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Deneysel Subaraknoid Kanama Modeli Olusturulmus Slganlarda
Piseatannoliin Beyinde Endoplazmik Retikulum Stresi Uzerine
Etkilerinin Arastiriimasi

Investigation of the Effects of Piceatannol on Endoplasmic Reticulum Stress on Brain in Rats
with Experimental Subarachnoid Hemorrhage
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Amac: Subaraknoid kanama (SAK) insanlarda beyin hasarina ve 6liime yol acan, ginlimiizde heniiz kesin bir tedavisi olmayan bir hastaliktir. SAK'in
patogenezi tam olarak aydinlatiimamis olmakla birlikte erken beyin hasari (EBH) en 6nemli neden olarak gésterilmektedir. EBH'nin nedenlerinden
bir tanesi de endoplazmik retikulum stresidir (ERS). ERS beyin hiicrelerinde apoptoza ve kan-beyin bariyerinin bozulmasina yol agmaktadir. Bu
calismada deneysel SAK modeli olusturulmus sicanlarda piseatannoliin (PST) frontal korteksteki ERS ve apoptoz izerine etkilerinin arastiriimasi
amaclanmistir.

Gerec ve Yontem: Calismada 8-10 haftalik Wistar Albino sicanlardan SHAM (n=8), SAK (n=8) ve PST (n=8) olmak tzere ii¢ grup olusturuldu. SAK ve
PST gruplarinda, 120 pL otolog arteriyel kan prekiazmatik sisternaya enjekte edilerek SAK modeli olusturuldu. PST grubuna SAK sonrasi 60. dakikada
30 mg/kg PST intraperiteonal uygulandi. Tim gruplarda SAK 6ncesi ve sonrasi Garcia norolojik muayene skorlamasi yapildi. SAK'tan 24 saat sonra
frontal korteks dokulari alinarak histopatolojik ve genetik analizler gerceklestirildi.

Bulgular: PST uygulamasinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde olmak (izere nérodavranissal test sonuclarinda iyilesmeye (p<0,01; p<0,05) ve
histopatolojik diizeyde piknoz (p<0,001), 6dem (p<0,001) ve TUNEL* apoptotik hiicre sayisinda (p<0,05) azalmaya sebep oldugu gozlendi. SAK
grubunda GRP78 (p=0,01), ATF4 (p=0,01) ve CHOP (p<0,05) gen ekspresyon seviyeleri SHAM grubuna gore yiiksek bulundu. PST uygulamasi SAK'ta
artan tlim ERS géstergelerini azaltici etki gosterdi. Bu azalma GRP78 igin istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). PST ayrica SAK'ta artan p53
(p<0,01) gen ekspresyon degerlerini azaltici etki gosterdi.

Sonug: SAK sonrasi artan ERS iizerine PST'nin koruyucu etki gosterdigi anlasildi. Bu bulgulardan yola ¢ikarak, SAK tedavisinde PST'nin destekleyici
bir adjuvant ajan olarak kullanim potansiyeli oldugu anlasildi.

Anahtar Kelimeler: Subaraknoid kanama, erken beyin hasari, piseatannol, endoplazmik retikulum stresi, apoptoz

ABSTRACT

Aim: Subarachnoid hemorrhage (SAH) is a common neurologic disorder that accounts for brain injury, diminished neuron function, and neuronal
death. Due to various options, SAH treatment remains lacking. Endoplasmic reticulum stress (ERS) in the brain is known as the blood-brain barrier
disruption that triggers neuronal apoptosis and contributes to SAH pathogenesis. This study aims to investigate the effects of piceatannol (PST) on
ERS and neuronal apoptosis in an experimental SAH model in rats.

Materials and Methods: For this purpose, 24 Wistar Albino male rats (8-10 w) were randomly divided into three groups (n=8); SHAM, SAH, and
PST. SAH model was induced via injection of 120 pL of autologous blood into pre-chiasmatic cisterna. 30 mg/kg PST was injected intraperitoneally
after 60 minutes from SAH inducement. Garcia's neurologic examination, rotarod, and horizontal bar tests were applied for neurological evaluation.
Frontal cortex specimens were harvested for histological and gene expression analysis.
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Results: Our results indicated that PST treatment significantly improved Garcia scores (p<0.01; p<0.05). In addition, PST decreased pyknosis (p<0.001)
and edema (p<0.001) levels, and the number of damaged cells (p<0.01) and apoptotic cells (p<0.05). GRP78 (78-kDa glucose-regulated protein;
p=0.01), ATF4 (Activating transcription factor 4; p=0.01), and CHOP (C/EBP homologous protein; p<0.05) gene expression levels of the SAH group
were increased compared to SHAM. Moreover, PST significantly decreased the expression levels of p53 (p<0.01).

Conclusion: Our results showed that PST indicated protective effects on ERS after SAH. It could be suggested that PST might be a supportive

adjuvant agent in SAH management.

