle iletisimi
saglayan talamus ile yogun baglantilara sahip farkli sekillerde néronlar bulunan Multiform
tabaka bulunmaktadir (Paxinos ve ark., 2006; Standring ve ark., 2005; Zilles ve Amunts, 2010).

Noronlara ek olarak, korteks astrositler, oligodendroglial hiicreler, mikroglial hiicreler ve
ependimal hiicreler olmak {izere destekleyici néroglial hiicreler icermektedir (Ross ve Pawlina,
2010).

4.3.Serebrum Kanlanmasi

Beyin, ortalama 1350 gram agirliginda olup yeterli oksijen ve enerji tiikketimi ile algilama ve
bedensel hareketler gibi fizyolojik islevleri yerine getiren bir organdir. Beyni olusturan sinir
hiicreleri ve yardimci (glia) hiicreleri, membran potansiyelini siirdiirmek, hasar goren yapilarini
yenilemek, aksoplazma olusturmak, norotransmitter iiretmek ve depolamak durumundadir. Bu
sebeple sistemdeki diger baska organlara gore daha ¢ok oksijen ve enerji gereksinimi
hissetmektedir (Sahan ve ark., 2010).

Kalpten pompalan kanin ortalama %20’si serebrum tarafindan kullanilmaktadir (Kaya ve
Ozdemir 2011). Serebral dolasim, kanin beyni besleyen serebral arterler ve damarlar ag
boyunca dolasmasiyla ger¢eklesmektedir. Basit sekilde, oksijen yoniince zengin kan, glikoz ve
diger besin maddeleri arterlerle beyne iletilirken karbondioksit, laktik asit ve diger metabolik
tirinlerce zengin kan venler ile serebrumdan uzaklastirilir. Fizyolojik kosullarda beynin
kanlanmas1 dakikada 45-55 ml/100g olmasina karsin gri maddede metabolizma hizi ve
kanlanma beyaz maddeden 4 kat daha fazla olmaktadir. Tiiketilen enerjinin ortalama %40°1
hiicresel i¢ denge icin kullanilirken, geriye kalan kisim ise sinaptik iletide kullanilmaktadir
(Ogul, 2002). Beynin viicuttaki oksijenin yiizde 20’sini ve glikozun da yiizde 25’ini tiikettigi
bilinmektedir (Kaya ve Ozdemir 2011). Beyindeki sinir hiicrelerinin de asil enerji kaynag
Adenozin 3-trifosfattir (ATP). Buradaki sinir hiicreleri glikojen depolayamadiklarindan her
zaman glikoza gereksinim duymaktadir (Ogul, 2002). Glikozun ise %80’1 enerji liretimi igin
tiiketilirken, %20’sini nétransmitter, protein ve lipid sentezi i¢in kullanilmaktadir (Sahan ve

ark., 2010).
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Kortikal Vaskuler Alanlar

28

|_ Anterior Serebral Arter

|_ Anterior Serebral Arter

. Orta Serebral Arter

B orta serebratArter

. Posterior Serebral Arter . Posterior Serebral Arter

Sekil 3. Kortikal vaskiiler alanlar (Cruces ve ark., 2022’den esinlenilerek hazirlanmigtir).

Beyne gelen oksijence zengin kanmn dolagimini arkus aortadan koken alan 4 ana damar
gergeklestirmektedir. Bunlar, n beyin bdlgesinde sag ve sol internal karotisken, arka beyin
bolgesinde ise sag ve sol vertebral arterlerdir. Beynin kanlanmasi anterior serebral arter, orta
serebral arter ve posterior serebral arter olmak iizere {i¢ arter vasitasiyla ger¢eklesmektedir.
Serebellumun kan dolasimi ise posterior inferior serebellar arter, siiperior serebellar arter ve

anterior inferior serebellar arterler vasitasiyla ger¢eklesmektedir (Balkan, 2009; Ogul, 2002).

Dolasimdaki herhangi bir kesinti beyinde hizli bir sekilde hasara neden olacagindan, beyindeki
dolasim sistemi, kan damarlarinin otoregiilasyonunu da iceren giivenlik dnlemlerine sahiptir
(Balkan, 2009). Bu onlem mekanizmalarinda herhangi bir problem gerceklesmesi felgle

sonuglanabilmektedir.

Mitokondride hipoksi ya da iskemi durumu sonrasi oksijenli solunum durarak, oksijensiz
solunum devam ettiginden hiicredeki birincil tepki oksijensiz glikolizdir. Hasar bolgesinde
azalan ATP seviyesi kaynakli Adenozin monofosfat konsantrasyonu artmaktadir. Bu durumda
fosfofruktokinaz (PFK) enzim aktivitesiyle, ATP iiretimi igin oksijensiz glikoliz baslamaktadir
(Berg ve ark., 2002). Hiicrede oksijen basinci (PaO2), 0,1 mmHg’nin altina indiginde oksijenli
solunumun durmasiyla oksijensiz glikoliz baslar ve hiicrede ¢ok daha diisiikk ATP tiretilir (Sims,

2010). Bu sekilde noronlar igin gerekli enerji karsilanamamaktadir (Akgay, 2021).
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4.4, inme

Inme bir diger adiyla felg, iskemik inme ve hemorajik inme olmak iizere iki ana tiirde meydana
gelebilen beyin kan akisinin kesilmesiyle olusan bir durumdur. Detayli fizik muayene ile
manyetik rezonans, bilgisayarli tomografi gibi goriintiileme sistemleri kullanilarak teshis
edilebilmektedir (Coleman ve ark., 2017).

Iskemik inme beyin kanlanmasinin bir piht1 veya damar daralmasi sebebiyle engellenmesi ile
ortaya ¢ikmaktadir. Hipertansiyon, yiiksek kolesterol, obezite, diyabet gibi saglik sorunu olan
bireylerde goriilme sikliginin yiiksek oldugu bildirilmistir. Klinikte tedavi yontemi olarak
trombolitik tedavi ya da mekanik trombektomi kullanilmaktadir (Coleman ve ark., 2017;
Kuklina ve ark., 2012).

Hemorajik inme beyin kan damarlarinin pargalanmasi sebebiyle yiiksek intrakraniyal basingla
kanin beyin dokusu i¢ine sizmasi durumu olarak tanimlanmistir. Daha ¢ok kafa travmalarinda
goriilse de yiiksek tansiyon problemi olan bireylerde de goriilme siklig1 yiiksektir. Beyinde

artan kan basinci cerrahi yontemler kullanilarak azaltilmaktadir (Vitt ve ark., 2019).

Inme, genel olarak ani giigsiizliik, yiiz veya kollarin bir tarafinda uyusma, gérme problemleri,
konusma bozukluklar1 denge ve koordinasyon kaybi gibi belirtiler ile kendini gdstermektedir.
Inme gegiren bireylerde ikinci bir inme riski yiiksek olarak goriilmektedir. Bu nedenle yasam
tarz1 degisiklikleri, diizenli tibbi kontroller ve ilag kullanimi 6nemli olmakla birlikte konusma

terapisi, mesleki terapi, fiziksel terapi de onerilmektedir (Coleman ve ark., 2017).

4.5. iskemi-Reperfiizyon

Viicuttaki herhangi bir organin kanlanmasinin tamamen kesilmesi ya da yetersiz hale
gelmesiyle hiicrelerde gerekli enerji oksijen yoluyla elde edilememektedir. Bu durumda
devreye anaerobik metabolizma girmekte ve iskemi durumu olusmaktadir. inme (felg) gibi
ciddi sorunlara yol agabilen serebral iskemi, kalp krizi ya da gogiis agrisina neden olabilen
miyokardiyal iskemi, bagirsak islevini bozup ciddi karin agrisina sebep olabilen bagirsak
iskemisi, uzuv agrilar1 ile kendini gosterebilen uzuv iskemisi gibi tiirlii iskemi ¢esitleri

bulunmaktadir.

Iskemi durumlarinda doku perfiizyonu saglanamadigindan olusan atik ve toksik metabolitler

dokuda asir1 birikerek normal fonksiyonun giderek kaybedilmesine sebep olmaktadir.
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Hiicrelerdeki bu kaybin neden oldugu tahribatin seviyesi ise meydana gelen iskeminin diizeyi
ve sliresiyle belirlenir. Bu siirenin uzun slirmesi geri doniisii olmayan tahribata yol agabilmekte
ve siire¢ hiicresel 6liime gidebilmektedir. Damar i¢i plak, piht1 olusumu ya da ani kasilma ve
daralmalar sebebiyle kan akiminda kesinti olusabilir. Kesinti durumunda tetiklenen gesitli
ardisik kimyasal olaylar hiicresel yap1 ve fonksiyonlarin gérevini yerine getirememesine sebep
olmaktadir. Bu birbirini takip eden kimyasal olaylar “iskemik kaskad” olarak
adlandirilmaktadir (Sekil 4). (de Groot ve Rauen, 2007; Gupta ve ark., 2004; Mohr ve ark.,
2011).

Bu siireg, kan akiginin yetersizligi nedeniyle beyin dokusunda oksijen ve glikoz eksikligi ile

baslar ve hiicresel hasar1 artiran olaylar zincirini tetikler.

Enerji Tikenmesi

‘ Oksijen ve glikoz yetersizligi nedeniyle ATP Uretimi azalir.

s

iyon Dengesizligi

‘ ATP eksikligi, hiicre zarinda iyon pompalarinin ¢alismasini bozar, bu da hiicre ig¢ine sodyum ve kalsiyum girisini artirir.

/

Kalsiyum Birikimi

‘ Hicre iginde asiri kalsiyum birikimi, hlicresel hasara neden olan gesitli enzimlerin aktiflesmesine yol agar.

~

Glutamat Salinimi

‘ Hucreler glutamat gibi norotransmitterleri serbest birakir, bu da diger hiicrelerde asir kalsiyum birikimine neden olarak sinir hiicrelerine zarar verir.

~ /

Serbest Radikal Uretimi ve Oksidatif Stres

‘ Iskemi sonrasi reperflizyonla oksijen yeniden hicreye girdiginde, hiicrede serbest radikaller olusur ve bu durum oksidatif strese neden olarak doku
hasarini artinir.

~

Hiicre Oliimu

Sonugc olarak, hasar géren hlicreler nekroz veya apoptoz yoluyla dlmeye baslar.

Sekil 4. Iskemik kaskad asamalari.

Iskemik kaskad, beyin hasarmi artirdigi igin arastirmacilar tarafindan bu siirecin farkl
asamalarinda miidahale edebilecek tedavi yontemleri lizerine yapilan ¢alismalar olduk¢a 6nem

tagimaktadir.
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Sekil 5. Iskemi hasarinin olusum siirecleri.

