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OZET

Gokhan, U. Glikojenin Iskemik Inme ve Retinal iskemi Uzerine Olan Etkilerinin
Nérogliovaskiiler Seviyede Incelenmesi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Temel Norolojik Bilimler Programi Doktora Tezi, Ankara, 2020. Kan akiminin ani kesilmesi
sonucunda 1ilgili merkezi sinir sistemi bolgelerinde metabolik ihtiyaclar1 karsilayan enerji
miktarinda ani bir azalma gerceklesmektedir. Basarili rekanalizasyon gerceklestirilse bile
mikrodamarlardaki perisitlerin kasili kalmasia bagli olarak parankimde perfiizyon her zaman
saglanamamaktadir. Akut dénemdeki glukoz ve oksijen yoklugunda, beyinde astrosit, merkezi
sinir sisteminin bir uzantisi olarak kabul edilen retinada ise Miiller hiicre son ayaklarinda
bulunan peri-mikrovaskiiler ~glikojenden elde edilen glukozun metabolik ihtiyacin
kargilanmasinda rol aldig1, mikrodamar kasilmalariyla iliskili oldugu, beyin ve retinada iskemi
ile azaldigi, tiretiminin ve/veya kullaniminin bozuldugu durumlarda mikrodamar iglevlerinin
bozuldugu diisiiniilmektedir. Bunlarin mekanizmalarmin aydinlatilmasi amaciyla bu tez
caligmasinda beyine intraserebroventrikiiler, retinaya intravitreal olarak glikojen fosforilaz
enzimini inhibe ederek glikojen kullammini engelleyen 1,4-dideoksi-1,4-imino-d-arabinitol
(DAB) uygulanarak cesitli zaman araliklarinda etkisi incelenmis, merkezi sinir sisteminde
glikojen sentaz-1 (GYS-1) enzimi ifade etmeyen eriskin fareler (GYS-1"*"KO) kullanilmstr.
Peri-mikrovaskiiler glikojenin, farmakolojik veya genetik olarak azaltilmasiyla beyinde ve
retinada iskemi ile indiiklenene benzer sekilde mikrodamarlarda kasilmalarin ortaya ¢iktigs,
iskemi yapildiginda beyinde enfarkt hacminin arttig1 saptanmistir. Mikrodamar kasilmalarinin
glikojen ile iliskisi histopatoloijk olarak gdsterilmistir. Yabaml ve GYS-1N®"KO farelerde retinal
iskemi ve intravitreal DAB enjeksiyonlari ile kontralateral gozde de retinal mikrodamar
kastlmalarimin arttig1 ilk kez gozlenmistir. Ayrica kan-beyin/kan-retina bariyerinin kontroliinde
onemli rol oynadigi bilinen PDGFR-p pozitif perisit sayisimn azaldig1 ve bu perisitlerin damar
duvarindan ayrildigi, NG2 ve CDI3 pozitif perisitlerin beyinde kasilmalarin gerceklestigi
bolgelerde bulundugu, ayrica klaudin-5, GLUT-1 ifadesinin ciddi olarak azaldigi, buna karsin
Z0-1 ve AQP4 diizeylerinin korundugu bulunmustur. Glikojenin beyin ve retinada
norogliovaskiiler diizeydeki etkilerinin ortaya konmasi, iskemik beyin ve retina hastaliklarinin
patofizyolojisini anlamada 6nemlidir ve potansiyel tedavileri belirlemede goz oniine alinmalidir.
Anahtar Kelimeler:  iskemik inme, mikrodolasim, glikojen, perisit, 1,4-dideoksi-1,4-imino-
d-arabinitol (DAB), GYS-1V"C hevin, retina
Destekleyen Kurum: HUBAP (Proje no: THD-2017-14025 ve TDK-2019-17652).
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ABSTRACT

Gokhan, U. Investigation Of The Effects Of Glycogen On Ischemic Stroke And Retinal
Ischemia At Neurogliovascular Level. Hacettepe University Graduate School of Health
Sciences, Ph.D. Thesis in Neuroscience, Ankara, 2020. Ischemic stroke results in sudden
blood flow cessation thus leads to sudden onset unmet energy requirements. Although the
clotted artery is recanalized and blood flow is restored back, brain perfusion may not be
sustained due to pericyte contraction. Under glucose deprived and hypoxic conditions,
glucose derived from the glycogen stored around peri-microvascular astrocyte endfeets may
serve as emergency fuel to meet metabolic demand during acute period of ischemic stroke.
These mechanicsm should be investigated in retina, because retina is known as an extension
of central nervous system and has highest number of pericyte among other tissues. Effects of
intracerebroventricularly and intravitreally administered glycogen phosphorylase inhibitor
1,4-dideoxy-1,4-imino-d-arabinitol (DAB) are investigated through several time points.
Moreover, transgenic mice in which glycogen synthase-1 expression is knocked out
throughout its central nervous system (GYS-1Ne""KO) are used in this study. These models
demonstrates ischemic-like phenotype and microvascular constrictions under normal
circumstances. When ischemia is introduced to glycogen utilization distruped mice, infarct
volumes are increased compared to wild type littermates. Increased number of retinal
microvascular constrictions contralaterally after ischemia in transgenic and wild type and
intravitreally DAB injected mice are observed first time. Interaction of glycogen and
microvascular constrictions are shown with both Periodic acid Schiff (PAS) and
immunofluorescent anti-glycogen antibodies. In addition, important cellular alterations
regarding blood-brain/retina barrier are observed. Number of PDGFR-p positive pericytes
becomes less and detaches from their respective microvascular wall while NG2 and CD13
expressing pericytes seemes unaffected among these mice. Claudin-5 and GLUT-1 levels
decline despite comparable preservation of ZO-1 and AQP4. Revealing impact of glycogen
at neurogliovascular level in both brain and retina may become crucial for understanding the
pathophysiology of ischemic stroke and retinal diseases together with the possible use of
more effective therapeutic approaches of stroke.

Keywords:  Ischemic stroke, microcirculation, glycogen, pericyte, 1,4-dideoxy-1,4-

imino-d-arabinitol (DAB), GYS-1N1KC brain, retina.

Supported by HUBAP (Project no: THD-2017-14025 and TDK-2019-17652)
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1. GIRIS

Iskemik inme, ilgili beyin bolgelerine kan akimimin aniden durmasi nedeniyle
gelisen norolojik bir tablodur. Tromboembolik iskemik inmede gecerli tek tedavi
secenegi inmeden sonraki ilk 4,5 saat icinde doku plazminojen aktivatorii (tPA) ile
veya mekanik trombektomi ile tikali damarin agilmasidir (1). Tikanan damar yeniden
acilsa yani rekanalizasyon saglansa bile beyin parenkiminde reperfiizyon her zaman
saglanamamaktadir. Bu durum "no-reflow" fenomeni olarak adlandirilmaktadir ve
mikrodamarlarin kasili kalmasina bagli oldugu gozlenmistir. Mikrodamar kasilmalari
norovaskiiler iinitenin onemli bir elemani1 olan perisitlerle iliskilendirilmistir (2).
Doku perfiizyonunu olumsuz etkileyen bu mikrovaskiiler kasilmalarda rol oynayan
mekanizmalar heniiz tam olarak aydinlatilmamistir. Bu mekanizmalarin
aydinlatilmasinda beynin yani sira retinanin da incelenmesi Onemlidir. Retina
beyinden sonra perisit oraninin en yiiksek oldugu dokudur. Ayrica merkezi sinir
sisteminin (3) bir uzantis1 olmasi, ortak embriyolojik kdkenden gelismesi hem de
beyni koruyan kafatasi gibi bir kemik tabakasi ile ¢evrelenmemesi, histopatolojik

olarak inceleme kolaylig1 saglamasi nedeniyle biiyiik bir dneme sahiptir (4).

Iskemi sirasinda beyin ve retina artmis enerji ihtiyacin karsilayamamaktadir.
Enerji konusundaki arz ve talep dengesizligi bilinmekle birlikte nedenleri yeterince
bilinmemektedir. MSS’ne gelen kan akiminin azalmasi ve/veya kesilmesi durumunda
metabolik ihtiyaglari karsilayan enerji miktarinda ani bir azalma ger¢eklesmektedir.
Perisitlerin kasilmasinin ise iskemi sonrasi yaklasik 1 saat gecikerek ortaya ¢iktig
gozlenmistir (2). Akut donemde, glukoz yoklugunda ve hipoksik kosullarda,
perimikrovaskiiler astrosit son ayaklarinda veya retinada Miiller hiicrelerinde
bulundugu bilinen glikojenden (5) elde edilen metabolitlerin metabolik ihtiyacin
karsilanmasinda onemli bir rol aldig1 disiiniilebilir. Astrositlerde bulunan
glikojenden elde edilen glukozun yogun uyarim sirasinda ndronlara destek oldugu
(6), bu glikojenden elde edilen laktatin ndronlara iletilerek hafizanin olusturulmasi ve
korunmasinda gorev aldig1 (7) ve iskemik hasar sonrasinda astrositlerin néronlara

gore daha geg¢ bir donemde 6lmesinde (8) glikojenin dnemi gosterilmistir.



Bunlardan yola ¢ikilarak bu ¢aligmada, farede retinada ve beyinde
iskemi/rekanalizasyon sonrast mikrodamarlardaki daralma ve kasilmalar ile
perimikrovaskiiler glikojen arasindaki iliski norogliovaskiiler diizeyde incelenmisi
amaglanmistir. Retina ve beyine glikojen fosforilaz enzimini inhibe ederek glikojen
kullanimini engelleyen 1,4-dideoksi-1,4-imino-d-arabinitol (DAB) uygulanmustir.
Daha once retinada DAB enjeksiyonunun retinal iskemide mikrodamar kasilmalari
tizerindeki etkileri laboratuvarimizda sadece tek zaman aralifinda ve tek dozda
incelenmistir (9). Bu doktora tez ¢alismasinda DAB enjeksiyonunun farkli zaman
araliklarinda ve dozda retinal mikrodamar kasilmalari, KRB ve norogliovaskiiler

tinite elemanlar lizerinde etkileri arastirilmistir.

Farmakolojik bu girisimin yani sira sadece MSS’nde glikojen sentaz-1 geni
ve protein ifadesi bulunmayan GYS-1NeU"KO fareler kullanilmistir. Bu transgenik
farelerde de beyin ve retinada mikrodamarlarda kasilmalarin ortaya ¢iktig1 bunlarin
iskemi ile arttigi, KBB/KRB’ni olusturan hiicresel elemanlar ve ozellikle de
perisitlerde degisiklikler oldugu immiinohistokimyasal ve Western blotlama ile

saptanmistir.

Boylece literatiirde 1ilk kez glikojenin ndrogliovaskiiler —diizeyde
KBB/KRB’nde 6nemi ve iskemideki rolii gosterilmistir. Ayrica bu arastirmalar i¢in

retinal sindirme protokolii ilk kez uygulanmis ve laboratuvarimiza kazandirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Beyin ve Retinada Enerji Kullanimi

Viicut agirligmin  sadece %2’sini  olusturan beyin, viicuttaki oksijen
tilketiminin %20’sinden sorumludur ve glukozun %25’ini kullanir (10). Bu yiiksek
metabolik ihtiyag, ndronal baglantilar1 olusturan sinapslarin  aktivitesinden
kaynaklanmaktadir. Noronlar s6z konusu oldugunda, enerji kullanimi, aksiyon
potansiyellerini ve sinaptik potansiyelleri baslatan iyonik pompalarin aktivitesi ile
ilgilidir. Uyarici sinaptik baglantilarin ve iyonik dengelerin korunmasinda kullanilan
ATP, beyinde kullanilan toplam ATP’nin %45’ini olusturmaktadir (11). Miyelinli
hipokampal aksonlardaki enerjinin %80'inden fazlasinin postsinaptik potansiyeller
tarafindan harcandigi deneysel ¢alismalarla ile gosterilmistir (12). Ana mekanizmalar
g6z Oniline alindiginda, noéronlarda, astrositlerde ve Miiller hiicrelerinde bulunan
enerji ATP veya NADPH formunda bulunmaktadir ve kullanilan ATP’nin temel
kaynagi glukozdur. Sonug¢ olarak beyindeki ve retinadaki glukozun tek ve sinirl

deposu astrositlerde bulunan glikojendir (13).

2.2. Glikojen Metabolizmasi

Glikojen, glukozun temel depolanma sekli olarak kabul edilir. Esas olarak
karaciger ve iskelet kasinda depolanir ancak bobrek, kalp, beyin ve yag gibi dokular
da glikojen sentez yetenegine sahiptir. Karacigerdeki glikojen depolari kan glukoz
seviyelerinin ana tamponu olarak kabul edilir. Glikojen metabolizmasi, glikojen
sentezi ve glikojen yikiminin dengesiyle gerceklesir. Bu iki siireg, glikojenolizi
uyaran hormonlarin (6rn., glukagon, kortizol, epinefrin, norepinefrin) eszamanl

olarak glikojenezi inhibe ettigi sekilde karsilikli olarak diizenlenir (14).

‘De novo’ glikojen sentezi igin ilk birkag glukoz molekiilii glikojenin olarak
bilinen bir proteine eklenir. Glikojen, bir homodimer olarak islev goriir ve enzim
tizerindeki bir tirozin kalintisina bir UDP-glukozun C-1'ini ekleyerek kendi

glikozilasyonunu katalize eder. Bu reaksiyon, glukozun diger alt {initeye



eklenmesiyle bir alt birim tarafindan gergeklestirilir. ilk glukoz tortusunun
eklenmesinin ardindan, her bir glikojen alt birimi, a(1,4) glikozidik baglarla eklenir.
Ekli glukoz daha sonra asagida tarif edilen mekanizma yoluyla ilave glukoz
molekiilleri eklemek i¢in glikojen sentaz (15) tarafindan gerekli olan primer olarak

gorev yapar (14).

Iki farkli glikojen sentaz enzimi vardir. Genis olarak ifade edilen enzim GYS-
1 geni tarafindan kodlanirken karaciger, kalp ve pankreas enzimi GYS-2 geni
tarafindan kodlanir. GYS-1 geni, 19913.33 kromozomunda bulunur ve kas enziminin
iki izoformunu kodlayan iki alternatif olarak eklenmis mRNA'y1 iireten 16 ekzondan
olusur. Izoform 1, 737 amino asitten olusur ve izoform 2, 673 amino asitten olusur.
GYS-2 geni 12p12.1 kromozomunda bulunur ve 703 amino asitlik bir protein iireten

18 ekzondan olusur.

Glikojenoliz adi verilen depolanmis glikojenin bozulmasi glikojen fosforilaz
ve glikojen dallanmasini yikan enzim (‘glycogen debranching enzyme’) enzimin
etkisi ile gerceklesir. Biyolojik olarak aktif glikojen fosforilaz bir homodimer olarak
bulunur. Glikojene baglanma, glikojen fosforilazin, fizyolojik taleplere yanit olarak
depolanmis glukozu hizli bir sekilde serbest birakmasina izin verir. Fosforilazin
katalitik etkisi, glikojen molekiilleri i¢indeki a(1,4) bagi ile eklenmis tek glukoz
birimlerini fosforolitik olarak uzaklagtirmaktir. Bu reaksiyonun iriinii, glukoz-1-

fosfat ve bir glukoz birimi daha az olan bir glikojen molekiiliidir (14).

2.2.1. Beyinde Glikojen Metabolizmasi

Beyin, temelde glukozu enerji kaynagi olarak kullanmaktadir; ancak
astrositlerde bulunan en O©nemli karbonhidrat deposu glikojendir ve nordnal
aktivasyon sirasinda glikojen dongiisii artmaktadir (13). Glikojen dongiisii glikojen
sentaz ve glikojen fosforilaz aktivitelerinden etkilenmektedir. Beyin glikojeni
sinaptik enerji metabolizmasina 6nemli diizeyde katkida bulunurken hizli bir
dongiiyle kontrol edilir (16). Astrosit glikojen dongiisi ndronal aktivite ile

artmaktadir (10, 17) ve kesisen sinyal yolaklariyla siki bir kontrol altindadir (18).



Astrosit son ayaklarinda bulunan glikojen, yikilarak sinapslarda kullanimi
igin salinir (6). Astrositlerdeki glikojen, kismen oksidatif metabolizma ve kismen de
laktat tretimi i¢in kullanilan piriivata indirgenir (19). Astrositlerin ‘in vitro’
glikojenden {iretilen laktati serbest biraktigi gosterilmistir (20-23). Kisa ve uzun
donem hafizanin olusmasinda bu yolak 6nemli bir gorev iistlenmektedir (7). Glikojen
sentaz enziminin bulunmadig1 hayvanlarda da 6grenme iligkili sinaptik plastisite ve
uzun donem hafizanin olumsuz yonde etkilendigi saptanmustir (24). Astrositlerde
bulunan glikojen metabolizmasi kandan tasinan glukozun azaldigi durumlarda ve
yogun néronal aktivasyon sirasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (6). Astrositlerdeki
hizli glikojen mobilizasyonu, glukoz tutulumunu astrositlere indirgeyerek noéronlar
tarafindan daha fazla glukoz alinmasini saglar (25, 26). Glikojen metabolizmasi, bazi
metabolit, iyonlar ve hiicre i¢i sinyal yolaklarinin dengesinden sorumludur (Sekil
2.1). Noronal aktivasyon ile artan hiicre dist potasyum astrositler tarafindan
glikojenin kullanimu ile alinir ve glikojen fosforilaz enziminin DAB ile durdurulmasi
sonucunda Sodyum-Potasyum ATPaz (Na*-K*-ATPaz) pompasi ¢aligmaz hale gelir
(27). Diger bir taraftan astrosit kiiltiirinde DAB uygulamasi, hiicre dist K* ve D-
aspartat iligkili trikarboksilik asit dongilisiindeki hizlanmay1 engellerken glikolitik
dongiide dengeleyici bir hizlanmaya neden olur (19). Bununla birlikte yine astrosit
kiiltiirlerinde glikojen fosforilaz enziminin inhibisyonu ile hiicre dis1 glutamatin alimi

glukozun varligindan bagimsiz olarak bozulur (28).
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Sekil 2.1. Glikojen metabolizmasinin hiicre igi sinyal yolaklart ile iligkisi (29).



Glikojeni depolayan astrositler, iskemik durumda néronlara gore daha dayaniklidir
ve daha ge¢ dénemde oliirler (8). Iskemi sirasinda glikojen metabolizmas: glikojen
fosforilaz, cAMP bagimli protein kinaz A (PKA) aktivitesinin azalmas1 ve glikojen
dallanmasimi yikan enzim (‘glycogen debranching enzyme’) ifadesindeki diisiise
bagli olarak bozulur (30). Buna ek olarak hipoksi sirasinda artan glikojen diizeyleri
astrositlere metabolik diizeyde destek olur. Bunun yani sira beyaz cevher miyelinle
sarildiktan sonra 6ncesine gore astrositlerde bulunan glikojeni kullanarak daha fazla

iskemik toleransa sahip olur (31).

2.2.2. Retinada Glikojen Metabolizmasi

Avaskiiler olan kobay ve tavsan retinalari en fazla glikojeni depolarken,
vaskiilarize olan fare ve sican retinalar1 ise en az depolayanlar olarak
gozlenmektedir. Tavsan retinalarindaki glikojenin konsantrasyonu, retina tarafinda
fotoreseptdr tabakasina kiyasla Miiller hiicresi son ayaginda ~100 kat daha yiiksek
bulunmaktadir (32). Karanlik, i¢ retinada bazi néronlarin aktivitesini arttirirken,
digerlerinin aktivitesini azaltmakla birlikte (33) bu adaptasyon sigan retinalarinda
depolanan glikojen miktarint %60 oraninda azaltmaktadir (34). Boylece, genel retinal

enerji tiiketimi, karanlikta en az %200 artmaktadir.

Tim retinada ‘in vitro’ glikojen igerigi yiiksek konsantrasyonlu glukoz,
glutamat ve insiilin uygulamalariyla artmaktadir. Beynin aksine retina glikojen
seviyelerinin  norepinefrin, yiiksek konsantrasyonlu KCI ve depolarizasyon
uygulamalariyla degismedigi goézlenmistir. Insiilin ayrica Miiller hiicre kiiltiirlerinde
glikojen igeriginde bir artisa neden olmaktadir. Insiilinin, hem retinanin hem de
Miiller hiicre kultiirlerinde etkisi, fosfatidil-inositol 3-kinaz inhibitorleri tarafindan
bloke edilmekte ve retinadaki glikojen igerigi, insiilin sinyal yolu ile
diizenlenmektedir. ‘/n vitro 'deneyler, insiilinin, Miiller hiicre kiiltiirlerinin yan1 sira
retinada glikojen igerigini arttirdigini ortaya koymustur (35). Retinanin baskin
makroglialari, retinanin ve optik sinirin vaskiilarize kisimlarindaki astrositler olan

Miiller hiicreleri, glikojen fosforilaz (GP) izozim paternindeki beyin ve omurilik



astrositlerinden farklidir. Bu durum retinal makroglia ve beyin astrositlerinde

glikojenin farkli rolleri oldugunu gosterebilir (36).

2.2.3. Norovaskiiler Unite, Enerji Metabolizmasi ve Glikojen

Kullanilan ATP’nin temel kaynag1 glukozdur ve beyindeki glukozun tek ve
siirlt deposu astrositlerde bulunan glikojendir. Uyarict noronal aktivasyon sirasinda
sinaps g¢evresinde glikojen dongiisii hizlanmaktadir (10). Hem perisinaptik bolgede
hem de norovaskiiler linitede gergeklestigi diisliniilen sik1 metabolik kontrol, yiiksek

enerji ihtiyacinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir.

Isik ve elektron mikroskoplar1 kullanilarak yapilan histolojik calismalar,
astrositlerin sinaptik aktiviteyi algilamak ve mikrodamarlardan kaynaklanan enerji
substratlarin1 beyin parankimine iletmek i¢in ideal bir sekilde konumlandirildigini
gostermektedir. Astrositler, yaklasik 80-100 um c¢apinda son ayaklara sahiptir (37-
39). Bu son ayaklardan biri, mikrodamar duvarina karsi dayanirken, digerleri ise
sinapslar1 desteklemektedir (Sekil 2.3). Intraparenkimal mikrodamarlarin tim dis
yiizeyi astrosit son ayaklari ile kaplidir (40, 41) ve bu ayaklar arasinda sadece 20

nm'lik yariklar bulunmaktadir (42).
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Sekil 2.2. Norovaskiiler tinite sematik gosterimi (43).



. Bu morfolojik ozelliklere ek olarak, astrositler, 6zellikle glutamat olmak
tizere diger metabolitleri, perisinaptik lamellar son ayaklar iizerinde yer alan
reseptorler gibi stratejik bolgelerdeki proteinler araciligiyla algilayarak sinaptik
aktiviteyi degerlendirme yetenegine sahiptir (40, 44, 45). Bu aktivite, Ozellikle
glukoz olmak iizere substratlarin mikrodamarlarin liimeninden beyin parankimine
taginmasi, son ayaklar tizerinden membranlar lizerinde ifade edilen glukoz tasiyicilar

ile saglanmaktadir.

2.3. Astrosit-Noron Laktat Tasima Sistemi (‘Astrocyte-Neuron Lactate
Shuttle’ (ANLS))

Astrositlerin beyinde enerji kullaniminin sadece %5-15' ini olusturdugu
diginiilmektedir (11, 46). Son c¢alismalar, aksiyon potansiyellerinin enerji
tilketiminin daha Once One siiriilenden diisik oldugunu gostermektedir (12). Bu
durum, astrositlerin genel beyin enerji maliyetlerine katkisinin yeterince
onemsenmedigini diistindiirmektedir. Bununla birlikte deneysel kanitlar, astrositlerin
gercekte aldigi glukoz miktarinin enerji gereksinimlerine gore orantisiz bigimde
yiiksek oldugunu gostermektedir (47). Enerji siibstratlarinin astrositlerden noronlara
transferi bu ikircikli duruma basit bir aciklama getirmektedir. Bu sistematik
aciklama, astrosit-noron laktat tasima sistemi (ANLS) modeli olup Pellerin ve
Magistretti tarafindan 25 yil 6nce Onerilmistir (48). Bu modelin 4 ana bileseni
bulunmaktadir. Sirasiyla ndronal aktivite sonucunda hiicre dis1 glutamat
(glutamaterjik norotransmisyon yoluyla) artmaktadir ve bu glutamat spesifik glial
glutamat tasiyicilari tarafindan sodyum iyonu (Na*) -bagimli bir mekanizmayla
astrositlere geri alinmaktadir. Bolgesel Na® konsantrasyonunundaki artis Na*/K*
ATPaz't (ozellikle a2 alt birimini) aktive eder ve bdylece astrositlerde ATP
tilketimini, glukoz alimini ve glikolizi arttirmaktadir (49). Artan glikoliz sonucunda
laktat tiretiminde ve hiicre dis1 alana salinmasinda biiyiik bir artis goriilmekte ve bu

laktat ATP iretimi i¢in ndronlar tarafindan enerji substrati  olarak

kullanilabilmektedir (50, 51).



2.4. Beyinde Iskemik Inme

Iskemik inme, ilgili beyin bolgelerine kan akisinin aniden durmasi nedeniyle
gelisen norolojik bir tablodur. Serebral damarlarda trombotik veya embolik olarak
tikanma sdz konusudur. iskemik inme, yetiskin donemde fonksiyon kaybinin ve
oliimlerin 6nemli nedenlerinden biridir ve Diinya Saglik Orgiitii (52) verilerine gore
tiim diinyada 60 yas iistii toplumda ikinci sirada ve 15-59 yas arasinda besinci sirada
gelen o6liim nedenidir (53). Bir yilda inme nedeniyle 6len insan sayisi 17 milyondur.
Oniimiizdeki 20 yilda inme insidansinin %25 oraninda artacagi 6ngériilmektedir.
Inme hastalarinin %40°1nda kalic1 yeti yitimi gelismekte ve sadece %10’unda tam
iyilesme saglanabilmektedir. Iskemik inme, ciddi boyutta sosyoekonomik yiik

getirmektedir (54, 55).

Inmede trombolitik tedavinin kullanilmaya baslanmasi bu hastalikta ¢igir
acmis, ancak yine de Ongoériilen basarityr yakalayamamigstir. Zaman kisitliligi en
onemli sorunlardan biri olup, iskemik inme belirtileri basladiktan sonra ilk 4,5 saat
icerisinde bu tedavi verilmis olmalidir (1). Aksi halde basarili sonuglar elde
edilemedigi gibi mortalite ve morbidite artmaktadir. Tikali damar trombolitik tedavi
ile agilsa bile mikrovaskiiler yatakta gergeklesen kasilmalar nedeniyle doku
perflizyonu tam olarak ger¢eklesememektedir (56). Inme tanisina, patofizyolojisini

aydinlatmaya ve tedavisine yonelik caligsmalara ihtiya¢c duyulmaktadir.

Iskemik durumlarda da dokunun enerji ihtiyaci tikanan bir damarin varliginda
kan akiminin kesilmesine bagli olarak karsilanamamaktadir. Birgok ¢alismada,
tikanan damar girisimsel ya da farmakolojik yontemlerle agilsa bile beyin
parenkiminde reperfiizyonun her zaman saglanamadigi gosterilmistir (57, 58). Bu
durum, ‘no-reflow’ fenomeni olarak adlandirilmakta ve mikrodolasim

bozuklugundan kaynaklanmaktadir.

Endotelyal ve astrosit son ayaklarinda sismeye ek olarak KBB’nde yer alan
perisitlerin kasilmasiyla iliskili olarak beyin mikrodamarlarinda bogumlanmalar
gozlenmistir (2, 59) (Sekil 2.3.). Perisit kasilmasi, farelerde ‘in vivo’ olarak da

gosterilmistir (60-62).
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Sekil 2.3. Fare beyinlerinin damarlari hayvanlar sakrifiye edilmeden once doldurulmustur. Beyin

kesitlerinde iskemik olmayan karsi hemisferde damar bitinligiinin korundugu ancak iskemik
hemisferde tespih benzeri, sirali kasilmalarin oldugu saptanmigtir. Bu kasilmalardan eritrositler
gecememektedir (orta sira, siyah). Bu kasilmalarin oldugu kapillerin alfa-diiz kas aktini (a-DKA)
antikoru ile pozitif immiinhistokimyasal olarak pozitif isaretlendigi oldugu yani bunlarin perisit

oldugu laboratuvarimizda yapilan bir ¢alisma ile gosterilmistir (2).

2.5. Iskemik inme ve Retinal iskemide Glikojenin Rolii

Iskemik inmenin erken evresinde glukoz ve glikojenin iskemik penumbrada
arttig1 ve 3. giinde maksimuma ulastig1 gosterilmistir (63). Diger yandan, 1. giiniin
sonunda laktat igeriginde hizli bir artis gozlenirken belirgin ATP ve kreatin fosfat

tikenmesi gerceklesmistir. Bununla birlikte bu bolgede glukoz ve glikojen
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miktarmin inme sonrasi 3. giinden 7. giine kadar hizla azaldigi; ancak normal
beyinden daha yiiksek kaldigi gozlenmektedir (64). Elektron mikroskopik ¢aligsmalar,
glikojen bakimindan zengin olan bu alanda glikojenin, astrositlerin ve noérofillerin
sitoplazmasinda bulundugunu gostermektedir (65). Bununla birlikte, glikojen igeren
astrositlerin rolleri veya sonraki histopatolojik degisiklikler aydinlatilamamistir. Bu
bulgulara dayanarak, glikojen birikiminin glikojen fosforilaz ve glikojen sentazdaki
aktivite ve/veya miktarsal degisiklikler nedeniyle olusan glikojenoliz azalmasindan
kaynaklanabilecegi diisliniilmiistiir. Astrositlerle ilgili 6nceki biyokimyasal ve
morfolojik bulgulara gore, iskemik sartlar altinda penumbrada bulunan néronlarda ve
diger glial hiicrelerde enerji kullaniminda bir azalma olmasina ragmen kan
damarlarindan astrositlere glukoz tasinmasinda fonksiyonel bozulmanin olmamasi
sonucunda  astrositlerin  sitoplazmasinda  glikojen  graniillerinin  biriktigi

distiniilmektedir.