Keywords: Subarachnoid hemorrhage, early brain injury, piceatannol, endoplasmic reticulum stress, apoptosis

GRIS
Subaraknoid kanama (SAK), normalde beyin omurilik sivisi ile
dolu olan ve araknoid ile pia mater arasinda yer alan bdlgeye
kan sizmasi olarak tanimlanir. SAK, vyliksek morbidite ve
mortalite ile seyreder ve tlim inmelerin %3-10'luk bir kismindan
sorumludur'. SAK en cok 40-60 yas araliginda goriiliir, kanama
sonrasi 1. ayda mortalite orani %50'ye kadar ulasir?.

SAK patogenezinin altinda yatan en temel mekanizma ilk 3 glin
icerisinde ortaya cikan erken beyin hasaridir (EBH). EBH beyin
iskemisi, kan-beyin bariyerinin (KBB) bozulmasi, beyin 6demi,
oksidatif stres, enflamatuvar yolaklarin aktivasyonu ve néronal
apoptoz dahil bir dizi karmasik patofizyolojik siireci icerir?.
Son yillarda yapilan calismalar endoplazmik retikulum (ER)
ve mitokondri gibi hiicre ici organellerin fonksiyonlarindaki
bozukluklarin da SAK patofizyolojisine dahil edilebilecegini
gostermistirt. SAK sonrasi ortaya cikan hiicre &limlerinin
bir kismindan ER stresinin (ERS) sorumlu oldugu ve ERS'nin
endotel hicrelerinin apoptozisine ve KBB'nin bozulmasina
kadar gidebilen apoptotik siirecleri baslattigi bilinmektedir®.
Bu nedenle SAK'ta ERS'yi azaltmaya yonelik ¢alismalara ihtiyag
duyulmaktadir.

ERS ER'deki protein katlama kapasitesi ile islenen protein yikii
arasindaki dengenin bozulmasi olarak tanimlanir®. Hicrede
sentezlenen polipeptitler siirekli olarak yanhs katlanma veya
sitotoksik kompleksler halinde toplanma riski altindadir.
Molekiiler saperonlar, proteinin yeniden katlanmasina yardimei
olarak ve protein agregasyonunu dnleyerek bu sitotoksisiteyi
giderirler’. Bu nedenle proteinler siirekli olarak saperon
denetiminden gecerler®. ER'de protein katlanmalari, BiP veya
diger adiyla GRP78 (78-kDa glukozla diizenlenen protein) ve
GRP94 (94-kDa glukozla diizenlenen protein) gibi ER saperon
proteinleri ve protein disiilfid izomeraz ile peptidil-prolil
izomeraz gibi enzimler tarafindan kolaylastirilir®. ER liimeninde
yanhs katlanmis proteinlerin birikmesi ER homeostazindaki
degisikliklere ve sonuc olarak ERS'nin uyarilmasina neden
olur®®. Yanhs katlanmis veya katlanamamis proteinler, ER
icinde bulunan ER ile iliskili protein degradasyonu (ERAD)
kontrol sistemi ile yikima ugratilirlar ve bdylece protein
dengesi  korunur™. Bununla birlikte protein dengesini
korunmasinda bazen ERAD mekanizmasi yeterli gelmez, boyle
durumlarda hiicrede katlanmamis protein yaniti (UPR) ismi

verilen yolak aktif hale gelir'>'. Bu yolak, ER fonksiyonundaki
homeostazinin yeniden saglanmasi i¢in gerekli dnemli bir sinyal
mekanizmasidir'®. Bu yolagin aktivasyonu (a) protein kinaz
RNA benzeri ER kinaz (PERK), (b) inositol gerektiren enzim-1 ve
(c) aktive edici transkripsiyon faktorii 6 (ATF6) olmak Uzere ¢
temel sensor protein tarafindan saglanir.

ERS ile oksidatif stresin SAK'ta EBH patogenizine katkida
bulundugu yapilan bircok calismada da ifade edilmektedir'®'.
Bu nedenle SAK'ta ERS'nin azaltilmasi veya tamamen ortadan
kaldiriimasi tedavi secenekleri arasinda degerlendirilmektedir.
Bu amacla bircok molekil tzerinde arastirmalar yogun bir
sekilde devam etmektedir. ERS'nin azaltiimasi igin diistindilen
aday molekiillerden bir tanesi de piseatannoldiir (PST).

Yaban mersini, tGzim ve carkifelek meyvesi tohumlarinda
yaygin olarak bulunan PST bir resveratrol (RES) hidroksil
analogudur'®. PST, RES'e gore daha yiiksek bir biyoyararlanim
oranina sahiptir'®?. Bu durum PST'nin RES'e alternatif bir
molekiil olarak degerlendirilmesine yol agmistir. PST'nin tedavi
edici yonil sahip oldugu anti-enflamatuvar, anti-oksidatif ve
anti-proliferatif etkinligi sayesinde gerceklesmektedir?. Buna
ek olarak yapilan calismalarda PST'nin ERS'yi azaltici veya
ERS'ye karsi koruyucu etkinligi de ortaya konulmustur®?,
PST'nin ERS izerine olan etkileri karaciger, osteoblast
hicreleri, endotelyal hiicreler gibi hiicre ve organlarda ortaya
konulmustur'>2. PST'nin ERS lizerine nasil bir etki gosterdigi
henliz arastiriimamistir.