Viicut dokularmin normal islevlerini yerine getirebilmeleri i¢in yeterli miktarda oksijen
saglanamamasi hipoksi olarak adlandirilir. Hipoksi durumunda, hiicresel metabolizma bozulur
ve bu durumda hiicre programlanmig ya da travmatik hiicre 6liim siirecine girer. Enerji
metabolizmasinin ¢okmesi, mitokondriyal disfonksiyon, ROT, oksidatif stres, asidoz, apoptoz
ve nekroz hiicreyi 6liim siirecine goétiiren bazi olaylar arasinda gosterilebilir (de Groot ve Rauen,

2007; Hurn ve ark., 2002; Toklu ve ark., 2009).

Cogunlukla arter tikanikligr nedeniyle dokuya gelen kan akiminin yetersiz kalmasina sebep
olan durumun ortadan kalkarak, kan akisinin yeniden saglanmasi reperfiizyon olarak
adlandirilmaktadir.  Siire¢  iskemik dokuyu kurtarmayr amaglamakta ve hiicresel
disfonksiyonlarin diizeltilmesi i¢in gereklidir ve iskemik dokuyu kurtarmay1 amaglayan tibbi
tedavi stireglerinde oldukga 6nemli olmaktadir. Fakat, tehlikeli sonuglar da dogurabilmektedir

(de Groot ve Rauen, 2007; Kalogeris, Baines, ve Krenz, 2012).

Iskemik dokuya kan akisinin tekrar saglanmasi, sekil 5’te gdsterildigi gibi yiikselen oksijen ile
serbest radikal tiirevlerinin Uretimini artmasina neden olmakta ve bu durum, inflamatuar

aracilar gibi ¢esitli mekanizmalarda bir dizi degisiklige yol acarak bolgesel doku hasarini artirir.
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Bu sebeple olusan hasarin biiyiik bir kismi1 reperfiizyon agsamasinda meydana gelmektedir ek
olarak olusan zehirli metabolitlerin genel dolasima girmesi ise sistemik hasarin yayilmasina

neden olabilmektedir (Christophe ve Nicolas, 2006; de Groot ve Rauen, 2007).

Reperfiizyon hasari, hiicre i¢inde ve disinda meydana gelen ¢esitli mekanizmalar1 igeren gok
yonlii bir siirectir (Verzar ve ark., 2011). Iskemi sirasinda tetiklenmis Na*/H™ tasima sistemi
reperfiizyon boyunca intraseliiler Ca*? konsantrasyonunu yiikseltirken i¢ mitokondriyal
membrandaki mitokondriyal gecirgenlik artmaktadir. Bu artis mitokondriyal gecirgenlik gegcis
gozeneginin acilmasiyla meydana gelmektedir. Gegirgenlikteki bu artis hiicre hasar1 ve

6liimiine katkida bulunmaktadir (Pantazi ve ark., 2016).

Iskemi siirecini (sekil 5) takiben reperfiizyon ile dokuya kan akis1 baslamaktadir. Reperfiizyona
bagl olarak iskemik alandaki dokuda Oz miktariin artigiyla 6dem olusumu, ROT artig1 ve
notrofil gogii gibi metabolik reaksiyonlar gerceklesmektedir. Bu reaksiyonlar iskemik
dokudaki hasarm artmasina neden olmaktadir (Swanson ve ark., 2004). iskemik doku hasarinin
meydana gelmesinde reperfiize dokularda biriken noétrofillerin anahtar rol oynadigi
diistiniilmektedir. Notrofillerin kemotaktik aktivitesinin baglamasinda ROT ve lipit peroksitler

onemli bir rol oynamaktadir.

Notrofiller salgiladiklari proteazlar ve elastazlar gibi enzimler ile endotel hiicrelerini
pargalayarak agregatlar olustururlar. Olusan agregatlar kilcal damarlardaki kan akimini
engellerler veya salgilanan vazokonstriktor ajanlar ve trombosit aktive edici faktorler sayesinde
biiyiik damarlarda da daralmalar meydana gelmesine sebep olurlar. Notrofil kaynakli bu iki
durumun reperfiizyonda doku hasarinin artmasina sebep oldugu diisiiniilmektedir (Huang ve
ark., 2006; ladecola ve Alexander, 2001).

4.5.1. Serebral iskemi

Beyin iskemisi, glikoz ve oksijen yoksunlugundan kaynaklanan bir metabolik stres bigimidir.
Siklikla bir damarin tikanmasiyla beynin bir boliimiine giden kan akisinin aniden kesilmesiyle
olusur. Halk arasinda bilinen ismiyle inme, sanayilesmis iilkelerde koroner kalp hastalig1 ve
kanserin ardindan {i¢iincii en yaygin 6liim sebebi olup, ayni zamanda ciddi sakatliga yol

acabilen en 6nemli etkenlerden biridir (Cimarosti ve Henley, 2008).

Iskeminin, hiicresel enerji kayb1 sonucunda meydana geldigi ve hiicre dis1 ortamda glutamat

birikimi, eksitotoksisite, kalsiyum dengesizligi, mitokondriyal islev bozuklugu ve oksidatif
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stres gibi bir dizi patolojik mekanizmay1 tetikledigi bilinmektedir. Aym1 zamanda iskemi,
fosforilasyon ve ubikitinasyon gibi translasyon sonrasi protein modifikasyonlari aktive
etmektedir. Iskemiye bagl posttranslasyonel protein modifikasyonlarindaki bu farkliliklarin,
iskemik noronal hiicre dliimiinde rol oynayan patolojik siirecte kritik bir etkisi olduguna

inanilmaktadir (Althausen ve ark., 2001).

45.2. Serebral Iskemi patofizyolojisi

Merkezi sinir sistemi serbest radikallerin neden oldugu hasara karsi en savunmasiz sitemlerden
biridir. Beyin ise bu sistemde yiiksek metabolik hiz1 ve yiiksek oksijen ihtiyaci olan bir
organdir. Ek olarak kolayca okside olabilme yetenegine sahip zengin yag asitlerinin bulunmasi
ROT olusumunu arttirmaktadir. Bu sebeplerle beynin iskemiye olan dayanikliligi oldukg¢a az
bir organ olarak bilinmektedir (Kalogeris, Baines, Krenz, ve ark., 2012; Ozgiil ve Naziroglu,
2011).

Serebral iskemi sirasinda, iskemik alanda eksitotoksisite, inflamasyon infarkt cevresi
depolarizasyon ve hiicre 6liimii olarak adlandirilan dért ana metabolik siire¢ mevcuttur. Iskemi
sirasinda hasar siireci, Oz2'ye bagimli hiicrelerin (ndronlar, glial hiicreler) anoksik hasar1 asil
hasar siireci olarak goriilmektedir. Bu hasar oksidatif fosforilasyon, ATP sentezi gibi
mitokondri kaynakli enerji {iretiminin azalmasiyla hiicre igerisindeki enerji diisiisiiyle

baslamaktadir (de Groot ve Rauen, 2007; Mohr ve ark., 2011).

Iskemik siirecte, enerji eksikliginden kaynakl1 (direkt ya da indirekt), hiicresel iyon dengesinin
bozulmasi, hidrolazlarin aktif hale gelmesi ve hiicre zar1 gegirgenliginin artmasi gibi ¢esitli

hiicre i¢i degisiklikler yagsanmaktadir.

Hiicresel enerjiye bagimli iyon pompalar aktivite kaybi1 kaynakli hiicre zar1 depolarizasyonu
tetiklenmektedir. Zar yapisinda meydana gelen bozulma, iyon yogunluk dengesinin
degismesine ve hiicre icine Ca*? girisine yol agarak intraseliiler birikime neden olmaktadir. fyon
dengesindeki bu bozulma ise glutamatin serbest birakilmasina sebep olmaktadir. Memeli
beyninde, glutamat hem temel uyarict hem de hiicreler arasi iletisimde kritik bir
norotransmiterdir (Szijartd ve ark., 2013). Normal kosullarda hiicre i¢indeki glutamat seviyesi,
hiicreler aras1 seviyeden daha yiiksek olmaktadir. Iskemi sirasinda noronal zarlarin depolarize
olmasi, hiicreler arasi glutamat konsantrasyonunun artmasina neden olur. Glutamat artisi, N-

metil D-aspartat (NMDA) ve non-NMDA aktivasyonunu tetiklemektedir.
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NMDA reseptor aktivasyonu hiicrede eksitotoksisiteden sorumludur. Iskemik alanda, membran
NMDA reseptorlerinin bozulmasi ile noronlar i¢ine Na*, ClI* ‘un girisi gerceklesmektedir.
Membran reseptérlerindeki bu bozulma ile hiicre i¢i Na* ve Ca*? dengesi bozulmaktadir.
Ozellikle fosfolipaz Az olmak iizere hiicre ici fosfolipazlarin artis1 hiicre i¢i Ca*? artisindan
kaynaklidir ve bu artis ile hiicre i¢i hidrolazlarin (6zellikle kalpainler) da miktarinda artis
meydana gelmektedir. Hidrolazlar kaynakli artan substrat pargalar1 hiicre i¢i Na® miktarini
arttirarak hiicreyi ozmotik olarak sisirir ve bu durum hiicre yaralanma siirecini daha da arttirmig

olmaktadir (de Groot ve Rauen, 2007; Mohr ve ark., 2011).

NMDA reseptorlerinin uzun siireli aktivasyonu, noron icine Ca*? girisini artirarak, Ca*?'ye
bagimli proteaz ve lipaz gibi enzimlerin etkinlesmesine yol acar. Bu siire¢, beyinde doku
hasarini baslatir ve gecikmis hiicre 6liimiine sebep olur (Allen ve Bayraktutan, 2009; Kalogeris,
Baines, ve Krenz, 2012; Stoodley ve ark., 1998).

Beyin iskemisi sirasinda iskemik doku ve ¢evre dokuda, basta 1okositler, interlokinler olmak
tizere adezyon molekiilleri sitokinler ve kemokinler gibi bir dizi inflamatuar aracilarda artma
meydana gelmektedir. Inflamatuar tepkimeler, iskemik hasarmn ileriki asamalarina katkida
bulunmakta ve olas1 norolojik bulgularin kétiilesmesine yol agmaktadir (Huang ve ark., 2006;

ladecola ve Alexander, 2001; Kalogeris, Baines, ve Krenz, 2012).