Diger bir taraftan oksidatif metabolizmanin ger¢eklesmedigi iskemi sirasinda,
glikojenoliz ve glikolizin eszamanli ¢alismasiyla ATP iretilebilir (66). Ancak
yapilan ¢alismalarda, iskeminin baglamasi {izerine beyin glikojeninin dakikalar
icerisinde tiikkendigi gosterilmistir (67, 68). Bununla birlikte beyinde normal olarak
mevcut olan glikojen deposunun, hipoglisemi sirasinda yaklagik bir buguk saat
boyunca enerji metabolizmasin1 destekleyebilecegi baska bir c¢alismada

ongorilmistir (69, 70).

Norogliovaskiiler iinite kan akis kontrolii i¢in dnemli rol oynayan perisitler
(61) hastalik sirasinda da patolojik kan akis degisikliklerinden sorumludur (2, 60).
Glikojenin azalmasi ile retinada mikrodamar kasilmalarinin es zamanli olarak

gerceklestigi tarafimizdan daha 6nce de gosterilmistir (9) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Fare retinalar1 hayvanlar sakrifiye edildikten sonra 20 pm kalinliginda kesilip PAS ve lektin
histokimyasi ile isaretlenmigtir. Kontrol ve iskemik retina kesitlerinde yapilan incelemelerde iskemi

ile mikrodamar kasilmalari ile PAS isaretli glikojenin damar ¢evresinde azaldig1 gosterilmistir (9).

2.6. Kan-Beyin ve KRB
2.6.1. Kan-Beyin Bariyeri (KBB)

KBB, MSS’nin mikrodamarlarinin benzersiz 6zelliklerini tanimlamak i¢in
kullanilan bir terimdir (71, 72). MSS mikrodamarlari, siki baglantilarla baglanan
stirekli deliksiz endotel hiicreleri ile bariyer islevi tasimaktadir (71, 72).
Molekiillerin, iyonlarin ve hiicrelerin kan ve beyin arasinda hareketi siki bir sekilde
kontrol edilmektedir (71, 72). Bu siki kontrol, néronal aktivite i¢in 6nemli bir rol
oynarken MSS’ni toksinlerden, patojenlerden, inflammatuar siireglerden, hasar ve
hastaliklardan korumaktadir (71, 72).

KBB, endotel-perisit-astrosit son ayagi ve bazal lamina arasi etkilesimler ile

kurulmaktadir (43). Perisitler mikrovaskiiler endotelyal tiibiin abliiminal yiizeyinde
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oturan ve bazal membrana gomiilii hiicrelerdir (73). Endotelyal tiip boyunca
uzantilara sahip olsalar da bu uzantilarin ¢ogu bazal lamina igerisinde gOmiilii
durumdadir. Endotel ve perisitler, ‘Peg-and-socket’ olarak ifade edilen bolgelerde N-
kaderin araciligiyla adheziv baglantilar kurmaktadir (74). MSS perisitleri ¢evre
dokularin aksine ‘neural crest’ kokenlidir (75). Ek olarak MSS perisit-endotel orani
bakimindan biitiin viicutta en yiliksek orana sahiptir. Retinada 1 perisit basina 1
endotel ve beyinde 1 perisit basina 3 endotel bulunurken, kas dokusunda bu oran
1/100-1/300 arasinda degismektedir (76). Perisitler, damar olusumu ve damarlanma
(vaskiilogenez ve anjiogenez), hiicre disi matriks {iretimi ve depolanmasi, yara
iyilesmesi, bagisiklik sistemi hiicrelerinin trafigi ve kan-akis kontrolii olmak tizere
birgok isleve sahiptir ve bu islevleri siki bir bi¢imde kontrol etmektedir (77). Bazi
calismalar bu hiicrelerin baska MSS hiicrelerine doniisebildiklerini bir baska deyisle
multipotent 6zellikleri oldugunu gdstermektedir. Bununla birlikte KBB olusumu ile
devamliliginin perisitler tarafindan kontrol edildigi de gosterilmistir (78, 79). Diger
bir taraftan da perisitler, kendilerine 6zgii belirteglerin olmamasi ve komsuluklarinda
baska perivaskiiler hiicrelerin de bulunmasi nedeniyle ¢alisilmas1 ve arastirilmasi zor
hiicrelerdir (77). Bununla birlikte PDGFR-f ve NG2 proteinleri yaygin olarak
kullanilan kabul gormiis perisit belirtegleri olup, CD13, dezmin, Rgs5, Abcc9,
Kcnj8, DIk, ve Zicl proteinleri de isaretleme amaciyla kullanilmaktadir (77). Bu
hiicreler, uzantilariyla birgok endoteli ayn1 anda sarabilir ve kasilabilirlik proteinleri
ifade ederek mikrodamar ¢apini kontrol edebilir (2, 60, 61, 80). Farelerde MSS
mikrodamarlarinda bulunan perisitler patolojik kosullarda mikrodamar kasilmalariyla
iliskilendirilmistir (2). Perisit biyolojisi i¢in cevaplanmay1 bekleyen Onemli
sorulardan biri ise s6z konusu bu belirteglerin perisitleri farkli alt gruplara ayirarak
farkli ozellikler ve islevler kazandirip kazandirmadigidir. Bu konuda yukarida
belirtildigi gibi perisitlerin ¢esitli mikrodamar islevleri i¢in bir¢ok dnemi oldugu ileri
stiriilmekle birlikte (71) PDGF-BB/PDGFR-p iligkisinin KBB islevleri igin 6nemi
literatiirde gosterilmistir (79). Bazi noérolojik hastalik modellerinin  deneysel
caligmalarinda perisitlerin damar duvarindan ayrildigi ve hatta fenotipik degisklikler
gosterdigi bulunmustur (81, 82). Ornegin, anjiopoetin-2 (Ang-2) ifadesindeki artis,
PDGF-BB iiretiminde azalmaya neden olarak perisit gogii ve mikrovaskiiler

sizintiyla sonuglanmaktadir (83). Ang-2, ‘VE-cadherin’ fosforilasyonu ve yikimina
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neden olarak endotelyal bariyer fonksiyonunu bozmaktadir (84). Anjiopoetin-1
(Ang-1) ise bu sik1 bileske protein kompleksinin yikimini engellemektedir (85, 86).
Buna uygun olarak PDGF-BB eksikligi yasayan farelerde diyabetik retinopati
gelistiren hastalardakine benzer mikroanevrizma olusumlari, damar ¢ap degisimleri

ve damar yapist bozukluklari izlenmektedir (87).

Beyinde perisitlerin PDGFR-B, NG2 ve CD13 proteinlerini farkli anatomik
bolgelerde farkli mikrodamar segmentlerinde farkli diizeylerde ifade ettiklerini
gosteren ¢alismalar da bulunmaktadir (88, 89). Bu farkliliklarin birbirinden degisik
islevlere sahip perisitleri belirledigi diistiniilse de yeterli bir kanit bulunmamaktadir
(77, 90). NG2 proteininin vaskiiler gelisim ve patolojik neovaskiilarizasyon sirasinda
perisitlerde ifade edildigi gosterilmistir (91, 92). Ayrica NG2’nin perisitlerin timor
gelisimi sirasinda bazal lamina bilesenlerinden kolajen tip 4’e baglanmasi amaciyla
kolajen tip 6 igin reseptdr olarak gorev aldigi gosterilmistir (93-96). Diger bir
taraftan perisit belirteci olarak yaygin kullanimma ragmen CDI13 proteininin

perisitler i¢in islevleri yeterince aydinlatilamamistir (97, 98).

Astrositler, MSS’nde en fazla sayida bulunan glial hiicreler olup uzantilar
noronal baglantilar ve mikrodamarlar tizerinde bulunmaktadir (99). Astrosit son
ayaklari, distroglikan, distrofin ve AQP4 gibi proteinler ifade ederek vaskiiler tiibli
tamamiyla sarmaktadir ve bu protein birlikteligi astrosit son ayaklarmi bazal
laminaya baglamaktadir (100, 101). Bununla birlikte ndronal baglantilar ve damar
iligkisi astrositler tarafindan olusturulmaktadir. Astrositler, ndronal sinyalleri
damarlara ileterek norovaskiiler kenetlenmeyi saglayarak kan akisinin kontroliinden
sorumludur (102-104). Astrositler, norovaskiiler kenetlenmeye ek olarak KBB’nin
olusumu, devamlilig1 ve islevselligi konusunda 6nemli rol oynamaktadir (99, 105).
KBB, astrositlerin olusumundan ve astrosit son ayaklarmin mikrodamarlar
sarmasindan Once perisitlerin kontroliinde tamamlanmakta ve bu durum astrositlerin
KBB gelisiminde gorev almadigini gostermektedir (79). KBB islevlerini kontrol
eden astrosit kaynakli faktorlerin tanimlanmasi sonucunda astrositlerin KBB ve
endotel iliskileri ile endotel morfolojisi, anjiogenez ve gelismis bariyerin
islevselligini kontrol ederek KBB korunumu ve devamlilig1 i¢in 6nemli rol oynadig:

anlagilmistir (79, 106). Bariyer olusumu, KBB/KRB gelisimi ve klaudin-5
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seviyesinin korunmasi i¢in endotel, perisit ve astrositlerden sinyal molekiilleri
salinmaktadir. Bunlarin arasinda astrositlerde bulunan ‘sonic-hedgehog (SHH)’
sinyal yolag1r 6nemli bir rol oynamaktadir. Astrositlerden salinan SHH endotelyal
‘patched homolog 1’ reseptoriine baglanarak klaudin-5, vaskiiloendotelyal kadherin
(VE-kaderin) ve okliidin tdiretiminin kontrol edilmesini saglar (107). Ayrica
astrositler, vaskiilo-endotelyal biiylime faktorii (VEGF) gibi anjiojenik faktorleri
iiretip ortama salarak embriyonik donemde damar biiylimesini, sag kalimini ve
yeniden modellenmesini desteklemektedir (108). Buna ragmen inflammatuar
kosullarda VEGF, KBB devamliliginin bozulmasina neden olmaktadir (109, 110).
MSS’nde hiicre biiyiimesi, sekillenmesi ve donilisimil i¢cin O6nemli rol oynayan
pleiomorfik diger bir sitokin olan ‘transforming-growth factor-beta’ (TGF-B)
noroprotektif oOzelliklere sahiptir ve hastalik modellerinde KBB gegirgenligini
azalttigr  gosterilmektedir (111). MSS’nde TGF-B astrosit ve endotelden
salimmaktadir (112). Buna ragmen astrosit ve endotel kaynakli TGF-f’nin KBB

tizerindeki islevleri tam olarak anlagilamamistir (111-118).

Astrositler, MSS’nde metabolit ve iyonlarin dengesinden Onemli Olgiide
sorumludur ve astrosit son ayaklar1 ile endotel ylizeyi metabolit tasiyicilarindan
zengin olup bu hiicreler kanda bulunan énemli metabolitlerin dokuya tasinmasinda
gorev almaktadir (71, 72). En yaygin ifade edilenler ‘slc2al (glukoz-tasiyicisi-1
(GLUT-1))’, ‘slcl6al (monokarboklisat tasiyicisi-1 (MCT1))’, ‘slc7al’ ve ‘slc7a5’
olup sirasiyla glukoz, laktat ve piruvat, katyonik aminoasitler ile ndtral aminoasitler,
L-DOPA metabolitlerin tasinmasindan sorumludur (71, 72). GLUT-1, uzun zamandir
incelenmekte ve bu tasiyicinin  KBB/KRB {izerindeki etkileri uzun siiredir
aragtirtlmaktadir (11, 18). GLUT-1 proteini sirasiyla endotelin liiminal ve abliiminal
ylizeyleri ve astrosit lizerinde glikozile olan ve olmayan formlar ifade etmektedir
(119, 120). Endotel, beynin glukoz ihtiyacini karsilayabilmek amaciyla dakikada
agirligimin 10 katina yakin miktarda glukozu kandan dokuya tagimaktadir (119). Bu
nedenle GLUT-1 eksikligi insanlarda epileptik sendromlar ile iliskilendirilmistir
(121). iskemik inmenin GLUT-1 eksikligi fenotipi gosterdigi de belirtilmis olup
(122) GLUT-1 glikozilasyonunun glikojen metabolizmas ile iliskisi-literatiirde daha
once adiposit kiiltiirlerinde belirtilmistir (123). Metabolitler disinda suyun kandan

MSS dokularma tagimmasi da Snemlidir. Beyin spesifik su tasiyicilarimin varligi
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birgok grup tarafindan gosterildikten sonra beyinde AQP4 proteininin ependimositler
ve astrositler boyunca immiinohistokimyasal olarak isaretlendigi gosterilmistir (124,
125). Elektron mikroskobi ¢alismalarinda AQP4 proteininin astrosit son ayaklarinda
mikrodamar duvari lizerindeki hiicre membrane yiizeyinde ve beyni saran pial yiizey
tizerinde ifade edildigi gosterilmistir (124) AQP4 de diger yiizey proteinleri gibi
hiicre i¢i dongiiye ve dagilima sahiptir (126). Perflizyon ile sabitlenmis beyinlerde
AQP4 astrosit son ayaklarinda hiicre membraninda ifade edilirken hiicre iginde
belirgin AQP4 deposu goézlenmemektedir ve ‘n vivo'da AQP4’iin membrana
translokasyonu ile ilgili bir kanit bulunmamaktadir (127). Buna karsin, kiiltiirdeki
astrositlerde belirgin hiicre ici AQP4 deposu gozlenmektedir ve bu hiicre i¢i trafik
mekanizmalar1 ¢esitli ¢alismalarda incelenmektedir (128-131). Bununla birlikte
PDGF-BB mutasyonu tasiyan farelerde ‘in vivo’ kosullarda AQP4 lokalizasyonunda
bozulma gosterilmistir (132). Bununla birlikte astrosit son ayaklarinda AQP4 diizeyi
gecici fokal serebral iskemi sonrasi azalmaktadir (133, 134). Bu calismada o-
syntrophin ve AQP4’{in sitoplazmik ucu arasindaki baglantinin iskemiye hassas
oldugu gosterilmektedir (133, 134). Astrosit son ayaklarinda AQP4 diizeyindeki
diistis iskemi disinda epilepsi (135, 136), travmatik beyin hasar1 (137), Alzheimer’s
hastaligr (138) gibi hastalik modellerinde de gozlenmektedir. Genellikle hiicre igi
AQP4 lokalizasyonu, astrositlerin aktiflesmesi sonucunda bozulmaktadir ve bu
durum AQP4 ifadesinin parenkimal hiicre membraninda artigi ile birlikte son ayak

iliskili membranda ifade azalisiyla gergeklesmektedir (130).

Endotel hiicreleri, mezoderm kokenli basit skuamoz epitel hiicreleridir (139-
141). Biiylk arter ve ven i¢ duvarlari onlarca endotel hiicresine sahipken
mikrodamarlar kendi lizerine katlanan tek bir endotel hiicresi ile damar liimenini
cevrelemektedir (139-141). MSS endotel hiicreleri iyon ve metabolitlerin paraselliiler
taginmasini siki bir bigimde kontrol etmektedir (142-144). Bu siki bariyer, endotel
hiicrelerinin kan ve beyin taraflarinda farklilasmasina neden olarak kan ve beyin
arasinda iyon ve metabolit degisimini diizenlemektedir (145, 146). Bununla birlikte
MSS endotel hiicreleri diger dokularda bulunan endotel hiicrelerine goére ¢ok daha
fazla mitokondri igermektedir (147). Bu sekilde de siki bariyer kontrolii i¢in gerekli

olan biitiin islevlerin yerine getirilmesi amactyla ATP {iretimi saglanmaktadir (147).
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MSS endotel hiicreleri siki bileske proteinleri ile birbirine tutunarak iyonlar
ve metabolitler i¢in yiiksek direncli paraselliiler bariyer olusturmaktadir. Bu hiicre i¢i
iskeletine baglanan transmembran siki bileske proteinleri kisaca klaudin, okliidin ve
‘junctional adhesion molecule (JAM)’ aileleridir (148). Klaudin ailesi 25’ten fazla
tiyesi olan W-GLW-C-C parcasini ilk ekstraselliiler donglisiinde barindiran bir
tetraspanin protein grubudur (149). ‘In-vitro’ ¢alismalar klaudin proteinlerinin
paraselliiler bariyer olusumu ve islevi i¢cin 6nemli rol oynadigini gostermektedir
(148, 150-155). Kii¢iik molekiil agirligi (800 daltona kadar) olan maddelelerin
KBB/KRB ge¢isinde gorev almaktadir (156). Beyin ve retinada klaudin-1, 3, 12 gibi
diger klaudin proteinlerinin ifade edildigi ancak klaudin-5’in 600 kat daha fazla
olarak {iretilerek bu dokularda en ¢ok ifade edilen {iyesi oldugu bilinmektedir (157).
Iskemik inme sonrasi klaudin-5 azalmis (158) ve kronik dénemde de yerini klaudin-1
almigtir (159) ancak bu durumda KBB tam islevsel olarak ¢alisamamaktadir. ZO-1
ise ZO ailesinin incelenen ilk {iyesi olup MSS’nde yiiksek diizeyde ifade
edilmektedir (160). Diger siki bileske proteinleri ile hiicre iskeletine F-aktin
araciligiyla baglanarak endotelin ve mikrodamar biitiinliigliniin saglanmasinda

onemli rol oynamaktadir (160-162).

CD146-perisit-endotel iligkisi incelenmis bu adezyon molekiiliiniin gelisimsel
donemde ilk 6nce immatiir mikrodamarlarin endotelinde ifade edildigi gosterilmistir
(117). Damar duvarinda artan perisitlerin, TGF-B1 sentezleyerek endotelyal CD146
diizeyinin azalmasina neden oldugu bulunmustur (117). CD146, perisitlere 6zgii
olarak silindiginde perisitler mikrodamar duvarinda daha az sayida bulunmuslardir.
Bu sayede CD146’nin PDGFR-B ile koreseptor olarak islev gorerek perisitlerin
mikrodamar duvarma tutunmasint sagladigi anlasilmistir (117). CD146’nin sadece
endotelde silinmesiyle ise endotelyal klaudin-5 diizeyi azalmis ve KBB bozulmustur
(117). Bununla birlikte klaudin-5 eksikligi literatiirde iskemik inme (158) ile birlikte
Alzheimer hastaligi (163), multipl skleroz (164), sizofreni (165) ve major depresyon

(166) gibi ¢esitli hastalik modellerinde incelenmis ve 6nemi gosterilmistir.
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2.6.2. Kan-Retina Bariyeri (KRB)

KRB, KBB’ne olusum ve devamlilik anlaminda ¢ok fazla benzer 6zellikler
tasisa da bazi farkliliklar gostermektedir (167, 168). Retina, viicutta agirligi basina en
fazla enerji tiiketen ve bazal metabolik hizin yiizde 8’inden sorumlu bir dokudur
(167, 168). Yapisal olarak beyinden farkli olarak retina, sirasiyla koriokapiller tabaka
ile RPE arasinda metabolit ve iyon taginmasindan sorumlu dis KRB ve retinal
kapiller aras1 tasimadan sorumlu i¢ KRB olmak tizere 2 farkli bariyere sahiptir (169).
I¢ KRB’de gerceklesen bozulmalar diyabetik retinopati basta olmak iizere bir¢ok

retinal hastalikta 6nemli rol oynamaktadir (169).

Retinal damar gelisimi sirasinda endotelyal ug¢ hiicreleri yiiksek miktarda
PDGF-BB ifade ederek olusan yeni damarlarin ¢evresine perisitlerin go¢ etmesini
saglamaktadir (170). Perisitlerin gelisinin hemen ardindan endotel hiicreleri arasinda
siki bileskeler olusmaktadir (171). Perisitler endotelleri sararak baglanti proteinleri
‘N-Cadherin’ (74) ve ‘Connexin-43’ (172) ile fibronektin adhezyon plaklari (173)
araciligiyla perisit-endotel baglantilar1 olusturmaktadir. Bu etkilesim endotel
gelisimi, KRB olusumu ve devamliligi yoniinden biiyiik 6nem tagimaktadir (3). Buna
ek olarak perisitler, endotel islevlerini (174, 175) ve/veya glial etkilesimleri (78)
kontrol edecek faktorler iiretip mikrogevreye salmaktadir. Bununla birlikte damar
tizerindeki perisitlerin gevrelemesi endotelyal bariyer 6zelliklerini belirlerken 1:1
perisit/endotel orani ile retina en yiiksek oranda perisit barindiran dokudur (176).
Perisitlerin KRB ve mikrodamar islevleri i¢in dnemi perisit kaybiyla sonuglanan ‘in
vivo’ modellerde damar hasari1 ve artan damar gegirgenligi ile gosterilmektedir (79).
Ayrica TGF-B, endotel hiicrelerinin ¢ogalmasi ve goclinii engelleyerek KRB
islevlerini diizenlemekte gorev almaktadir (177, 178). Bu durumda perisitlerde
‘Sphingosinel-phosphate’ ifadesi artmaktadir; ancak damar gelisimi ve KRB
islevleri anlaminda 6nemi aydinlatilamamistir (179). TGF-p superailesinin retinal
gelisim ve KRB i¢in 6nemli rol oynayan iyesi Norrin, Miiller hiicrelerinde
tiretilmektedir (180). Norrin, FZD4 ve diisiik yogunluklu lipoprotein reseptor iliskili
protein 5/6 (‘low density lipoprotein receptor-related protein 5/6’ (LRP5/6)) arasinda
saperon tetraspanin (TSPAN12) aracigiliyla baglanti kurarak (181). ‘f-catenin’

fosforilasyonunu saglamakta ve KRB’nin olusumunda 6nemli rol oynamaktadir (180,
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182). Insanlarda FZD4, LRP5, TSPAN12 ve Norrin geni NDP mutasyonlar1 ciddi
retinal hipovaskiilarizasyon sendromlari ve korliikkle sonuglanmaktadir (183-189). Bu
mutasyon modellerinde kanama sorunlar1 gostermekte ve i¢ niikleer tabakada
yerlesmesi gercken derin kapiller tabaka/ag olusmamaktadir (52, 181, 190, 191).
Boylece retinada Norrin, beyinden farkli olarak i¢ KRB olusumunu, anjiogenezi ve
derin kapiller tabaka/ag olusumunu kontrol etmektedir. Norrin yolagir disinda Wnt
sinyal yolagi da retinal damar gelisimi agisindan biiyiik dneme sahiptir (192). Wnt7a
ve Wnt7b eksikliginde fareler azalan anjiogenez, anormal damarlanma ve KRB/KBB
bozukluklar1 gostermektedir (193). G-protein-iliskili reseptorlerden Gprl24, gelisim
sirasinda endotelde ifade edilmekte ve eksikliginde Wnt7’dekine benzer damar
gelisim sorunlarina neden olmaktadir (194). Bunun sonucunda yapilan ¢alismalarda
Gprl24’in Wnt7a/7b igin ko-aktivator gorevi lstlenerek ‘B- catenin-bagimli sinyal
yolagmin kontroliinde &nemli rol oynadigi izlenmektedir (195, 196). Daha yeni
caligmalar, glikosilfosfotidilinositol (GPI)-baglantili matriks metalloproteinaz
(MMP) inhibitérii Reck proteininin endotelyal ug¢ hiicrelerinin islevlerini
diizenleyerek damar invazyonunu ve gelisimini Wnt7a/Wnt7b/Gprl24/Reck atipik
sinyal yolagiyla kontrol ettigini gostermektedir (197).

Bariyer olusumu ve devamlilig1 konusunda retina, MSS’nde beyinle uyumlu
ozellikler gosterse de bazi farkliliklara sahiptir. Ornegin klaudin-5 ifade etmeyen
farelerde KRB bozulmasi gozlenmemektedir (198); ancak KRB/KBB odakli
ozellikle diyabet ve iskemik inme modellerinde klaudin-5 ifadesinin azaldigi ve bu
durumda bariyer gegirgenliginin artarak doku hasarinin arttig1 gosterilmektedir (109,
199). Bununla birlikte klaudin-1 eksikligi gosteren fareler dogumun ilk giiniinde deri
bariyerinin yikimi nedeniyle Olirken herhangi bir KRB/KBB bozulmasi
gostermemektedir (150, 200, 201). Buna ragmen bazi ¢alismalar erigkin farelerde
retinal damarlarin klaudin-1 ifade ettigini, bu ifade diizeyinin diyabet (202) ve
deneysel otoimmiin uveoretinit (203) modellerinde diistiigiinii gostermektedir.
Beyinden farkli olarak klaudin-3 retinal damarlar yerine retinal ganglion hiicre
tabakasinda bulunmaktadir ve retinal klaudin-3 miktarinda azalma KRB

gecirgenligini etkilememektedir (198).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari ve Barinma Kosullar:

Bu arastirma Hacettepe Universitesi Norolojik Bilimler ve Psikiyatri
Enstitiisii Beyin Aragtirmalart Laboratuvari’nda yapilmistir. Fareler {iizerinde
uygulanan tiim deneysel islemler Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir (02/01/2017 tarih ve 2016/60-3 sayili izin).
Toplam 87 adet eriskin Swiss Albino (25-35 gram), 24 adet C57BL/6 yabanil (25-30
gram) ile 18 adet GYS-1NestinKO (18-20 gram), 6 adet GYS-1Heterozioot (2025 gram)
erkek veya disi fareler kullanilmigtir. Fareler standart, 12 saat aydinlik — 12 saat
karanlik dongiisii (aydinlik- karanlik dongiisii 07:00°de degismektedir), 22+2°C oda
sicakligl, %50-60 nem orant kosullarinda barmndirilmistir. Yem ve su kisitlamasi

uygulanmamigtir. Haftada bir kez talag degisimi yapilmis ve kafesler temizlenmistir.

3.2. Anestezi ve Yasamsal Bulgularin Takibi

Beyin iskemisi deneylerinde cerrahi 6ncesinde nazal yolla oksijen ile birlikte
%3 izofloran anestezisi ile indiiksiyon saglanmis, kuyruk sikigtirma yontemi ile
anestezi derinligi kontrol edildikten sonra cerrahiye gecilmistir, cerrahi sirasinda %1-
2 dozunda idame anestezi uygulanmistir. Deney sirasinda siirekli olarak kalp atim
sayist ve kan oksijen saturasyonu pulse oksimetre ile (V3304 Digital Table-Top
Pulse Oximeter, Nonin ‘Medical Inc’., Amerika Birlesik Devletleri) monitorize
edilmistir. Cerrahi islemler sirasinda 2 L/dakika oksijen destegi saglanmis, bu miktar
gerektiginde artirilmisg ve fare kendiliginden solunumu devam eder vaziyette takip
edilmistir. Farelere rektal bir prob yerlestirilerek homeotermik battaniye (Harvard
Apparatus Limited, Ingiltere) yardimi ile viicut sicakhiginin 36,0-37,1°C olmasi
saglanmistir. Belirli araliklarla kuyruk/parmak sikistirma ve goz kirpma refleksi
kontrol edilerek anestezi derinligi takip edilmistir. Deney siiresince fizyolojik
degerleri bozulan (bradikardi, hipoksi) hayvanlar deney gruplarina dahil

edilmemistir.
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Calismalarda kullanilan primer, sekonder antikorlar ve Fab fragmanlar Tablo

3.1 ve 3.2°de, cihazlar ve sarf malzemeleri Tablo 3.3’te gosterilmektedir.