Bu nedenle calismamizda PST'nin SAK'ta frontal korteksteki
ERS diizeyi tizerine bir etkisinin olup olmadiginin arastiriimasi
amaclanmistir.

GEREG VE YONTEM

Bu calisma Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun 05.03.2021 tarih ve 2021/02-
08 sayili izni ile yuritiildi. Cahsmanin hayvan deneyleri siireci
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Deneysel Arastirmalar
Uygulama ve Arastirma Merkezi'nde gerceklestirildi.

Deney Hayvanlarinin Secimi ve Gruplandinimasi

Calismada, 24 adet 8-10 haftalik 200-300 g agirliginda Wistar
cinsi erkek sicanlar kullanildi. Sicanlar, deneysel siirecte yaklasik
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olarak 20+2 °C'lik oda sicakliginda, 12 saat aydinlik-karanhk
dongusiinde ad-libitum olarak beslendi.

Calismada kullanilan sicanlar her grupta 8 sican olacak sekilde
rastgele Uc gruba ayrildi.

SHAM Grubu (n=8): Bu gruba SHAM SAK modeli yapildi.
Sicanlara PST icermeyen tasiyici sollisyon intraperitoneal (i.p.)
yolla uygulandi.

SAK Grubu (n=8): SAK modeli olusturuldu. Kuyruktan 120
uL heparinize olmayan taze otolog arteriyel kan alindi ve
prekiazmatik sisternaya 10 saniye siirede enjekte edildi.
Sicanlara piseatannol icermeyen tasiyici soliisyon i.p. yolla
uygulandi.

PST Grubu (n=8): SAK modeli olusturulduktan 60 dakika sonra
30 mg/kg dozunda PST (%2'lik etanol iceren distile su igerisinde
cOzlindirilerek) i.p. yolla enjekte edildi.

Piseatannol Gozeltisi Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

Sicanlarin agirliklarina gére belirlenen PST (Cayman Chemical;
Cat. no: 10083-24-6) dozu her hayvan icin ayri bir ependorf
tiipe konuldu. ilk olarak %99'luk etanol icinde ¢dziindiiriildii
ve daha sonra distile su ile seyreltildi. Tasiyici ¢ozeltinin
nihai etanol konsantrasyonu %2 olarak belirlendi. Cozelti
enjeksiyondan hemen &nce hazirlandi ve taze olarak SAK
modeli olusturulduktan 60 dakika sonra intraperitoneal yolla
30 mg/kg dozunda uygulandi. SHAM ve SAK grubuna PST
icermeyen tasiyici sollisyon ayni yolla ve ayni saatlerde enjekte
edildi.

Subaraknoid Kanama Modeli Olusturulmasi

SAK modeli icin ilk olarak genel anesteziye (60-80 mg/kg
ketamin hidrokloriir ve 5 mg/kg ksilazin hidrokloriir) alinan
sicanlarin kafatasinin 6n bolgesi tiras edildi. Kuyruk vertikal
insizyon ile acildi ve kuyruktan 120 pL arteriyel kan alindi.
Frontal bolge vertikal insizyon ile deri ve kaslar acilarak bregma
kemik bileskesine ulasildi. Stereotaksi cihazi kullanilarak igne
sagital dlzlemin 2 mm sagina 30 derece yatirildi ve 1,5 mm
capindaki burr deligi ile orta hatta bregmanin 7 mm 0Oniine
yerlestirildi. 120 uL heparinize olmayan taze otolog arteriyel
kan, 30 G'lik bir igne ile prekiazmatik sisternaya 10 saniyede
enjekte edildi. insizyon bélgesi dikildi ve kapatildi.

SHAM grubunda SAK modelinin tiim asamalar gerceklestirildi,
prekiazmatik sisterna'ya 30 G'lik bir igne ile girildi, 10 saniye
beklendi fakat herhangi bir kan enjeksiyonu yapilmadi?.

Norodavranissal Degerlendirme

Tim sicanlar deneysel uygulamalara baslanilmadan 1 giin
once norolojik testlere tabi tutuldu. Ayni testler SAK sonrasi
24. saatte tekrarlandi. Bu amacla Garcia nérolojik muayenesi
yapildi.
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Garcia Norolojik Skorunun Belirlenmesi

Norolojik ve duyusal fonksiyonlarin degerlendirilmesi amaci
ile Garcia'nin gelistirdigi 6lcek kullanildi. Bu amacla yapilan
skorlama SAK'tan 24 saat 6nce ve 24 saat sonra hayvanlarin
hangi grupta oldugunu bilmeyen iki gozlemci tarafindan
tarafindan gerceklestirildi®.

Skorlamada spontan aktivite (0-3 puan), dért uzuv hareketinde
simetri (0-3 puan), 6n pence uzatma (0-3 puan), tirmanma (1-3
puan), viicut propriosepsiyonu (1-3 puan) ve titresim duyusu
(1-3 puan) olmak tizere alti test toplam skor 3 ile 18 arasinda
olmak tizere degerlendirildi.