Iskemiyi takip eden reperfiizyon dénemi, beyinde ciddi hasarlarin olustugu bir asamadir ve bu
asamadan Once uygulanacak tedavilerin, beyin hasarin1 6nlemek veya en aza indirmek i¢in

faydali olabilecegi diisiiniilmektedir (Bonaventura ve ark., 2016).

4.5.3. Serebral iskemi Modelleri

Inme/iskemik felg gibi hastaliklar1 ve altinda yatan mekanizmalar1 incelemek, ayn1 zamanda
olas1 tedavi stratejilerini belirlemek i¢in in vivo ve in vitro olmak iizere ¢esitli hayvan modelleri
belirlenmistir (Cimarosti ve Henley, 2008). Beyin iskemisinin klinikteki farkli formlarini
modellemek icin korteks yapisinin insan beyni korteks yapisina benzerliginden, siganlar,
fareler, ¢l fareleri ve domuzlar gibi farkli hayvanlar kullanilmakta ve beyin iskemisi i¢in en

uygun hayvan modelleri olarak diigiiniilmektedir (Traystman, 2003a).

Kullanilan hayvan modelleri, 6n beyin serebral iskemi, fokal serebral iskemi ve globalserebral

iskemi olmak iizere {i¢ ana gruba ayrilmaktadir (Gupta ve ark., 2004). in vivo modeller arasinda
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da iskemik benzeri" oksijen-glikoz yoksunlugu (OGD) modeli siklikla kullanilmaktadir
(Dawson ve ark., 1996; Goldberg ve Choi, 1993; Hossmann, 2008).

Bu tiir hayvan modelleri akut veya yavas, odaksal (fokal) veya kiiresel (global), kalic1 veya
gegici olmak iizere beyne giden kan akisinin farkli sekillerde kesilmesine olanak saglamaktadir.
Bu modeller iskemiye bagli ndronal hasarin, patofizyolojik siireglerin ve olas1 tedavi

yontemlerinin aragtirilmasinda kullanilir (Hossmann, 2008).

Akut etkilerin incelenebilecegi ve uzun vadeli davranigsal c¢alismalara olanak taniyan bir
prosediir olan endotelin-1 infiizyonu da kullanilan yontemler arasindadir (Callaway ve ark.,
2000; Cimarosti ve Henley, 2008). Ornegin bir baska ¢alismada perinatal hipoksi-iskeminin
etkilerini aragtirmak amaciyla, dogumdan sonraki 7. giinde siganlara sistemik hipoksi (%8
oksijen) uygulanmis ardindan tek tarafli common karotis arterin baglanmasi, ¢ocukluk ¢agi
felcinin patofizyolojisini anlamada etkili bir model olabilecegi bildirilmistir (Cimarosti ve

Henley, 2008; Vannucci ve Vannucci, 2005).
4.5.3.1.Global serebral iskemi modeli

Global beyin iskemisi siireci beyine giden kan akisinin azalmasi veya tamamen kesilmesi
sonucu meydana gelen yaygin ve ciddi bir nérolojik durumdur. Bu durum, genellikle kalp

durmasi, siddetli hipotansiyon veya bogulma gibi olaylar sonrasinda ortaya ¢ikmaktadir (Mohr
ve ark., 2011).

Global serebral iskemi, kalp durmasi veya beyin kan dolagiminin belirli bir siireligine kesilmesi
yoluyla olusturulabilir. Sigan modellerinde, tam ya da neredeyse tam global beyin iskemisi
olusturmanin en bilinen yontemi, her iki vertebral arterin pihtilastirilmasi ve bunu takiben bir
giin sonra her iki ana karotid arterin gegici olarak tikanmasidir (Pulsinelli ve Brierley, 1979).
Bu model serebral iskeminin patofizyolojisini ve tedavi stratejilerini aydinlatmak i¢in anahtar
bir yol olarak diisiiniilmektedir. Bu modelde dért damar okliizyonu (her iki karotid arter ve
vertebral arterler), 2 damar okliizyonu (2 karotid arter), tek damar okliizyonu (tek karotid arter)
ve kalp durmasi, hipotansiyon gibi farkli iskemik olusumlar bulunmaktadir (Traystman,
2003Db).

Global iskemi modelleri, kalp durmasi veya genel hipotansiyon gibi tiim beyin perfiizyonunu

etkileyen klinik durumlar1 ve tiim beyni etkileyen gercek hayattaki olaylar1 anlamada daha
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yakin sonuglar sagladigindan arastirmacilar tarafindan siklikla tercih edilmektedir (Hurn ve

ark., 2002; Traystman, 2003b).

Global iskemi hayvan modelleri, serebral iskemiye bagli genel beyin hasarini, néroprotektif
tedavi yontemlerini ve beynin biligsel ve davranissal etkilerini incelemek i¢in ¢ok yonlii bir
aragtir. Beynin hipokampiis, korteks ve bazal ganglionlar gibi birden fazla bolgesinde hasar
olusturmaya olanak saglamaktadir. Hipokampiis gibi 6grenme ve hafiza siiregleriyle ilgili beyin
bolgelerinde belirgin hasara yol agtig1 icin, biligsel fonksiyonlarin etkilenmesini inceleyen
calismalar icin de tercih edilen bir model olmaktadir. Ornegin fokal iskemi modellerinde
(6rnegin, orta serebral arter okliizyon modeli) tek bir bolgede hasar olusturma imkan1 varken
global serebral iskemi modelinde insan inme siirecini modelleme ve {izerinde ¢alisma olanagi
daha fazladir. Diger serebral iskemi modellerine kiyasla, beyindeki yaygin etkiler ve ¢oklu
beyin bolgelerini igeren caligmalar icin arastirmacilarin daha cok ilgisini ¢ekmektedir

(Traystman, 2003b).

4.6.Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller, metabolik faaliyetler sirasinda ya da g¢evresel faktorlerle (6rnegin UV
1sinlari, sigara dumani) ortaya ¢ikan dengesiz molekiillerdir. Bu molekiiller, elektron
eksikliklerinden dolay1 diger molekiillerle reaksiyona girerek hiicre zarlari, proteinler ve DNA
gibi hayati biyomolekiillere zarar verebilir. Bu durumda, hiicresel yaslanma ve mutasyonlar

meydana gelerek kanser gibi hastaliklara yol agabilmektedir (Halliwell ve Gutteridge, 2015).

Oksidatif stres ise, serbest radikaller adi verilen reaktif molekiillerin, DNA, protein ve lipit gibi
onemli biyomolekiillerde hasara yol acarak viicuttaki hiicrelere zarar vermesiyle olusur.
Genellikle yaslanma siireci ve kanser, kalp hastaliklari, ndrodejeneratif hastaliklar gibi
hastaliklarla iligkilendirilebilir. Antioksidanlar serbest radikalleri nétralize ederek bu
hastaliklarin olusumunu geciktirmede kritik bir géreve sahiptir. Bununla birlikte, diizenli olarak
antioksidan tiikketimi viicudun savunma mekanizmasin gili¢lendirerek genel sagligin

iyilesmesine destek olur (Halliwell ve Gutteridge, 2015; Lobo ve ark., 2010).

Oksidatif stresi dnlemeye veya azaltmaya yardimci antioksidanlar viicutta serbest radikalleri
noétralize ederek onlar1 zararsiz hale getirmektedir. Antioksidan molekiiller endojen ve eksojen

olmak {izere 2 bolime ayrilmaktadir. Endojen antioksidanlar viicutta tretilirken, eksojen
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antioksidanlar beta-karoten, E vitamini, C vitamini ve selenyum gibi disaridan besin yoluyla

alinmaktadir.

Antioksidanlar, Alzheimer ve Parkinson hastalig1 gibi ndrodejeneratif hastaliklarin ilerleyisini
yavaslatma potansiyeline sahiptir. Beyin, yiiksek oksijen tiiketimi nedeniyle oksidatif strese
kars1 oldukga hassastir. Calismalar, flavonoid ve polifenol bakimindan zengin besinlerin beyin
hiicrelerini serbest radikallerin zararl etkilerinden koruyabilecegini gostermektedir (Halliwell

ve Gutteridge, 2015).

Antioksidan molekiiller arasinda enzimatik antioksidanlar o6zellikle dikkat g¢ekmektedir.
Siiperoksit dismutaz (SOD), siiperoksit radikallerini (O2") zarar1 daha az olan hidrojen peroksit
(H202) ve oksijene doniistiirerek hiicrelerdeki oksidatif stresi azaltan kritik bir enzimdir.
Katalaz ise, H-0."yi oksijen (O2) ve suya (H20) pargalayarak hiicre i¢in zarariz hale getirmis
olur. Ayrica, Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksit ve organik peroksitleri su ve alkol
bilesenlerine doniistiirerek bu zararli maddelerin etkisini azaltir. Bu enzim, glutatyon ad1 verilen
onemli bir antioksidani kullanarak islev goriir ve hiicrelerdeki redoks dengesini korumaya
yardimci olur. Bu enzimatik antioksidanlar, hiicrelerin oksidatif hasardan korunmasinda kritik
bir rol oynar ve genel saglik durumunu iyilestiren beslenme yaklagimlarinin bir parcasi olarak

dikkat ¢eker (Finkel, 2000; Halliwell ve Gutteridge, 2015).

Oksidatif stresten korumada 6nemli etkileri olan bir diger antioksidan mekanizma ise molekiiler
mekanizmadir. Bunlar arasinda hem hiicre dis1 hem de hiicre i¢inde ROT ile savasan ve suda
¢ozlinebilen Vitamin C (askorbik asit), hiicre zarindaki lipidlerin oksidasyonunu engelleyerek
hem hiicre zarin1 hem de lipoproteinleri koruyan Vitamin E (tokoferol), viicuttaki en giicli
antioksidanlardan biri olarak goriilen, serbest radikalleri nétralize eden ve oksidatif strese karsi
onemli bir savunma mekanizmasi saglayan Glutatyon ve ayrica bitkilerden elde edilen

karotenoidler vardir (Finkel, 2000; Sies, 2017).

Ayrica glutatyon sistemi ve Nrf2 (Niikleer faktor-eritroid 2 ile iligkili faktdr 2) gibi hiicre igi
antioksidan sistemler de bulunmaktadir. Glutatyon rediiktaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri
birlikte ¢alisarak hiicre i¢i oksidatif hasar1 minimumda tutmay1 saglarken Nrf2 ise oksidatif

strese kars1 gen ekspresyonunu diizenler.
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Mitokondriler hiicrede en fazla serbest radikal iireten organeller oldugundan SOD'nin
mitokondriyal formu (SOD2) ve glutatyon sistemi, mitokondrileri serbest radikallerin zararli
etkilerinden korumaktadir (Finkel, 2000).