Tablo 3.1. immiinofloresan ve Western Blot calismalarinda kullanilan primer

antikorlar
Primer Kavnak Hedef | Poliklonal/ Ugi?ylanin Uretici
Antikorlar y monoklonal usyo Firma
oranlar
1/200 iF igin, 1/1000 Cell
Anti-GYS-1 Monoklonal WBgi in Signalling
¢ Technologies
_ 1/200 iF igin, 1/5000
Anti-PDGFR-B | Taysan WB icin
) Abcam
Anti-PDGF-BB Poliklonal 1/200 iF igin, 1/1000
WB igin
Anti-NG2 Tavsan Millipore
Anti-Glikojen . - Hitoshi
(ESG1A9) Hicre I/30 IF igin Ashida Lab
— kiltiiri Monoklonal
Anti-Glikojen | 15 jomast 1/200 iF igin Otto Baba
(ESG1A9) ¢ Lab
Anti-GFAP Tavsan Poliklonal 1/100 IF igin
- Abcam
Anti-S100 Fare Monoklonal 1/200 IF igin
Anti- ‘Aquaporin 1/200 IF igin, 1/1000 -
4°(AQP4) Fare WB icin Millipore
Anti-GLUT1 - 1/200 IF igin, 1/1000
Tavsan Poliklonal WB i¢in
Abcam
Anti-SOX9 1/200 IF igin
Cy3®Anti-aDKA 1/200 iF igin
Sigma
Anti-oDKA Fare 1/1000 WB i¢in
Anti-Klaudin 5 1200 {f,];‘?%nf 1/1000
Monoklonal o Zymed
Anti-Z0O-1 1/200 IF igin
Sican -
Anti-CD13 1/200 IF i¢in Acris
Anti Beta-Aktin Fare 1/7500 WB igin
Sigma
Anti BII-tubulin Tavsan Poliklonal 1/5000 WB i¢in
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Tablo 3.2. immiinofloresan ve Western Blot calismalarinda kullanilan

sekonder antikorlar ve Fab fragmanlar

Sekonder Antikorlar | | Hedef Poliklonal/ Ué/-gl;.L.llanan Uretici
ve Fab fragmanlar Y monoklonal rusyon Firma
oranlari
Alexa Fluor® 488 Tavsan/Fare Jackson
Alexa Fluor® 488 Fare (IgM) o I;gg;rré%
® 1¢in
Alexaclz:luztz@r 299 Tavsan/Fare Molecular
y Probes,
Cy3® Kegi Tavsan/Fare/ Poliklonal USA
Sican
‘Horseradish Tavsan/Fare 1/5000 WB Thermo
Peroxidase’ (HRP) i icin Scientific
‘AffiniPure F(ab'): Stok Jackson
Fragment Goat Anti- Fare soliisyonu Immuno
Mouse’ IgG + IgM (1/1) Research

Tablo 3.3. Kullanilan Cihazlar ve Sarf Malzemeler

Cihaz Ad1 Uretici Firma
Hassas Terazi Shimadzu-AUX220
Vorteks Niive-NM110

Mp Minipure Basic

Distile Su (ddH»0) Cihaz1

Tris tamponlu salin (TBS)

ThermoFisher
Sigma

Fosfat tamponlu salin (PBS)

OneTaq® Hot Start master mix

New England Biolabs
MyGene Series Peltier MG96G

‘Thermal Cycler’

‘MicroPlate’ Okuyucu

Tecan Infinite F50
Bandelin Sonopuls

Doku homojenizatorii-Sonikator

Dikey elektroforez cihazi

Apollo Instrumentation

Yatay elektroforez cihazi

Biorad

Yari-1slak transfer cihazi

Islak transfer cihazi
pH metre Thermo-Orion3Star
Kriyostat Leica-CM1100
Mikrotom Leica SM2000R
Santrifiij Hettich Mikro 22R
Santrifiij Niive NF 800R
Lazer Benekli Goriintiileme Thorlabs
AD Instruments

‘Non-invasive blood pressure (NIBP)’ dl¢iimii

AMS-Minor 612

Anestezi Stand1
Stereotaksik ¢erceve WPI
Elektrikli battaniye Kent Scientific
Floresan ve Isik mikroskobu Nikon- E600
Nikon SMZ 745T

Stereomikroskop

Konfokal Mikroskop

Leica TCS SP8
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3.4. intraserebroventrikiiler (isv) ve Intravitreal 1,4-dideoksi-1,4-imino-
d-arabinitol (DAB) Uygulamasi

Glikojen fosforilaz inhibitérii olan 1,4-dideoksi-1,4-imino-d-arabinitol
(DAB), KBB/KRB’ni gegmemektedir. Glikojen kullanimini kisitlamak amaciyla
anestezi altindaki farelere enjekte edilmek {izere hem retina ile hem beyin i¢in 0,25

M DAB soliisyonu steril serum fizyolojik i¢inde hazirlanmistir (204).

3.5. intraserebroventrikiiler (isv) 1,4-dideoksi-1,4-imino-d-arabinitol
(DAB) Enjeksiyonu

Fareler izofluran anestezisi altinda stereotaksik cerceveye yerlestirildikten
sonra sag veya sol lateral ventrikiillerine ulasacak sekilde orta noktasi bregmadan
0,15 mm arka, 0,7 mm laterale bir ‘burr hole’ agilmistir. Hamilton siringasi
yardimiyla 3,15 mm derinlige 10 dakikada ulasilmis, bes dakika igerisinde 0,25 M
(250 mM) DAB (0,75 uL iginde) 0,15 pl/dak hizla enjekte edilmistir (204) (Sekil
3.1). Enjeksiyon sonrasi bes dakika boyunca beklendikten sonra enjektor girilen
hizla ¢ikarilmistir. Orta hat deri insizyonu emilebilen 4-0 cerrahi dikis ipi ile

kapatilmistir. Cerrahi sonrasi fareler anestezi etkisi ortadan kalkana kadar 1sitict

battaniye iizerinde bekletilmistir.

A inferior serebral ven Olfaktsr bulbus B

Enjeksiyon
bélgesi

Serebellum \ —— ;o
/ Transvers sintis

|
\ ———Spinal kord

Sekil 3.1. intraserebroventrikiiler enjeksiyonun sematik gosterimi (Bregmaya gore; Anteroposterior
(AP) -0,15 mm, Mediolateral (8) +0,70 mm, Dorsoventral (205) 3,15 mm) (206). A. Tepeden

goriiniim. B. Koronal goriiniim.
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3.6. Gecici Fokal Serebral iskemi Modeli

DAB soliisyonunun isv enjeksiyonundan 30 dakika, 1, 3, 6, 9 ve 24 saat sonra
hayvanlar sakrifiye edilmistir. Intraserebroventrikiiler DAB enjeksiyonu sonrasinda
stereotaksik cerceveden ¢ikarilan farelerde gecici fokal serebral iskemi yapilmistir.
[zofluran anestezisi altinda sirtiistii pozisyonda yatirilarak boyuna orta hat cilt
insizyonu yapilmistir. Devaminda paratrakeal kaslarin diseksiyonu ile karotid
biflirkasyon ve internal karotid arter ortaya ¢ikarilmistir. Eksternal karotid arter
distalden ve ana karotid arter proksimalden 5-0 ipek siitiir ile baglanmistir. internal
ve eksternal karotid arter bifiirkasyonunun 1 mm proksimalinden mikro makas ile
arteria karotis kommunis insizyonu yapilmistir. Ucu sertlestirici (Xantropen M
Haereus Kulzer, Optosil®-Xantropen Activator, Bayer, Almanya) karisimi ile
kiintlestirilip kalinlastirilmis 8-0 filaman, a¢ilan insizyondan damar icine sokularak
internal karotid artere ilerletilmistir (Sekil 3.2). Filaman orta serebral artere dogru 10
mm kadar ilerletilip diren¢ hissedildiginde durulmustur. 2 saat iskemi sonrasinda ip
cekilerek rekanalizasyon saglanmistir. Rekanalizasyon sonrasi fareler anesteziden

ayilana kadar 37°C sicaklikta tutulmustur.

’ N
/- \
OSA /}‘ Ant. serebral a
\

\
Orta serebral a.

int. karotid a

f
Eks. karotida. *
/

Ortak karotid a. #
7/
7

Filaman

Sekil 3.2. intraluminal filaman modeli ile farelerde gegici fokal serebral iskemi modelinin sematik

gosterilmesi (207).

Immiinofloresan isaretlemeler icin fareler sakrifiye edilmeden 6nce yiiksek
doz (1 g/kg) Kkloralhidrat anestezi ile uyutularak 10 cc heparinli fizyolojik serum
ardindan 50 cc %4 paraformaldehit soliisyonu ile kardiyak perfiizyon 3-4 dakika

igerisinde hizlica gergeklestirilmis ve fareler dekapite edilerek beyinleri ¢ikarilmistir.
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Tiim beyinler 24 saat boyunca %4 paraformaldehit soliisyonunda bekletilmistir.
Ardindan sirasiyla %10, 20 ve 30 siikroz soliisyonlarindan gegirilerek
kryoproteksiyon  saglanmuistir. Mikrodamarlardaki ~ kasilmalarin  saymmui,
norogliovaskiiler diizeyde glikojen ve nodrovaskiiler iinite elemanlarinin gosterimi
icin 20, 50 ve 60 mikronluk frozen kesitler alinarak immiinofloresan isaretlemeler

yapilmustir.

3.7. Kalic1 Distal Fokal Serebral iskemi Modeli

Fareler stereotaksi ¢gemberine yerlestirildikten sonra kafa derisi agilip, ¢evre
dokulara zarar vermeden sag temporal kas disekte edilmistir. Zigomatik ark ile
skuamoz kemik kesisimindeki alan yiiksek hizli dril ile inceltilirken serum fizyolojik
ile sogutulmustur. Orta serebral arter (OSA) hatti inceltilmis kemik altinda goriiniir
hale getirilmistir. Sonrasinda distal OSA {izerinde kemikte bir yuvarlak delik (‘Burr
hole’) agilmistir.  Inceltilmis olan kemik, forseps yardimiyla ¢ikarilmistir. OSA ve
tizerindeki duramatere zarar vermemek icin dikkat edilmistir. Islem sirasinda ve
kemik kaldirildiktan sonra OSA iizerindeki alan 37°C yapay beyin-omurilik sivisi
(‘artificial cerebrospinal fluid’ (aCSF)’) ile yikanmistir. Bolgesel serebral kan akimi
OSA sulama alan1 olan inceltilmis parietal kemik bolgesinden lazer benekli kontrast
goriintiileme teknigi ile kaydedilmistir. Iskemi dncesi kan akim1 10 dakika boyunca
dengelendiginde, 0,3x1 mm? boyutundaki filtre kagidina emdirilmis olan %30’luk
FeClz duranin intakt kalmasina dikkat edilereck, OSA boyunca yerlestirilmistir.
Serebral kan akimi yaklasik 2 saat boyunca devamli olarak izlenmistir. Filtre kagidi,
lazer benekli kontrast goriintiileme ile serebral kan akiminin kesilmesine gore 3-10

dakika sonrasinda kaldirilmistir (208).
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Sekil 3.3. Distal OSA fizerine topikal FeCls uygulamasi. (A) %30’luk FeClz emdirilmis bir parca
(0.3x1 mm?) filtre kagidi (sar1 ¢izgiler) kraniyel pencere iizerinden distal OSA hatt1 boyunca
yerlestirilmistir. Duramater hasarlanmadan birakilmistir. (B) Tromboze OSA (kahverengi renk

degisimi) segmenti (formalin-fikse beyin). (208).

3.8. Lazer Benekli Kontrast Goriintiileme ile Kortikal Kan Akisinin

Incelenmesi ve Perfiizyon Haritasinin Olusturulmasi

Lazer Benekli Kontrast Goriintiileme i¢in cerrahi stereomikroskoba bagli bir
CCD (Basler 602F, Basler Vision Technologies, Ahrensburg, Germany) kamera ve
ozel olarak tasarlanmis yazilim (209) kullanilmistir. inceltilmis kafatasi, 6zel bir
lazer diyot (785 nm dalgaboyu, Thorlabs) ile stirekli aydinlatilmistir. Lazer benekli
kontrast goriintiiler deney boyunca her 10 saniyede 1 alinmis ve daha dnce literatiirde
belirtildigi gibi analiz edilmistir (209). Deney boyunca kortikal kan akimi ile ilgili
analizleri gerceklestirebilmek icin goriintiiler ImageJ v1.42q yazilimi tarafindan
goriintii sekanslart olarak yiiklenmis ve tiff” formatinda kaydedilmistir. Goriintiileri
olusturan her bir piksel {izerinde bulunan kontrast degerlerinin kortikal kan akisi ile
iligkilendirilebilmesi i¢in ¢oklu ‘#iff” dosyasinda bulunan her goriintii, yari-otomatize
MATLAB-Simulink® kodu kullamlarak  ‘inverse correlation time (ICT)’
Oncesi birka¢ gOriintliniin ortalamasi alinarak bazal bir goriintii olusturulmustur.
Deney sirasinda takip eden her bir ICT goriintiisiinii olusturan piksel degerleri, ilgili
bazal goriintliiniin degerlerinden ¢ikarilmis ve bazal goriintiiye boliinmiistiir. Bu
degerlerin ortalamalar1 alindiktan sonra her bir piksel i¢in elde edilen sonuclar, deney

stiresince ortalama yiizde degisikligi gostermekte olup bu degerlerden tek bir goriintii
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olusturulmustur. Ortalama kortikal kan akis1 degisimini haritalandirmak i¢in goriintii
olusturulmus ve bu goriintii renklendirilmistir. Ilgilenilen her bir alanda (‘Region of
Interest (ROI)’) ortalama ve standart sapma degerleri hesaplanmis, piksellerin

dagilimin1 gosteren histogramlar olusturulmustur.

3.9. Intravitreal DAB Soliisyonunun Enjeksiyonu

DAB serum fizyolojik i¢inde son konsantrasyonu 0,25 M olacak sekilde
hazirlandiktan sonra soliisyonunun 2 pl’si goze intravitreal yoldan (vitreus igine,
limbustan 1 mm uzaga) sag veya sol goze enjekte edilmistir (Sekil 3.4).
Enjeksiyonlarda goze en az hasari verebilmek i¢in 34 gauge Hamilton igne
kullanilmistir. Fareler enjeksiyondan 2 saat sonra sakrifiye edilmistir. Tiim retina
deneylerinde intravitreal 2 ul steril serum fizyolojik enjeksiyonu kontrol olarak

kullanilmstir (9).

3.10. Kalic1 Retinal iskemi Modeli

Farelerde retina iskemisi i¢in Demir (I11) Kloriir (FeCls) kullanilarak santral
retinal arter (SRA) okliizyonu yapilmistir. Cerrahi, cerrahi mikroskop altinda 4x—25x
bliyiitme kullanilarak yapilmistir (Carl Zeiss AG, Jena, Almanya). Optik sinir basi ve
SRA orbita igerisinde gozlendikten sonra %20 FeClz emdirilmis filtre kagidi (0,3 x 1
mm) SRA’i igeren optik sinir {izerine 3 dakika siireyle uygulanmustir (Sekil 3.4) (9,
208). Boylece FeCls uygulamasi damar igerisinde pihti olusumuna neden olarak
retinal kan akiminda azalmaya neden olmustur. Bu asamada SRA ve iizerindeki
duranin zedelenmemesine 6zen gosterilerek, ayni zamanda filtre kagidi ile siki bir
temas saglayacak sekilde SRA’nin yeterli bir sekilde ortaya ¢ikarilmasi saglanmistir.
Tiim deneylerde deney esnasinda retinal veya vitreal kanama olusan hayvanlar

calisma dis1 birakilmistir.
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Sekil 3.4. Goze intravitreal enjeksiyonun yapildig1 ve retinal iskemi i¢in FeClz uygulanan bolgelerin

(kirmiz1 piht1) sematik gosterimi ve deney sirasinda intravitreal enjeksiyonun gosterilmesi.

3.11. Lazer Benekli Kontrast Goriintiilleme ile Farede Sistolik Kan

Basmcinin Incelenmesi

Sistolik kan basincinin deney sirasinda monitdrizasyonu serebral perfiizyon
degisikliklerinin incelenmesi igin énemli bir parametredir (210, 211). Sistolik kan
basinci Olgiimleri literatiirde girisimsel ve girisimsel olmayan yoOntemlerle
gerceklestirilmektedir; ancak farede girisimsel olmayan yontemlerin yetkinligi
tartismalidir (212). Bu nedenle literatiirde ilk kez lazer benekli kontrasth
goriintiileme ile kuyruktan sistolik kan basinci 6l¢iilmiistiir. Lazer Benekli Kontrast
Goriintilleme i¢in cerrahi stereomikroskoba bagli bir CCD (Basler 602F, Basler
Vision Technologies, Ahrensburg, Germany) kamera ve 0zel olarak tasarlanmis
yazilim (209) kullanilmistir. Farenin kuyruguna uygun boyutta O6zel tansiyon
mansonu (ADInstruments) kuyruk proksimaline yerlestirilmis ve NIBP kontrolorii ile
manson istenildigi zaman sisirilmistir. Ozel bir lazer diyot (785 nm dalgaboyu,
Thorlabs) ile siirekli olarak aydinlatilan kuyruk kismi yer fistig1 yagi ile parlak hale
getirilmigtir. Lazer benekli kontrast goriintiiler deney boyunca her 1 saniyede 1
alinarak (1 Hz) 1 dakika boyunca kuyrukta bazal kan akisi goriintiilendikten sonra
manson sisirilmis, deney boyunca kuyruk kan akisi takip edilmistir. Kan akimi ile
ilgili analizleri gerceklestirebilmek icin goriintiiler Fiji (ImagelJ) yazilimi tarafindan
goriintii sekanslar1 olarak yliklenmis ve ‘7iff” formatinda kaydedilmistir. Damar

tizerinde yapilan zamansal kan akis1 dlglimleri ile mansondaki basing grafikleri st
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iste cakistirilmistir. Boylece kan akisinin kesildigi ve yeniden bagladigi noktalarda

basing degerleri dlgiilerek sistolik kan basinci degerleri elde edilmistir.

3.12.  GYS-1  “Nestin  Knock-Out’  (GYS-1NestinkO)  Earelerin

Genotiplenmesi ve Caprazlanarak Uretilmesi

GYS-1 ‘Nestin Knock-Out” (GYS-1NesUKO) genetigi degistirilmis fareler ilk
olarak IRB Barcelona arastirma enstitiisiinde Jordi Duran ve Joan J. Guinovart
tarafindan tiretilerek literatiire kazandirilmistir (24). Biitiin MSS’nde glikojen sentaz-
1 geni ve ilgili enzimi ifade etmeyen, bu genetigi degistirilmis ve uygun yabanil
(C57BL/6) kontrol fareler Hacettepe Universitesi Norolojik Bilimler ve Psikiyatri
Enstitiisiic Beyin Arastirmalari Laboratuvari’na bu enstitii tarafindan gonderildi.
Toplam 4 adet (2 adet disi, 2 adet erkek) gonderilen fareler asagida ayrintili olarak
anlatildig1 sekilde genotiplendirilmistir.

3.12.1. GYS-1nestinko Farelerin Uretilmesi

Nestin geni Onilindeki promoter bolgesi igerisinde ‘Cre’ rekombinaz enzimi
ifade eden ‘Nestin-Cre’ farelerle, Cre rekombinaz enziminin tamidigi ilgili ‘lox’
sekanslarinin GY'S-1 geni 6nii ve arkasina yerlestirildigi ‘conditional(con)’ farelerin
caprazlanmasi gerekmektedir. Caprazlandiktan sonra Cre rekombinaz ilgili ‘Jox’
sekanslarini taniyarak GYS-1 genini genomdan keserek ¢ikaracaktir. Bu durumda
yeni olusan allel ‘recombined(rec)’ olacaktir. Tarafimiza gonderilen 2 disi GYS-
peonrec Cre” genopinde olup, 1 erkek GYS-1¢""¢ Cre”", diger 1 erkek ise istenilen
GYS-1¢rec - Cre* genotipindedir.  Tlgili caprazlama sekil 3.5°te, farelerin

genotiplerine gére MSS’nde GYS-1 gen ifadesi tablo 3.4°te belirtilmektedir.



30

Tablo 3.4. Genotip ve GYS-1 gen ifadesi.

Biitiin viicutta GYS-1 gen ifadesi

Genotip Beyinde GYS-1 gen ifadesi
GY S condicond Cre-- Yabaml (GYS-1 +/+) Yabaml (GYS-1 +/+)
GYS1eondree Cre- Heterozigot (GYS-1 +/-) Heterozigot (GYS-1 +/-)
GYS1condree Cre*- Homozigot (GYS-1 -/-) Heterozigot (GYS-1 +/-)
rec/rec -/-
g\\((gireclrec:g;/- Homozigot (GYS-1 -/-)>Oliimciil
F GYScondrec Cre*- x GYS1condcond Cre-
3 oS Gre”
F, GY81condHrec Cre”' X Gys1cond;’rec Cre-f-
F, GYS19nd% Cre" | BYS1ndiee Cret- GYS1®nI"™ Cre- | GYSfeendieond Cro+-

GY% GYSX

Sekil 3.5. GYS-1NestinKO farelerin ¢aprazlanmasi, Sematik Goriiniim. FO: Ik nesil, F1: 1. nesil, F2: 2.

nesil, Carpi igareti: Biitiin viicut homozigot fareler (lethal) intraiiterin olarak 6lmektedir.

Bunun iizerine Jackson Laboratuvarlarinin onerdigi hizli DNA c¢ikarim
protokolii uygulanarak kulaklardan alinan 2 mm ¢apindaki dokulardan

genotiplenecek deoksiriboniikleik asit (DNA) ¢ikarilmustir.

3.12.2. ‘Polymerase Chain Reaction’ (PCR) ve Agaroz Jel Elektroforezi

ile Genotip Belirleme

Fareleri literatiire kazandiran ve tarafimiza gonderen grubun belirttigi
sekanslara uygun bir bicimde iiretilen primerler ile asagida belirtilen protokol
kullanilarak ‘Polymerase Chain Reaction’ (PCR) baslatilmistir. Her bir gen igin
primerler Tablo 3.5’te belirtilmistir.
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Tablo 3.5. Primer Sekanslari.

e "Forward’ primer 5' AGGGTCAAGTAGCGGTGTTG 3'
Conditional’ allel _

‘Reverse’ primer 5' TCAACTTCACAGGCAAAAACC 3'

Recombined allel "Forward’ primer 5' TGGAGCTGAGATCACTAAAGG 3
ccombinedafle ‘Reverse’ primer 5 TTGTGAGTGCTGAACGCCCTAC 3'
Cre allel "Forward’ primer 5' GCGGTCTGGCAGTAAAAACTATC 3'

re alle

‘Reverse’ primer 5' GTGAAACAGCATTGCTGTCACTT 3'

Her bir PCR; 2ul DNA, 1 ul ‘forward’ ve ‘reverse’ primer, 1 ul ‘master
mix’, 6 ul ddH2O ile toplam 20 pl karisim ile gergeklestirilmistir. PCR kosullar1 tablo
3.6’daki gibidir.

Tablo 3.6. PCR Kosullart.

Basamaklar Sicaklik Zaman
Baslangic Denatiirasyon 95°C 30 sn
Denatiirasyon 95°C 30sn
35 dongii Baglanma ‘Annealing’ 53°C 30 sn
Uzatma ‘Extension’ 68°C 1dk
Son uzatma 68°C 5 dk
Tutma ‘Hold’ 4°C

Farelerden alman DNA oOrnekleriyle bu kosullar altinda PCR
gerceklestirilmistir. Sonrasinda agaroz jel elektroforezi igin 1X Tris-baz, Asetat ve
EDTA (TAE) igerisinde %2 agaroz ve 0,2-0,5 pg/mL yogunlugunda olacak sekilde
ethidium bromiir (EtBr) 1sitilarak ¢oziinmiistiir. 5X TAE i¢in; 24,2 g Tris-baz, 5,71
mL asetat ve 10 mL 0,5 M sodyum EDTA 1 L ddH20O iginde ¢oziinmistiir. Jel

soguduktan sonra 6rnekler yiiklenmis ve 150 V ile 1 saat ylriitiilmustiir.

3.13. Histokimyasal ve immiinofloresan incelemeler

Retinada ve beyin dokusunda bulunan glikojen, histokimyasal bir boya olan
Periyodik Asit Schiff’in (PAS) doku kesitlerine uygulanmasiyla gosterilmistir.
Glikojen-damar duvari iliskisini gostermek amaciyla damarlar1 goriiniir kilan
‘Fluorescein’ 1isaretli ‘Lycopersicon Esculentum’ lektin ile PAS histokimyasal
isaretlemesi birlikte yapilmistir. Glikojen fosforilaz inhibitorii DAB uygulanarak

beyinde ve retinada glikojen kullanimi kisitlanmis ve kontrol farelerde
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norogliovaskiiler iinite elemanlarmin glikojenle arasindaki iliskiyi degerlendirmek
amaciyla ise PAS ile birlikte sirasiyla astrosit belirtecleri GFAP ve S100, perisit
belirteci olan PDGFR- ve glikojen sentaz-1 (GYS-1) enziminin immiinofloresan
isaretlemeleri gergeklestirilmistir. Bunun yani sira literatiirde belirtilen ancak ticari
olarak satig1 bulunmayan glikojenin immiinofloresan yontemlerle goriintiilenebilmesi
amaciyla iretilmis glikojen antikorlarindan ESG1A9’un temini i¢in Kobe
Universitesi’nden Prof. Dr. Hitoshi Ashida ile IV58B6 antikorunun temini icin
Tokushima Universitesi’nden Prof. Dr. Otto Baba ile iletisime gegilmistir. Kullanilan
glikojen belirleyici ESG1A9 ve IV58B6 antikorlari, Prof. Dr. Hitoshi Ashida ve Prof.
Dr. Otto Baba’nin tarafindan edilmistir. IV58B6 biitiin glikojen graniillerini,
ESG1A9 ise 30’dan biiylik yan zincirleri olan glikojen deposunu isaretlemek
amaciyla kullanilmistir (5) (Sekil 3.6).

ESG1A9 (ESG) IV58B6 (IV)
‘Q 0' ‘ﬁ 0' ‘0 0. ‘Q 0.
= o > - o - = o ] = o =
= - = o = =

Sekil 3.6. 1V58B6 ve ESG1A9 antikorlarinin baglandiklari glikojen molekiillerinin gematik gdsterimi
(Oe ve ark., Glia 2016’dan alinmistir). IV58B6 her bilyiikliikteki glikojen molekiiliine baglanirken

ESG1A9, 30°dan kiigiik yan zincirli glikojen molekiillerini tanimamaktadir.

‘Fluorescein” ve ‘Texas Red’ isaretli ‘Lycopersicon Esculentum’ Lektin
histokimyast beyin ve retina damarlarini goriintiilemek amaciyla kullanilmistir.
Astrositler GYS-1, GFAP-S100 ve SOX9, perisitler PDGFR-B, NG2, CD13 ve alfa-
diiz kas aktini (a-DKA), astrosit son ayaklar1 Aquaporin 4 (AQP4), ve GLUT],
endotelyal siki bileske ise klaudin-5 ve ZO-1 immiinofloresan isaretlemeleri ile
astrosit-perisit-endotel iliskisini norogliovaskiiler diizeyde gostermek amaciyla
gerceklestirilmistir. Kesitler %0,3 Triton-X igeren PBS ile oda sicakliginda 30
dakika boyunca inkiibe edildikten sonra PFA ile kapanmis antijen epitoplarinin geri
kazanimi amaciyla 80°C’ye 1sitilmigs 10 mM sodyum sitrat (pH: 6,0) ¢ozeltisinde 30
dakika boyunca bekletilmistir. Bu siire¢ sayesinde immiinofloresan isaretlemelerde

kullanilacak primer antikorlarla dokudaki antijenlerin etkilesimi kolaylagmuistir.
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Ozgiil olmayan boyanmalar1 engellemek icin kesitler %0,3 Triton-X igeren %1 sigir
serum alblimini, %10 normal ke¢i serumu (NGS) (%0,3 PBS-T/ %1 BSA, %10
NGS) ¢ozeltisiyle oda sicakliginda 1 saat boyunca bloke edilmistir. Kesitler %0,3
triton-X igeren fosfat tamponlu serum fizyolojikte (PBS) ¢6ziinen primer antikorlarla
+4°C’ de gece boyunca inkiibe edilmistir. Biitiin kesitler ile PBS 3 kez yikandiktan
sonra 9%0,3 triton-X igeren PBS igerisinde uygun floresan proteinlerle isaretli
sekonder antikorlar1 oda sicakliginda 90 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Kesitler
tekrar 3 kez PBS ile yikandiktan sonra, PBS igerisinde 1/200 oraninda ¢6ziinen
‘Fluorescein’ veya ‘Texas Red’ isaretli ‘Lycopersicon Esculentum’ Lektin ile
damarlarin incelenmesi amaciyla oda sicakliginda 4 saat boyunca isaretlenmistir. Son
olarak 3 kez PBS ile yikandiktan sonra kesitler ¢ekirdek goriintiilemesi igin 1/1000
oraninda Hoechst 33258 (Molecular Probes, ThermoFisher Scientific) igeren kapama

soliisyonu ile kapatilmistir.

3.13.1. Periyodik Asit Schiff (PAS) Histokimyasal Isaretlemesi

PAS  histokimyasal isaretlemesi  glikojeni  isaretlemek  amaciyla
gerceklestirilmistir. Beyin ve retina Kesitleri %0,3 triton-X igeren PBS ile oda
sicakliginda 30 dakika boyunca inkiibe edildikten sonra PFA ile kapanmis antijen
epitoplarinin geri kazanimi amaciyla 80°C’ye 1sitilmis 10 mM sodyum sitrat (pH:
6,0) ¢ozeltisinde 30 dakika boyunca bekletilmistir. Bu siire¢ hem hiicre igerisinde
bulunan glikojenin Schiff’s ajani ile histokimyasal tepkimeye girmesi hem de
immiinofloresan boyamalarda kullanilacak primer antikorlarla dokudaki antijenlerin
etkilesimini kolaylagtirmistir. Floresan sekonder antikorlarin Schiff’s ajaniyla ¢apraz
reaksiyon vermesi dolayisiyla PAS, immiinofloresan protokoliinden 6nce
gerceklestirilmistir. Bu nedenle doku kesitleri distile su igerisinde %0,5 oraninda
¢ozlinmiis periyodik asit ¢ozeltisinde (pH: 7,4) 10 dakika boyunca oda sicakliginda
okside edilmistir. Schiff’s ajaninin glikojen dis1 aldehit gruplan ile de tepkimeye
girmesi nedeniyle bu gruplarin bloklanmasi1 amaciyla kesitler distile su igerisinde
doyurulmus dimedon ¢ozeltisinde (pH: 7,4) 60°C’ de 20 dakika boyunca
bekletilmistir (213). Distile suda yikanan kesitler Schiff’s ajaniyla oda sicakliginda
15 dakika inkiibe edilmistir. Isitilmis distile suda 5 dakika boyunca bekletilerek PAS
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tepkimesi sabitlendikten sonra kesitler %0,3 triton-X igeren PBS igerisinde ilgili
primer antikorlariyla veya ‘Lycopersicon Esculentum’ Lektin +4°C’de gece boyunca
inkiibe edilmistir. Biitiin kesitler 3 kez PBS ile yikandiktan sonra %0,3 triton-X
iceren PBS uygun floresan proteinlerle isaretli sekonder antikorlar1 (1/200 oraninda)
oda sicakliginda 90 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Son olarak 3 kez PBS ile
yikandiktan sonra kesitler, ¢ekirdek goriintiilemesi i¢in 1/1000 oraninda Hoechst
33258 (Molecular Probes, ThermoFisher Scientific) igeren kapama soliisyonu ile

kapatilmistir.