Otenazi ve Orneklerin Toplanmasi

Calisma sonunda (SAK sonrasi 24. saatte) tiim sicanlar anestezi
altinda servikal dislokasyon islemi ile 6tenazi edildi ve frontal
korteksleri soguk buz blogu Ustiinde hizli bir sekilde cikarildi.
Her grupta mevcut 8 hayvanin 3'lUiniin total beyin dokusu
beyin 6demi belirlenmesi icin kullanildi. Diger 5 hayvanin beyin
dokulari histopatolojik ve genetik incelenmeler icin kullanild.
Genetik incelemeler icin alinan beyin dokulari analiz edilene
kadar -80 °C'de saklandi. Histopatolojik incelemeler icin alinan
beyin dokulari ise analizler icin %4'liik formaldehite konuldu.

Beyin Odemi Tayini

Beyin 6demi belirlemek igin total beyinlerin hizh bir sekilde
islak agirhiklar dlciildii. Daha sonra +70 °C'de 72 saat siire ile
etlivde tutuldu. 72 saat sonrasinda doku parcalari etiivden
ctkarildi ve kuru agirliklar olculdi. Islak ve kuru agirlik orani
(%) olarak belirlendi?®.

Beyin Sivi icerigi=[(Islak Agirlik - Kuru Agirlik) / Islak Agirlik]
X %100

Genetik Analizler

Total RNA izolasyonu

Genetik analizler frontal korteks dokusunda gerceklestirildi.
Bu amacla ilk olarak 25-30 mg'lik frontal korteks ornekleri
homojenize edildi. PURE Link RNA MiniKit kullanilarak
homojenatlardan total RNA izolasyonu yapildi. Total RNA'larin
konsantrasyon ve saflik tayini NanoDrop Spektrofotometre
ile belirlendi ve saflik orani 1,8-2,1 arasi degerler arasinda
belirlenen 6rnekler cDNA eldesi icin kullanilabilir kabul edildi.
Elde edilen RNA'lar kullanilincaya kadar -80 °C'de saklandi?’.

cDNA Eldesi

cDNA eldesi kit prosediiriine gore yapildi (High Capacity cDNA
Revere Transcription Kit, ABD). Elde edilen cDNA'lar polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) cihazinda calisildi (The Applied
Biosystems®, 2720 Thermal Cycler 96-Well PCR).
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Real-Time PCR (qRT-PCR) Uygulamasi

cDNA o6rnekleri cogaltildi ve sonrasinda kantitatif real-time
PCR (qRT-PCR, StepOnePlus™ real-time PCR System) calismasi
icin kullanildi. Gen ekspresyon seviyeleri TagMan (TagMan™
Fast Advanced Master Mix, Ampligon, Litvanya) kullanilarak
analiz edildi.

gRT-PCR yonteminde gen ekspresyon seviyelerine bakilan
GRP78, PERK, ATF4, CHOP (C/EBP homolog protein), p53 (tiimor
protein 53) ve NF-kB (niiklear faktor kappa b) genleri igin
normalizasyon yapildi. Normalizasyon icin B-actin kullanildi.

Histopatolojik Analizler

Histopatolojik degerlendirmeler icin frontal korteks doku
ornekleri ilk olarak %4'lik paraformaldehit solilisyonunda
tespit edildi. Tespit edilen doku 6rnekleri kasetlere konularak
akan bir su altinda 2 saat boyunca yikandi. Dokulardan suyun
uzaklastinimasi i¢in dokular artan derecelerde sirasiyla alkol
serilerinden (%60, %70, %80, %90, %96 ve %100) gegirildi.
Daha sonrasinda dokular parlatiimak icin ksilolden gecirildi
ve parafine gomiildi. Kesitlere rutin hematoksilen-eozin (HE)
boyama prosediirii uygulandi ve boyanan kesitler hicresel
piknoz ve 6dem acisindan mikroskop altinda (x100) HE boyama
kriterlerine gdre skorlandi. Skorlamada Derece 0 (bulgu yok),
Derece 1 (hafif), Derece 2 (orta), Derece 3 (siddetli) ve Derece 4
(ciddi siddete) olmak tizere 5 farkh derecelendirme kullanilarak
yapildi.

TUNEL Analizi

TUNEL analizi parafin bloklarindan lamlara alinan 4 pm
kalinhgindaki kesitler lizerinden gerceklestirildi. Bu amacla
sirasi ile, deparafinizasyon, rehidratasyon, endojen peroksidaz
aktivitesi bloke edilmesi, pozitif hicrelerin belirlenmesi
icin amaciyla DAB (diaminobenzidin) kromojen boyama
islemleri kahverengi boyali hiicreler apoptotik olarak kabul
edilerek apoptotik indeks (Al) hesaplandi. Hesaplama icin
"Al = (apoptotik hiicre sayisi/toplam hiicre sayisi) x 100" formiil
kullanildr.

istatistiksel Analiz

Calismada gen ekspresyon diizeylerindeki — degisimleri
belirlemek icin ilk 6nce qRT-PCR analizinden CP (crossing
points) degerleri elde edildi. Elde edilen sonuclar 3-aktine gore
normalize edildi ve 2227 formilu kullanilarak gen ekspresyon
diizeyleri hesaplandi®.