4.7.Noropeptitler

Noronlar ve glial hiicreler tarafindan sentezlenen 2-40 amino asit uzunlugunda kiigiik protein
benzeri, c¢esitli Onemli fizyolojik oOzellikleri bildirilen molekiiller noropeptit olarak
adlandirilmaktadir (Cleveland, 2018; Gundlach ve Hargreaves, 2011; Hokfelt ve ark., 2000).
Farkli molekiiler ve fizyolojik kosullarda hedef hiicrelerde spesifik reseptorlere baglanabilirler,
kan dolasimina ya da sinaptik bosluga salgilanirlar. Bu etkilerin yaninda, duygusal durum, agri
algisi, yemek yeme davranisi stres tepkisi, uyku diizeni, 6grenme gibi durumda anahtar rol

oynarlar (Hokfelt ve ark., 2000).

Noropeptitler, pek ¢ok hastaligin tedavisinde hedef molekiiller olarak incelenmektedir.
Ormnegin, migren tedavisinde CGRP inhibitorleri, depresyon tedavisinde serotonin ve diger
noropeptit sistemlerinin diizenlenmesi {izerine arastirmalar yuriitilmektedir. Bunun yani sira,
noropeptitlerin rolii, nérodejeneratif hastaliklarda, sindirim sistemi bozukluklarinda ve obezite
gibi metabolik hastaliklarda da incelenmektedir (Cleveland, 2018). En bilinen néropeptit
cesitleri sinir sistemi tizerindeki etkileriyle one ¢ikan ve gesitli fizyolojik siiregleri diizenleyen
opioid peptitler, substance P, vazopressin ve oksitosin, ndropeptit Y, somatostatin ve Phoenixin

olarak siralanabilir (Sharma ve ark., 2022).

4.7.1. Phoenixin-14

Phoenixin-14 (PNX-14), protein C4orf52'nin C-terminalinden ayrilan ve hipotalamik-hipofiz-
gonadal lireme ekseninde yer aldig1 bilinen Phoenixin peptit ailesinin bir tiyesidir (Mcllwraith
ve ark., 2019; Yuan ve ark., 2017). Baslangigta tiremedeki rolii i¢in tanimlanmis olsa da PNX-
14in calisilmasi, klinik fayda saglayabilecek cesitli diger fizyolojik etkileri de ortaya
cikarmigtir. Hipotalamusta yiiksek oranda bulunan irPNX-14 timiis, mide ve dalak dahil olmak
tizere periferik dokularda daha diisiik bir seviyede oldugu tespit edilmistir (Schalla ve Stengel,
2018). PNX-14'in etkilerine dair yapilan ¢aligmalar, bu peptitin sinir sistemi, motor fonksiyon,
metabolik denge ve duyusal fonksiyonlar {izerinde belirgin roller oynayabilecegini
gostermektedir. Ornegin, arastirmalar, PNX-14'in, in vitro iskemi-reperfiizyonu simiile etmek

icin kullanilan OGD/R hasarimi inflamasyonu ve oksidatif stresi azaltarak, hiicre canliligini
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artirarak onleyebilecegini gostermistir. Daha spesifik olarak, PNX-14, nitrik oksit ve endotelyal
nitrik oksit sentaz koruyucu faktorlerin ekspresyonunu desteklerken ROT ve NADPH oksidaz
1 (NOX1) tiretimini azalttig1 goriilmiistiir (B. Zhang ve Li, 2020a). Ek olarak, PNX-14, iskemik
beyin hasarinda inflamatuar yanitin baslatilmasinda ¢ok énemli bir rol oynayan yiiksek mobilite
grubu kutu 1 (HMGBI1) proteininin ekspresyonunu inhibe ettigi bildirilmistir (Hongling ve ark.,
2020).

PNX-14'in, inflamatuar yanitlar1 diizenleyerek pro-inflamatuar sitokinlerin (TNF-a, IL-1P
gibi) seviyelerini diisiirebilecegi ve nodral inflamasyonu azaltma potansiyeli tasidigi
gosterilmigtir. Anti-inflamatuar etkisinin yaninda anti-apoptotik yollar1 aktive ederek hiicre
sagkaliminda 6nemli bir role sahiptir ve PNX-14"in bu yolu aktive ederek ndronal hayatta

kalmay1 artirabilecegi diigiiniilmektedir (Ling ve ark., 2021a).

PNX-14, hiicrelerdeki antioksidan savunma mekanizmalarini aktive ederek oksidatif stresin
azalmasina katkida bulunabilecegi diisiiniilmekte ve intraserebroventrikiiler (icv) olarak

uygulandiginda besin alimini arttirildig: bildirilmistir (Schalla ve ark., 2017a).

Sinir sistemi tizerindeki etkilerinde, PNX-14’tin bir¢ok norotransmitterin  salinimini
diizenledigi ve bu yolla norolojik siirecleri modiile ettigi belirlenmistir. Ayrica, gonadotropin
salgilatict hormon (GnRH) salinimini artirarak iireme dongiistinde 6nemli bir role sahip oldugu
ve hipotalamus araciligiyla iireme hormonlariin salinimini etkiledigi gortiilmistir (Kulinska
ve ark., 2021). Davranigsal etkiler bakimindan, PNX-14'iin anksiyete ve stres yaniti iizerinde
etkili olabilecegi, bazi ¢alismalarda bu peptitin anksiyete benzeri davraniglari azalttigina dair
kanitlar oldugu bildirilmistir (Schalla ve ark., 2017a). Bu etkinin, beyindeki belirli sinir yollar
araciligiyla gergeklestigi diisliniilmektedir. Metabolik etkiler alaninda, PNX-14'lin enerji
homeostaz1 ve besin alimmi diizenleyebilecegi, obezite ve metabolik bozukluklarla iligkili
etkilerinin arastirildig: ifade edilmektedir. Duyusal islevler agisindan ise PNX-14’{in duyusal
algiy1 modiile etme potansiyeline sahip oldugu, o6zellikle ac1 ve tat duyulartyla iliskili
olabilecegi one siiriilmiistiir. Fizyolojik etkileri genel olarak iireme, immiin yanit ve beyin
islevlerini kapsamaktadir. Ureme sistemi iizerindeki etkileri hem erkeklerde hem de kadinlarda
cinsel gelisim ve dongiilerin diizenlenmesine katki saglar. Immiin yanit agisindan ise PNX-
14%in inflamasyon ve bagisiklik yanitlarini modiile etme potansiyeli arastirilmaktadir. Ayrica,

beyin islevi ile ilgili olarak kognitif siirecler, hafiza ve 6grenme iizerinde olumlu etkiler
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saglayabilecegi ve 6grenme ile hafiza siireglerini destekleyebilecegi bildirilmektedir (Friedrich
ve ark., 2020; Friedrich ve Stengel, 2021a; Kulinska ve ark., 2021).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1.Deney Hayvanlan

Yapilan ¢alisma icin 17/05/2022 tarihinde Marmara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan onay alindi. Calismada kullanilan eriskin erkek Wistar albino siganlar (n=40);
38.2022.mar onay numarasi ile Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel TIP Enstitiisii
(DETAE)’nden temin edildi. Tiim hayvanlar uygun kafesler iginde, 12 saat aydinlik-karanlik

ortaminda, standart sigan yemi ve musluk suyu ile ad libitum beslendi.
Calisma gruplar1 asagidaki gibi belirlenmistir:

Yalanci cerrahi islem uygulanan grup (Kontrol grubu)

Cerrahi islem ile Iskemi/Reperfiizyon yapilan grup (Iskemi/Reperfiizyon (I/R) grubu)
Sug/kg PNX-14 uygulanan grup (PNX-5 grubu)

25ng/kg PNX-14 uygulana grup (PNX-25 grubu)

50ung/kg PNX-14 uygulana grup (PNX-50 grubu)

a > w0 DN e

5.2.Global Serebral iskemi Modeli

Iskemi sigan modeli, 250-350 g agirhigindaki yetiskin Wistar Albino si¢anlar (her grup n = 8)
kullanilarak olusturuldu. Iskemi islemleri igin sicanlara derin anestezi uyguland. [(ketamin
(100 mg/kg, i.p.) ve ksilazin hidroklorid (30 mg/kg, i.p.)]. Servikal 6n bolge tiraglanip orta hat
kesisi yapilarak bilateral paratrakeal bolge kiit diseksiyonla agildi. Vagus siniri karotis
arterlerden ayrildiktan sonra, izole edilen sol common Kkarotis artere anevrizma Kklipsi
yerlestirilerek 30 dakika boyunca iskemi yapildi. Otuz dakika sonunda klips ¢ikarilip kan akimi
kontrol edilerek cilt kapatildi. 24 saatlik bir reperfiizyon siiresinden sonra siganlardan kardiyak
kan alinarak yagamlari sonlandirildi (Acar Arslan, 2019). Kontrol grubu siganlarda boyunda

kesi yapilip, paratrakeal bolge agiga ¢ikarildi ve 30 dakika sonunda siitiirle kapatilda.

5.3.Phoenixin 14 Tedavisi

Gergeklestirilen akut iskemi modelinde hayvanlara 24 saat igerisinde 2 doz cilt alt1 diistik (5
ug/kg), orta (25 ug/kg), yiiksek (50 ug/kg) olmak iizere Phoenixin 14 (Phoenix Pharmaceuticals,
Inc., Kat. No: 079-01) tedavisi uygulandi. Ilk doz 30 dakika iskemi sonrasinda, 2. doz ise

reperfiizyonun 20. Saatinde uygulandi.
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5.4.Norolojik Hasar Degerlendirmesi

Deney grubu hayvanlara reperfiizyonun 21. saatinde norolojik hasar degerlendirmesi igin
modifiye Bederson'un norolojik muayenesi yapildi (Bederson ve ark., 1986; Ogan, 2003).
Asagidaki tabloda gosterilen kriterler géz Oniine alinarak motor ve davranis bozukluklarini
degerlendirmek i¢in 20 puanlik noérolojik skor (Tablo 1) kullanildi. Kisaca biling, diizgiin bir

tirmanma platformundaki performans, ekstremite tonusu, ylirime ve postiiral refleksler, daire

¢izme ve nosiseptif uyaranlara yanit degerlendirildi.