3.14. Beyin ve Retinal Dokularda Western Blotlama ile Protein Analizi

Western Blotlama Protokolii, genel hatlariyla protein yogunluk 6l¢timii ve
ornek hazirlama, jele yiikleme ve yiiriitme, membran transferi, blokaj ve primer

antikor inkiibasyonu ve son olarak membran goriintiilemesi seklindedir (214).

3.14.1. Homojenizasyon ve Protein Yogunluk Ol¢iimii

Dokular elde edildikten hemen sonra buz iizerinde doku yas agirhig
soliisyonun %30’u olacak sekilde 1/100 proteaz (1x), 1/100 fosfataz inhibitdrii igeren
pargalama ve homojenizasyon tamponu RIPA (‘radioimmiinoprecipitation assay’)
icerisinde sonikatdr yardimiyla homojenize edilmistir. RIPA asagidaki tarife gore
hazirlanmis ve tek kullammmlik alikotlar halinde -20°C’de saklanmustir. 10 mL

tampon i¢in;

e 89,1 mg Sodyum kloriir (NaCl)

e 100 pL Triton-100-X

e 52 mg Sodyum deoksikolik asit (55)

e 333,5 uL Tris tamponu (pH= 8,0, 1,5 M)

e 50 uL %10 Sodyum Deodesil Siilfat (SDS)
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Ornekler tampon icerisinde homojenize edildikten sonra 2 saat buz iistiinde +4°C’de
bekletilmistir. Ardindan 6rnekler +4°C’de 14.000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilmis
ve siipernatan ayrilmistir. Pelletler yeniden protein elde edilmesi ihtimaliyle -
80°C’de saklanmistir. Beyin dokusu i¢in 1/100 ve 1/500, retinal dokulardan 1/20 ve
1/100’lik oranlarda distile su (ddH20) igerisinde c¢ozeltiler hazirlanmis ve bu
ornekler Pierce bikikiirinik asit (BCA) protein yogunluk Ol¢iim ydnteminde
kullanilmistir. 96 kuyucuklu plakalarda standart protein (BSA) Ornekleri ikili,
yogunluklar1 belirlenecek ornekler tiglii olarak 200 L BCA karigimina 25 pL ilgili
diliisyonlarda eklenmis ve 37°C’de 30-60 dakika inkiibe edilmistir. Sonrasinda 96
kuyucuklu plaka okuyucu yardimiyla spektrofotometrik olarak (560 nm filtre ile)
kuyucuklar igerisindeki protein yogunluklart Olglilmiistiir. Standart protein
yogunluklar1 yardimiyla ilgili 6rneklerin toplam protein yogunluklar1 diliisyonlardan

yola ¢ikilarak hesaplanmistir.

3.14.2. Ornek Hazirlama

Her bir kuyucuga yiiklenecek her bir retina ve beyin drneginde bulunmasi
gereken total protein miktarr, GYS-1 enziminin goriintiilenebilir en uygun miktarina

gore belirlenmistir.

e Yiiklenmesi gereken protein hacmi (nL) = Yiiklenmesi yeterli

toplam protein miktar1 (ug) / 6rnek toplam protein konsantrasyonu

(ng/uL)

Kuyucuga yiiklenecek toplam hacme uygun miktarda hazirlanmis Ornek
tamponu (sample buffer), %10 merkaptoetanol olacak ve yukaridaki formiile gore
hesaplanan 6rnek proteinini igerecek sekilde, distile su (ddH20) ile hedef hacme
ulagilmistir. Her bir ‘eppendorf’ masa basi santrifiij yardimiyla gevrilerek (‘spin
down’) tim bilesenlerin karismasi saglanmistir. ‘Eppendorf’lar igerisindeki 6rnekler
5 dakika 95 °C’ de kaynatilmigtir. Membran ve glikozile proteinlerinin yapisinin

korunmas1 ve elektriksel akimin uygulanmasi iizerine jelde uygun sekilde hareket
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edebilmesi amaciyla literatiirde oOnerildigi tizere 70°C’de 10 dakika 1sitma da

denenmistir. Ardindan 6rnekler jele yiiklenmek i¢in buz lizerine yerlestirilmistir.

3.14.3. Jele Yiikleme ve Yiiriitme

Omnekleri yiiklemek icin ticari hazir jeller (Bis-Tris velveya Tris-Glisin)
kullanilmigtir.  Yiriitme tamponu (MES/MOPS veya Tris-Glisin), ticari hazir
cozeltisi (20X) distile su ile 1X oranina seyreltilerek hazirlanmistir. Yiiriitme
tamponu elektroforez cihazinin igerisine dokiilmiis ve tamponun sizmadigina emin
olunduktan sonra yiiriitme tamponunun kalani cihazda belirtilen seviyeyi agsmayacak
sekilde yiiriitme cihazinin haznesine dokiilmiistiir. Jellerin kuyucuklart bir enjektor
yardimiyla temizlendikten sonra biiyiikliikleri bilinen protein merdiveni (‘ladder’) 7
nL olmak tizere tiim ornekler yliklenme siralamasi not edilerek jeldeki kuyucuklara
kiicik pipet yardimiyla yiiklenmistir. Gili¢ kaynagr 120 volt olacak sekilde

ayarlandiktan sonra 1,5 saatte yiirlitme bitirilmistir.

3.14.4. Transfer

Poliviniliden floriir (PVDF) membranlar 5 dakika %100 metanolde, ardindan
5 dakika distile suda (ddH20) bir karistirict (‘orbital shaker’) tizerinde bekletilmistir.
Transfer tampon karigimi hazirlandiktan sonra (%10 metanol, 1X transfer tamponu)
PVDF membran ve ‘Whattman’ kartonlar1 5-10 dakika boyunca bir karistirici
izerinde transfer tamponu igerisinde bekletilmistir. Yiirlitmenin bitimiyle iki plaka
arasinda bulunan jel ile standart ‘ladder’ solda kalacak sekilde transfer sandvigi
hazirlanmistir.  Sirastyla 1 tabaka slinger-Whatmann  kartonu-Jel-Membran-
Whatmann kartonu-1 tabaka siinger ile hazirlanan sandvi¢ transfer tamponu ile
1slatilarak hazirlanip yari-1slak veya 1slak transfer cihazina yerlestirilmis ve sirastyla
membran basina 120 mAmp veya toplamda 70 volt (V) olacak sekilde transfer
baslatilmistir. Transfer siiresi yari 1slak transfer icin 3,5 saat, 1slak transfer i¢in 2 saat
olup biiyiiklikleri bilinen protein seviyeleri islemin sonunda PVDF membran

tizerinde isaretlenmistir. Transfer etkinlikleri Ponceau boyasi ile membranda,
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Coomassie mavisi ile jelde bulunan proteinlerin isaretlenmesi ile incelenmistir (Sekil
3.7). Bu tez kapsaminda GYS-1N®"KO farelerde retinal GYS-1 ifadesi literatiirde ilk
defa incelenmistir. Hem glikojen sentaz enziminin hem de ¢ogu ndrogliovaskiiler
tinite ile iliskili, molekiiler agirligi fazla olan proteinlerin membrana tam olarak

gecisi sadece 1slak transfer ile miimkiin olmustur (Sekil 3.7).

v
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Sekil 3.7. Sol ve ortada Coomassie mavisi ile boyanan jeller. Solda, 1slak transfer sonrasi, ortada yari-
1slak transfer sonrasi jellerde transfer edilmeyen proteinlerin goriintiisii. Soldan saga sirasiyla 10-30-
50-100-200 pg protein (beyin dokusu) yiiklenmistir. Sagda 1slak transfer sonrasi Ponceau ¢ozeltisiyle

boyanan PVDF membran.

3.14.5. Blokaj ve Primer Antikor Inkiibasyonu

PVDF membranlar oda sicakliginda 1 saat blokaj karisiminda (TBS-Tween
(%0,1) igine hazirlanmis %5’lik yagsiz siit tozu) bir karistirict iizerinde
bekletilmistir. Sonra ilgili primer antikor TBS-Tween (%0,1) iginde hazirlanmis
%S5’lik BSA karisiminda ilgili oranda hazirlanmistir. Membranlar primer antikorda
+4°C gece boyu (12-16 saat) bir karistirict {izerinde inkiibe edilmistir. Primer antikor
inkiibasyonu sonrasit membranlar oda sicakliginda 3 kez 10’ar dakika boyunca TBS-
T ile bir karistirici lizerinde yikanmisg ve ardindan membranlar blokaj ¢ozeltisinde
hazirlanan uygun sekonder antikor i¢eren karigim ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe
edilmistir. Membranlar oda sicakliginda 3 kez 10’ar dakika boyunca TBS-T ile

yikanmustir.



38

3.14.6. Goriintiileme

Membranlar, sekonder antikor iizerinde bulunan ‘horseradish peroxidase’
(HRP) enziminin varliginda tepkime veren taze hazirlanmis elektro-kemoliiminesan
(ECL) (Pierce Biotechnologies Lumi-Phos ECL) karisimiyla 5 dakika inkiibe
edilmistir. Sonrasinda Kodak 4000MM Image Station cihazinda goriintiilenmistir.
Goriintiiler ilgili dosyaya kaydedilerek Image J programinda analiz edilecek ve bant
biyiikliikleri ‘integrated density’ olarak Olgiilerek ve yiikleme kontrolii olan B-Aktin
veya BIII-tubulin’e oranlanarak degerlendirilmistir. Kullanilan membranlar daha

sonraki kullanimlar igin seffaf poset dosyalar iginde +4°C” de saklanmustir.

3.15. Retinal Sindirme (‘Retinal Digest’) Hazirlanmasi

Deneyler sonrasinda yiiksek doz anestezi altindayken sakrifiye edilen deney
ve kontrol grubundaki farelerin gozleri 1 saat boyunca %4 paraformaldehit (PFA)
cozeltisinde fikse edilmistir. Daha sonrasinda soguk PBS icerisinde bulunan gozler,
retinal dokularin kurumamasina dikkat edilerek stereomikroskop (Nikon SMZ745T)
altina yerlestirilen bir plaka iizerinde diseke edilmistir. Ilgili retinal doku, optik sinir

baglantist disinda herhangi bir sekilde kesi yapilmadan ¢ikarilmistir.

Cikarilan retina galkalayict lizerinde 500 pL filtrelenmis (45 um’lik) ddH20
icerisinde doku bozulmasi baslayana kadar oda sicakliginda orbital calkalayici
tizerinde bekletilmistir. Bu sirada %2,5 tripsin, (0,2 M Tris, pH:7,4) olarak
hazirlanmig ¢ozeltiden 200 puL 37°C’de 1sitilmis ve kuyucuga eklenerek retinal
dokunun sindirilmesi saglanmistir. Doku yeterli sindirme saglaninca ddH20 igerisine
alinmigtir. Retina stereomikroskop altina yerlestirilmis ve retinal damarsal ag P1000
pipet uglart ve ucu kivrik forsepsler yardimiyla damar dis1 biitlin dokulardan
arindirilarak ortaya ¢ikarilmistir. Sonrasinda retinal damarsal ag, pipet uglarn
yardimiyla poli-L-lizin kapli lamlarin {izerine alinmistir. Kuruduktan sonra ilgili
histokimyasal (PAS) ve/veya immiinohistokimyasal caligmalar gergeklestirilmistir.

Biitiin protokol literatiirdekine benzer sekilde diizenlenmistir (215).
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Sekil 3.8. Retinal sindirme protokoliiniin sematize edilmis hali (215).

3.16. Beyin ve Retinal Dokularin Gériintiilenmesi

Beyin ve retinal dokular, inceleme ve degerlendirmeler amaciyla floresan
eklentili 151k mikroskobunda (200x-400x, Eclipse E600, Nikon Instruments Inc.,
Japan) ve lazer taramali konfokal mikroskobunda (Leica SP8, Germany)
incelenmistir. Goriintiilerin eldesi ve olglimler i¢in ‘Image analysis software” (NIS

Elements, Version 3.22, Nikon Instruments Inc., Japan, Leica SP8) kullanilmistir.

3.17. Beyinde ve Retinada Mikrodamar Kasilmalarinin ve PDGFR-f
Pozitif Perisitlerin Sayim

Damarlarmn takip ve kesim yontemlerinden etkilenmesi nedeniyle ve daha
uzun damar parcalarin1 elde edebilmek, mikrodamarlardaki kasilma sayimlarini
yansiz bir sekilde degerlendirmek ve sayabilmek amaciyla beyin kesitlerinde semi-
stereolojik ¢alisma gergeklestirilmistir. Beyinler daha 6nce belirtildigi gibi takip
edildikten sonra OSA sulama alanin1 kapsayacak sekilde (ilk 1 mm’den itibaren 6.
mm’ye kadar toplamda 5 mm), her beyinden 50 pm kalinliginda 100 koronal kesit
elde edilmistir. Bu semi-stereolojik c¢alisma, her 10 kesitten birinde, toplamda 10
beyin kesitinde yapilmistir (Sekil 3.9). Bu kesitlerde, ‘fluorescein’ isaretli lektin, anti
PDGFR-B ve Hoecsht 33258 (Molecular Probes, ThermoFisher Scientific) ile

sirastyla damar, perisit ve ¢ekirdekler isaretlenmistir. Sayimlar 40x biiylitme altinda,
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ilgili alan (disektdr) 240x160 pm? ve disektdrler arasi uzaklik 1000x1200 pm? olacak
sekilde gergeklestirilmistir. Koronal kesit alim1 sirasinda olusabilecek doku hasarinin
sayimlar1 etkilememesi amaciyla ilk ve son 5 um kahnlik degerlendirilmemistir.
Boylece, her bir disektor alaninda incelenen kesit kalinligt 40 pum olarak
belirlenmistir. Her beyinde her bir hemisfer icin 10 adet 3 boyutlu disektor hacmi
(40x240x160 um®) incelenerek caplar1 9 pm’den kii¢iik olan mikrodamarlardaki
kasilmalar ve PDGFR-B pozitif perisitler sayilmistir. Her bir hemisfer i¢in sayim
yapilan toplam alan 3,84 mm?’dir. Biitiin parametreler retinal mikrodamar kasilma
sayimlar1 i¢in de ayni olup sayimlar biitiin retinada gerceklestirilmistir. Olgiim

yapilan toplam alan hesaplanmus, kasilma sayimlart mm? cinsinden ifade edilmistir.

Lubjuhn ve ark. Dziennis ve ark.
J. Neurosci. Meth. 2009 Sci.Rep. 2015

FTAWL

intraserebroventrikiiler “
(isv) enjeksiyon

The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates,
George Paxinos & Keith Franklin, 3rd Edition

Sekil 3.9. Sol iistte fare beyni sagittal kesitin sematik goriiniimii. Siyah cizgiler, dérneklemenin
yapildig1 koronal kesitlerin koordinatlarmi gostermektedir. Ust ortada érneklem yapilan koronal
kesitlerden birinde sayim yapilan disektdrlerin sematik gériiniimii. Kutularm boyutlar1 240x160 pm?
olup mavi kutular sayimlarin yapildig1 bélgeleri gostermektedir. Sag tstte distal OSA iskemisi sonrasi
etkilenen hacmin sematik gorinimi (216, 217). Orta ve altta semi-stereolojik ¢aligmanin
gergeklestirildigi  koronal kesitlerin - sematik  gériinlimii. Orta sagda intraserebroventrikiiler
enjeksiyonlarin gergeklestirildigi koordinatlarla uyumlu koronal kesitin ve Hamilton enjektoriiniin

sematik goriinimil.
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3.18. Mikrodamar Cevresinde Kasilma ve PAS ile Isaretlenen Glikojene

Ozgii Sinyalin Ol¢iimii

Mikrodamarlarin yiizeyi lizerindeki glikojen 6l¢limii i¢in OSA sulama alanini
kapsayacak sekilde (ilk 1 mm’den itibaren 6. mm’ye kadar toplamda 5 mm), tiim
beyinden 50 pum kalinliginda 100 koronal kesit igerisinden 1/10’u secilmistir.
Yukarida belirtilen PAS ve lektin histokimyasal isaretleme yontemleri ile bu
kesitlerde glikojen ve damarlar belirlenmistir. Daha sonra her bir beyin kesitinde 360
x 240 um biiyiikliigiinde her bir kortikal alandan 4-6 disektor alinarak her bir kesit
disektor teknigi ile 6rneklenmistir. Bu 6l¢iimler i¢in daha once laboratuvarimizda
olusturulan yazilimin ilk 6nce mikrodamarlar1 ve yesil renkli floresan kanaldaki
herhangi bir daralmay1 belirledigi yar1 otomatik bir bilgisayar rutini kullanilmistir (9)
ve daha sonra parlak alan kanalindaki se¢ilmis mikrodamarlar iizerindeki glikojen
seviyeleri (ortalama parlaklik) belirlenmistir. Son olarak, yukarida belirtildigi tizere
DAB enjekte edilen, iskemik, iskemik olmayan dokularda mikrodamar g¢evresinde

glikojene 6zgii sinyal incelenmistir.

3.19. Iskemik Beyin Kesitlerinden iskemik Doku Hacminin Ol¢iimii

Semi-stereolojik ¢alisma i¢in elde edilen her bir kesit erken donemde enfarkt
bolgelerinin daha 1iyi anlasilmasi icin PAS ve Nissl boyanmistir. Her iki
histokimyasal isaretleme enfarkt alanini ve demarkasyon hattin1 goriintiileme
agisindan degerlendirilmistir. Literatiirde belirtildigi gibi Nissl ile isaretlenen Kesitler
Faz kontrast mikroskobunda, PAS ile isaretlenen kesitler 1s1tk mikroskobunda
degerlendirilmistir. Ayni kesitlerin bu ¢alismalarda elde edilen goriintiileri Sekil
3.10°da gosterilmektedir. Enfarkt alan1 6l¢imii i¢in bu iki yontem arasinda herhangi
bir farklilik goézlenmemesi iizerine biitiin degerlendirmeler PAS ile isaretlenen

kesitlerde gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.10. GYS-1NeKO hayvanlarda 2 saat kalict distal OSA iskemisi sonrasi Nissl ve PAS
histokimyasal isaretlemesi. Solda faz kontrast ile goriintiilenen Nissl isaretlemesi, sagda 11k
mikroskobu ile goriintiilenen PAS isaretlemesi. Kirmizi noktali isaretlenen alan iskemik enfarkti

gostermektedir.

Her bir enfarkt hacmi bolimler arasindaki mesafeyle kesit tizerindeki enfarkt
alan1 carpilarak hesaplanmistir. Lezyonlu Kesitlerin enfarkt hacimleri, kontrol
hemisferlerdeki alanlara gore oranlanarak iskemi sonrasi dokudaki sisme etkisi

azaltilmaya caligilmistir (218). Boylece;

e Diizeltilmis Enfarkt hacmi = Vhesaplanan enfarktX(V Kontralateral/ Vipsilateral)

e Yiizde enfarkt = Venfarkt / Viotal beyin X100

®  Vikontralaterat = OSA iskemisi yapilmayan kars1 hemisferin toplam
hacmi

®  Vipsilateral = OSA iskemisi yapilan hemisferin toplam hacmi

o V¢ ~dx Y Akontralateral, VL ~ d X D Alipsilateral

e d = kesitler arasindaki mesafe

® Y Akontralateral = OSA iskemisi yapilmayan karsi hemisferin toplam
alan

® > Ajpsilateral = OSA iskemisi yapilan hemisferin toplam alani
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3.20. Beyinde ve Retinada Mikrodamar Yogunlugunun

Degerlendirilmesi Amaciyla Mikrodamar Dallanmalarinin Sayim

Mikrodamar dallanmalarmin sayimi i¢in OSA sulama alanin1 kapsayacak
sekilde (ilk 1 mm’den itibaren 6. mm’ye kadar toplamda 5 mm), tim beyinden 50
pm kalinliginda 100 koronal kesit igerisinden 1/10’u seg¢ilmistir. Mikrodamarlar
Lektin histokimyasal isaretleme yontemleri ile belirlenmistir. Daha sonra her bir
beyin kesitinde 360 x 240 um biiyiikliigiinde her bir kortikal alandan 4-6 disektor
aliarak her bir kesit disektor teknigi ile orneklenmistir. Lazer taramali konfokal
mikroskobunda kesit kalinligi boyunca taranmis ve sonrasinda bu goriintiiler
maksimum floresans yogunluguna gore Fiji (ImagelJ) kullanilarak iist iiste
cakistirilmistir. Bu goriintiiler lizerinde her bir mikrodamar segmentinin dallandigi

noktalar 240 x 160 um boyutundaki alanda manuel olarak sayilmistir.

3.21. istatistiksel Yontemler

Sonuglar ortalama =+ standart hata olarak verilmistir. Degerlerin normal
dagilim gosterdigini degerlendirmek i¢in ‘Sharipo-Wilk’ testi, dagilimin histogramu,
varyasyon Katsayisi, ‘Detrended plot’ ve basiklik/sivrilik (‘Skewness/Kurtosis’)
testleri yapilmistir. Mikrodamar kasilma sayimlari, perisit sayimlari, beyin kan akimi
degisimi yiizde degerleri i¢in her iki grup arasi farklar1 degerlendirmek i¢in ‘Mann-
Whitney U’ testi kullanilmistir. Kuyruktan lazer benekli kontrastlanma goriintiileriyle
Olgiilen deney Oncesi ve sonrasi sistolik kan basincit degerleri arasi farklar
degerlendirmek i¢in ‘Wilcoxon signed rank’, gruplar arasi farklar1 degerlendirmek
icin ‘Mann-Whitney U’ testleri kullanilmistir. Mikrodamar dallanma sayimlari
sonucunda farklar1 degerlendirmek i¢in tek yonli ‘Analysis of Variance (219)°, her
iki grup aras1 farklar1 degerlendirmek icin ‘Students’ t-testi’ uygulanmistir. p<0,05
degeri istatistiksel olarak 6nemli kabul edilmistir. Biitiin testler i¢in IBM SPSS 23

istatistiksel analiz programi1 kullanilmistir.
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4. BULGULAR

flk olarak beyinde glikojen iiretimi genetik olarak bozuk olan GYS-1Nestinko
transgenik farelerde deneyler yapilmistir. Ayrica bu transgenik farelerin - MSS’nin
uzantisi olarak kabul edilen- retinalarinda da glikojen kullanim bozuklugunun olup
olmadig1 arastirtlmistir. EK olarak hem retina hem de beyinde mikrodolasimlari ve
kan beyin bariyeri 6zellikleri ile ilgili detayli aragtirmalar bulunmadigi i¢in (24) bu

Ozellikleri de detayli olarak arastirilmistir.

4.1. GYS-1NestinKO ye GY S-1Heterozigot Farelerde Glikojen Sentaz-1 (GYS-1)

Beyinde Bulunmamaktadir ve Retinada Azdir

Fareler yontemler kisminda anlatildigi sekilde genotiplendikten sonra beyin
ve retinal GYS-1 diizeylerini belirlenmek {izere sakrifiye edilmis, bir grup
immiinofloresan igaretlemeler (n=3) i¢in, diger bir grup Western blotlama (n=3) i¢in
ayrilmistir. Birinci nesildeki (F1) dogan yavrularda gerceklestirilen PCR ve agaroz
jel elektroforezi sonuglart Sekil 4.1’de gosterilmektedir. Yontemler kisminda
belirtildigi gibi ‘con’, rec’ ve ‘cre’ pozitif (GYS-1°"", Cre”*) olan fareler GYS-
ANestinkO 5lup deneyler bu farelerle yapilmustir.

Conditional (con) Recombined (rec) Cre

100 200 400 500 €00 700 800 100 200 400 500 €00 700 800 100 200 400 500 600 700 800

372bp

Sekil 4.1. Birinci nesildeki farelerde, 1. nesil (F1) ilgili “con”, “rec” ve “cre” genlerine yonelik PCR
sonrast jel elektroforezi UV goriintillemesi. Hayvanlar 100, 200, 400, 500, 600, 700 ve 800 olarak
kodlanmustir. Ornegin bu PCR analizinde 100, 500 ve 700 kodlu fareler GYS-1NestinkO glarak

saptanmuistir.

Bunun {izerine oncelikle yabanil kontrol farelerin beyin kesitlerinde anti-
GYS-1 antikoru kullanilarak immiinofloresan c¢aligmasi gergeklestirilmistir (n=3).

Boylece GYS-1 proteininin damar ¢evresinde daha yogun olmak iizere bulundugu
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gbzlenmistir (Sekil 4.2. oklar: mikrodamar c¢evresinde GYS-1 proteini). Sonrasinda
GYS-1Heterozigot e GYS-1NesinKO  farglerde  anti-GYS-1 ile immiinofloresan
calismalar1 gergeklestirilmistir (n=3). Heterozigot transgeniklerde GYS-1 ifadesinde
belirgin azalma gozlenirken GYS-1N*""KO farelerde literatiirde belirtildigi gibi
beyinde GYS-1 isaretlenmesinin ¢ok azaldigi (24), neredeyse gozlenmedigi
saptanmustir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2, C57BL/6 yabanil, GY S-1Hetrozigot yg GYS-1NestinkO fare heyinlerinde anti-GYS-1 antikoru ile
immiinofloresan isaretlemesi. GYS-1 (kirmizi) ve damarlar Lektin (yesil) ile isaretlenmistir. Oklar
mikrodamarlarin g¢evresinde daha yogun olmak iizere GYS-1 proteinini gostermektedir. GYS-
1Heterozigot farelerin beyninde GYS-1 proteininde belirgin azalma gozlenmistir. GYS-1NesiKO farelerde

GYS-1 isaretlenmesi bulunmamaktadir. Olgek: 10 pm.
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Retinada GYS-1 ifadesi dnce yabanil kontrollerde sonra heterozigot ve GY'S-

1NestinkO transgeniklerde immiinofloresan yontemlerle incelenmistir (Sekil 4.3).

Glikojen Sentaz-1
(GYS-))

Sekil 4.3. C57BL/6 yabanil, GYS-1Heterozigot ye GYS-1NestinkO fare retinalarinda anti-GYS-1 antikoru
(kirmiz1) ile immiinofloresan ve damarlar Lektin (yesil) ile isaretlenmistir. C57BL/6 yabanil fare
retinasinda GYS-1 yaygin bigimde -muhtemelen Miiller hiicrelerinde- sitoplazmik olarak
gozlenmektedir. GYS-1Heroziot fare retinasinda GYS-1 azhigr gdzlenmektedir. GYS-1NeUKO fare
retinasinda ise GYS-1’in az bir miktar olsa da bulundugu gozlenmektedir. Oklar GYS-1NestnkO fare

retinasinda var olan GYS-1 pozitif hiicreleri ifade etmektedir. Olgek: 10 um.
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Bu incelemeler sonucunda GYS-1N®UKO  farelerin retinalarinda GYS-1
proteininin anlamli diizeyde azalsa da beyinde oldugu gibi tamamen ortadan
kalkmadigr bulunmustur (Sekil 4.3). Bunun iizerine yabanil kontroller, GYS-
pHeterozigot - Gy S NestinkO farelerin beyin, retina ve karaciger dokularinda Western
blotlama yapilmistir (n=3). Transgenik farelerde karaciger dokusunda GYS-1 ifade
edildigi bilindiginden karaciger dokulari transgenik farelerin kendi i¢ pozitif
kontrolleri olarak degerlendirilmistir (24). Oncelikle yabanil ile GYS-1NestKO fareler

karsilastirilmistir (Sekil 4.4).