Diger verilerin istatistiksel anlam dizeyleri IBM SPSS 26 yazilimi
kullanilarak gerceklestirildi. Coklu grup karsilastirilmasinda
Kruskal-Wallis testi kullanildi. iki grup arasindaki karsilastirma

ise Mann-Whitney U testi ile yapildi. P<0,05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Bu calisma her grupta 8 hayvan olacak sekilde 24 adet sican
Uzerinden gerceklestirildi. Deney boyunca gruplarda 6lim
g6zlenmedi. SAK uygulanan sicanlarda subaraknoid bdlgede
siddetli kanama bulgularina rastlandi. PST grubunda ise
subaraknoid bdlgede kanamanin azaldigi gozlemlendi. Kanama
diizeylerine yonelik herhangi bir hesaplama yapilmadi. Sadece
gozlemsel olarak kanamanin varhgi, azligi veya coklugu
degerlendirildi. Beyin dédemi verileri SHAM grubunda %77,1
SAK grubunda 77,8 ve PST grubunda ise 77,5 olarak belirlendi.
Beyin 6demi bulgulari agisindan gruplar arasinda anlamli bir
fark tespit edilmedi.

Garcia Skorlamasi

Garcia ndrolojik  muayenesi ile sicanlarin  norolojik
fonksiyonlari degerlendirildi. SAK Oncesi 24. saatte yapilan
degerlendirmelerde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farkhlik bulunmadi (p>0,05). Bununla birlikte SAK sonrasi 24.
saat verilerinin SAK ve SAK+PST grubunda anlamli diizeyde
degistigi gozlendi (Sekil 1).

Endoplazmik  Retikulum Stresi Gen
Diizeylerindeki Degisimler

Ekspresyonu

ERS'deki SAK sonrasi 24. saatteki degisimler ile bu degisimler
tizerine PST'nin etkilerini ortaya koymak icin calismamizda
GRP78, PERK, ATF4 ve CHOP gen ekspresyonu diizeyleri
incelenmistir. Bunlardan PERK gen ekspresyon diizeylerinde

= SAK Oncesi
24. Saat

m SAK Sonrast
24. Saat

Garcia Norolojik Skoru
3

SHAM SAK PST

Sekil 1. Garcia nérolojik skorlamasi verilerinin karsilastiriimasi
*SAK grubu istatistiksel olarak anlamli (p<0,05).

**SHAM grubu istatistiksel olarak anlamli (p<0,01).

o Grup icinde istatistiksel olarak anlamli (p<0,01).
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anlamh bir degisiklik g6zlemlenmezken GRP78, ATF4 ve
CHOP gen ekspresyon diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli
degisiklikler ortaya ¢cikmistir (p<0,05 veya p<0,01; Sekil 2a-2d).

p53 ve NF-xB Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisimler

Calisma sonuglari p53 mRNA seviyelerinin SAK grubunda
dramatik bir sekilde arttigini ve PST'nin bu artisi gticlii bir
sekilde azalttigini gostermistir (p<0,01). Bununla birlikte NF-
KB gen ekspresyon seviyelerinde gruplar arasinda anlamli bir
degisiklige rastlanmamistir (Sekil 3a-30b).

Hematoksilen-Eozin Boyama Bulgular

Frontal korteks doku 6rnekleri HE boyama ile hiicresel piknoz
ve 0dem acisindan degerlendirildi. SHAM grubunda hiicresel

a 20 b
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Sekil 2. Endoplazmik retikulum stresinde gérevli olan (a)
GRP78, (b) PERK, (c) ATF4 ve (d) CHOP genlerinin rolatif kat
degisimi
*SHAM grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli
p<0,05.
*SHAM grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli
p=0,01.

piknoz ve &6dem bulgusuna rastlanmadi. Hiicresel piknoz
ve 6dem parametrelerinin hem SAK (her iki parametre icin
p<0,001) hem PST (piknoz: p<0,01; 6dem: p<0,001) grubunda
SHAM grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artis gosterdigi
belirlendi. Gruplara ait HE boyama o6rnekleri Sekil 4a-4c'de,
bu degisikliklere ait skorlama bulgulari ve istatistiksel 6nem
diizeyleri ise Sekil 5a ve 5b'de gosterilmistir.

TUNEL Analizi Bulgular

TUNEL analizi yontemi ile apoptotik hiicre sayilari belirlendi.
Elde edilen verilere gore hem SAK hem de PST grubunda SHAM
grubuna gore TUNEL pozitif hiicre miktarinda istatistiksel
olarak anlamli bir artis oldugu anlasildi (sirasiyla p<0,01
ve p=0,05). PST tedavisi SAK sonrasi artan apoptotik hiicre
sayisinda anlamli azalmalar gostermistir (Sekil 6a-6d).

TARTISMA

Bu calisma ile deneysel SAK modeli olusturulan sicanlarda
frontal korteksteki ERS Uzerine PST'nin iyilestirici etkileri
ilk kez ortaya konulmustur. SAK sonrasi 60. dakikada PST
uygulamasinin a) Garcia norolojik skorunda iyilesmeye
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Sekil 3. p(a) p53 ve (b) NF-xB rolatif kat degisimi. (p>0,05)
*SHAM grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlaml.

##SAK grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli
(p<0,01).