BILING Normal 0
Huzursuz 1
Letarji 2
Stupor 3
Nobet 4
Koma 5
TIRMANMA PLATFORMU manivoy g
Arka bacak lizerinde duruyor 1
>5 snasil kaliyor 2
<5 snasili kaliyor 3
Yakalama refleksiyok 4
EKSTREMITE TONUSU Normal 0
Zayif 1
YURUME Mo 9
Hipomobilite 1
Pence addiiksiyon 2
Paratik tarafa donme 3
Ayakta duramiyor 4
ROTASYON TEST' >1sn180 derece 0
<1sn180 derece 1
1-3sn 90 derece 2
<1sn90 derece 3
1-3sn45 derece 4
<1sn45 derece 5
AéRl YANITI <1 snuyariyo normal 0
>1 snuyariya hipoaktif 1
TOPLAM 0-20 arasi
Tablo 1. Bedersonun Modifiye Nérolojik Muayene Puanlamasi (Bederson vd., 1986).

5.5. Davranis Testleri

Global iskemi-reperfiizyon olusturulan si¢anlara reperfiizyonun 22-23 ve 24. saatlerinde

sirastyla lokomotor aktivite testi, Rotarod testi ve pati dokunma testi uygulandi. Tiim davranis

testleri kor bir arastirmaci tarafindan gergeklestirildi
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5.5.1. Lokomotor Aktivite Testi

Tiim sicanlara, lokomotor aktivite ¢emberinde (MAY ACT 508, Aktivite Goriintiileyici
Sistem/Animal Locomotor Activity Meter: Commat Ltd., Tiirkiye) lokomotor aktivite
degerlendirmesi yapildi. Genel lokomotor aktivite ve deney hayvanminin kafes igindeki
pozisyonu fotosel 1sinlarinin kesilmesi ile belirlenir. Eger lokasyon tamamen degisirse bu kayit
ambulatuvar aktivite olarak kabul edilir. Dolayisiyla ambulatuvar hareket, denegin kafes i¢inde
dikilme (dinlenme/durma hareketi) haricinde yaptigi her tiirli yer degistirme
(gezinme/katedilen mesafe) hareketidir. Toplam lokomotor aktivite ise vertikal, horizontal ve
ambulatuvar hareketlerin toplami seklinde ifade edilmektedir. Parametreleri test etmek icin
deney hayvani agik alanin tam ortasina konmus ve 10 dk boyunca kayit alindi. Deney basinda
normal lokomotor aktiviteye sahip oldugu belirlenen hayvanlar deneye dahil edildi. Deney
sonunda lokomotor degerlendirme tekrarlandi. Hayvanlar tek tek ¢ember igine yerlestirildi ve
lokomotor aktivite parametreleri bilgisayarli sistem (Activity yazilimi) ile degerlendirildi

(Culpan vd., 2024).

5.5.2. Rotarod testi

Deneye dahil edilen her bir sigan, iskemi modeli olusturulmadan 6nce, hizlanan rotarod mili
tizerinde kalmak ve daha sonraki degerlendirmeler i¢in temel referansi 6lgmek amaciyla 100
saniye boyunca 8 rpm'lik sabit bir hizda egitildi. Her bir sican, rotarodun (Mayis RR 0903
Animal Rota-Rod, Commat Itd., Tiirkiye) asili kirisine, yiizii deneyciden uzaga bakacak sekilde
yerlestirildi ve sigcanlara 5 dakikalik bir kesme periyoduyla 4-40 rpm hizinda hizlanan rotarod
mili tizerinde test gergeklestirildi ve gruplar kendi aralarinda degerlendirildi (Culpan vd., 2024).

5.5.3. Pati Dokunma Testi

Deney gruplarindaki hayvanlar rastgele segilerek 25 cm c¢apinda 40 cm yiiksekliginde
pleksiglas silindir igerisine yerlestirildi. 2 dk boyunca sag/sol pati dokunma sayis1 gézlemci
tarafindan sayilip kayit altina alind1 ve gruplar kendi aralarinda degerlendirildi (Roome ve
Vanderluit, 2015).

5.6. Biyokimyasal Degerlendirmeler

Anestezi altinda iken kardiyak kan alinmasi sonrasinda tiim gruplardaki hayvanlardan beyin
dokulari ¢ikarilip homojenize edildi. Doku homojenatlar1 Glutatyon (GSH), Lipit
peroksidasyonu (LP), Miyeloperoksidaz (MPO) ve ROT igin degerlendirildi.
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5.6.1. Miyeloperoksidaz Aktivitesi Ol¢iimii

Doku MPO aktivitesi, dokuda nétrofil infiltrasyonunu gosteren biyokimyasal bir parametredir.
Bu amagla beyin dokusu 6rnekleri %0,5 'lik HETAB (50mM potasyum fosfat tamponu iginde;
pH 6) homojenize edildikten sonra, 12,000 rpm‘de 10 dk, 4°C 'de santrifiij edildi. Siipernatan
uzaklastirildiktan sonra, pellet 50 mM potasyum-fosfat tamponu iginde tekrar homojenize
edildi. Daha sonra her bir tiipe 50 mM potasyum fosfat tamponu + o-dianisidin. 2HCI (20
mg/ml) + H202 (20 mM) + 6rnek konulmus ve oda 1sisinda 3 dk inkiibasyon sonrasi reaksiyon
%?2'lik sodyum azid ile durduruldu. Daha sonra absorbans degerleri 460 nm'de okundu (G.
Sener ve ark., 2006).

5.6.2. Lipit Peroksidasyonu ve Glutatyon tayini

Oksidan hasarin bir gostergesi olan malondialdehid (MDA) diizeyinin ve dokudaki endojen
antioksidan glutatyon miktarinin 6l¢iildiigii bu yontemde, doku oOrnekleri agirliklarinin 10
katina denk gelen miktarda %10’luk triklorik asit soliisyonu ile homojenizasyonu takiben 3,000
devir ve 40 C’de 15 dk siireyle santrifiij edildi. Stipernatanlar ayrilip 10,000 devirde 8 dk daha
santrifiije edildi ve lipid peroksidasyon diizeyi MDA cinsinden spektrofotometrik 6l¢imle ifade
edildi. Glutatyon Olgiimlerinde, modifiye Ellman yontemi kullanildi ve GSH miktar
spektrofotometrik olarak belirlendi (Sener ve ark., 2006).

5.6.3. Reaktif Oksijen Tiirleri Aktivite degerlendirmesi

Reaktif oksijen tiirlerinin 151k yayan kimyasal reaksiyonlar1 bir liiminometre (Junior LB 9509,
EG&G, Almanya) ile 6lgiildii. Olgiimlerden dnce beyin doku drnekleri yaklasik 20-25 mg
olacak sekilde pargalandi ve PBS (500 mM) + HEPES [20 mM 4- (2-Hidroksietil) piperazin-
letansiilfonik asit, N-(2-Hidroksietil) piperazin-Np-(2¢tansiilfonik asit)] igeren test tiipleri
icerisine konuldu. Lusigenin (bis-N-metilakridium nitrat) arttiricilar, DMSO i¢inde seyreltildi
ve PBS + HEPES ve doku 6rnekleri igeren test tiiplerine nihai konsantrasyonu 0,2 mmol/L (4pul)
olacak sekilde ilave edildi. Okumalar 5 dk boyunca 1 dk’lik periyotlarda yapildi. Lucigenin CL
Olctimlerinden sonra 5 dk’lik bir sayim periyodu icin sonuglar, 1slak agirliga kiyasla egri
altindaki alan (AUC) olarak hesapland1 ve goreceli 1s1k birimi / mg doku (rlu/ mg doku) olarak
verildi (Ozbeyli ve ark., 2020).

5.7.Isik Mikroskobik Incelemeler

5.7.1. Mikroskobik Preparasyon ve Degerlendirmeler
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Otenazi sonrasi tiim gruplardaki hayvanlardan alinan beyin dokular1 151k mikroskobik
incelemeler i¢in notral tamponla hazirlanmis %10’luk formalin i¢ine alinip 72 saat fikse edildi.
Fikse edilen doku ornekleri yiikselen alkol serilerinden (%70, %90, %96, %100) gecirilerek
dehidrate edilip, ksilende seffaflandirmanin ardindan bir gece boyunca parafin igerisinde
60°C’lik  etiivde  bekletildi. Ardindan  bloklanan  dokulardan  morfolojik  ve
immiinohistokimyasal degerlendirmeler i¢in mikrotom (Leica RM2125 RTS) yardimiyla
ortalama 4 pum kalinhiginda kesitler alindi. Kesitler histopatolojik semi-kantitatif analizlerde
kullanilmak tizere Hematoksilen ve eozin (H&E) boyasi ile boyandi. Kesitler Olympus DP72
CCD kamera atagmanli Olympus BX51 mikroskobu (Tokyo, Japonya) ile degerlendirilerek
goriintiilendi Noronal hasar degerlendirmesi sem-kantitatif olarak yapildi (0: yok, 1: hafif, 2:
orta 3: siddetli) (Ozdemir-Kumral ve ark., 2024).

Beyin dokulari ayrica 1 mm? boyutunda pargalar haline getirildikten sonra %2,5’luk 0,1 M PBS
tamponlu (pH 7,2) glutaraldehit fiksatifi icerisine konarak +4°C’de 12 saat fikse edildi. Dokular
PBS’e alinip daha sonrasinda %?2’lik osmiyum tetroksitle 1 saat postfiksasyonu yapildu.
Yiikselen alkol serilerinden (%70, %90, %96, %100) gegirilerek dehidrate edildikten sonra
propilen oksitten gegirilip seffaflandirildiktan sonra son olarak epona gomiilerek 60°C’deki
etiivde 1 gece boyunca bekletildi. Epon bloklarindan alinan 1pum kalinliginda yari ince kesitler
toludin mavisi boyasi ile boyandi. Kesitler daha sonra Olympus DP72 CCD kamera atagmanli

Olympus BX51 mikroskobu (Tokyo, Japonya) ile incelendi ve fotograflandi.

5.7.2. Immiinohistokimyasal Boyama Yéntemi

Parafin kesitler 1 gece boyunca 37°C’lik etiivde bekletildikten sonra, deparafinize etmek
amactyla ksilende 3x5 dakika tutulup, %96’lik alkolde 2 kere 10 dakika bekletildikten sonra
endojen enzim blokaji yapmak i¢in metanol ile hazirlanmis %3’liikk hidrojen peroksitte 20
dakika bekletildi. Once musluk suyu sonra distile suda yikama isleminden sonra antijen geri
kazanimi i¢in 1s1tilmig sitrat tamponda (pH 6.0, 60°C'de) 20 dakika 200 W mikrodalgaya maruz
birakildi, oda 1sisinda 20 dakika sogumaya birakilan kesitler PBS ile 2 kere 5 dakika
yikandiktan sonra bloklama soliisyonunda 10 dakika bekletildi. Beyin kesitleri gece boyunca
Kaspaz-3 (cas-3) (1:500, Thermo Fisher Scientific (Wilmington, DE), Kat. No: PA5-120488),
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GFAP (1:500, Merck Millipore, Kat. No: MAB360) ve BDNF (1:10000, Abcam Kat. No:
ab213323) primer antikorlari ile inkiibe edilip, ardindan biyotinlenmis sekonder antikorlar ve
streptavidin-peroksidaz konjugatlar1 (HistostainPlus Kit, Invitrogen, CA, USA) ile inkiibasyon
yapildi. PBS i¢inde yikanan kesitler sivi diaminobenzidin (Histostain Plus Kiti, Invitrogen, CA,
ABD) le ortaya cikarilip hematoksilin ile zit boyama yapildi. Immiinrekativiteler semikantitatif
olarak degerlendirildi (1: zayif immiinreaktivite, 2: orta immiinreaktivite, 3: giiglii

immiinreaktivite).