Yabanil (C57BL/6) GYS-1NestinKO

GYS-1

GYS-1NestinKO GYS-1Heterozigot

GYS-1

Sekil 4.4, GYS-1NestinkO g GY S-1Heterozigot fareler genotiplendikten ve iiretildikten sonra transgenik ve

C57BL/6 yabanil kontrol farelerin beyin, retina ve karaciger dokularmnda GYS-1 proteini yari-1slak
transfer kosullarinda gerceklestirilen Western blotlama yontemi ile incelenmistir. Beta-aktin yiikleme
kontrolii olarak kullanilmistir. Beyin i¢in 20 pg, retina ve karaciger igin 40 ug protein yiiklenmistir
(n=3, 2 tekrar).
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Gergeklestirilen Western  blotlamalarda  GYS-1NeUKO  transgeniklerde
beyinde GYS-1 proteininin tamamen ortadan kalktigi, retinal GYS-1’in azaldigi
ancak tamamen yok olmadigi gozlenmistir. Bunun yanmi sira heterozigot
transgeniklerde ise hem beyin hem de retinal GYS-1 ifadesinde belirgin diisiis
izlenmektedir (Sekil 4.4). Hem immiinofloresan bulgularimiz hem de GYS-1NestinkO
fareden elde edilen iki retinanin farkli diizeyde GYS-1 ifade ettiginin gézlenmesi
tizerine Western blotlama tekniginde sorunlar olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bunun
izerine retinay1 c¢ikartirken hem koroideal doku bulasimi engellemek hem de
yiiklenen biitiin proteinlerin PVDF membrana gecisini saglayabilmek amaciyla
retinal dokular soguk ‘Hank’s Balanced Salt Solution’ (HBSS) igerisinde
stereomikroskop altinda elde edilmis ve Western blotlama 1slak transfer kosullari ile
gerceklestirilmistir (yontemde belirtildigi gibi). Bu sekilde gerceklestirilen Western

blotlama sonuglar1 Sekil 4.5°te gosterilmistir.

Yabanil

(C57BLI/6) GYS-1NestinKO

- GYS-1
ol 9 4P Beta-aktin

Sekil 4.5. GYS-1NestnKO fareler genotiplendikten ve iiretildikten sonra transgenik ve kontrol farelerin
retina dokularinda 1slak transfer kosullarinda gergeklestirilen Western blotlamada GYS-1 ifadesi,

Beta-aktin yiikleme kontrolii. Retina i¢in 10 pg protein yiiklenmistir.

Bu incelemeler ile GYS-1N*t"KO  farelerin beyinlerinde GYS-1 ifade
etmedigi, retinalarinda (immiinofloresan n=3, Western blotlama n=2) ise az diizeyde
ifade ettigi gozlenmistir. Boylece literatiirde ilk olarak bu transgenik farelerde

glikojen eksikligi modelinde retinanin da kullanilabilecegi diistiniilmiistiir.
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4.2. Peri-Mikrovaskiiler Glikojenin Uretilemedigi (GYS-1NestinkO) veya Glikojen
Kullamminin Engellendigi (Glikojen Fosforilaz Inhibitérii 1,4-Dideoksi-1,4-
Imino-D-Arabinitol (DAB) Enjeksiyonu) Durumlar Beyin ve Retina

Mikrodamarlarinda Kasilmaya Neden Olur

Glikojenin norogliovaskiiler diizeyde etkileri hem beyinde hem de retinada
incelenmistir. Bu amagla, oncelikle mikrodamar kasilmalarinin degerlendirme
kriterleri belirlenmis, sonrasinda glikojen dongii fizyolojisi hem farmakoloijk hem de
genetik olarak bozularak mikrodamar kasilmalari ve ndrogliovaskiiler diizeyde
etkilenmeler incelenmistir. Mikrodamar kasilmalarinin dokunun perfiizyonuyla yakin
iligkili oldugu bilinmektedir. Beyin ve retina mikrodamarlarinda kasilmalarin
degerlendirilmesi ve niceliksel incelenmesi amaciyla sayim kriterleri literatiirdekine

benzer sekilde belirlenmistir (9):

e Damarlar Lycopersicon Esculentum Lectin (220) ile isaretlenmelidir.

e Damarlarin ¢aplar1 9 um’den kiiciik olmalidir.

e Kasilmalar, devam eden mikrodamar pargasinin (segment) Oncesi ve
sonrasina gore en az %20 daralan yerler olmalidir.

e Kasilmalar arasinda en az 1 perisit ¢ekirdegi boyutunda (~10 um) uzaklik

olmalidir (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. ‘Fluorescein’ isaretli Lektin (yesil) ile isaretlenmis mikrodamarlarda kasilma olarak

degerlendirilerek sayima katilan kasilmalardan &rnek goriilmektedir (oklar). Olgek: 20 pum.
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4.2.1. GYS-1NestinkO Farelerde Beyin Mikrodamar Kasilmalar1 Yabanil
(C57BL/6) Kontrollerden Daha Fazladir

Beyinde DAB ile mikrodamar kasilmalar1 sayimindan sonra GYS-1Nestinko
fareler ve yabanil C57Bl/6 kontrollerde bu kasilma sayimlar1 yapilmistir. GYS-
INestinkO - farelerin yabanil kontrollere gore daha fazla mikrodamar kasilmasi

gosterdigi bulunmustur (Sekil 4.7, p=0,012).
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50

C57Bl/6
Yabanil

GYS-1NestinKO

Sekil 4.7. Damarlar lektin ile isaretlenmis ve mikrodamar kasilmalar1 sayilmistir. Yabanil kontrol ve
GYS-1NestinkO hayvanlarda ortalama kasilma sayisy/mm? + standart hata seklindedir (n=3). *p<0,05,
‘Mann-Whitney U test’.

GYS-1NesNKO transgenik farelerin beyinlerinde kapiller yogunlukta belirgin
bir azalma gozlenmistir (Sekil 4.8). Bu nedenle kapiller yogunlugu o6lgme
yontemlerinden biri olan kapiller dallanma noktalarinin sayimi literatiirde belirtildigi

bicimde (221) gergeklestirilmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Yabanil C57BL/6 (iist sol) ve GYS-1NesinKO (jist sag) farelerin beyin kesitleri (50 um)
damar isaretleyici lektin (yesil) ile isaretlenmis ve kapiller dallanmada azalma gézlenmistir. Olgek: 20
pm. Lektin ile isaretlenmis mikrodamarlarda kapiller dallanma noktalar1 sayilmigtir (alt). Yabanil
kontrol ve GYS-1NesinKO hayvanlarda sayimlar sag ve sol hemisfer olmak iizere ve OSA alam
igerisinden toplamda 4-6 alan alinmak iizere n=3 farelerde gerceklestirilmistir. Ortalama degerler

kapiller dallanma sayisi/mm3 x 10 + standart hata seklindedir (221). ***p<0,001, ‘Student’s t-test .

Bu sekilde GYS-1N®"KO farglerin beyinlerinde kontrollere gére cok daha az

kapiller dallanma mevcuttur (Sekil 4.8, n=3, p<0,001).
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4.2.2. intraserebroventrikiiler  1,4-Dideoksi-1,4-imino-D-Arabinitol

(DAB) Enjeksiyonu Beyin Mikrodamarlarinda Kasilmaya Neden Olur

Beyinde DAB enjeksiyon konsantrasyonu literatiirde intrahippokampal
enjeksiyonda (7) kullanilan doza gore hesaplanmis (204) ve iki doz denenmistir.
Yiiksek doz (0,50 M) uygulandiginda fareler enjeksiyondan 35-40 dakika sonrasinda
Olmislerdir (n=2), bunun {izerine isv DAB enjeksiyonlar1 0,25 M dozda
gerceklestirilmistir. Isv enjeksiyonun etkisini ortadan kaldirabilmek amaciyla bir
diger grup hayvana da DAB’1n ¢6ziiciisii olan steril serum fizyolojik enjeksiyonlari
(valanci uygulama) gergeklestirilmistir (n=3). Asagida yalanci uygulama ve 0,25 M
DAB (isv) enjekte edildikten 1 saat sonra sakrifiye edilen hayvanlarin ‘Fluorescein’
isaretli lektin ile damarlarn isaretlenmis beyin kesitlerinden 6rnek goriilmektedir
(Sekil 4.9). Kontrol beyinde ise muhtemelen doku takibi sirasinda olusan az sayida
kasilmalar ve serum fizyolojik enjeksiyonunun yarattig1 travmanin etkisi ile olusan
kasilmalar olarak gozlenmistir. Ancak DAB (isv) enjeksiyonu ile mikrodamarlarda

kasilmalarda belirgin artis oldugu Saptanmistir (Sekil 4.9).

Sekil 4.9. Kontrol ve DAB isv enjekte edilmis beyinlerden alinan kesitler Lektin ile isaretlenmistir.

DAB uygulamasi ile mikrodamar kasilmalarinda artis (oklar) gdzlenmektedir. Olgek: 20 pm.

Beyinde bu mikrodamar kasilmalari manuel semi-stereolojik c¢alisma ile
sayillmistir. Bu sayimlarda DAB enjeksiyonu sonrasi degisik zaman noktalari, 1SV
enjeksiyonun gerceklestirildigi (ipsilateral) ve karsi hemisferler (kontralateral) goz
oniinde bulundurularak gergeklestirilmistir. Oncelikle DAB enjeksiyonunun antero-
posterior eksende beyin mikrodamarlarinda neden oldugu kasilma incelenmistir.
DAB soliisyonunun 1 saat sonrasinda mikrodamarlarda yaygin bir bi¢imde kasilmaya

neden oldugu gosterilmistir (Sekil 4.10). Amacimiz OSA iskemisi sonrasi ortaya
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cikacak degisiklikleri de arastirmak oldugu igin kasilmalar orta serebral arter sulama
alan1 boyunca sayilmistir. Bu kasilmalar enjeksiyonun gercgeklestirildigi bolgeye
yakin alanlarda belirgin sekilde daha fazla miktarda gibi goriinse de (anteroposterior
2-3 kesitler, 1,5-2 mm anteroposterior) istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmamistir (n=3, p=0,3). Bu da bize DAB’mn etkisinin enjeksiyon yerinden

yayilarak ortaya ¢iktigini gostermistir.
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Sekil 4.10. Isv DAB uygulanmus fareler 1 saat sonra sakrifiye edilmistir. Elde edilen kesitler damar
isaretleyici lektin ile isaretlenmistir ve mikrodamar kasilmalart sayilmistir. Enjeksiyonun
gergeklestirildigi (ipsilateral) ve karst hemisfer (kontralateral) ayr1 ayri1 olmak tizere kesitler 1-6 mm
anteroposterior olacak sekilde diizenlenmistir. Ortalama kasilma sayimlari/mm? + standart hata
seklindedir (n=3). Steril serum fizyolojik (isv) uygulanmig kontrol beyinler 1 saat sonra sakrifiye
edildikten sonra elde edilen kesitler damar isaretleyici lektin ile isaretlenmistir ve mikrodamar

kasilmalar1 sayilmistir. Ortalama kasilma sayimlari/mm? + standart hata seklindedir (n=3).
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Steril serum fizyolojik soliisyonunun iSV uygulamasindan (n=3) 1 saat
sonrasinda OSA sulama alan1 boyunca mikrodamarlarin DAB soliisyonuna gore ¢ok
daha az sayida kasildigi gosterilmistir (Sekil 4.10). Bu kasilmalar bolgelere gore
incelendiginde istatistiksel olarak fark saptanmamustir (p=0,67). Enjeksiyonun
gerceklestirildigi hemisfer ile kontralateral hemisfer arasinda mikrodamar kasilmalari
bakimindan anlamli bir fark gézlenmemistir (p=0,28). Bu analizlerden sonra isv
DAB sonrasinda gegen zamana gore mikrodamar kasilmalarinda gergeklesen degisim
incelenmeye ¢alisilmistir. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda DAB’in yarilanma omrii 6
saat olarak belirlenmistir (222). Ancak literatiirde DAB sadece bir ¢alismada beyine
isv olarak uygulanmistir (204) ve daha once higbir ¢alismada beyinde mikrodamar
kasilmasi tizerine etkileri gosterilmemistir. Bu amagla serum fizyolojik (n=3) ve isv
DAB uygulanmis fareler 30 dakika (n=3), 1 saat (n=3), 3 saat (n=3), 6 saat (n=3), 9
saat (n=3) ve 24 saat (n=3) sonrasi sakrifiye edilerek damarlar lektin ile isaretlenmis
ve mikrodamar kasilmalar1 yukarida belirtilen kriterlere uygun sekilde sayilmistir
(Sekil 4.11). Kasilmalar 30. dakikadan itibaren enjeksiyonun gerceklestirildigi
hemisferde yalanci uygulamaya gore daha fazla gerceklesmistir (30 dakika, 3, 9 ve
24 saat i¢in p=0,041; 1 ve 6. saat i¢in p=0,025, n=3); ancak muhtemelen DAB’in
etkisinin azalmaya baslamasiyla 6. Saatteki kasilma sayisina gore 9. ve 24. saatte

azalma oldugu gozlenmistir (her iki saatte p=0,041, n=3, Sekil 4.11).

& & &
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Kasilma sayisi/mm?

Serum DAB-30 dk DAB-1s DAB-3s DAB-6s DAB-9s DAB-24s
Fizyolojik

W ipsilateral ® kontralateral

Sekil 4.11. Serum fizyolojik, isv 0,25 M DAB uygulanmis fareler 30 dakika, 1, 3, 6, 9 ve 24 saat
sonra sakrifiye edilerek damarlar lektin ile isaretlenmis ve mikrodamar kasilmalari sayilmustir.
Enjeksiyonun gergeklestirildigi (ipsilateral) ve karsi hemisfer (kontralateral) ayr1 ayri olmak {iizere
sayimlar ortalama kasilma sayis/mm? + standart hata seklindedir (n=3). *p<0.05, ‘Kruskal-Wallis’

testi.
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Bu incelemeler sonucunda isv DAB enjeksiyonu sonucu glikojen fosforilaz
inhibisyonunun beyin mikrodamarlarinda zamana bagli olarak kasilmaya neden
oldugu gosterilmistir. GYS-1N®1"KO tranggenikler ile isv DAB enjekte edilmis fareler
mikrodamar kasilmalar1 bakimindan karsilastirildiginda ise anlamli bir fark

bulunmamistir, benzer sekilde kasilma sayist oldugu goézlenmistir (Sekil 4.12,
p=0.5);
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Sekil 4.12. Damarlar lektin ile isaretlenmis, mikrodamar kasilmalart sayilmigtir. Yabanil kontrol ve
GYS-1INestinKO hayvanlarda saymmlar biitin beyinde, DAB ve yalanci uygulama serum fizyolojik
enjeksiyonlarinin  gergeklestirildigi  (ipsilateral) olmak iizere saymmlar farelerde (n=3)
gerceklestirilmistir. Ortalama degerler kasilma sayisi/mm? = standart hata seklindedir. *p<0,05,
‘Kruskal-Wallis’ testi. Damarlar lektin ile isaretlenmis, mikrodamar kasilmalar1 ve kapiller dallanma
noktalar1 sayilarak oranlanmistir. Yabanil kontrol ve GYS-1N®"KO hayvanlarda sayimlar biitiin
beyinde, DAB ve yalanci uygulama serum fizyolojik enjeksiyonlarinin gergeklestirildigi (ipsilateral)
olmak {izere sayimlar n=3 farelerde gergeklestirilmistir. Ortalama degerler kasilma
say1si/mm?/kapiller dallanma sayis1 (mm3x10) + standart hata seklindedir. *p<0.05 ‘Kruskal-Wallis’

testi.
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GYS-1INestinKO  farelerin - beyinlerinde kapiller yogunluk basina  diisen
mikrodamar kasilmalar1 hem kontroller hem de isv DAB enjekte edilmis beyinlere

gore ¢ok daha fazla bulunmaktadir (Sekil 4.20, n=3, p=0,025).

4.2.3. GYS-1NestinkO Earelerde Retinal Mikrodamar Kasilmalar: Yabaml

Kontrollere Gore Daha Fazladir

Retinada GYS-1NeU"KO fareler ve yabanil C57Bl/6 kontrollerde kasilma
sayimlart yapilmistir. GYS-1N®U"KO farelerin yabanil kontrollere gore daha fazla

mikrodamar kasilmasi gosterdigi bulunmustur (Sekil 4.13, p=0,012).
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Sekil 4.13. Damarlar lektin ile isaretlenmis ve retinada mikrodamar kasilmalar1 sayilmistir. Yabanil
kontrol ve GYS-1NestnKO hayvanlarda ortalama kasilma saymmlar/mm? + standart hata seklindedir
(n=3). *p<0,05, ‘Mann-Whitney U’ testi.

Diger bir taraftan GYS-1N#UKO transgenik farelerin beyinlerinde oldugu gibi
retinalarinin da daha az kapiller yogunluga sahip oldugu gozlenmistir (Sekil 4.14) ve
bu nedenle kapiller dallanma noktalarinin sayimi retinada da gergeklestirilmistir
(n=3, Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Yabaml C57BL/6 (iist sol) ve GYS-1NestKO (st sa) farelerin retinalar: Lektin (yesil) ile
isaretlenmis ve kapiller dallanmada azlik gozlenmistir. Olgek: 10 pum. Lektin ile isaretlenmis bu
mikrodamarlarda kapiller dallanma noktalar1 sayilmistir. Yabanil kontrol ve GYS-1Nestinko
hayvanlarda sayimlar biitiin retinada 40X biiyiitmede alinan en az 4-6 alan olmak iizere sayimlar
farelerde (n=3) gergeklestirilmistir. Ortalama kapiller dallanma sayisi/mm?® x 10* =+ standart hata
seklindedir (221). ***p<0,001, ‘Students’ t-test’.

GYS-1NesUNKO fareler retinalarinda da kontrollere gore ok daha az kapiller
dallanma gostermektedir (n=3, p<0,001). Kapiller yogunlugu daha az olan bu
transgenik farelerin normal kosullarda sahip oldugu mikrodamar kasilmasin
degerlendirebilmek amaciyla kapiller dallanma sayilar1 (Sekil 4.14) bu kasilma
sayimlarina oranlanmistir (Sekil 4.15). GYS-1N®"KO farelerin retinalarinda kapiller
yogunluk basina diisen mikrodamar kasilmalar1 kontrollere goére anlamli olarak

fazladir (n=3, her ikisi i¢in p=0,025).
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Sekil 4.15. Retinada damarlar lektin ile isaretlenmis, mikrodamar kasilmalar1 ve kapiller dallanma
noktalar1 sayilarak oranlanmugtir. Yabanil kontrol ve GYS-1Nt"KO hayvanlarda retinada saymmlar en
az 40X bilylitmede alinan 4-6 alan olmak iizere farelerde (n=3) gergeklestirilmistir. Ortalama degerler
kasilma sayisi/mm?/kapiller dallanma sayis1 (mm3x10#) + standart hata seklindedir. ***p<0,001,

‘Students’ t-test’.

4.2.4.  intravitreal 1,4-Dideoksi-1,4-imino-D-Arabinitol (DAB)

Enjeksiyonu Retinal Mikrodamarlarda Kasilmalara Neden Olur

Vitreusa DAB enjeksiyonunun retinal mikrodamar kasilmalar1 {izerindeki
etkileri daha oOnce laboratuvarimizda sadece tek zaman araliginda ve dozda
incelenmistir (9). Bu doktora tez ¢alismasinda ise farkli zaman araliklarinda ve
dozlarda intravitreal DAB uygulanmistir (n=3). DAB ve serum fizyolojik enjekte
edilen retinalar damar isaretleyici lektin ile isaretlenmis ve damarlarin kisitlanan
glikojen kullanimindan yapisal olarak nasil etkilendigi incelenmistir. DAB ajanina
maruz kalmis retinalardaki mikrodamarlarda 6zellikle ilk dallanmalardan itibaren

kasilmanin gozlendigi ve kasilan segmentin uzun Olustugu goze carpmustir (Sekil
4.16).
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Sekil 4.16. Intravitreal serum fizyolojik (solda) ve DAB (sagda) verilmis retinalar damar isaretleyici

lektin (yesil) ile isaretlenmistir. DAB enjekte edilen retinalarda uzun segmentli kasilmalar (oklar)

gdzlenmistir. Olgek: 20 um.

Beyinde isv DAB enjeksiyonunun mikrodamarlarda kasilma yapma etkisinin
1 saatte en yiiksek diizeyde oldugu gozlenmistir, ancak isv ile intravitreal
enjeksiyonun DAB’in yayilimi ve etkinin zamansal ¢oziiniirliigli agisindan farkl
olacag digiiniilmistiir. Bu nedenle intravitreal DAB enjeksiyonunun mikrodamar
kasilmasi tizerindeki etkisi de zamansal olarak incelenmistir. Bes farkli zaman
diliminde intravitreal DAB enjekte edilen fareler sakrifiye edilmis (n=3), retinalar
lektin ile isaretlenmis ve mikrodamarlarda kasilmalar ylizeyel ve derin tabakada
olmak tiizere sayilmistir. Retinada derin tabakada sadece mikrodamarlarin bulundugu
bilinmektedir (223). Bu sekilde incelendiginde mikrodamar kasilmalarinin serum
fizyolojik uygulamasina gore daha fazla olmakla birlikte derin tabakada 2. saatte en
fazla oldugu gozlenmistir (p=0,012). Yiizeyel tabakada ise enjeksiyonun 30.
dakikasindan itibaren serum fizyolojik uygulamasina gore daha fazla mikrodamar
kasilmasi izlenmistir (p=0,025). Bununla birlikte enjeksiyon sonrasi 3. saat itibariyle
6. saat ile karsilastirildiginda DAB’1in mikrodamar kasilmalar: iizerindeki etkisi hem
yilizeyel hem de derin tabakalarda anlamli olarak azalmaya baslamistir (p=0,025,

Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Intravitreal DAB verilmis retinalarda kontrole gore kasilma sayisinda artis oldugu
saptanmistir (n=3, ortalama+SH). Kasilmalar retinanin yiizeyel ve derin tabakalarinda incelenmistir.
DAB enjeksiyonun mikrodamar kasilmasi tlizerindeki etkileri daha c¢ok sadece mikrodamarlarm
bulundugu derin tabakada ve enjeksiyon sonrasi 2. saatte gozlenmistir. *p<0,05, ‘Kruskal-Wallis’

testi.

GYS-1NestinKO farelerin retinalarinda da kontrollere gore cok daha az kapiller
dallanma gostermektedir (n=3, p<0,001). Kapiller yogunlugu daha az olan bu
transgenik farelerin normal kosullarda sahip oldugu mikrodamar kasilmasini
degerlendirebilmek amaciyla kapiller dallanma sayilari (Sekil 4.14) bu kasilma
sayimlarma oranlanmistir (Sekil 4.15 ve 4.17). GYS-1NtinKO ye vitreusa DAB
enjeksiyonundan 2 saat sonra sakrifiye edilmis farelerin retinalarinda kapiller
yogunluk basina diisen mikrodamar kasilmalar1 kontrollere goére anlamli olarak
fazladir (Sekil 4.18, n=3, her ikisi i¢in p=0,025). Intravitreal DAB enjeksiyonu
sonrasi retinal mikrodamar kasilmalarinin yiizeyel ve derin kapiller tabakalarda
incelenmesi lizerine, enjeksiyonun gerceklestirildigi tarafin karsisinda (kontralateral
g6z) bu kasilmalarin varhg: arastirilmistir (Sekil 4.19). DAB enjeksiyonunun 1.
saatinde kontralateral gozde retinal kasilmalar anlamli olarak artmis, 6. saatte azalma
gostermemistir (Sekil 4.19). Bir 6n bulgu olarak intravitreal DAB enjeksiyonu
sonrast kontralateral goziin etkilendigi gozlenmistir ve nedenleri ayrintili olarak

arastirilmaya calisilacaktir.
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Sekil 4.18. Damarlar lektin ile isaretlenmis, retinada kapiller dallanma noktalar1 sayilmistir. Yabanil
kontrol, GYS-1NestnKO ye intravitreal DAB enjeksiyonu 2 saat sonrasinda sakrifiye edilen hayvanlarda
retinada sayimlar en az 40X biyiitmede alinan 4-6 alan olmak {izere farelerde (n=3)
gergeklestirilmistir. Ortalama degerler kapiller dallanma sayisi/mm? x 10" + standart hata seklindedir.
***p<0,001, Tek yonlii ‘ANOVA’ testi.

~Na

DAB-30 dakika

Sekil 4.19. Swiss albino farelerde intravitreal DAB verilmis fareler, enjeksiyonu takiben 30 dakika,
1,2,3 ve 6 saat sonrasinda sakrifiye edilmistir. Enjeksiyonun gerceklestirildigi gdziin kontralateralinde
retinalar elde edilmis ve damar isaretleyici lektin (yesil) ile isaretlenmistir. DAB enjeksiyonunun

kontralateral goziindeki retinalarda mikrodamar kasilmalari (oklar) gozlenmistir. Olgek: 20 um.
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4.3. Beyin ve Retinada Glikojenin Nérogliovaskiiler Diizeyde Incelenmesi

4.3.1. Beyinde Mikrodamar Kasilmalar1 Perimikrovaskiiler Glikojen ile
Tiskilidir

Dokuda glikojeni gostermek icin histokimyasal Periyodik asit Schiff (PAS)
yontemi altin standart olarak kullanilmaktadir. Dokularda bulunan glikoproteinleri ve
proteoglikanlar1 degil sadece glikojeni isaretlemek amaciyla bu yontem
literatiirdekine uygun bir sekilde dimedon kullanilarak uygulanmistir (8, 213). PAS
ve lektin es zamanli histokimyasal isaretlemesinin 50 um kalinhigindaki dokuda
yapilabilmesi i¢in rutin uygulanan protokolde degisiklik yapilmis, lektinin endotel
ylizeyine baglanabilmesi i¢in Periyodik asit ve dimedon ¢ozeltilerinin asitligi
azaltilarak fizyolojik pH’da (pH:7,4) hazirlanmistir. Isv serum fizyolojik (Yalanci
Uygulama) (n=3) uygulanan farelerin 50 pum kalinligindaki beyin kesitlerinde
gerceklestirilen PAS ile lektin ikili histokimyasal isaretlemesi Sekil 4.20°de
gosterilmistir. Koyu mor-pembe renkli PAS pozitif sinyal 6zellikle mikrodamarlarin

cevresinde yogun olarak izlenmistir (Sekil 4.20).

" PeriyodiK Asit Sér\llif,f-(PAS) £

L

Sekil 4.20. Serum fizyolojik isv enjekte edilen beyin kesitlerinde kortekste PAS ile glikojen (isik
mikroskobi, mor-pembe) ve lektin (floresan mikroskobi, yesil) ile damarlarin isaretlemesi. Kutu
biiyiitiilmiis ve iki goérintii Ust iste g¢akistirilmigtir (alt). Koyu mor-pembe renkli PAS pozitif

isaretlenme 6zellikle mikrodamarlar gevresinde yogun olarak izlenmistir. Olgek: ist 20 pum, alt 10 pm.
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Bunun iizerine isv. DAB enjeksiyonu (n=3) gergeklestirilen beyinlerin
kesitlerinde PAS ve lektin histokimyas1 yapilmis ve DAB iliskili mikrodamar

kasilmasi olan yerlerde glikojen sinyalinde artis oldugu goézlenmistir (Sekil 4.21,

oklar).
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Sekil 4.21. isv DAB enjeksiyonundan 1 saat sonra beyin kesitlerinde kortekste PAS ile glikojen (1s1k
mikroskobi, mor-pembe) ve lektin (floresan mikroskobi, yesil) ile damarlarin isaretlemesi. Kutu
biiyiitiilmils ve iki goriintii iist Giste ¢akistirilmistir (sag alt). DAB ile mikrodamarlarda kasilmanin
oldugu, ayrica 6zellikle damar ¢evresinde olmak iizere tiim beyin kesitinde PAS’m daha koyu renkli
oldugu, glikojenin yogun oldugu gdzlenmistir. Bu koyulugun o&zellikle kasilmanm oldugu yerde

bulunmas: dikkat ¢ekici olmustur. Olgek: solda 20 um, sagda 10 um.

Serum fizyolojik isv enjeksiyonundan sonra 2 saat kalict OSA iskemisi
yapilan beyinde OSA alan1 boyunca PAS pozitifliginde azalma yani agik pembe renk
gozlenmistir (Sekil 4.22). Son olarak da isv DAB enjeksiyonundan 1 saat sonra ayni
hemisferde 2 saat OSA iskemisi ile 3 saat reperfiizyon (n=3) sonrasinda OSA alani
boyunca glikojen miktarmi belirlemek i¢in Periyodik Asit Schiff histokimyasi
yapilmistir. Damarlar yine lektin ile isaretlenmistir. Hem tiim beyinde hem de
mikrodamarlarin ¢evresinde etkin glikojen fosforilaz inhibisyonuna karsin PAS

pozitifliginde azalma gozlenmistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. Serum fizyolojik (1. ve 2. sira) isv enjeksiyonu sonrasi 2 saat kalict OSA iskemisi, DAB
(ipsilateral) isv enjeksiyonundan 1 saat sonra 2 saat iskemi/3 saat reperfiizyon (3. ve 4. sira)
yapilmistir. Kutular biiyiitiilmiis ve iki goriintii ist liste ¢akistinlmistir (alt). PAS sinyalinin her iki
grupta tim dokuda azaldigi, mikrodamar c¢evresinde 6zellikle kasilmalarin oldugu yerlerde daha da
azaldigt (agik pembe) saptanmustir (oklar). DAB isv enjeksiyonu ile etkili glikojen fosforilaz
inhibisyonuna ragmen peri-mikrovaskiiler glikojen depolar1 neredeyse bitmistir. Mikrodamar ¢evresi
PAS iligkili parlaklik azalmistir ve bununla iliski olarak mikrodamar kasilmalar1 artmistir (oklar).