Sekil 4. (a) SHAM, (b) SAK ve (c) PST grubu frontal korteks doku drnekleri HE bulgulari. Kirmizi oklar ile 6dem alanlar, siyah oklar

ile de hiicresel piknoz géstermektedir. (HE, 100x)
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b) GRP78, PERK, ATF4 ve CHOP gibi ERS'yi gdsteren gen
ekspresyon diizeylerinde azalmaya, c) apoptoz ve yangiyi
gosteren p53 ve NF-kB gen ekspresyonu seviyelerinde
azalmaya d) histopatolojik diizeyde piknoz ve 6dem skorunda
diizelmeye ve (e) TUNEL pozitif apoptotik hiicre sayisinda ise
azalmaya sebep oldugu belirlenmistir. Sonuclar SAK sonrasi PST
uygulamasinin SAK'a bagli ERS'yi iyilestirebilecegini ve hiicre
hasarini azaltabilecegini gosteren ilk deneysel bulgulardir.
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Sekil 5. HE boyama ile (a) piknozis ve (b) Gdem

parametrelerinin degerlendirilmesi.

*SHAM grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlaml
(p<0,01).

**SHAM grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli
(p<0,001).

###SAK grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli
(p<0,001).

Sekil 6. (a) SHAM, (b) SAK ve (c) PST apoptotik hiicre
gortntileri (TUNEL, 200x). Siyah oklar apoptotik hiicreleri
gostermektedir. (d) Al indekse gore TUNEL (+) hiicre sayisi.

*SAK grubuna gore kiyaslandiginda istatistiksel olarak
anlamli (p=0,05).
*SHAM grubuna gore kiyaslandiginda istatistiksel olarak
anlaml (p<0,01).

#SHAM grubuna gore kiyaslandiginda istatistiksel olarak
anlamli (p=0,05).

Calismamizda Prunell ve ark/ndan?* (2003) modifiye edilen SAK
modeli uygulandi. Deneysel calisma sonucunda hayvanlarin
beyin dokulari cikarildiktan sonra tiim sicanlar subaraknoid
alanda kan birikimi olup olmadigi yoni ile kontrol edildi. Hem
bu gbzlem bulgulari, hem norolojik skor verileri hem de genetik
ve histopatolojik veriler uyguladigimiz SAK modelinin basarih
oldugunu gostermektedir.

Calismamizin islak/kuru beyin agirligi orani verileri ile literatiir
verileri arasinda farkhlik oldugu goériilmistiir. Xiong ve ark.”®
(2020) SAK modeli olusturduktan 48 saat sonra sicanlarin
beyin dokusunu cikarip 100 °C'de 48 saat kurutup islak/
kuru beyin oranini belirlemislerdir. Calisma islak/kuru beyin
oraninin SAK grubunda arttigini L-sistein uygulamasinin
beyin 6demini azalttigini géstermistir (Xiong ve ark., 2020)%°.
Yan ve ark'nin®® (2017) yapti§i calismada ise SAK sonrasi 72.
saatte beyin dokusu cikarilip 4 bdlime ayrilmistir. Her b&lim
ayri ayri 105 °C'de 72 saat kurutulduktan sonra beyin 6demi
islak/kuru beyin oran formili kullanilarak tespit edilmistir.
Calismacilar SAK modeliyle bu oranin arttigi gdstermistir®.
Qi ve ark’nin® (2018) yapmis oldugu calismada ise sicanlarin
beyin dokulari SAK sonrasi 24. saate cikariimis ve 105 °C'de 24
saat kurutularak beyin 6demi olusup olusmadigi incelenmistir.
Bu calisma ile de beyin ddeminin SAK ile arttigi, atorvastatin
verilmesinin beyin 6demini azaltici etki gosterdigi ortaya
konulmustur. Bizim calismamizda da en yuksek islak/kuru
beyin orani SAK grubunda belirlenmis ve PST uygulamasi
bu orani azaltici etki gostermistir. Ancak elde edilen veriler
acisindan gruplar arasinda herhangi bir istatistiksel fark
ortaya citkmamistir. Bunun nedeni uygulanan kan miktarinin
azli§i olabilecegi gibi beyin 6demi verilerinin sadece 3 sicanda
kaydedilmis olmasi da olabilir. Diger taraftan SAK grubundaki
beyin dokusu 6rneklerinde histopatolojik diizeyde 6dem tespit
ettik. Bu sonuglar uyguladigimiz SAK modelinin histopatolojik
duzeyde beyin oddemine yol actigini ancak total beyin su
miktarinda anlamli bir artis yapacak kadar siddetli olmadigini
dustindtrmustar.