5.8.istatistiksel Analizler

Histolojik, biyokimyasal ve davranissal analizlerden alinan verilerin degerlendirmesi Graph-
Pad Prism 10.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) programi kullanilarak yapildi.
[statistiksel analizler igin One-Way ANOVA ydntemi ve Tukey testi kullamldi.
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6. BULGULAR

6.1. Norolojik Hasar Degerlendirmesi

Reperfiizyonun 21. saatinde tiim deney grubu hayvanlara yapilan norolojik muayene
degerlendirmesinde, iskemi/Reperfiizyon grubunda istatistiksel olarak anlamli artan ndrolojik
hasar skorunun (p<0,0001), PNX-14 tedavisi uygulanan tim deney gruplarinda istatistiksel
olarak anlamli sekilde azaldig1 gézlendi. (p<0,0001).

6 - *kkk

4 ++++

++++
++++

Norolojik Muayene Puani

0-
Kontrol /R PNX-5 PNX-25 PNX-50

Sekil 6. Deney gruplari nérolojik muayene degisimi.

****: n<0,0001kontrol ile karsilastirildiginda, ++++: p<0,000 I/R grubu ile karsilagtirldiginda
6.2.Davrams Testleri

6.2.1. Lokomotor Aktivite Degerlendirmesi

Reperflizyonun 22. saatinde tiim deney grup hayvanlar1 lokomotor aktivite cthazinda gozlendi.
Hayvanlarin lokomotor aktivite c¢emberinde dolasma mesafeleri karsilastirildiginda,
Iskemi/Reperfiizyon grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli oranda azalirken (p<0,05),

PNX-14 tedavi gruplarinda anlamli bir farklilik gézlenmedi.
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0 T
Kontrol /R PNX-5 PNX-25 PNX-50

Sekil 7. Deney gruplar1 dolagsma mesafeleri.

*: p<0,05 kontrol grubu ile karsilastirildiginda

6.2.2. Rotarod Testi

Reperfiizyonun 23. saatinde tiim deney grup hayvanlari rotarod cihazina yerlestirildi ve yapilan
degerlendirme sonucunda, kontrol grubu hayvanlarla karsilastirildiginda Iskemi/Reperfiizyon
grubu hayvanlarin cihaz iizerinde dengede kalma siireleri anlamli oranda azalirken (p<0,05)
50pg/kg PNX-14 uygulanan grup hayvanlarin dengede kalma siireleri anlamli oranda artti
(p<0,01).

150 - e

Rotarod
>
<

[4))
o
1

0 T
Kontrol /R  PNX-5 PNX-25 PNX-50

Sekil 8. Deney gruplar1 Rotarod cihazinda kalma siireleri.

*: p<0,05 kontrol grubu ile karsilastirildiginda, ++: p<0,01 I/R grubu ile karsilastirildiginda
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6.2.3. Pati Dokunma Testi

Reperfiizyonun 24. saatinde tiim deney grup hayvanlarmmin sag pati dokunma sayilar

degerlendirildiginde, gruplar araslt anlamli bir farklilik gozlenmedi.

20+

15+ T

104

Pati Dokunma Testi

0 T
Kontrol iR PNX-5 PNX-25 PNX-50

Sekil 9. Deney gruplari sag pati dokunma grafigi.
6.3. Biyokimyasal Degerlendirmeler
6.3.1. Miyeloperoksidaz Aktivitesi

MPO aktivitesi Ol¢limii  degerlendirildiginde, kontrol grubu ile kiyaslandiginda
Iskemi/Reperfiizyon grubunda artan (p<0.05) MPO aktivitesinin 25 pg/kg PNX-14 uygulan

tedavi grubunda anlamli oranda azaldigi gézlendi (p<0.05).

154
) *
=
S 10
=
g +
=2 -
o 54
a
=

01 :
Kontrol IR PNX-5 PNX-25 PNX-50

Sekil 10. Deney gruplart MPO aktivitesi.

*: p<0,05 kontrol grubu ile karsilastirildiginda, +: p<0,05 I/R grubu ile kargilastirildiginda
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6.3.2. Lipit Peroksidasyonu ve Glutatyon Aktivitesi

LP olciimii degerlendirildiginde, kontrol grubu ile kiyaslandiginda Iskemi/Reperfiizyon
grubunda artan LP aktivitesi (p<0,05) gozlendi. PNX-14 uygulanan tedavi gruplarinda anlaml
bir farklilik izlenmedi. Antioksidan glutatyon seviyeleri degerlendirildiginde, kontrol grubu ile
kiyaslandiginda iskemi/Reperfiizyon grubunda anlamli oranda artis (p<0,05) izlendi. PNX-14

uygulanan tedavi gruplarinda glutatyon seviyesinde anlamli bir farklilik gézlenmedi.

404

(23]
<

LP [pmol/g doku)
r
<

—
<

Kontrol IR PNX-5 PNX-25 PNX-50

Sekil 11. Deney gruplar1 LP diizeyleri.

*: p<0,05 kontrol grubu ile karsilagtirildiginda

0.6-
Fl
© 0.4-
=
£
=
=02 L
0
(L)

0.0 T

Kontrol I/R PNX-5 PNX-25 PNX-50

Sekil 12. Deney gruplar1 GSH diizeyleri.

*: p<0,05 kontrol grubu ile karsilastirildiginda

6.3.3. Kemiliiminesans Ol¢iimleri
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Reaktif oksijen molekiilleri miktarinin degerlendirildigi lusigenin ve luminol analiz
degerlendirmesine gore, kontrol grubuna kiyasla Iskemi/Reperfiizyon grubunda anlaml
orandaki artisin (p<0,0001) PNX-14 tedavisi uygulanan tiim gruplarda anlamli oranda azaldigi
go6zlendi (p<0,01-0,0001).
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44+
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Lusigenin (rlu/mg doku)

Kontrol /IR PNX-5 PNX-25 PNX-50

Sekil 13. Deney gruplari lusigenin diizeyleri.

**%*: n<0,0001 kontrol grubu ile karsilastirildiginda, ++++: p<0,0001 ++: p<0,01 I/R grubu ile karsilastirildiginda
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Kontrol I/IR PNX-5 PNX-25 PNX-50

Sekil 14. Deney gruplari luminol diizeyleri.

*#k%: n<0,0001 kontrol grubu ile karsilastirildiginda, ++++: p<0,0001 ++: p<0,01 I/R grubu ile karsilastirildiginda
6.4. Histopatolojik Bulgular

Deney grubu hayvanlarin  beyin dokusu korteks bolgesi histopatolojik  olarak

degerlendirildiginde, kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli oranda artan histolojik skor

Iskemi/Reperfiizyon grubunda (p<0,0001) diizensiz morfoloji, hasarli noronal govde yapisi

(kirmiz1 ok), bozulmus néropil yapist (kirmizi yildiz) ile izlenmekteydi. PNX-14 tedavisi

uygulanmis tedavi gruplarinda (p<0,01-0,001) ise, Iskemi/Reperfiizyon grubuna kiyasla
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anlamli oranda azalan histolojik skor ile, daha diizgiin yerlesimli hiicre morfolojisi, artan
saglikli noronal gévde yapisi (Siyah ok) ve azalan hasarli néron gévdesi (kirmizi ok) gozlendi

(Sekil 16).

KERK

4+

Kontrol /R PNX-5 PNX-25 PNX-50

Sekil 16. Deney gruplarina ait histopatolojik degerlendirme.

Serebral korteks tabakast H&E. Olgek: 20 um. a: kontrol grubu. b: i/R grubu, c: PNX-5 grubu, d: PNX-25 grubu,
e: PNX-50 grubu. Siyah oklar diizgiin morfolojili néronlar1 kirmizi oklar hasarli ndronlari igaret etmektedir. “*”:
noropilde bozulma. f: Histopatolojik degerlendirne grafigi. **** p<0,0001 kontrol grubu ile karsilagtirildiginda,
+ p<0,05 +++ p<0,001 I/R grubu ile karsilastirildiginda
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6.5.Immiinohistokimyasal Bulgular

GFAP-pozitif immiinreaktivite tiim beyin bolgelerinde gézlendi. Tiim deney grubu hayvanlarin
korteks bolgesi incelendi, kontrol grubu ile kiyaslandiginda Iskemi/Reperfiizyon grubunda
(p<0,001) anlamli oranda artan aktiflesmis astrogliozisin 6zellikle 5 pg/kg ve 25 pg/kg PNX-
14 uygulanan tedavi gruplarda (p<0,05) anlamli oranda azaldigi goézlendi (Sekil 17).

-h

2.0
1.54 + L3

1.04

GFAP immunreaktivitesi

Kontrol I/IR PNX-5 PNX-25 PNX-50

Sekil 17. Deney gruplarina ait GFAP immiinreaktivite degerlendirmesi.
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Serebral korteks tabakasi. Olgek: 20 um. a: kontrol grubu, b: i/R grubu, ¢: PNX-5 grubu, d: PNX-25 grubu, e:
PNX-50 grubu. Siyah oklar GFAP-pozitif hiicreleri isaret etmektedir. f: GFAP immiinreaktivite skor grafigi. ***:
p<0,001 kontrol grubu ile karsilastirildiginda, +: p<0,05 I/R grubu ile karsilagtirildiginda.

Caspase-3 immiinreaktivitesi Korteks bolgesi degerlendirildiginde, kontrol grubuna kiyasla
Iskemi/Reperfiizyon grubu hayvanlarda artan (p<0,001) apoptotik aktivitenin &zellikle 25
ug/kg ve 50 pg/kg PNX-14 uygulanan tedavi gruplarinda anlamli oranda azaldigi gozlendi
(p<0,05-0,01) (Sekil 18).