Olgek: 1. ve 2. sira solda ve 3. sirada 20 pm; 1. ve 2. sira sagda ve 4. sirada 10 pm.
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Mikrodamar gevresi ortalama
glikojen sinyali
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Sekil 4.23. PAS ve lektin isaretlemesi sonrasinda yar1 otomatik bilgisayar yazilimi (9) (Macro) (NIS
Elements 4.3) yardimiyla DAB enjeksiyonlar1 ve/veya 2 saat kalict OSA iskemisi sonrasi beyin
mikrodamar ¢evresindeki glikojene ait sinyalin  Olgiimii  (n=3, Ortalama+SH). DAB isv
enjeksiyonlarinda mikrodamar g¢evresi glikojene ait 6lgiilen sinyal serum fizyolojik enjekte edilenlere
gore anlamli olarak fazladir. Serum fizyolojik isv enjeksiyonu sonrasi gergeklestirilen 2 saat kalict
iskemi ile iskemik ipsilateral kortekste mikrodamar gevresi glikojene ait Olciilen sinyal serum

fizyolojik enjekte edilenlere gore anlamli olarak azalmistir. *p<0,05, ‘Kruskal-Wallis’ testi.

PAS ve lektin isaretlemesi sonrasinda laboratuarimizda daha Once retinal
kesitlerde kullanilmak {izere gelistirilen (9) yar1 otomatik bilgisayar yazilimi
(‘Macro’, NIS Elements 4.3) yardimiyla beyin mikrodamar g¢evresindeki glikojene
ait sinyalin 6l¢timii yapilmistir. Bu 6l¢iimler Sekil 4.23’te gosterilmistir. Mikrodamar
cevresi glikojene ait Olgiilen sinyal DAB isv enjeksiyonlarinda glikojenin
kullanilamamasina bagli olarak serum fizyolojik enjekte edilenlere gore anlamli
olarak fazladir (Sekil 4.23, n=3, DAB 1. ve 6. saatler i¢in p=0,025, DAB 24. saat i¢in
p=0,041). Serum fizyolojik isv enjeksiyonu sonrasi gergeklestirilen 2 saat kalici
iskemi ile iskemik ipsilateral kortekste mikrodamar c¢evresi glikojene ait Slgiilen
sinyal serum fizyolojik enjekte edilenlere gore anlamli olarak azalmistir (n=3,
p=0,025). PAS histokimyasal isaretlemesi literatiirde kabul gérmiis bir ydntem
olmakla birlikte biitiin glikojen graniillerini isaretleyen IV58B6 ve 30°dan biiyiik yan
zincirleri olan glikojen depolarini isaretleyen ESG1A9 antikorlar1 kullanilarak
immiinofloresan ¢alismalar da gergeklestirilmistir (5). Glikojenin immiinofloresan

yontemlerle goriintiilenebilmesi amaciyla iretilmis bu antikorlar literatiirde yer
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almakla birlikte ticari olarak satis1 heniiz bulunmamaktadir. Bu ¢alismamizda
immiinofloresan yontemlerle de astrositlerde bulundugu bilinen glikojen, yiiksek
¢Oziinlirliikle incelenmis, hiicreler arasi iliskiler ortaya konmaya calisilmistir (Sekil

4.24).

GFAP-SOX9

GFAP-SOX9

Sekil 4.24. Beyin korteksinde glikojen ESG1A9 antikoru (yesil) ve astrositler GFAP ve SOX9
(kirmiz1) antikorlari ile immiinofloresan olarak isaretlenmistir. Glikojen igeren astrosit son ayaklariimn
bir mikrodamar1 c¢evreleyip sardigi gozlenmektedir, hatta damar siluet seklinde izlenmektedir.

Olgek:10 pum.

ESG1A9 ve 1V58B6 antikorunun glikojene 6zgiil oldugu yapilan diastaz

uygulamasi ile isaretlenmenin tamamen yok olmasi ile de gosterilmistir (Sekil 4.25).

Diastaz
ESG1A9 Lektin

Sekil 4.25. Damarlar lektin ile isaretlenmistir (kirmizi, ist) glikojen ESG1A9 antikoru (yesil) ile

immunohistokimyasal isaretlenmistir ancak diastaz uygulamasi yapildig1 i¢in isaretlemenin neredeyse

tamaminin kayboldugu saptanmugtir. Altta iki goriintii ¢akigtirilmugtir. Olgek: 10 wm.
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Glikojenin immiinofloresan olarak isaretlenmesi ile glikojenin hiicresel
depolari daha net ve Ozgiil bir sekilde goriintiilenebilmistir. Sonra kalict OSA
iskemisi olusturulmus ve iskemi siiresince glikojenin iskemi merkezinde tiikkendigi
PAS ve immiinofloresan caligmalar ile belirlenmistir. Asagidaki goriintiilerde
beyinde 2 saat OSA tikamasi ile gergeklestirilen kalici iskemi sonrasinda glikojenin
infarktin merkezinde neredeyse kalmadigi, peri-infarkt alanda arttigi ve GFAP ifade

eden astrositlere benzer bir goriiniimde oldugu gosterilmistir (Sekil 4.26).

Infarkt merkezi

-

Sekil 4.26. Glikojene 6zgiil ESG1A9 antikoru (yesil) ile gergeklestirilen immiinofloresan isaretleme
ile 2 saat kalic1 iskemi sonras1 beyinde bulunan glikojenin incelenmesi. infarkt merkezi (sol), ve peri-

infarkt (penumbra) alan (sag) gosterilmistir. Olgek: 20 pm.

Beyinde 2 saat kalict OSA sonrasinda peri-infarkt alanda lektinle isaretlenen
mikrodamarlarin (kirmizi) kasildigi, glikojene ait igsaretlemenin mikrodamar duvarina
uzanan astrosit son ayaklarinda belirginlestigi ve kasilmanin oldugu yerlerde (ok)

glikojenin muhtemelen tiiketildigi i¢in azaldig1 gozlenmektedir (Sekil 4.27).

Sekil 4.27. Beyinde iskemi sonrasinda lektinle isaretlenen mikrodamarlarin (kirmizi) kasildigi ve
kasilmanin oldugu yerlerde (ok) glikojenin azaldigi ESG1A9 immiinofloresan isaretlemesi (yesil) ile
gozlenmistir. Gorilintil iskemik penumbra alanindan alinmigtir. Altta iki goriintiiniin biyiitiilmiis ve tst

liste gakistirilmig 6rnegi goriilmektedir. Olgek: iistte 20 um, altta 10 um.
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4.3.2. Retinada Mikrodamar Kasilmalar1 Perimikrovaskiiler Glikojen ile
Mliskilidir

Retinada da damar ¢evresindeki glikojeni gostermek ig¢in PAS ve
immiinofloresan ¢alismalar (ESGIA9 ve 1V58B6) ile lektin es zamanh
gerceklestirilmistir (Sekil 4.28). Her iki antikor ile isaretlenen, mikrodamar duvarina
uzanan, muhtemelen Miiller hiicre ayaklarinda ve mikrodamar duvarinda bulunan

glikojen (yesil) ve lektin birlikte gosterilmistir (Sekil 4.28).

IV58B6

Sekil 4.28. Retinadan alinan koronal kesitlerde 1V58B6 ve ESG1A9 antikorlar ile glikojen (yesil),
mikrodamarlar igin lektin (kirmizi1) isaretlemesi goriilmektedir. Kutular biiyiitiilmiis ve iki goriintii tist
iiste cakigtinllmistir. Alt sagda gakistirilmis (sar1) goriintiilerde mikrodamarlar ve muhtemelen Miiller
hiicrelerinin son ayaklarindaki IV58B6 isaretli glikojen (*) gozlenmektedir. Olgek: iist 1. sira 20 pm,
orta ve alt sira 10 um. 3. sira sagda c¢akistirilmis goriintiide damarlar etrafinda ESG1A9 isaretli
glikojen (oklar) gozlenmektedir. Olgek: 10 um.
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Retinal iskeminin 1. saatinde derin tabakada bulunan mikrodamar duvarinda
ve buraya uzanan Miiller hiicresi son ayaklarinda her iki antikorla ger¢eklestirilen
immiinofloresan isaretlemelerde glikojene ait sinyalin kayboldugu, yilizeyel biiyiik

damar duvarinda ise anlamli 6lglide azaldig1 saptanmustir (Sekil 4.29).

1V58B6 -

Retinal iskemi

ESG1A9

Sekil 4.29. Bir saat retinal iskemi sonrasi alman retinal koronal kesitlerde glikojen 1V58B6 ve
ESG1A9 antikorlar1 ile immiinofloresan (yesil), mikrodamarlar Lektin (kirmizi) ile isaretlemesi
goriilmektedir. Kutular biiyiitilmiis ve iki goérintii st Uste cakistirilmigtir (alt sag). Glikojenin

azaldig1 ve mikrodamarlarm kasildigi (**) saptanmustir. Olgek: 2. sirada 20 um, 1. ve 3. siradalO pum.

20 um kalinligindaki kontrol retinal kesitlerinde gerceklestirilen PAS ile
lektin ikili histokimyasal isaretlemesi ile koyu mor-pembe renkli PAS pozitif sinyal
beyindeki gibi damar c¢evresinde yogun olarak izlenmistir. Intravitreal DAB
enjeksiyonu (n=3) gerg¢eklestirilen retinalarda PAS ve lektin histokimyasi ile DAB
iliskili mikrodamar kasilmasi ve artan glikojen sinyali saptanmistir. 1 saat kalici
retinal iskemi (n=3) sonrasinda mikrodamar kasilmalarinin oldugu tiim retinada hem
de mikrodamarlarin ¢evresinde PAS pozitifliginde azalmaya isaret eden acik pembe

renk gozlenmistir.
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4.4, GYS-INestinkO e jsv  DAB Enjeksiyonu Yapilan Farelerde
Gerceklestirilen Fokal Serebral iskemi

Hem beyin hem de retinada peri-mikrovaskiiler glikojenin mikrodamar
kasilmalar1 ile iligskisi ortaya konduktan sonra fokal serebral iskemi modelinde
kortikal kan akimi degisiklikleri, deney sirasinda hemodinamik dengesizlige isaret
edebilecek sistolik kan basinci degisiklikleri, deney sonrasi histopatolojik iskemik
enfarkt hacim ve mikrodamar kasilma incelemeleri gerceklestirilmistir. Ayrica
laboratuvarimizda bagka bir ¢alismada kullanilmak tizere (224) literatiirde ilk olarak
hazirlanmis yari-otomatik analiz rutini (MATLAB-Simulink) ile iskemi sirasinda
lazer benekli kontrastlanma goriintiilemeleri ile elde edilen verilerle kortikal
kanlanma haritalar1 olusturulmustur. (Sekil 4.30). Bu incelemelerde GYS-1NestinkO
farelerde yabanil kontrollere gore farkli kortikal kanlanma degisim haritalart (n=3)
elde edilmistir. Bununla birlikte GYS-1N®"KO transgenikler ve yabanil kontroller
kan akim degisiklikleri agisindan iskemik merkez ve penumbrada zamansal olarak
incelenmistir (Sekil 4.30). 2 saatlik iskemi sirasinda her iki farenin iskemik
merkezlerinde kalici bir kan akimi azalmasi gozlenirken (yabanil kontrol: %-
70,92+2,10, GYS-1NestinKO 0456 76+8,09)  GYS-1NeKO  transgeniklerin
penumbralarinda ilk saat icerisinde belirgin bir azalma bulunurken 6zellikle 90.
dakikadan itibaren kan akiminda hizli bir artig izlenmistir (n=3). Bu sekilde ortalama
kan akimi %6,19+11,58 azalmistir (n=3). Iskemik merkez ve penumbra
bolgelerinden alinan birer alanda yapilan ortalama kortikal kan akimi iskeminin
merkez bolgesinde GYS-1NUKO farelerde yabanil kontrollere gore anlamli olarak
daha az disis gostermistir (Sekil 4.31, p=0,025). Buna karsin penumbrada
kontrollerde oldugu gibi ortalama kanlanmada belirgin bir diislis gézlenmemistir
(p=0,025).
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Sekil 4.30. Distal OSA iskemisi sirasinda Lazer benekli kontrastlanma goriintiilemeleri ile kortikal
kan akimi degerlendirilmesi. Inceltilen kafatasi ve kraniyel pencerenin sematik ¢izimi (iist sol),
Olglimlerin yapildigr medial ve lateral alanlarin sematik gosterimi (iist sag), 2. sira solda yabanil
(C57BI/6) ve sagda GYS-1Nestin KO farelerde 2 saat kalici distal OSA iskemisi sirasinda alinan lazer
benekli kontrast goriintiileri ile olusturulan kortikal kan akimi degisim haritalari. Kutular deney
boyunca Ol¢iim yapilan medial ve lateral alanlar gostermektedir. Ortalama kan akimi degisimi
incelenen piksel basina deney Oncesindeki degerlere oranlanarak yiizde olarak ifade edilmistir.
Haritalar yalanci olarak renklendirilmistir. Renk skalas1 (orta sag) ylizde 100 artis ve azalis olarak
ayarlanmigtir. Kutular ile belirtilen lateral alanlar iskemik merkez, medial alanlar penumbra
bolgelerini temsil etmektedir. Altta yabanil (C57BL/6) (sol) ve GYS-1Nestin KO (sa5) farelerde 2 saat
kalic1 distal OSA iskemisi sirasinda alinan lazer benekli kontrast goriintiilerinin belirtilen alanlardaki
kan akimi degisim yiizdelerinin zamansal gdsterimi. GYS-1Nestn KO transgeniklerde merkezde ve

penumbrada kan akimi kontrollere gore daha az olarak azalmistir.
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Sekil 4.31. Yabanil (C57BL/6) ve GYS-1Nestin KO farelerde 2 saat kalic1 distal OSA iskemisi sirasinda
Lazer benekli kontrastlanma goriintiileri ile elde edilen ortalama kortikal kan akim degisimi deney
dncesine gore yiizde olarak ifade edilmistir. GYS-1Nestin KO transgeniklerde merkezde ve penumbrada
kan akim kontrollere gére daha az olarak azalmistir. GYS-1Nestn KO transgeniklerde penumbrada 2

saat sonunda ortalamada kan akimi neredeyse hi¢ azalmamustir. *p<0,05, ‘Mann-Whitney U’ testi.

Distal OSA iskemi modeli sirasinda gergeklesebilecek herhangi bir
hemodinamik dengesizlik kortikal kan akimini etkileyerek yanlis pozitif sonuglara
neden olabilir. Bu nedenle sistolik kan basmcinin deney sirasinda monitorizasyonu
serebral perfiizyon degisikliklerinin incelenmesi i¢in onemli bir parametredir (210).
Sistolik kan basmcit Olgiimleri literatlirde girisimsel ve girisimsel olmayan
yontemlerle gerceklestirilmektedir; ancak farede girisimsel olmayan ydntemlerin
yetkinligi tartigmalidir (212). Bu nedenle literatiirde ilk kez lazer benekli kontrastl
goriintiileme ile kuyruktan sistolik kan basinci dl¢lilmiistiir. Fare modellerine uygun
boyutta bir tansiyon mangonu sisirilip gevsetilirken kuyruk kan akiminin kesildigi ve
geri basladigi degerlerin Olgiilmesi ile bu miimkiin olmustur. Bu ¢alisma ile deney
oncesi ve sonrasi elde edilen sistolik kan basinct degerleri arasinda her iki grupta
deney sirasinda anlamli bir degisiklik gézlenmemistir (Sekil 4.32, yabanil kontroller
icin p 0,109, GYS-1NeUKO transgenikler p 0,285, n=3). Bununla birlikte yabanil
kontrol ve GYS-1NeUKO fareler arasinda hem deney o6ncesinde hem de deney

sonrasinda sistolik kan basmeci degerleri agisindan herhangi anlamli bir fark
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bulunmamistir (Sekil 4.32, Deney oOncesi degerler i¢in p=0,376, deney sonrasi
degerler i¢in p=0,5, n=3). Bu incelemeler ile fokal serebral iskemi deneyleri sirasinda
sistolik kan basinci degerlerinde degisim olmadigi, hemodinamik dengesizlige isaret
edecek herhangi bir bulgunun olmadig1 ve bu sayede kortikal serebral kan akimi
degerlerindeki degisimlerin sistemik kan basincit degisimlerine bagli olmadigi

gosterilmistir.
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Sekil 4.32. Yabanil (C57BL/6) ve GYS-1NesUKO hayvanlarda 2 saat kalici distal OSA iskemisi
strasinda kuyruktan 6lgiilen sistolik kan basinci (mmHg) degerlerinin gosterimi. Her iki fare arasinda
deney Oncesi ve sonrasinda sistolik kan basinci arasinda fark bulunmamaktadir ( ‘Mann-Whitney U’
testi). Her iki deney grubunda deney Oncesi ve sonrasi sistolik kan basinci degerleri arasinda da

anlamli fark bulunmamaktadir ( ‘Wilcoxon signed rank’ testi).

2 saat stiren kalict distal OSA iskemisi sonrasi sakrifiye edilen yabanil ve
GYS-1NestnKO farelerde semi-stereolojik sayima uygun olarak 50 pum kalnliginda
koronal kesitler alinmistir. Bu kesitlerde iskemik enfarkt hacimlerinin incelenmesi
amaciyla literatlirde belirtildigi gibi Nissl ve glikojenin isaretlenmesi amaciyla PAS
histokimyasal isaretlemeleri gergeklestirilmistir (224). Her iki histokimyasal
isaretleme enfarkt alam1 ve demarkasyon hatti gOriintileme agisindan
degerlendirilmistir. Literatiirde belirtildigi gibi Nissl ile isaretlenen kesitler Faz
kontrast mikroskobunda, PAS ile isaretlenen kesitler 151tk mikroskobunda
degerlendirilmistir. Aym1 kesitlerin bu c¢aligmalarda elde edilen goriintiileri Sekil

4.33’te gosterilmektedir.
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Sekil 4.33. GYS-1NeKO hayvanlarda 2 saat kalict distal OSA iskemisi sonrasi Nissl ve PAS
histokimyasal isaretlemesi. Solda faz kontrast ile goriintiilenen Nissl isaretlemesi, sagda 151k
mikroskobu ile goriintillenen PAS isaretlemesi. Kirmizi noktali isaretlenen alan iskemik enfarkt

gostermektedir.

Enfarkt alant 6l¢iimii i¢cin bu iki yontem arasinda herhangi bir farklilik
gbzlenmemesi tlizerine biitlin degerlendirmeler PAS ile isaretlenen kesitlerde

gerceklestirilmistir (Sekil 4.34 ve 4.35).

Sekil 4.34. Yabaml (C57BL/6) (sol) ve GYS-1Nestin KO (sa5) hayvanlarda 2 saat kalic1 distal OSA
iskemisi sonras1t PAS histokimyasal isaretlemesi. Kirmizi noktali isaretlenen alan iskemik enfarkti
gostermektedir. GYS-1Nestin KO transgeniklerin enfarkt hacmi kontrollere gore daha fazladir. 1X

biiyiitme. Olgek: 500 pm.
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Sekil 4.35. Serum fizyolojik (sol) ve DAB (sag) isv enjeksiyonu sonrasi 2 saat kalici distal OSA
iskemisi gerceklestirilen farelerin beyinlerinde PAS histokimyasal isaretlemesi. Kirmizi noktali
isaretlenen alan iskemik enfarkti gostermektedir. DAB (sag) isv enjeksiyonu iskemi sonrasinda

enfarkt hacmi kontrollere gore daha fazladir. 1X biiyiitme. Olgek: 500 pm.

Diger bir taraftan GYS-1NUKO transgeniklerde kapiller yogunlugun ve
baglantilarin az oldugu gosterilmistir. Bu da iskemi sirasinda hasarli dokuya
cevreden gelebilecek kollateral kan akisi desteginin yabanil kontrollere gore cok
daha az olacagimi diisiindiirmistiir. Bu diisiince bu transgenik farelerde yabanil
kontrollere gore iskemik infarkt hacminin artisiyla desteklenmistir (Sekil 4.36,
p=0,025, n=3). Bununla birlikte DAB isv enjekte edilmis farelerde gergeklestirilen
distal OSA iskemisi sonrasi iskemik hacim serum fizyolojik isv enjekte edilenlere
gore de daha fazladir (p=0,025, n=3). Her iki modelde glikojen kullanimindaki
bozulma, iskeminin erken doneminde bile iskemik enfarkt hacimlerinde artisa neden

olmustur.
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Sekil 4.36. Yabanil (C57BL/6), GYS-1NetnKO  transgenikler, Serum fizyolojik ve DAB isv
enjeksiyonu sonrasi 2 saat kalici distal OSA iskemisi gergeklestirilen farelerin beyinlerinde PAS
histokimyasal isaretlemesi ile olgiilen enfarkt hacimleri. GYS-1Nei"KO transgeniklerde yabanil
kontrollere gore ve DAB (sag) isv enjeksiyonu sonrasinda gerceklestirilen iskemide enfarkt hacmi
serum fizyolojik isv enjekte edilenlere gore daha fazladir. Her deney igin 10 kesitte 1X biiyiitmede
alian goriintiilerde iskemik enfarkt alani 6l¢iilmiistiir (n=3). Taranan OSA hacmi igerisindeki iskemik
enfarkt iskemik hacim artis1 nedeniyle diizeltme yapilarak hesaplanmistir (218). *p<0,05, ‘Kruskal-
Wallis’ testi.

2 saat siiren distal OSA iskemisi sonrasinda iskemik enfarkt hacim 6lgiimiinii
takiben bu farelerin beyin kesitleri Lektin ile isaretlenmis ve mikrodamar kasilmalari
incelenmistir (Sekil 4.37). Yapilan incelemelerde GYS-1Nt"KO transgeniklerde
iskemik alan igerisinde yaygin mikrodamar ¢okmeleri ve mikrodamar biitiinliigiinde
bozulma gozlenmistir (Sekil 4.37). Bu nedenle daha once belirlenen mikrodamar
kasilma parametreleri ile bu farelerde sayim yapilamamistir. Gergeklesen
histopatolojik degisiklikleri yansiz bir bi¢imde inceleyebilmek ve deneyler arasi bu

farklar1 karsilastirabilmek icin baska yontemler arastirilmaktadir.



77

Serum Fizyolojik

Sekil 4.37. Yabanil (C57BL/6), GYS-1NestiKO transgenikler, serum fizyolojik ve DAB isv enjeksiyonu
sonrast 2 saat kalici distal OSA iskemisi gergeklestirilen farelerin beyin Kesitleri Lektin (yesil) ile
isaretlenmistir. GYS-1Nestin KO transgeniklerde ve DAB isv enjeksiyonu ile daha belirgin mikrodamar

kasilmalar1 (oklar) gozlenmistir. Olgek: 10 um.

Glikojen tiretimi ve/veya kullanimi1 bozulmus farelerde distal OSA iskemisi
ile gozlenen yaygin mikrovaskiiler kasilmalar ve ¢okmeler sonrasinda DAB ile
serebral glikojen kullanim1 engellenmis farelerde iskemi/rekanalizasyon (I/R)
modelleri uygulanmistir. Proksimal OSA I/R modeli ile rekanalizasyon sonrasinda
mikrodamar kasilmalar1 incelenmistir (Sekil 4.38). DAB isv enjeksiyonundan 1 saat
sonra yapilan 2 saat iskemi 3 saat reperflizyon ile mikrodamar kasilmalart DAB
enjeksiyonunun hem 1. hem de 6. saatindekine gore ¢ok artmistir (p=0,012, n=3).
Bununla birlikte DAB isv enjeksiyonundan 1 saat sonra yapilan 2 saat iskemi 6 saat
reperfiizyon ile mikrodamar kasilmalar1 DAB enjeksiyonunun 9. saatindekine gore
de daha fazladir (p=0,012, n=3). Reperfiizyon siiresi 3 saatten 6 saate arttirilinca
iskeminin mikrodamar kasilmasi tizerindeki etkileri de azalmistir (p=0,025, n=3). Bu
durum DAB isv enjeksiyonu sonrasi 6. ve 9. saatler arasinda (p=0,041, n=3) DAB’in
glikojen fosforilaz inhibisyonu etkinliginin ve dolayisiyla mikrodamar kasilmasi

tizerindeki etkisinin azalmasiyla agiklanabilir (Sekil 4.38).
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Mikrodamar kasilma sayimi (mm?)
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Sekil 4.38. DAB isv verilmis beyinlerde yapilan iskemi/reperfiizyon ile DAB isv verilmig farelerin
beyinlerinde mikrodamar kasilma sayimlari. Siyah: ipsilateral hemisfer, turuncu: kontralateral
hemisfer. DAB isv verilmis beyinlerde yapilan iskemi/reperfiizyon ile DAB isv verilmis kontrollere
gore kasilma sayisinda artis oldugu saptanmistir (n=3, ortalama+SH). Kasilmalar OSA sulama
alaninda incelenmistir. DAB isv enjeksiyonundan 1 saat sonra yapilan 2 saat iskemi 3 saat
reperfiizyon ile mikrodamar kasilmalart DAB enjeksiyonunun hem 1. hem de 6. Saat sonrasina gore
¢ok daha fazladir. Bununla birlikte DAB isv enjeksiyonundan 1 saat sonra yapilan 2 saat iskemi 6 saat
reperflizyon ile mikrodamar kasilmalar1 DAB enjeksiyonunun 9. saat sonrasina gore de daha fazladir.
DAB enjeksiyonu sonrasi gegen siire arttikca mikrodamar kasilmasi {izerindeki etkileri de azalmistir.

*p<0,05, ‘Kruskal-Wallis’ testi.

Proksimal I/R sonras1 beyin kesitleri Lektin (yesil) ve PDGFR- (kirmiz1) ile
isaretlenmis, perisitler incelenmistir (Sekil 4.39). PDGFR-f pozitif perisitlerin DAB
enjeksiyonundan 1 saat sonra 2 saat iskemi ve 3 saat reperfiizyon yapildiginda
iskemik penumbrada daha yaygin olmak {lizere biitin beyinde mikrodamardan

ayrildigi gézlenmistir (Sekil 4.39).
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Sekil 4.39. Swiss albino farelerde DAB isv enjeksiyonundan 1 saat sonra 2 saat iskemi ve 3 saat

rekanalizasyonun ardindan beyinler perisit isaretleyici olarak Platelet iliskili biiyiime faktor reseptorii-
beta (PDGFR-B) (kirmizi) ile ve mikrodamarlar lektin (yesil) ile isaretlenmistir. PDGFR-B pozitif
perisitlerin DAB enjeksiyonundan 1 saat sonra 2 saat iskemi ve 3 saat rekanalizasyon uygulamast
yapildiginda da iskemik penumbrada daha yaygin olmak {iizere biitiin beyinde mikrodamardan

ayrildig1 gozlenmistir Olgek: 10 pm.

4.5, GYS-1NestinKO ye Yitreus icine DAB Enjeksiyonu Yapilan Farelerde

Gerceklestirilen Retinal iskemi

GYS-INesinKO ye  vitreus igine DAB  enjeksiyonu yapilan farelerde
gerceklestirilen 1 saat siiren kalici retinal iskemi modelinde mikrodamar kasilma
incelemeleri gerceklestirilmistir. Bu amagla biitiin retinalar Lektin (yesil) (Sekil 4.40,
4.41, 4.42 ve 4.43) ve PDGFR-B (kirmiz1) (Sekil 4.41, 4.42 ve 4.43) ile isaretlenmis,
mikrodamar kasilmalar1 incelenmistir. Yapilan incelemelerde GYS-1Nestinko
transgenik farelerde (Sekil 4.42) ve DAB sonrasi iskemik retinalarda (Sekil 4.43)
beyindeki fokal serebral iskemi modellerinde gozlendigi gibi mikrodamarlarda uzun
segmentli kasilmalar ve ¢okmeler cok sayida gergeklesmistir. Bu nedenle daha 6nce
perisit iligkili mikrodamar kasilmalarinin sayimi i¢in belirlenen mikrodamar kasilma
parametreleri ile bu farelerde sayim yapilamamistir. Hem beyinde hem de retinada
gerceklesen histopatolojik degisiklikleri yansiz bir bicimde inceleyebilmek ve

deneyler aras1 bu farklar1 karsilastirabilmek i¢in bagka yontemler arastirilmaktadir.
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Sekil 4.40. Yabanil (C57BI/6) (sol) ve GYS-1NestinKO (sa5) farelerde 1 saat kalici retinal iskemi sonrasi
Lektin (yesil) isaretlemesi. GYS-1NesiKO farelerde retinal iskemi sonrasi mikrodamarlarda yaygin
¢okmeler izlenmistir. Bu iskemik retinalarda daha once belirlenen kasilma sayim parametrelerine

uymayan ¢ok sayida ¢dkmiis mikrodamar segmenti (oklar) bulunmaktadir. Olgek: 10 pm.

Mikrodamar kasilmalariyla iligkili perisitlerin incelenmesi amaciyla biitlin
retinalar Lektin (yesil) ve PDGFR- (kirmiz1) ile isaretlenmistir (Sekil 4.41, 4.42 ve
4.43). Yapilan incelemelerde biitiin iskemik retinalarda PDGFR-B pozitif perisitler
ile mikrodamar kasilmalar arasindaki iliski gézlenmistir (Sekil 4.41, 4.42 ve 4.43).

Sekil 4.41. Yabamil (C57BL/6) farede 1 saat kalici retinal iskemi gergeklestirilen farelerin
retinalarinda perisitler PDGFR-B (kirmizi) ve mikrodamarlar Lektin (yesil) ile isaretlenmistir. Bu
retinalarda mikrodamarlarda perisit iligkili uzun segmentli kasilmalar ve ¢O6kmeler gézlenmistir.
Olgek: 10 pm.
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Sekil 4.42. GYS-1NsnKO transgenik farelerin 1 saat kalict iskemi gergeklestirilen farelerin
retinalarinda perisitler PDGFR-B (kirmizi) ve mikrodamarlar Lektin (yesil) ile isaretlenmistir. Bu
retinalarda mikrodamarlarda perisit iliskili uzun segmentli kasilmalar ve ¢okmeler gozlenmistir.
Olgek: 10 um.