Calismada SAK modeli olusturulmadan &nce tiim sicanlarin
norodavranissal test bulgulari kaydedildi ve SAK sonrasi 24.
saat verileri ile karsilastinldi. Bu amacla Garcia norolojik
muayene skorlari belirlendi. Garcia nérolojik skorlari acisindan
SAK &ncesi tiim sicanlarin skorlari 18 olarak belirlendi. SAK
grubunda 24. saatte bu skor 15,5 degerine kadar azaldi. PST
uygulanan SAK grubunda ise 16,5 olarak belirlendi. Bu sonuglar
PST uygulamasinin SAK sonrasi kdotiilesen Garcia norolojik
skorunu iyilestirdigini gostermektedir (Sekil 1). SAK sonrasi
norolojik skor kayitlari hemen hemen tiim SAK calismalarinda
belirlenmektedir. Norolojik skorlardaki bozulma diizeyi hem
SAK'in ortaya cikip citkmadigi hakkinda hem de SAK'in dizeyi
hakkinda bilgi vermektedir. Diger taraftan SAK'ta koruyucu
veya tedavi edici ajanlarin norolojik skorlar lizerine etkileri de
incelenmektedir. SAK sonrasi norolojik skor verileri genellikle
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24. saatte kaydedilir. Clinkii en anlamli degisiklikler bu saatte
meydana gelir. Tian ve ark.*? (2020) SAK modeli olusturduklari
sicanlarda Garcia skorlarini 3., 6., 12., 24., 48. ve 72. saatlerde
belirlemisler ve en duslk skoru 24. saatte Ol¢muslerdir.
Calismalarinda 6. saatte azalmaya baslayan Garcia skoru 24.
saatte 10 degerine kadar azalmis ve sonra tekrar ylkselmeye
baslamistir. Garcia skorundaki bu azalmanin bu saatte ortaya
cikan noronal apoptoza bagh olabilecegini ileri stirmislerdir.
Bizim calismamizda da benzer sekilde Garcia skorunun en
dusiik oldugu SAK grubunun en vyiiksek frontal korteks
apoptotik hiicre sayisina sahip oldugunu belirledik.

SAK sonrasi 24-72. saatlerde beyinde gerceklesen patolojik
olaylar EBH seklinde tanimlanmaktadir. EBH'nin altinda
yatan en 6nemli mekanizma ise ndronal apoptozdur. N6ronal
apoptoz SAK sonrasi ortaya cikan ndrolojik bozulmalarin
ve islev kayiplarin ana sorumlusu olarak kabul edilir. Bircok
mekanizmanin néronal apoptozu uyardigi bilinmektedir. Bunlar
arasinda ROS artmasi, eksitotoksisite, sinaptik disfonksiyon,
bozulmus protein yikim sistemleri, ERS, DNA hasari,
mitokondriyal disfonksiyon ve enflamasyon sayilabilir®®. Bu
faktorlerden bir tanesi olan ERS son yillarda SAK sonrasi ortaya
cikan noéronal apoptozla iliskilendirilmistir. ER islevlerindeki
bozulma katlanmamis proteinlerin birikimine ve sonuc olarak
ERS'ye sebep olur. ERS, UPR yolaginin aktiflesmesine yol acar.
UPR ise PERK ve ATF4 gibi ERS'ye duyarli proteinleri aktive
eder. PERK'in aktivasyonu ER kaynakli saperon ve sitokinlerin
aktivasyonunu uyarir. Orta diizeyde bir ERS hiicrenin hayatta
kalmasina yol acarken, ileri dizeyde ve siireklilik arz eden
ERS sinir hiicresi 6liimiine sebep olur. Nakka ve ark.'” (2016)
yaptiklari bir calismada, ERS'nin iskemi/reperflizyona bagli sinir
hiicre 6ltimlerinde rol aldigini gostermislerdir. Calismalarinda
iskemi/reperfiizyon sonrasi beyin dokusunda GRP78, CHOP ve
ATF4 gen ekspresyon sevilerinin arttigini ve yiksek diizeyde
noronal hasar ortaya ¢iktigini belirlediler. UPR'yi azaltmak icin
secici bir elF2a inhibitorii olan salubrinal uyguladiklarinda
ise noronal hicre 6limiinde anlamli sekilde azalmalar ortaya
cikmistir. Baska bir calismada ise zonisamidin ERS lzerinden
noronal hiicre 6lumiini azaltici etkisi incelenmistir. Elde edilen
sonuclar Parkinson modeli olusturulan sicanlarda zonisamidin
CHOP ve kaspaz-3 lizerinden ERS'yi azalttigini ve noronal
hasari engelledigini ortaya koymustur®.

Norodejeneratif hastaliklarin yani sira SAK sonrasi artan ERS
de ndronal hiicre dlimleri ile iligkilendirilmistir. Jiang ve ark.%®
(2021) sicanlarda serebral korteks dokusunda SAK sonrasi
GRP78, CHOP ve kaspaz-12 gen ekspresyon dizeylerinin
arttigini boylelikle ndronal hiicre oliminin de arttigini
gostermislerdir. Hidrojence zengin serum fizyolojik verilen
sicanlarda noronal apoptozun iyilestigini gosteren bulgular
vardir. Tian ve ark3 (2020) ise yaptiklari bir calisma SAK
sonrasl 24. saate TUNEL pozitif apoptotik hiicre sayisinin arttig
gostermistir. Arastirmacilar néronal apoptozdaki artisa GRP78,

112

CHOP, kaspaz-12 ve ASK1 gen ekspresyon diizeylerindeki
artislarin  neden olabilecegini ileri strmuslerdir. Bizim
calismamizda da SAK sonrasi ERS'nin gdostergesi olan GRP78,
PERK, ATF4 ve CHOP gen ekspresyonu diizeylerinde artislar
ortaya cikmis ve PST uygulamasi bu artislara karsi iyilestirici
etki gostermistir. ERS gostergelerinin arttigi gruplarda hem p53
ile NF-xB hem de apoptotik sinir hiicre sayilarinin da artmis
oldugunu goézlemledik. Bu bulgular literatiir bildirimlerine
paralel olarak SAK sonrasi artan ERS'nin néronal apoptozu
tetikledigini gostermektedir. PST uygulamasi ERS'yi azaltarak
noronal hasarda iyilestirici bir etki gdstermistir.