-—h

Cas-3 immiunreaktivitesi

Kontrol /IR  PNX-5 PNX-25 PNX-50

Sekil 18. Deney gruplarina ait Cas-3 immiinreaktivite degerlendirmesi.
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Serebral korteks tabakasi Olgek: 20 um. a: kontrol grubu, b: I/R grubu, ¢: PNX-5 grubu, d: PNX-25 grubu, e:
PNX-50 grubu. Siyah oklar cas-3-pozitif hiicreleri isaret etmektedir. f: Cas-3 immiinreaktivite skor grafigi. +++:
p<0,001 I/R grubu ile karsilagtirildiginda **: p<0,01 *: p<0,05 I/Rgrubu ile karsilastirildiginda.

BDNF  immiinreaktivitesi tim beyin bolgelerinde gozlendi. Korteks  bdolgesi
degerlendirildiginde, iskemi/Reperfiizyon grubunda kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlaml
oranda azalmis immiinreaktivitenin ozellikle 5 pg/kg ve 25 pg/kg PNX-14 uygulanan tedavi
gruplarda anlamli oranda arttig1 gézlendi (p<0,05-0,01) (Sekil 19).

40



BDNF immiunreaktivitesi

IR  PNX-5 PNX-25 PNX-50

Sekil 19. Deney gruplar1t BDNF immiinreaktivite degerlendirmesi.

Serebral korteks tabakasi Olgek: 20 um. a: kontrol grubu, b: I/R grubu, c: PNX-5 grubu, d: PNX-25 grubu, e:
PNX-50 grubu. Siyah oklar BDNF-pozitif hiicreleri isaret etmektedir. f: BDNF immiinreaktivite skor grafigi. +:
p<0,05 kontrol grubu ile karsilastirildiginda **: p<0,01 *: p<0,05 I/R grubu ile karsilastirildiginda.
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Sekil 20a. Yari ince epon kesitler. Toluidin mavisi.

Olgek 20 pum. Serebral korteks tabakasi. a: Kontrol grubu, b: I/R grubu, c: PNX-5 grubu, d: PNX-25 grubu, e:
PNX-50 grubu. Siyah oklar diizgiin morfolojili néronlar1 kirmizi oklar hasarli néronlari igaret etmektedir.
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Sekil 20b. Yari ince epon kesitler. Toluidin mavisi.

Olgek 10 pm. Serebral korteks tabakasi. a: Kontrol grubu, b: I/R grubu, c: PNX-5 grubu, d: PNX-25 grubu, e:
PNX-50 grubu. Siyah oklar diizgiin morfolojili néronlar1 kirmizi oklar hasarli néronlari igaret etmektedir.
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7. TARTISMA ve SONUC

Sol common Kkarotis arter tikanikligi ile indiikklenen global serebral iskemi modeli
uyguladigimiz ¢alismamizda norolojik skor artmis, motor fonksiyon bozulmus ve reaktif
oksijen tiirleri artmis olarak izlendi. Bununla birlikte PNX-14’{in, antioksidan etki gostererek,
histopatolojik hasarin derecesinde azalma ile beraber aktive astrogliozisi ve néronal apoptozu

azaltarak iskemi/reperfiizyonla iliskili norolojik hasar1 hafiflettigi goriildii.

Inmede beynin etkilenen bolgesine gére hareket ve koordinasyon kaybi, bellek ve bilissel
bozukluk gibi ¢ok cesitli davranigsal ve bilissel etkiler goriilebilir (Langhorne ve ark., 2011).
Literatiirde ilk etapta dnemli olan norolojik hasarin seviyesini belirlemek olsa da ardindan
cesitli davranis testleri gerceklestirilmektedir. Sigan fokal iskemi modelinde insan mikroglia
transferinin ve modifiye kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerin koruyucu etkisinin
degerlendirildigi ¢aligmalarda norolojik hasar tespiti yapilmis ve hasarin anlamli 6l¢iide
azaldig1 belirtilmistir (Lu ve ark., 2016; Narantuya ve ark., 2010). Biz de global serebral iskemi
modeli olusturarak sicanlarda PNX-14’tin  etkilerini arastirdigimiz ~ ¢alismamizda

iskemi/reperfiizyon kaynakli artan norolojik hasarin anlamli 6l¢iide azaldigini gézlemledik.

Serebral iskemi modeli ¢aligmalar1 gz oniine alindiginda iskemi/reperfiizyon hasari sonrasi
motor fonksiyon bozulmalari meydana gelmekte ve hasar davranig testleri ile de ortaya
konmaktadir. Gegici fokal iskemi modelinin kullanildig1 bir ¢alismada lokomotor aktivite

sonuglariin beyin enfarktiis alani ile uyumlu oldugu bildirilmistir (Shen ve Wang, 2010).

Prenatal donemde iskemiye maruz birakilan siganlarin yetiskin donemde kas-iskelet sistemi
bozukluklari sergiledigi, insan kaynakli sa¢ folikiilii kok hiicre tedavisinin iskemik hasar
tizerindeki etkilerinin incelendii ve menopoz doneminde giinliik genistein kullaniminin
iskemik kosullara etkisinin degerlendirildigi caligmalardan elde edilen bulgular, iskemik
kosullarin motor fonksiyonlarda anlamli bozulmalara yol actigin1 ve bu bozulmalarin rotarod
ve lokomotor aktivite testleriyle objektif olarak degerlendirilebildigini gostermektedir (Delcour
ve ark., 2011; Genc ve ark., 2023; Oppong-Gyebi ve ark., 2022). Bu ¢aligmalarla paralellik
gosteren sonuglarimiz, iskemi/reperfiizyon kaynakli motor fonksiyon bozuklugunu ve
uyguladigimiz PNX-14 tedavisi ile anlamli oranda bu bozulmanin azaldigini, dolayistyla PNX-

14’1in koruyucu etkisini gostermektedir.
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Klinik ¢alismalarda, oksidatif hasar ve inflamasyonun gostergesi olarak degerlendirilen MPO
seviyeleri, baz1 durumlarda sistemin normal bir yanit1 olarak da yorumlanabilmektedir. inme
sirasinda beyin dokusunda meydana gelen hasar ve inflamatuar yanitlar, MPO aktivitesinin
artmasina yol agar. Yiiksek MPO seviyeleri hem iskemik hem de hemorajik inme durumlarinda
goriilmekte olup, bu durumlar beyinde meydana gelen oksidatif hasari ve iltihabi yanitlar
yansitmaktadir (Chehaibi ve ark., 2016; Ganz ve ark., 2017). Benzer sekilde, hiicrelerde
glutatyon (GSH) aktivitesi ve lipit peroksidasyonu da oksidatif stres siirecinde 6nemli rol
oynayan iki temel mekanizma olarak degerlendirilir. indirgenmis glutatyon, hiicrelerde zararl
serbest radikalleri notralize ederek oksidatif stresi diizenlemede kritik bir antioksidan gorevi
tistlenmektedir. Bu baglamda, inme gibi iskemik durumlarda MPO seviyelerindeki artis,
glutatyon aktivitesinin azalmasi ve lipit peroksidasyonunun artmasi ile iliskili olabilir. Hem
MPO hem de glutatyon seviyeleri, oksidatif stresin ve inflamasyonun degerlendirilmesinde
onemli belirteclerdir ve bu siireclerin hepsi, iskemik hasarin patofizyolojisinde dnemli bir yere
sahiptir. Iskemi sonras1 yeniden serebral kan akismin saglanmasinin etkileri, hem serebral
iskemi hem de miyokard enfarktiiste farmakolojik etkinliklerin sonucu ve serebral iskemide
ginsengin koruyucu etkisinin degerlendirildigi ¢alismalar goéz Oniine alindiginda iskemi
kaynakli MPO aktivitesinin arttigi goriilmektedir (Guan ve ark., 2023; R. Liu ve ark., 20244;
W. Liu ve ark., 2023). Reperfiizyon sonrast dokular inceledigimizde, iskemi/reperfiizyon
nedeniyle degisen MPO aktivitesi, LP ve GSH seviyelerinin PNX-14 tedavisi ile degistigini
gozlemledik. Bu degisimlerin PNX-14’lin olas1 antioksidan etkisinden kaynaklandig:

anlagilmaktadir.

Biyolojik 6rneklerde ROT’un belirlenmesi i¢in kullanilan kemiliiminesans yontemleri olarak
da bilinen; lusigenin spesifik olarak siiperoksit olusumunu algilamada hassas iken luminol
oksidatif stres ¢alismalarinda ve inflamatuar yanitin izlenmesinde kullanilmaktadir (C.-W. Li
ve ark., 2020; H. Zhang, 1999). Iskemi/reperfiizyon ¢aligmalarinda da yaygin olarak kullanilan
bu ajanlar, 6zellikle iskemiye bagli oksidatif stres kaynakli hasar1 ve ROS iiretimini incelemek
ideal bir yontem olarak kullanilmaktadir (Abdul-Sabour Ahmed Bader, 2023; Fang ve ark.,
2013; G. Sener ve ark., 2006; T. E. Sener ve ark., 2015). Dekapitasyon sonrasi taze beyin
dokusunda yaptigimiz incelemeye gore kontrol dokusuna gore iskemi/reperfiizyon grubu
lusigenin ve luminol 1s1malarinda literatiire uyumlu sekilde anlamli artis oldugunu gozlemledik.
Uyguladigimiz PNX-14 tedavisi ile beyin dokusundaki siiperoksit ve ROT olusumunda anlaml
oranda azalma, PNX-14"iin antioksidan etkisini desteklemektedir.
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Iskemi modeli uygulanan ¢alismalarda etkilenen doku bolgesinde hiicresel diizeyde
dejenerasyon, nekrotik hiicre yapisi, piknotik ¢ekirdek, genislemis hiicre bosluklar1 gibi belirgin
degisiklikler goriilmektedir. Miyokardiyal iskemi sonrasi gelisen akut bobrek hasarinin
degerlendirildigi bir ¢alismada, miyositlerdeki kisalmis ve dalgalanmis yapimin koagiilatif
nekrozun ve nétrofil varliginin da enflamasyonun gostergesi oldugu bildirilmistir (Mercanoglu
ve ark., 2018). intestinal iskemi (75 dakika) sonrasi epitel onariminin incelendigi bir calismada,
3, 24 veya 48 saatlik reperflizyondan sonra jejunum dokusunda, 3 saatlik reperfiizyondan sonra
hasar gérmiis villuslar gozlenirken, 24 saatlik reperfiizyondan sonra kriptalarda genislemis
hiicreler arast bosluklar, diizensiz g¢ekirdekler ve Paneth hiicrelerinin kaybi, 48 saatlik
reperfiizyon sonunda epitel dokusunda iyilesmenin meydana geldigi bildirilmistir (Ikenoue ve
ark., 2024). Retinal iskemi-reperfiizyon hasarinda Miiller hiicrelerinde Indiiklenen Heme
Oksijenaz-1’in etkileri incelendiginde 60 dakikalik iskeminin ardindan 24 saatlik reperfiizyon
sonrasl, i¢ retina 6demi ve birgok inflamatuar hiicrenin invazyonu gézlenmistir (Arai-Gaun ve

ark., 2004).