Sekil 4.43. Intravitrael DAB verilmis ve ardindan 1 saat kalic1 retinal iskemi gerceklestirilen farelerin
retinalarinda perisitler PDGFR-B (kirmizi) ve mikrodamarlar Lektin (yesil) ile isaretlenmistir. Bu

retinalarda perisit iliskili uzun segmentli kasilmalar ve ¢okmeler gzlenmistir. Olgek: 10 um.
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Biitiin dokularda gergeklestirilen kalic1 retinal iskemi sonrasi mikrodamar

kasilmalarinin PDGFR-B pozitif perisitlerle iliskili oldugu gosterilmistir (Sekil 4.41,

4.42 ve 4.43). Bunun iizerine yabanil (C57BL/6) kontroller ile 1 saat kalic1 retinal

iskemi uygulanan yabanil farelerde tripsin ile retinal sindirme yontemi kullanilarak

damarsal ag ve perisitler incelenmistir (Sekil 4.44).
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1 saat retinal iskemi

Retinal iskemi-1s

Sekil 4.44. Yabanl (C57BL/6) kontrol (iist) ve 1 saat kalict retinal iskemi (alt) uygulanan fare

retinalarinin damar aglari tripsin ile sindirme yontemiyle elde edilmis ve PAS-Hematoksilen ile

isaretlenmistir. Damar duvarindan ayrilan perisitler yildizlar (¥) ile isaretlenmistir. 1 saat kalici retinal

iskemi yapilan retinalarda mikrovaskiiler ¢cékmeler gdzlenmistir (ok). Olgek: 20 um. Bu retinalarda

toplam perisit sayimi grafikle (alt sira) ifade edilmistir. Sayimlar her bir deneyde (n=3) 40X’lik

biiylitme altinda 6-10 alanda yapilmistir ve mm? de olacak sekilde gosterilmistir. 1 saat kalici retinal

iskemi sonrasinda perisit sayisinda azalma gézlenmistir.

*p<0,05, ‘Mann-Whitney U’ testi.
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Bu yontem sonrasinda PAS ve Hematoksilen isaretlemesiyle iskemik retinada
perisitler daha rahat incelenmistir. DAB enjekte edilen retinalarda gozlendigi gibi
iskemik retinalarda da damar duvarindan ayrilan perisitler bulunmustur ve bu
perisitlerin ¢ekirdekleri intravitreal DAB enjeksiyonu gergeklestirilen retinalardaki
gibi piknotik goriiniime sahiptir (Sekil 4.44, yildizlar). Bunun sonucunda yansiz bir
degerlendirme yapabilmek icin 40X’lik biiylitme altinda 6-10 alanda perisit sayimi
yapilmustir (n=3). Kontrol ve iskemik retinalarda gergeklestirilen perisit sayimlarina
ait grafik Sekil 4.44’te gosterilmistir. 1 saat kalic1 iskemi yapilan retinada (391,80+
11,85) yabanil kontrollere gore (568,58+30,39) anlamli diizeyde daha az sayida
perisit bulunmaktadir (Sekil 4.44, n=3, p=0,025). GYS-1NestnKO transgenik farelerde
1 saat kalict retinal iskemi sonrasi retinal mikrodamar kasilmalarinin yaygin olarak
izlenmesi tizerine, iskeminin gerceklestirildigi tarafin karsisinda (kontralateral g6z)
bu kasilmalarin varligr arastirilmistir (Sekil 4.45). Bir 6n bulgu olarak bu transgenik
farelerde gerceklestirilen retinal iskemi, kontralateral gézde yaygin olarak retinal
mikrodamar kKkasilmalarina neden olmustur. Bu farelerde kontralateral goziin

etkilenme nedenleri ayrintili olarak aragtiritlmaya caligilacaktir.

Bpa Y

*. ipsilateral g kontralateral

Sekil 4.45. GYS-1NestinkO transgenik farelerde 1 saat kalici retinal iskemi gerceklestirilmis (ipsilateral,
sol) ve iskeminin kontralateralindeki gbzde (sag) retinal mikrodamar kasilmalar1 damar isaretleyici
lektin (yesil) ile isaretlenerek incelenmistir. Kontralateral gbzdeki retinalarda yaygm mikrodamar

kasilmalar1 (oklar) gozlenmistir. Olgek: 20 pum.
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4.6. Beyinde Peri-Mikrovaskiiler Glikojenin Norogliovaskiiler Unite

Elemanlarma EtKkileri

4.6.1. Beyinde Peri-Mikrovaskiiler Glikojenin Norogliovaskiiler Unite

Elemanlarindan Perisitlere Etkileri

Hem beyinde hem de retinada glikojen kullanim bozuklugu ve iskemi sonrasi
perisitlerin mikrodamar duvarindan ayrilmalari nedeniyle perisitler daha ayrintili
olarak incelenmistir. Perisitlerin KBB kontroliinden belli bir diizeyde sorumlu olmasi
(78, 79) nedeniyle 6ncelikle perisitler olmak tizere glikojen kullanimmin KBB ve
KRB elemanlar1 iizerindeki etkileri incelenmistir. Peri-mikrovaskiiler glikojenin
mikrodamar kasilmalartyla iliskisi gézlendikten sonra, daha 6nce laboratuvarimizda
yapilan ¢alismalar da g6zoniinde bulundurularak buna neden olan olas1 hiicrelerden
perisitler tizerine etkileri arastirilmaya baglanmistir (2). Bu amagla oncelikle, yabanil
kontrol, sonrasinda glikojen metabolizmasi genetik olarak bozulmus GYS-1Nestinko
farelerin beyninde perisitlere 6zgii reseptor PDGFR-f ifadesi incelenmistir (Sekil
4.46). Yansiz bir degerlendirme yapabilmek i¢in mikrodamar kasilma sayimi igin

kullandigimiz semi-stereolojik parametreler ile PDGFR-B pozitif perisitlerin sayimi
GYS-1NestinKO ye yabanil kontrol farelerde (Sekil 4.46) gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.46. Yabanil (iist) ve GYS-1Nes"KO (alt) farelerin beyin kesitleri perisit isaretleyici olarak
Platelet iliskili biiylime faktor reseptorii-beta (PDGFR-B) (kirmizi, iist sol) ile immiinofloresan ve
mikrodamarlar lektin (yesil, list sag) ile isaretlenmistir. PDGFR- ifade eden perisitler mikrodamar
duvar iizerindeyken (oklar) damar duvarinda bulunmayan PDGFR-B ifade eden hiicreler (yildiz)
isaretlenmistir. Olgek: 20 pm. CS57BL/6 yabanil ve GYS-1Net"KO  farelerin beyinlerinde
gerceklestirilen PDGFR-P pozitif perisit sayimi altta belirtilmistir. GYS-1Ne"KO transgenik farelerde
daha az PDGFR-p pozitif perisit bulundugu saptanmustir. *p<0,05, ‘Mann-Whitney U’ testi.
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GYS-1NestiKO farelerin beyinlerinde daha az sayida PDGFR-P pozitif perisit
saptanmasi lzerine (p=0,012, n=3) isv DAB enjekte edilmis ve c¢esitli zaman
dilimlerinde sakrifiye edilmis farelerin beyin kesitlerinde de PDGFR-B
immiinofloresan c¢alismalar1  gergeklestirilmistir. No6rogliovaskiiler seviyedeki
immunohistokimyasal incelemelerimizde serum fizyolojik uygulanan beyinlerin
kesitlerinde PDGFR-B pozitif perisitlerin ¢ogunlukla olmasi gerektigi gibi

mikrodamarlarin ¢gevresinde bulundugu izlenmistir (Sekil 4.47).

Serum Fizyolojik-1s

Sekil 4.47. Serum fizyolojik (isv) (ist) ve DAB isv enjeksiyonlarindan 1 saat sonra beyinler perisit
isaretleyici olarak Platelet iliskili biiylime faktor reseptorii-beta (PDGFR-B) (kirmizi) immiinofloresan
olarak ve mikrodamarlar lektin (yesil) ile isaretlenmistir. DAB enjeksiyonu sonrast PDGFR-f} ifade

eden perisit sayisinda ve damar duvariyla birlikteliginde azalma gozlenmistir. Olgek: 10 um.

Serum fizyolojik uygulamasinin aksine isv. DAB enjeksiyonunun
ipsilateralinde 30. dakikasindan (n=3, p=0,025) itibaren baslamak tizere PDGFR-f3
ifade eden perisitlerin sayis1 6. saatte (n=3, p=0,012) en disiik diizeye ulasmigtir
(Sekil 4.48). Bunun yaninda PDGFR-f ifade eden perisitlerin 6nemli bir kismimin da
yakininda oldugu mikrodamar duvarindan anlamli olarak uzaklastigi dikkati
cekmistir (Sekil 4.48,1. saat i¢in n=3, p=0,025, 6. saat i¢in n=3, p=0,012).
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Sekil 4.48. DAB isv enjeksiyonundan 6 saat sonra beyinler perisit isaretleyici olarak Platelet iligkili
biiylime faktor reseptorii-beta (PDGFR-B) (kirmizi) ile immiinofloresan ve mikrodamarlar lektin
(yesil) ile isaretlenmistir. PDGFR-J ifade eden perisitler 1. saate gore daha azalmig, damar duvarindan
ayrilan perisit oran1 artmigtir. Kutular biiyiitiilmiis ve iki goriintii iist tste cakistirilmigtir (alt).
PDGFR-B ifade eden damar duvarinda bulunmayan perisitler (yildiz) isaretlenmistir. Olgek: 1. sirada
20 pm, 2. sirada 10 pm.

DAB enjeksiyonunun 6. saatinde perisit sayisinin daha da azaldigi ve
mikrodamar duvarindan uzaklastig1 gozlenmistir. PDGFR- pozitif perisitlerin sayis1
muhtemelen DAB etkisinin azalmaya baslamasiyla enjeksiyonun 24. saatinde tekrar
artmaya baglamis (n=3, p=0,012) ve bir kismi1 da damar duvarinda izlenmeye
baglamistir (Sekil 4.49). Buna ragmen yine de PDGFR-B pozitif perisitler serum
fizyolojik uygulamasina gére damar duvarindan anlamli diizeyde ayr1 bulunmaktadir

(n=3, p=0,025).



88

DAB-24s

Sekil 4.49. DAB isv enjeksiyonundan 24 saat sonra Swiss albino farelerde beyinler perisit isaretleyici
olarak Platelet iligkili biiyiime faktor reseptor-beta (PDGFR-B) (kirmizi, iist sol) ile immiinofloresan
ve mikrodamarlar lektin (yesil, iist sag) ile isaretlenmistir. Kutular biiyiitiilmiis ve iki goriintii st iiste
cakistilmigtir (alt 2. ve 3. sira). 2. sirada PDGFR-B ifade eden perisitler mikrodamar duvari
iizerindeyken (oklar) 3. sirada damar duvarinda bulunmayan perisitler (yildiz) isaretlenmistir. Olgek:
Ustte 20 um, altta 10 pm.

DAB enjeksiyonu sonrasinda PDGFR-B perisitlerin - mikrodamarlardan
duvarindan uzaklastii, inhibisyonun etkisinin azaldig1 veya ortadan kalktig
saatlerde ise perisitlerin mikrodamar iizerinde daha ¢ok bulundugu gdzlenmistir.
Beyinde glikojen metabolizmas1 bozulmus GYS-1NUKO farelerin PDGFR-p ifade
eden perisit morfolojisi ve mikrodamar {izerinde bulunan perisit oran1 bakimindan
DAB’m yar1 6mrii olan (222), enjeksiyonunun 6. saatiyle uygun fenotip gosterdigi
saptanmistir. Bu degisiklikleri yansiz bir bicimde incelemek amaciyla isv DAB
enjekte edilmis beyinlerde yapilan semi-stereolojik incelemelerde PDGFR-B pozitif

perisit sayimlari yapilmstir (Sekil 4.50).
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Sekil 4.50. DAB ve serum fizyolojik isv enjekte edilen Swiss albino farelerde Platelet iliskili bitylime
faktor reseptorii-beta (PDGFR-p) ifade eden perisit sayimlart. Siyah: ipsilateral hemisfer, turuncu:
kontralateral hemisfer. DAB isv enjeksiyonu ile PDGFR-B pozitif perisitlerin sayisinda hizla diisiis
gbzlenmektedir. 9. saat itibariyle bu perisitlerin sayis1 tekrar artig gostermekle beraber ancak 24. saat
sonunda serum fizyolojik isv enjekte edilen kontrollerdeki PDGFR-B pozitif perisit sayisina
ulasilmistir. *p<0,05, ‘Kruskal-Wallis’ testi.

DAB isv enjeksiyonu ile PDGFR-f pozitif perisitlerin sayica azaldigi (n=3,
30. dakika ve 1. saat i¢in p=0,025, 3. saat i¢cin p=0,041), enjeksiyonun 6. saatinde en
diisiik sayida PDGFR-f pozitif perisit bulundugu (n=3, p=0,025) gozlenmistir. DAB
enjeksiyonunun 9. saati itibariyle serum fizyolojik isv enjekte edilen kontrollere gore
benzer sayida bulunmustur (n=3, 9. saat ve 24. saat i¢in p= 0,5). Bunun ardindan
mikrodamar duvarindan ayrilmis perisitler sayilmis ve PDGFR-f pozitif perisitlerin
toplam sayilarina oranlanmistir (Sekil 4.51). Serum fizyolojik isv enjeksiyonu ile
mikrodamar duvarindan ayrilmig PDGFR-B pozitif perisitlerin oran1 %20,86 iken
DAB enjeksiyonundan sirasiyla 30 dakika, 1, 3, 6, 9 ve 24 saat sonrasinda %28,72,
%30,12, %29,36, %43,03, %27,60 ve %23,63 olmustur. 6. Saat itibariyle en yliksek
oranda PDGFR-B pozitif perisit damar duvarindan ayri bulunmaktadir (n=3,
p=0,025). Mikrodamar kasilmalariyla iligkili olarak 9. saat itibariyle mikrodamar
duvarindan ayrilan PDGFR-B pozitif perisitlerin orani ise azalmaya baglamistir

(DAB isv 6. ve 9 saat i¢in n=3, p=0,025).
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Sekil 4.51. DAB ve serum fizyolojik isv enjekte edilen Swiss albino farelerde Platelet iliskili bitytime
faktor reseptorii-beta (PDGFR-P) ifade eden perisitlerin mikrodamar duvarindan ayrilma oranlari.
Damar duvarindan ayrilmig olarak bulunan perisitlerin sayis1 toplam PDGFR-B pozitif perisitlerin
sayisina oranlanmis ve ylizde olarak ifade edilmistir. 6. Saat itibariyle en yiliksek oranda PDGFR-$

pozitif perisit damar duvarindan ayrilmig bulunmaktadir. *p<0,05, ‘Kruskal-Wallis’ testi.

Bu incelemelerin sonucunda glikojen metabolizmasinin bozulmasi ile
ozellikle PDGFR-B ifade eden perisitlerin etkilendigi diisiiniilmiistiir. Benzer
durumlarda KBB’nde fonksiyonel ve histopatolojik degisiklikler oldugu daha 6nce
literatiirde gosterildigi igin (79, 225) perisitler i¢in bilinen diger belirteglerle
incelemelerin de yapilmasi ihtiyact dogmustur. Bu amagla oncelikle norogliovaskiiler
seviyedeki immunohistokimyasal incelemelerimizde glikojenin (GYS-1Nestinko)
tiretilemedigi fareler yabanil kontroller ile karsilastirilmistir (Sekil 4.52). PDGFR-3
ifade eden hiicrelerde saptananin aksine NG2 ifade eden perisitlerin mikrodamar
duvarn lizerinde bulundugu, kasilmanin gergeklestigi bolgelerde perisit uzantilarinin

NG?2 ifade ettigi gozlemlenmistir (Sekil 4.52).
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Yabanil (C57Bl/6)

Gys_lNestinKO

Sekil 4.52. Yabanil C57BL/6 ve GYS-1NetKO farelerin korteksleri perisit isaretleyici olarak ‘neural-
glial antigen” (NG2) (kirmizi) antikoru ile immiinofloresan ve mikrodamarlar lektin (yesil) ile
isaretlenmistir. Olgek: 10 pm. Mikrodamar segmentleri yiiksek oranda NG2 ifade etmektedir. Kutular
biyiitiilmils ve iki goriintii iist ste ¢akistirlmistir (alt, sart). *NG2 pozitif perisitleri gostermektedir
ve bu perisitler gogunlukla mikrodamar duvari iizerinde bulunmaktadir. Olgek: iist ve alt sirada 10

pm, orta sirada 20 pm.
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Genetik modele uygun bicimde isv DAB enjeksiyonu ile farmakolojik olarak
glikojen fosforilaz inhibisyonu gergeklestirilen beyinler serum fizyolojik enjekte
edilmis kontroller ile karsilastirllmistir (Sekil 4.53). DAB isv enjeksiyonunun 1.
saatinden itibaren 6. saate kadar NG2 ifade eden perisit uzantilarinin mikrodamar
duvarindan ayr1 bulunmadigi, kasilmanin gergeklestigi bolgelerde de perisit

uzantilarinin NG2 ifade ettigi gézlemlenmistir (Sekil 4.53).

'.hfg.v el
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Serum Fizyolojik
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DAB-24s

Sekil 4.53. Yabanil C57BL/6 (sol iist), GYS-1NeUKO (sa5 jist) ve Swiss albino farelerde serum
fizyolojik isv enjeksiyonundan 1 saat sonra (sol orta), DAB isv enjeksiyonundan 1 saat (sag orta), 6
saat (sol alt) ve 24 saat (sag alt) sonra farelerin beyin korteksleri perisit isaretleyici olarak ‘neural-glial
antigen” (NG2) antikoru (kirmizi) ile immiinofloresan ve mikrodamarlar lektin (yesil) ile
isaretlenmistir. Birlikte isaretlenen yerler sar1 renkle gosterilmigtir. Mikrodamar segmentleri yiiksek
oranda NG2 ifade etmektedir. *NG2 pozitif perisitler ile isaretlenmistir ve bu perisitler mikrodamar

duvari iizerinde bulunmaktadir. Olgek: 10 pm.
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Ayrica perisit iligkili immunohistokimyasal incelemelerimizde literatiirde
kabul gérmiis baska bir perisit isaretleyicisi olan CD13 (aminopeptidaz N) pozitif
perisitler glikojenin iiretilemedigi fareler (GYS-1Nei"KO) ve yabanil kontroller ile
karsilagtirilmistir (Sekil 4.54).

DAB-24s "=

Sekil 4.54. Yabanil C57BL/6 (sol iist), GYS-1NesUKO (55 jist) ve Swiss albino farelerde serum
fizyolojik isv enjeksiyonundan 1 saat sonra (sol orta), DAB isv enjeksiyonundan 1 saat (sag orta), 6
saat (sol alt) ve 24 saat (sag alt) sonra farelerin beyin korteksleri perisit isaretleyici olarak
‘aminopeptidaz N’ (CD13) (kirmizi) ile immiinofloresan ve mikrodamarlar lektin (yesil) ile
isaretlenmistir. Birlikte isaretlenen yerler sar1 renkle gosterilmistir. CD13 pozitif perisitler (*) ile

isaretlenmistir ve bu perisitler mikrodamar duvari iizerinde bulunmaktadir. Olgek: 10 pm.
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PDGFR-f ifade edenlerin aksine ve NG2 ifadesine benzer sekilde CD13 ifade
eden perisit uzantilarinin mikrodamar duvarindan ayri bulunmadig1 gézlemlenmistir
(Sekil 4.54). DAB isv enjeksiyonundan sonra 1. saatten itibaren 6. saate kadar CD13
ifade eden perisit uzantilarinin mikrodamar duvari lizerinde bulundugu, kasilmanin
gerceklestigi bolgelerde perisit uzantilarinin NG2 ile de uyumlu olarak CD13 ifade
ettigi gézlemlenmistir (Sekil 4.54). Bununla birlikte DAB isv enjeksiyonundan 24
saat sonra CD13 ifade eden perisitlerin azaldig1 gozlemlenmistir (Sekil 4.54). Bu
bulgular  gbz  Oniinde  bulunduruldugunda  mikrodamarlarda  glikojen
metabolizmasinin ~ biiyiilk 6neme sahip oldugu, PDGFR-B iliskili sinyal
degisikliklerinin iskemi sonrasi doku perflizyonunun saglanamamasina neden
olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenlerle iskemide perisitlerin kasilmasinda
onemli rol oynadig1 ve doku perflizyonunu dogrudan etkiledigi diisiiniilen kasilma
proteinlerinden alfa-diiz kas aktini (a-DKA) (2, 9) glikojenin (GYS-1NestinkO)

tiretilemedigi ve yabanil kontrol farelerde incelenmistir (Sekil 4.55).

Yabanil (C57Bl/6)

*

*

Gys_lNestinKO

Sekil 4.55. Yabanil C57BL/6 (iist) GYS-1NestinKO (alt) farelerin beyin Kesitleri alfa-diiz kas aktini (a-
DKA) (kirmizi) ile immiinofloresan ve mikrodamarlar lektin (yesil) ile isaretlenmistir. Birlikte
isaretlenen yerler sar1 renkle gosterilmistir. Alfa-diiz kas aktini (a-DKA) yogun olarak ifade eden

kapiller segmentler ve perisitler yildizlar (*) ile isaretlenmistir. Olgek: 10 um.

On bulgu olarak GYS-1NeUKO  transgeniklerin  kontrollere  gore
mikrodamarlarinda daha fazla alfa-diiz kas aktini (0-DKA) ifade ettigi gézlenmistir.
Bu durum muhtemelen perisitlerin 6zellikle iskemi gibi patolojik kosullarda

kasilabilmesi i¢in zemin hazirlamaktadir.
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4.6.2. Beyinde Peri-Mikrovaskiiler Glikojenin Norovaskiiler Unite
Elemanlarindan Astrositlere Etkileri

Beyindeki astrositler glikojenin ana deposudur (13) ve bu nedenle isv DAB
ve kontrol olarak da serum fizyolojik enjekte edilmis farelerde astrositlere 6zgii
GFAP ile S100 ifadesi incelenmistir. GYS-1NeUKO farelerde GFAP isaretlemesi
literatiirde yapildigindan ve herhangi bir farklilik bulunmadigindan (24) GFAP
isaretlemesi transgenik fare beyinlerinde yapilmamistir. DAB isv enjeksiyonu sonrasi
degisiklikler arastirilmistir. S100 bir alarm proteinidir ve astrositlerde bulunur.
GFAP ve S100’e kars1 antikorlar birlikte incelenmistir. Bu incelemelerde isv DAB
enjeksiyonu sonrasi damar duvarinda artan GFAP pozitif astrosit uzantilart ve S100

isaretli sitoplazmik isaretlenmeler dikkati ¢ekmistir (Sekil 4.56).

" ".’utt-‘*r
¢« ~&  GFAP-S100/ Lektin

N
. Serum Fizyolojik-1s

GFAP-S100 e P Lekin

Sekil 4.56. Swiss albino farelerde serum fizyolojik (iist) ve DAB (alt) isv enjeksiyonundan 1 saat
sonra beyinler astrosit isaretleyici GFAP ve S100 kokteyli (kirmizi) ile immiinofloresan ve
mikrodamarlar lektin (yesil) ile isaretlenmistir. DAB isv enjeksiyonu sonrast GFAP ve S100
isaretlemesinde artig gozlenmistir. GFAP isaretlenmesindeki artis 6zellikle mikrodamar duvarinda

izlenmistir. Olgek: 10 um.
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Sonrasinda KBB ve norogliovaskiiler iinite i¢in énemli rol oynadigi bilinen
(79) astrosit son ayaklar1 incelenmistir. Bu hedefe yonelik hem KBB’nin su tastyicisi
AQP4 hem de temel glukoz tasiyicis1t GLUT-1 isaretlemeleri 6ncelikle kronik olarak
beyinde glikojen metabolizmasi bozulmus GYS-1NU"KO  fareler ve yabamil
kontrollerde incelenmistir. Normal yabanil kontrollerde (Sekil 4.57) ve GYS-1Nestinko
farelerde AQP4 isaretlenmis, benzer isaretlenme sekilleri gézlenmistir (Sekil 4.57).
Buna ragmen GYS-1NeKO farelerde AQP4 lokalizasyonunda yer yer isaretlenmede

bozulmalar izlenmistir (Sekil 4.57).

Yabaml (C57BY/6)

GYs_lNestinKO

Sekil 4.57. Yabaml CS57BL/6 ve GYS-1NstiKO farelerin beyin kesitleri astrosit son ayaklarmi
isaretleyen AQP4 (kirmizi) ile immiinofloresan ve mikrodamarlar lektin (yesil) ile isaretlenmistir.

Olgek: 20 um.
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Daha sonrasinda DAB ve serum fizyolojik isv enjeksiyonu gerceklestirilen
beyinlerin kesitlerinde AQP4 isaretlenmis ve benzer sonuglar elde edilmistir. GYS-
ANestinkO - farelerdekine benzer AQP4 lokalizasyonunda yer yer isaretlenmede

bozukluklar da izlenmistir (Sekil 4.58).

. S = e

Serum Fizyolojik

DAB-24s

Sekil 4.58. Swiss albino farelerde serum fizyolojik isv enjeksiyonundan 1 saat sonra (sol iist), DAB
isv enjeksiyonundan 1 saat (sag iist), 6 saat (sol alt) ve 24 saat (sag alt) sonra beyinler astrosit son
ayaklarin1 isaretleyen AQP4 (kirmizi) ile imminofloresan ve mikrodamarlar lektin (yesil) ile
isaretlenmistir ve iki goriintii Gst iste cakistirilmigtir (alt). Birlikte isaretlenen yerler sar1 renkle

gbsterilmigtir. Olgek: 10 pm.

Hem GYS-1NestnKO (Sekil 4.57) hem DAB isv (Sekil 4.58) enjekte edilmis
farelerin beyinlerinde AQP4 ifadesinde yabanil kontrollere (Sekil 4.57) gore yaygin
degisiklik izlenmemistir. GYS-1NeUKO farelerde ve DAB enjeksiyonunun 1. saatinde
AQP4 ifadesi hafif diizeyde azalmis ve isaretlenme bozuklugu gostermistir. DAB
enjeksiyonunun 6. saatinde AQP4 (Sekil 4.58) yapilanmasi diizelmeye baglamis ve
24. saatte kontrollere benzemistir. Literatiirde PDGF-BB mutasyon tasiyan farelerde
AQP4 lokalizasyonunda bozulma gosterilmistir (132). Bu durum glikojenin AQP4

tizerindeki bu etkilerini de destekler niteliktedir.
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Sekil 4.59. GYS-1NestinKO farelerin beyin kesitleri astrosit son ayaklarmm ve endoteli isaretleyen
GLUT1 (yesil) antikoru ile immiinofloresan ve mikrodamarlar lektin (kirmizi) ile isaretlenmistir.
Kutular biiyiitilmiis ve iki goriintii st tste ¢akistirlmistir (alt). Azalan GLUT-1 ifadesi ** ile

gdsterilmistir. Birlikte isaretlenen yerler sar1 renkle gosterilmistir. Olcek: Ustte 20 pm, altta 10 pm.



99

DAB-24s

Sekil 4.60. Swiss albino farelerde serum fizyolojik isv enjeksiyonundan 1 saat sonra (sol iist), DAB
isv enjeksiyonundan 1 saat (sag iist), 6 saat (sol alt) ve 24 saat (sag alt) sonra beyinler astrosit son
ayaklarim ve endoteli isaretleyen GLUT1 (yesil) antikoru ile immiinofloresan ve mikrodamarlar lektin
(kirmiz1) ile isaretlenmistir ve iki gérintii tist Giste ¢akistirilmistir (alt). Birlikte isaretlenen yerler sart
renkle gosterilmigtir. Azalan GLUT-1 ifadesi ** ile, normale dénen GLUT-1 ifadesi ise t ile

gbsterilmistir. Olgek: 10 pm.

AQP4 ifadesinde yaygin degisiklik izlenmemesine karsin GLUT-1
isaretlenmesi hem GYS-1NeUKO (Sekil 4.59) hem de DAB isv (Sekil 4.60) enjekte
edilmis farelerin beyinlerinde yabanil kontrollere (Sekil 4.59) gore ciddi diizeyde
etkilenmistir. DAB enjeksiyonunun 1. saatinde GLUT-1 ifadesi azalirken 6. saatte
diizelme gostermistir. DAB enjeksiyonunun 24. saatinde GLUT-1 isaretlemesinde

yer yer azalma izlense de yaygin olarak diizeldigi gézlenmistir (Sekil 4.60).