Calismamizda  enflamatuvar  sireclerdeki  degisimleri
gosterebilecek bir parametre olarak NF-kB gen ekspresyonlari
incelenmistir. SAK sonrasi artan NF-xB gen ekspresyonu
duizeylerinin PST uyguladigimiz grupta yaklasik %50 diizeyinde
azalmis olmasi PST'nin enflamatuvar siirecleri inhibe ettigini
diistindlrmistir. PST'nin  NF-xB'yi inhibe edici etkisi bir
calismada ortaya konulmustur®®. Calisma sonugclarina gore
PST'nin beyin dokusunda ortaya ¢ikan ve beyin hasarina karsi
koruyucu oldugu diistinlilen antioksidan ve anti-enflamatuvar
etkilerinin  NF-xB inhibisyonu ile iliskili oldugu ileri
sirtiilmistir. Calismada, PST'nin beyin hiicreleri lizerine etkisi
lipopolisakkaritle indiklenen enflamasyonda incelenmistir.
in vitro diizeyde yiriitiilen ve PST'nin KBB'deki bozulmayi
azaltarak beyni hasara karsi koruyucu etki gosterebilecegi
belirtilmistir. Baska bir calismada ise PST'nin beyinde iskemi/
reperflizyon modelinde koruyucu etkileri incelenmistir®”. PST
bir SIRT1 aktivatérii olarak bilinir. SIRT1'in aktivasyonu ise
antioksidan ve antiapoptotik faktdrlerin sentezini uyararak
hiicreleri hasara karsi  korur®*. Calisma sonuclarindan
yola cikilarak beyin iskemifreperflizyon modelinde PST'nin
gosterdigi antioksidan ve anti-enflamatuvar etkiler SIRT1
aktivasyonu ile iliskilendirilmistir®”. PST beyin hasari lzerine
koruyucu etki gosterdigine dair yukarida verilen cahsmalar
bulunmakla birlikte PST'nin SAK'taki etkilerini inceleyen
sadece bir adet calismaya rastlanilmistir. Bununla birlikte
PST bir RES analogu olarak bilinir ve RES'in hem beyin hasari
hem de SAK'taki rolii konusunda calismalar bulunmaktadir.
RES'in SAK modelinde hem cok yiiksek hem de diisiik dozda
uygulandigi bir calismada antiapoptotik etkisinin ancak yliksek
dozda ortaya c¢iktigi anlasiimistir. Calismada RES bu etkisini Akt
yolagini inhibe ederek gdstermistir*®. Baska bir calismada ise
RES, SAK sonrasi artan oksidatif stresle birlikte ERS'yi de azaltici
etki gostermistir®’. Calismada RES'in etkisi bizim calismamiza
benzer sekilde prefrontal kortekste incelenmistir. RES SAK
sonrasi artan CHOP ve GRP78 diizeylerini anlamli sekilde
azalticl etki gostermistir. SAK'ta artan ROS birikimi ERS'ye ve
apoptoza giden surecleri tetikler. Bir antioksidan olan RES bu
ozelligi sayesinde ERS'yi azaltici etki gosterir. Calismamizda
RES'e benzer sekilde PST'nin de SAK sonrasi artan ERS
gostergelerinden CHOP, GRP78, ATF4 ve PERK gen ekspresyon
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diizeylerini azalttigr anlasilmistir. PST ayni zamanda TUNEL
pozitif hiicre sayilarinda da azalmaya sebep olmustur. Bu veri
PST'nin SAK'a bagl apoptozu da azalttigini gostermektedir.

Calismanin Kisithiliklar

Calismamizda gen ekspresyonlarini belirledigimiz belirteclerin
protein diizeyleri hesaplanmamistir. Ayrica etik kurallar nedeni
ile beyin 6demi icin sadece 3 sican kullaniimistir.

SONUG

Calismadan elde ettigimiz sonuglar PST'nin SAK sonrasi bozulan
norolojik skorlari diizelttigini, apoptozu azalttigini ve ERS'deki
bozulmaya karsi koruyucu etki gosterdigini ortaya koymustur.
Bu sonuclar, SAK sonrasi artan ERS lizerine PST'nin koruyucu
etki gosterdigine dair ortaya konulan ilk bulgulardir. Bu
bulgulardan yola cikarak, SAK tedavisinde PST'nin bir adjuvant
ajan olarak kullanim potansiyeli oldugu soylenebilir. Bununla
birlikte altta yatan diger mekanizmalarin da ortaya konulmasi
icin yeni calismalara da ihtiya¢ duyulmaktadir.
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