Serebral iskemi c¢alismalarinda histolojik incelemeler, doku hasarinin mikroskobik diizeyde
degerlendirilmesi ve tedavi yaklasimlarinin etkinliginin belirlenmesi acisindan kritik dneme
sahiptir. Serebral iskemi-reperfiizyon hasarina karsi baicalin lipozomlarinin koruyucu etkisinin
incelendigi bir caligmada 2 saatlik iskemi ve 12 saatlik reperfiizyondan sonra, serebral kortekste
piramidal noronlarda Nissl boyanmanin ve Nissl cisimciklerinin yogunlugunun azaldigi,
hipokampiis bdlgesinde ise vakuollesme ile hiicre dejenerasyonunun belirgin sekilde ortaya
¢ikt1g1 rapor edilmistir (Long ve ark., 2022). Orta serebral arter okliizyonu modelinde 20, 60
veya 90 dakikalik iskemi sonrasi iskemik alanlarda niikleer piknotik degisikliklerle karakterize
hiicre 6liimii notrofil gécili ve makrofaj/mikroglia sayisinda artis gézlenirken bu degisikliklerin
reperfiizyona gecis siiresiyle ters orantili oldugu gozlemlenmistir (Tanaka ve ark., 2020).
Serebral iskemi (30 ve 60 dakikalik) uygulanan si¢anlardan belirli bir diizende siralanan
hipokampal noronlarin reperfiizyon sonrasi hipokampal CA1 bolgesinde artan hiicreler arasi
mesafe ve noron kaybi ile karakterize diizensiz morfoloji gozlendigi bildirilmistir (Celikozlii

ve ark., 2023; Demirci ve ark., 2020).

Beyinde astrositlerin serebral iskemi sirasinda reaktif hale gegtigi, GFAP vimentin benzeri
proteinlerin arttig1 gézlenmektedir (Akbulut ve ark., 2023; G. Liang ve ark., 2015; R. Liu ve

ark., 2024b; Uzar ve ark., 2011). Serebral iskemi sirasinda beyinde onemli islevlere sahip
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BDNF proteininin azaldigi, buna bagl olarak da noéronal hasara karsi hassasiyetin artigi ve
iyilesmeyi yavaslatma etkisi oldugu diistiniilmektedir (Markowska ve Tarnacka, 2024; Treble-
Barna ve ark., 2024; You ve ark., 2024a). Glutamat-eksitotoksik hasarin degerlendirildigi 90
dakikalik bir iskemi modelinde normal boyutlu az sayida ve kisa uzantilara sahip astrositlerin
aktif hale gegerek artmis uzanti sayis1 ve kalinlasmis uzantilarla karakterize oldugu ve ayni
zamanda anlamli oranda artmigs TUNEL pozitif hiicre gozlenmistir (Chen ve ark., 2024).
Serebral iskemi modelinde eksozom tedavi etkinligi degerlendirildiginde iskemi/reperfiizyon
kaynakli artan astrogliozisin hafifledigi bildirilmistir (Deng ve ark., 2024). You ve ark., (2024b)
Salidroside tiirevi SHPL-49'un serebral iskemi modeline etkilerini degerlendirdiginde, dolayli
yoldan indiiklenen BDNF’in dejenerasyona ugrayan ndron sayisini azalttigi ve serebral iskemi
grubu hayvanlarda norogenezi hizlandirdigi bildirilmistir. Min ve ark., (2024) serebral iskemiye
bagl intestinal piroptoz lizerine yaptiklart bir arastirmada, iskemi/reperfiizyonun indiikledigi
apoptozun, uygulanan tedavi ajan1 ve yonteminin apoptozun erken evrelerine miidahale ederek
bu siireci hafifletebilecegini bildirmistir. Bu bulgular, iskemik hasarin ndronal yapilar
tizerindeki olumsuz etkilerini ve reperfiizyon siirecinin bu hasari nasil modiile edebilecegini
gostermekte olup bu tiir histolojik ve immiinohistokimyasal degisikliklerin detayli incelenmesi,
iskemik hasarin patofizyolojisinin daha iyi anlagilmasina ve potansiyel terapotik stratejilerin
gelistirilmesine katki saglamaktadir. Literatlirle uyumlu olarak serebral iskemi modeli
uyguladigimiz deney hayvanlarinda bozulmus morfolojik yapi, indiiklenmis apoptoz, aktif
astrogliozis, azalmis BDNF immiinreaktivitesi gozlemledik. Uyguladigimiz PNX-14 tedavisi
ile bozulmus morfolojik yapinin 6nemli Olglide diizeldigini, astrogliozisin anlamli Slgiide
hafifledigini, noronal apoptozun azaldigini ve BDNF immiinreaktivitesinin arttigini
gozlemledik. Tiim bu etkilerin noral onarim mekanizmalarinda kritik 6neme sahip, oksidatif
stresi azaltmaya, apoptozu hafifletmeye katkida bulunan PNX-14’tin noronal koruyucu

etkisinden kaynaklandigini diisiinmekteyiz.

Baslangigta {ireme {izerinde rolii tanimlanan PNX-14'tin merkezi sinir sistemi ve periferik
dokularda ¢ok gesitli fizyolojik siiregleri diizenleyen bir néropeptit oldugu bildirilmistir. Ureme
sisteminde luteinize edici hormon (LH) salgisint artirarak ovulasyonu ve oosit olgunlagsmasini
desteklemektedir (Billert ve ark., 2020; Liang ve ark., 2022). Farkli olarak deneysel modellerde,
amiloid-beta birikimi ve skopolamin kaynakli hafiza bozukluklarini1 hafifleterek hafiza
stireglerinde 6nemli olumlu etkileri oldugu gozlemlenmistir (Liu ve ark., 2019). GnRH

reseptorlerini hedef alarak anksiyete semptomlarini azalttig1 gosterilerek anksiyolitik etkileri
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kanitlanmistir (Stein ve ark., 2016). Bu etkilerin yani sira, stres yanitlarinda rol aldigi ve
kortizol gibi stres hormonlari ile etkilesim iginde oldugu gozlemlenmistir (Friedrich ve Stengel,
2021b). Enerji metabolizmas1 ve pankreatik adacik fonksiyonlari itizerindeki etkileri ile
metabolik siireglere de katkida bulundugu belirtilmektedir (Prinz ve ark., 2017). Bir diger
metaboliktik etkisi ise icv PNX-14 uygulanmasinin beslenme davranigini etkilemesidir (Schalla
ve ark., 2017b). Ayrica mezenterik iskemi kaynakli gastrointestinal hasara karsi koruyucu etkisi
de bildirilmistir. Vaskiiler diiz kaslarda proliferasyonu ve apoptozu regiile etmesi de énemli
fizyolojik etkileri arasinda goriilmektedir. Sepsis ile indiiklenen kardiyopulmoner hasarin
degerlendirildigi bir calismada PNX-14"{in hasar iizerine hafifletme etkisi oldugu goriilmiistiir
(Ling ve ark., 2021b; Ozdemir Kumral ve ark., 2022; Schalla ve ark., 2017b; Sen ve ark., 2023).
Tiim bu bulgular, PNX-14’iin nérodejeneratif hastaliklar, anksiyete bozukluklar1 ve metabolik
sendrom gibi klinik durumlarin tedavisinde potansiyel bir hedef olabilecegini gostermektedir.
Bu bulgular PNX-14"1 itireme bozukluklari, ndrodejenerasyon, anksiyete ve metabolik

hastaliklar gibi durumlarda ele almak i¢in umut verici bir hedef olarak konumlandirmaktadir.

PNX-14’iin, endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) ve nitrik oksit (NO) koruyucu faktdrlerin
ekspresyonunu desteklerken ROT’un ve NADPH oksidaz 1 (NOXI1) iiretimini azalttigi
bildirilmistir. Ek olarak, PNX-14’tin, iskemik beyin hasarinda inflamatuar yanitin
baslatilmasinda ¢ok onemli bir rol oynayan yiiksek mobilite grubu 1 (HMGB1) proteininin
ekspresyonunu inhibe ettigi bildirilmistir (Rocca ve ark., 2018; Yosten ve ark., 2013).
Mikroglianin klasik M1 fenotipinden alternatif M2 fenotipine doniisiimiiniin néroinflamasyon
stirecinde hem zarar verici hem de immiinosupresif etkiler gdsterebildigi ortaya konmustur.
Giincel ¢aligmalar, mikroglial polarizasyonun M2 fazina kaymasinin beyin iskemik hasarinda
faydal1 bir fenotip olusturabilecegini 6ne siirmektedir. Phoenixin-20 noropeptidinin iskemik
inme modelinde mikroglia M2 polarizasyonunu indiikleyerek beyin enfarktiisiinii iyilestirdigi
bildirilmistir (Wang ve ark., 2022). Son zamanlarda arastirmacilar tarafindan siklikla tercih
edilen PNX-14’tin noroprotektif etki basta olmak iizere koruma etkisi Ozellikle iskemi-

reperfiizyon hasarinda kendini gostermektedir.

Daha 6nce orta serebral arter okliizyonu iskemi sican modelinde icv uygulama ile 6n tedavi
olarak ve oksijen-glikoz yoksunlugu ve reoksijenasyon modelinde tedavi edici ajan olarak
kullanilan PNX-14 (Ma ve ark., 2020; B. Zhang ve Li, 2020b), ilk kez ¢alismamizda global

serebral iskemi sican modelinde cilt alt1 yolla uygulanmistir. Boylelikle, literatiirde belirtildigi
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gibi (Rocca ve ark., 2018b) PNX-14’in kan beyin bariyerini gecebilme potansiyeli
desteklenmistir. Elde ettigimiz bulgular dogrultusunda literatiire uyumlu olarak PNX-14’iin
oksidatif hasari azaltip reaktif oksijen tiirleri olusumunu engelleyerek, apoptozu ve astrogliozisi
azaltarak serebral iskemi kaynakli noéronal hasart azalttigi ve ndroprotektif etki

saglayabilecegini diisiinmekteyiz.
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