4.6.3. Beyinde Peri-Mikrovaskiiler Glikojenin Endotelyal Siki Bileske
Proteinlerine Etkileri

Norogliovaskiiler diizeyde glikojen kullanimi hem perisit hem de astrosit son
ayaklarindaki KBB iligkili proteinleri yaygin olarak etkilemistir. Bu durumda
KBB’ni olusturan endotelyal sik1 bileske durumu da arastirilmistir. Oncelikle GYS-
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ANestinkO e yabanil farelerde siki bileske proteinleri klaudin-5 ve ZO-1 ifadeleri
incelenmistir. Gergeklestirilen klaudin-5 immiinofloresan c¢alismalarinda GYS-
ANestinkO transgeniklerin ciddi diizeyde klaudin-5 eksikligi gosterdigi anlasilmistir
(Sekil 4.64). Daha sonrasinda DAB ve serum fizyolojik isv enjeksiyonu
gerceklestirilen  beyinlerin kesitlerinde anti-klaudin-5 antikoru ile
immiinohistokimyasal isaretleme yapilmig ve benzer sonuglar elde edilmistir. GYS-
ANestinkO farelerdekine benzer sekilde DAB enjekte edilmis beyinler ciddi diizeyde
klaudin-5 eksikligi gostermistir (Sekil 4.61). DAB enjeksiyonunu 24 saat takiben de
klaudin-5 ifadesinde degisiklik gézlenmemistir.

%
GYs_lNestinKO

DAB-24s

Sekil 4.61. Yabanil C57BL/6 (sol iist), GYS-1NeUKO (sa5 jist) ve Swiss albino farelerde serum
fizyolojik isv enjeksiyonundan 1 saat sonra (sol orta), DAB isv enjeksiyonundan 1 saat (sag orta), 6
saat (sol alt) ve 24 saat (sag alt) sonra farelerin beyin korteksleri endotel siki bileske isaretleyicisi
olarak anti-klaudin-5 (yesil) antikoru ile immiinofloresan ve mikrodamarlar lektin (kirmizi) ile
isaretlenmistir. Birlikte isaretlenen yerler sar1 renkle gosterilmistir. GYS-1NesKO transgenik ve DAB
isv enjekte edilen farelerde klaudin-5 isaretlenmesinin azaldig: (yesil) saptanmistir. Azalan klaudin-5

ifadesi * ile gosterilmistir. Olgek: 10 pm.
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Hem GYS-1Nesti"KO transgenikler ile hem de isv DAB sonrasi farelerin
beyinlerinde endotelyal klaudin-5 proteininin ciddi diizeyde azaldigi saptanmustir.
ZO-1 proteini sirasiyla yabanil kontrollerde ve GYS-1Nt"KO farelerde anti-ZO-1

antikoru ve lektin isaretlemesi ile incelenmistir (Sekil 4.62).

Yabanl (C57Bl/6)

Gys_lNestinKO

Sekil 4.62. Yabanil C57BL/6 ve GYS-1NesKO farelerin beyin kesitleri endotel siki bileske isaretleyici
olarak anti-ZO-1 (kirmizi, st sol) antikoru ile imminofloresan ve mikrodamarlar lektin (yesil) ile

isaretlenmistir. Birlikte isaretlenen yerler sar1 renkle gdsterilmistir. Olgek: 20 pm.
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Immiinofloresan isaretlemeler sonrasinda GYS-1NeU"KO transgenikler benzer
diizeyde ZO-1 ifade etmektedirler; ancak immiinofloresan yontem ile belirlenebildigi
kadariyla hiicresel lokalizasyonunda bozulmalar da dikkati ¢ekmistir (Sekil 4.62).
Bunun {izerine DAB ve serum fizyolojik isv enjekte edilmis beyinlerde ZO-1
isaretlemeleri incelenmistir (Sekil 4.63). DAB enjeksiyonunun erken doéneminde
benzer isaretlenme gozlenirken enjeksiyonun 6. saatinde ZO-1 6nemli bir oranda
damar duvar1 disinda da izlenmistir. Bu durum 24. saat itibariyle serum fizyolojik

enjekte edilen gruptakilere yaklasmistir (Sekil 4.63).

Serum Fizyolojik

DAB-24s

Sekil 4.63. Swiss albino farelerde serum fizyolojik isv enjeksiyonundan 1 saat sonra (sol iist), DAB
isv enjeksiyonundan 1 saat (sag iist), 6 saat (sol alt) ve 24 saat (sag alt) sonra beyinler anti-ZO-1
(kirmiz1) antikoru ile immiinofloresan ve mikrodamarlar lektin (yesil) ile isaretlenmistir ve iki goriintii
iist iiste cakistirilmistir (alt). Birlikte isaretlenen yerler sar1 renktedir. Immiinofloresan yéntem ile
belirlenebildigi kadariyla DAB enjeksiyonunun 1. saatinde benzer ZO-1 isaretlenmesi gozlenirken
enjeksiyonun 6. saatinde ZO-1 6nemli bir oranda damar duvari diginda da izlenmistir, ** ile
isaretlenmistir. Bu durum 24. saat itibariyle serum fizyolojik enjekte edilen gruptakilere yaklagsmstir.

Olgek: 10 pm.
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Glikojenin norogliovaskiiler diizeyde perisitler, astrositler ve endotelyal siki
bileske proteinleri icin etkileri histopatolojik olarak incelendikten sonra goézlenen
degisiklikler iizerine PDGF-BB/PDGFR-B iliskisinin ve bu proteinlerin ifade
diizeylerinin degerlendirilmesi istenmistir. Bu amacla 1slak transfer kosullarinda
gerceklestirilen Western blotlama (n=3, 2 tekrar) ile perisit icin NG2 (250 kDA),
CD13 (150 kDA), PDGFR-B (160 kDA) ve a-DKA (42 kDA), astrosit i¢in GLUT-1
(45-55 kDA) ve AQP4 (35 kDA), endotelyal siki bileske i¢in ZO-1 (220 kDA),
klaudin-5 (14 kDA) ve PDGF-BB/PDGFR-B iliskisi i¢in PDGF-BB (28 kDA)
goriintiilenmistir (Sekil 4.64).
© &
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Sekil 4.64. GYS-1NetKO transgenik ve kontrol farelerin beyin dokularinda 1slak transfer kosullarinda

gerceklestirilen Western blotlamada perisit, astrosit, endotelyal siki bileske ve PDGF-BB/PDGFR-
sinyal yolagi iligkili proteinlerin gdsterimi. GYS-1NetKO transgenik farelerin beyinlerinde PDGFR-B,
GLUT-1, klaudin-5 ifadesi ciddi oranda azalmistir. AQP4 ifadesi de diismiistiir. a-DKA ifadesi ise
artmistir. Beta-aktin yiikleme kontrolii olarak kullanilmistir. Her bir kuyuya 50 pg protein

yiiklenmistir.
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Bu Western blotlama ile GYS-1NeUKO transgeniklerin biitiin beyinlerinde
(n=3, 2 tekrar) PDGFR-p azalmis, a-DKA artmis ve NG2 ve CD13 goreceli benzer
diizeylerde oldugu gosterilmistir. Ayrica GLUT-1 ve AQP4 proteinlerinin belirgin
olarak azaldig1 saptanmistir. Goriintiilenen bu Western blotta azalan GLUT-1’in
muhtemelen glikozile, biiyilkk molekiil agirliga sahip olan ve endotel yiizeyinde
bulunan form oldugu disliniilmektedir. Literatiirde GLUT-1 glikozilasyonunun
glikojen metabolizmas1 ile iligskisi adipositlerde belirtilmis (94) olsa da bu
incelemeler ile literatiirde ilk kez beyin dokusunda da gosterilmistir. GYS-1Nestinko
transgeniklerin ve DAB enjekte edilmis farelerin beyinlerinde ciddi diizeyde klaudin-
5 eksikligi gosterdigi anlasilmistir. DAB enjeksiyonunu 24 saat takiben bile klaudin-
5 ifadesinde diizelme gozlenmemistir. Bu durum klaudin-5 {iretimi ve hiicre igi
dongiistiniin bozulmast ile iligkilendirilebilir. Buna ragmen ZO-1 korunmustur ancak
immiinofloresan yontem ile belirlenebildigi kadariyla dokudaki yerinde bozulmalar
gbzlenmistir. Bu iki proteinin benzer degisimi literatiirde bir ¢alismada gdsterilmistir
(117). Bununla birlikte GYS-1Nst"KO farelerin beyinlerinde PDGF-BB diizeyi
kontrollere gore azalmistir. Elde edilen bantlarda optik yogunluk Ol¢limlerinin

literatlirde belirtildigi sekilde yapilmasi planlanmistir (214).

4.7. Retinada Peri-Mikrovaskiiler Glikojenin Nérovaskiiler Unite

Elemanlari Uzerine Etkileri

4.7.1. Retinada Peri-Mikrovaskiiler Glikojenin Nérogliovaskiiler Unite

Elemanlarindan Perisitlere Etkileri

Norogliovaskiiler diizeyde glikojen kullaniminin retinal mikrodamarlarin
kasilmastyla iligkisi ortaya konulduktan sonra beyinde oldugu gibi perisitlere 6zgii
PDGFR-B proteini incelenmistir. Yabanil kontrollerde ve GYS-1N®U"KO farelerde
PDGFR-B immiinohistokimyasal olarak isaretlenmistir (Sekil 4.63). Beyindekinin
aksine GYS-1Nest"KO farelerde retinal PDGFR-B immiinofloresan isaretlemesi yabamil

kontrollere benzer oldugu gozlenmistir (Sekil 4.65).
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Sekil 4.65. Yabaml C57BL/6 ve GYS-1NeUKO farelerin biitiin retinasi perisit isaretleyici olarak
PDGFR-B (yesil) ile immiinofloresan immiinohistokimya ve mikrodamarlar lektin (kirmizi) ile
isaretlenmistir. PDGFR-f sinyalinin yabanil kontrollere benzer yogunlukta olmasi dikkati ¢ekmistir.
Olgek: 20 um.

Retinada beyinden farkl olarak tripsin ile retinal sindirme yontemi sayesinde
damarsal ag diger hiicreler olmadan histopatolojik olarak elde edilebilir (215). Bu
yontem laboratuvarimizda ilk kez kullanilmig olup yine bu sayede yabanil
(C57BL/6) kontroller ve GYS-1NeUKO jle intravitreal serum fizyolojik ve DAB
enjekte edilmis retinalarda damarsal ag ve ozellikle perisitler incelenmistir (Sekil

4.66).
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Sekil 4.66. Yabanil (C57BL/6) kontrol (iist sol), GYS-1NesinKO (jist sag) fare, intravitreal serum
fizyolojik (alt sol) ve DAB enjekte edilmis (alt sag) retinalarin damar aglari tripsin ile sindirme
yontemiyle elde edilmis ve PAS-Hematoksilen ile isaretlenmistir. Retinalarda perisitler oklar, perisit
bulunmayan mikrodamar segmentleri ve mikrodamar duvarindan ayrilan perisitler yildizlar (*) ile
isaretlenmistir. GYS-1N"KO retinasinda perisitlerde ve mikrodamar yogunlugunda azalma dikkati
cekmistir. Serum fizyolojik intravitreal enjeksiyon ile damar duvarindan ayrilan perisitler
bulunmasina ragmen DAB enjeksiyonu ile ¢ok daha fazla sayida damar duvarindan ayrilmis perisit
gozlenmistir. Bununla birlikte DAB enjeksiyonu sonrasi eritrositlerin mikrodamar igerisinde fazlaca

bulunmalar dikkati ¢cekmistir. Olgek: 20 pm.

Tripsin ile retinal sindirme yontemi sayesinde perisitlerin g¢ekirdekleri,
damarlara gore bulunduklar1 konumlar daha kolay bir bi¢imde incelenmistir. Bu
incelemeler sonucunda yansiz bir degerlendirme yapabilmek i¢cin 40X’lik biiylitme
altinda 6-10 alanda perisit sayimi yapilmistir (n=3). GYS-1NeUKO retinasinda
(401,73+27,95) yabanil kontrollere gore (568,58+30,39) anlamli diizeyde daha az
sayida perisit bulunmaktadir (n=3, p=0,025). DAB enjekte edilen retinalarda
(366,87+19,25) da benzer sekilde serum fizyolojik enjekte edilenlere gore
(500,31+9,68) anlamli olarak daha az sayida perisit izlenmistir (n=3, p=0,025).
Bununla birlikte DAB enjekte edilen retinalarda damar duvarindan ayrilan perisitler

bulunmustur ve bu perisitlerin ¢ekirdekleri de piknotik gdriiniime sahiptir (Sekil
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4.66, yildizlar). Ayrica kapiller yatak igerisinde c¢ok sayida eritrosit de goze
carpmaktadir (Sekil 4.66, oklar). Perisit sayimlarina ait grafik Sekil 4.67° de

gosterilmistir.
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Sekil 4.67. Yabanil (C57BL/6) kontrol, GYS-1NestinkO “intravitreal serum fizyolojik ve DAB enjekte
edilmis, tripsin ile retinal sindirme yontemiyle damar aglar1 elde edilmis retinalarda toplam perisit
saymmi1. 40X’lik biiyiitme altinda 6-10 alanda yapilmistir ve mm? de olacak sekilde gdsterilmistir.
*p<0.05, ‘Kruskal-Wallis’ testi.

4.7.2. Retinada Peri-mikrovaskiiler Glikojenin Nérogliovaskiiler Unite

Elemanlarindan Astrositler ve Miiller Hiicrelerine Etkileri

Retinada Miiller hiicreleri glikojenin ana deposudur (35, 36). Miiller
hiicrelerinin ve astrositlerin son ayaklari incelemek i¢cin KRB nin su tasiyicisi AQP4
ve temel glukoz tasiyicist GLUT-1 oncelikle beyinde glikojen metabolizmasi
bozulmus genetik olarak azalmis olan GYS-1Ne"KO transgenik ve yabanil kontrol
farelerde immiinofloresan yontemlerle incelenmistir. Yabanil kontrollerde ve GYS-
1NestinkO farelerin retinalarinda mikrodamar cevresinde daha az AQP4 isaretlemesi
gozlenmistir (Sekil 4.68). GYS-1NUKO  tranggeniklerin retinalarinda GLUT-1
isaretlenmesi yabanil kontrollere gére AQP4 ifadesinde azalmaya eslik edecek

sekilde ve belirgin diizeyde azalmistir (Sekil 4.68).
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Sekil 4.68. Yabanil C57BL/6 (1. ve 3. sira) ve GYS-1NeKO (2 ve 4. sira) farelerin biitiin retinalari
Miiller hiicrelerinin ve astrositlerin son ayaklarina 6zgiil anti-AQP4 antikoru (kirmizi) ve Miiller
hiicrelerinin, astrositlerin son ayaklarma ve endotele 6zgil GLUT-1 antikoru (kirmizi) ile
immiinofloresan olarak ve mikrodamarlar lektin (yesil) ile isaretlenmistir. Birlikte isaretlenen yerler
sar1 renkle goriilmektedir. GYS-1NeUKO retinasinda mikrodamar duvarinda azalan AQP4 ve GLUT-1

ifadesi (*) ile gosterilmistir. Olgek: 10 um.

4.7.3. Retinada Peri-Mikrovaskiiler Glikojenin Endotelyal Siki Bileske

Proteinlerine Etkileri

Retinada peri-mikrovaskiiler diizeydeki glikojen hem perisit hem de Miiller
hiicreleri ve astrosit son ayaklarindaki KRB iliskili proteinleri yaygin olarak

etkilemistir, endotelyal siki bileske proteinleri retinada da arastirilmistir. GYS-
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INestinkO ve yabanil farelerin retinalarinda siki bileske proteinleri klaudin-5 ifadesi

incelenmistir. Anti-klaudin-5 antikoru ile yapilan immiinofloresan caligmalarinda
GYS-INesUKO  transgeniklerin  retinada da ciddi diizeyde klaudin-5 eksikligi

gosterdigi anlasilmistir (Sekil 4.69).

Yabanil (C57Bl/6)

klaudin-5
Gys_lNestinKO

Sekil 4.69. Yabanil C57BL/6 (iist) ve GYS-1NestinkO (at) farelerin biitiin retinalar1 anti-klaudin-5
(yesil) antikoru ile immiinofloresan ve mikrodamarlar lektin (kirmizi) ile isaretlenmistir. Birlikte

isaretlenen yerler sar1 olarak gozlenmektedir. Azalan klaudin-5 ifadesi yildiz (*) ile gosterilmistir.
Olgek: 10pm.

Glikojenin norogliovaskiiler diizeyde perisitler, Miiller hiicreleri ve astrosit
son ayaklar1 ve endotelyal siki bileske proteinleri i¢in etkileri histopatolojik olarak
incelendikten sonra gbzlenen degisiklikler tizerine PDGF-BB/PDGFR-f iliskisinin
ve bu proteinlerin ifade diizeylerinin degerlendirilmesi istenmistir. Bu amagla 1slak
transfer kosullarinda gerceklestirilen Western blotlama (n=2, 2 tekrar) ile perisit i¢in
CD13 (150 kDA) ve PDGFR-B (160 kDA), astrosit icin GLUT-1 (45-55 kDA),
endotelyal siki bileske i¢in ZO-1 (220 KDA) ve klaudin-5 (14 kDA) ile PDGF-
BB/PDGFR-B iliskisi i¢in PDGF-BB (28 kDA) goriintiilenmistir (Sekil 4.70).
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Sekil 4.70. GYS-1NestnKO transgenik ve kontrol farelerin soguk HBSS igerisinde stereomikroskop
altinda elde edilmis retinalarinda 1slak transfer kosullarinda gercgeklestirilen Western blotlamada
perisit, Miiller hiicreleri ve astrosit son ayaklari, endotelyal siki bileske ve PDGF-BB/PDGFR-f sinyal
yolag: iliskili proteinlerin gosterimi. Beta-aktin yiikleme kontrolii olarak kullanilmigtir. Her bir

kuyuya 10 pg protein yiiklenmistir.

Bu Western blotlama ile én bulgu olarak GYS-1NeUKO transgenik farelerin
retinalarinda (n=2) PDGFR-B, CD13, GLUT-1, klaudin-5 diizeyinin azalmis oldugu
gosterilmigtir.  Buna ragmen ZO-1 korunmustur ve AQP4 diizeyinin
karsilastirilabilmesi i¢in daha yiiksek miktarda proteinin yiiklenmesi gerekmektedir.
Bununla birlikte endotelyal PDGF-BB diizeyi kontrollere gore azalmistir. Hem
AQP4 diizeyinin incelenebilmesi hem de elde edilen bantlarda optik yogunluk
Ol¢timlerinin literatiirde belirtildigi sekilde yapilmasi planlanmistir (214).
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5. TARTISMA

Beynimiz viicut agirhgmizin sadece %2’sini olusturmasina ragmen,
viicudumuzdaki oksijen tiiketiminin %20’sinden sorumludur ve glukozun %25’ini
kullanir (11). ATP, iyonik dengelerin ve uyarici sinaptik baglantilarin korunmasinda
kullanilir ve beyinde kullanilan toplam ATP’nin %45’ini olusturmaktadir (11).
Iskemik inme gibi beyine gelen kan akimmin azalmasi ve/veya kesilmesi
durumlarinda metabolik ihtiyaglar1 karsilayan enerji miktarinda ani bir azalma
gerceklesmektedir (226, 227). Tromboembolik iskemik inmede gecerli tek tedavi
secenegi inmeden sonraki ilk 4,5 saat iginde doku plazminojen aktivatorii (tPA) ile
veya mekanik trombektomi ile tikali damarin agilmasidir (1). Tikanan damar yeniden
acilsa yani rekanalizasyon saglansa bile beyin parenkiminde reperfiizyon her zaman
saglanamamaktadir (56). Bu durum "no-reflow" fenomeni olarak adlandirilmaktadir
ve mikrodamarlardaki perisitlerin kasili kalmasina bagli oldugu gozlenmistir (2).

Doku perfiizyonunu olumsuz etkileyen bu mikrovaskiiler kasilmalarda rol
oynayan mekanizmalar heniiz tam olarak aydinlatilmamistir. Bu mekanizmalarin
aydinlatilmasinda beynin yani sira retinanin da incelenmesi Onemlidir. Retina
beyinden sonra perisit oraninin en yiiksek oldugu dokudur (77, 228). Ayrica
MSS’nin bir uzantis1 olmasi, ortak embriyolojik kokenden gelismesi hem de beyni
koruyan kafatas1 gibi bir kemik tabakasi ile ¢evrelenmemesi, histopatolojik olarak
inceleme kolaylig1 saglamas: ve dnemli diizeyde glikojen metabolizmasina ihtiyag
duymasi nedeniyle biiyiik bir 6neme sahiptir (4). Bilim insanlar1 glikojenin; inme
(13, 30, 68, 229), migren (204), bilissel fonksiyon, hafiza kayb1 (7, 24) ve birgok
hastaligin patofizyolojisinde etkin olup olmadig1 yoniinde arastirmalar yapmislardir
(16, 226) ancak bu g¢alismalarda norogliovaskiiler iinite, KBB/KRB ve hiicresel
iliskiler ile iskemik inmenin erken donemindeki mikrodolasim bozukluklar
incelenmemistir.

Son yillarda artmis sayidaki ¢alismalara ragmen iskemi ile indiiklenen perisit
kasilmasimin altinda yatan mekanizmalar heniiz tam olarak belirlenememistir (2, 9,
60, 104, 230). Hem beyinde hem de retinadaki aragtirmalarimiz ve gozlemlerimiz
kasilmanin in vivo kosullarda hemen degil gecikerek ortaya ¢iktigin1 géstermistir (9).
Beyindeki astrositler ve retinadaki baglica glial hiicreler olan Miiller hiicreleri

glikojeni son ayaklarinda sentezler, depolar ve yikarlar (13, 35, 36). Bu son ayaklar
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mikrodamarlart sarar, perisitlerle yakin iligki i¢cindedir (78). Glia hiicreleri, iskemiye
ve enerji yokluguna daha dayaniklidir; hatta glukoz bulunmadigi durumlarda
glikojeni hizla metabolize ederek piruvat ve laktat seklinde noronlara vererek enerji
saglayabilirler. Bu nedenle, kandan tasinan glukozun yeterli olmadigi iskemi gibi
durumlarda peri-mikrovaskiiler glikojen, kasilmada rolii olan perisitlerin
metabolizmasini  siirdiirmek icin glukoz saglayabilir. Bu durum iskemi gibi
durumlarda mikrodamar kasilmalarinin iskeminin baslamasindan bir siire sonra
olmasini agiklayabilir (2, 9, 11).

Glikojen metabolizmasi, glikojen sentezi ve glikojen yikiminin dengesiyle
gerceklesir. Bu iki siire¢ viicutta, glikojenolizi (6rn., glukagon, kortizol, epinefrin,
norepinefrin) uyaran hormonlarin es zamanli olarak glikojenezi inhibe etmesi sekilde
karsilikli olarak diizenlenir (14). Beyin ve retinada glikojen miktar olarak diger
dokulara gore ¢ok daha az bulunmaktadir (13, 35, 36) ve bu nedenle uzun yillardir
cok tlizerinde durulmayan bir konu olarak kalmistir. Glikojenin beyinde 6nemli rol
oynadig1 cesitli kaynaklarda gosterilse de bolgesel farklarin bulunmasi, miktar
tayinindeki zorluklar, dokuda 6zgiin olarak gdsterilebilmesi bakimindan arastirilmasi
zor bir konu oldugu belirtilmistir (231, 232). Tiim bu zorluklara ragmen buradan yola
cikarak, glikojen metabolizmasinin etkileri 6zellikle glikojen fosforilaz enzimine
yonelik spesifik inhibitorler kullanilarak incelenmistir (222, 233). Buradan yola
cikilarak bu tez ¢alismasinda, hem beyine isv ve retinaya intravitreal olarak glikojen
fosforilaz enzimini inhibe ederek glikojen kullanimini engelleyen 1,4-dideoksi-1,4-
imino-d-arabinitol (DAB) uygulanmis, hem de MSS’nde glikojen sentaz-1 gen (GYS-
1) ve protein ifadesi bulunmayan GYS-1NeU"KO fareler (24) kullanilmistir. Bu iki
yontemde beyinde yaygin olarak hiicre spesifik olmadan glikojen metabolizmasi
bozulmus ve etkileri ndrogliovaskiiler diizeyde incelenmistir.

Calismamizda peri-mikrovaskiiler glikojen kaynagi farmakolojik ve genetik
olarak azaltildiginda iskemi ile indiiklenene benzer sekilde mikrodamarlarda
kasilmalarin ortaya c¢iktig1 saptanmistir. Hatta bu farelerin iskemiye toleransinin
azaldig1, kasilmalarin daha fazla sayida olustugu dolayisiyla enfarkt hacminin de
bliytidiigli bulunmustur.

Daha once retinada DAB enjeksiyonunun mikrodamar kasilmalar1 iizerindeki

etkileri laboratuvarimizda sadece tek zaman araliginda ve dozda incelenmistir (9). Bu
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doktora tez c¢alismasinda ise farkli zaman araliklarinda ve dozda DAB
enjeksiyonunun hem retinada hem de beyindeki etkileri arastirilmis, mikrodamar
kasilmalari, KBB/KRB, norogliovaskiiler {inite elemanlar1 ve iskemik hasar tizerinde
etkileri incelenmistir. Fokal serebral iskemi ve iskemi/rekanalizasyon ve kalici
retinal iskemi modelleri ile her iki doku mikrodamarlarinda gergeklesen kasilmalarin
ve beyinde infarkt hacminin arttigi gozlenmistir. Literatiirde bagka bir glikojen
fosforilaz inhibitori (CP-316,819) ile yapilan iskemide ise glikojenin koruyucu
oldugu gosterilmistir (229). Bu durum bu inhibitoriin iskemik kosullarda glikojen
fosforilaz enzimini inhibe edememesinden kaynaklanmis olabilir. Diger bir deyisle
bu inhibitér doku iskemik olmadigi zaman dokuda bulunan toplam glikojeni
arttirarak iskemi sirasinda beyine destek olmus olabilir. Bu inhibitorler arasindaki
farmakolojik farklar iizerine yapilan calismalar sonucunda DAB en giivenilir
bulunmus ve dolayisiyla da bu amagla en yaygm kullanilan ajan olmustur (233).
Literatirde DAB astrosit hiicre kiiltiirlerinde (19, 28, 222) ve birka¢ ‘in-vivo’
calisgmada kullanilmigtir (7, 204). Buna ragmen ‘in-vivo ¢alismalarda beyin ve
retinada DAB’1n hangi hiicrelerde ne diizeyde etkili oldugu karsilastirmali olarak
incelenmemistir.

Birbirinden farkli genlerden fakat yapisal olarak benzer olarak iiretilen kas,
karaciger ve beyin olmak fiizere 3 farkli izoformu bulunan glikojenden glukoz
eldesinden sorumlu glikojen fosforilaz enzimi (234) ise glikojen sentaz-1 gibi biitiin
beyin boyunca glial hiicrelerde, bazi1 néronlarda, koroid pleksus ve ependimal
hiicrelerde ifade edilmektedir (235). Bununla birlikte PDGF-beta mutant farelerin
mikrodamarlariyla gerceklestirilen mikroarray c¢alismasinda glikojen fosforilaz
enziminin ifadesi kontrollere gore 50 kattan fazla degismistir (236). Bu da glikojen
fosforilazin PDGF-BB iliskili olarak mikrodamarlar i¢in 6nemini géstermektedir.

Teorik olarak beyin ve retinada hem glikojen sentezinden sorumlu glikojen
sentaz-1 enzimi noronlarda da olmak iizere astrositler, ependimal hiicreler,
oligodendrositler ve koroid pleksus epitel hiicrelerinde bulunmaktadir (15, 234).
Glikojen sentaz-1 enzimi i¢in etkili inhibitorler bulunmamaktadir; ancak glikojen
sentaz kinaz-3a-p (GSK-3a-P) aktivitesiyle bu enzimin g¢aligmasi kontrol edilir.
GSK-3 enzimi, baska bir kinaz ile aktive edilen proteinlerin inhibisyonundan

sorumlu olmasi ve 100’den fazla proteinin diizenlenmesinden sorumlu olmasi (237)
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nedeniyle uzun yillardir aragtirilmaktadir (238, 239). Basta Alzheimer hastalig1 (240,
241) ve bipolar duygudurum bozukluk (242, 243) olmak iizere birgok MSS hastaligi
(244-247) i¢in 6nemi belirtilmekle birlikte GSK-3 inhibisyonu ile glikojen sentaz-1
aktivitesinin ve glukoz akisinin adipositlerde arttigi gosterilmistir (248). Ayrica
GSK-3f inhibisyonunun beyin endotel hiicrelerinde klaudin-5 ve okliidin yari-
Omiirlerini uzatarak bariyer dengesini arttirdigi gosterilmistir (249). Buna ragmen
GYS-1NesUKO farelerin beyinlerinde gerceklestirilen incelemelerde GSK-3 iliskili
degisiklikler gozlenmemistir (24). Bu durum literatiirde bu farelerin gelisimsel olarak
glikojen eksikligine alismasi ile agiklanmistir (24).

GYS-1NestinKO farelerin yabanil kontrollere gore her iki dokuda hem daha
fazla mikrodamar kasilmasi gosterdigi hem de daha az kapiller yogunluga sahip
oldugu bulunmustur. Bu transgenikler ile DAB enjekte edilmis farelerin beyin ve
retinalarinda mikrodamar kasilmalar1 benzer sayida gozlenmistir. Bu da glikojen
kullaniminin mikrodamar kasilmalar1 {izerinde 6nemini kanitlar niteliktedir. Bununla
birlikte retinada endotel basina daha fazla perisit olmasina karsin beyin ve retinadaki
mikrodamar kasilmalar1 her fare grubunda karsilastirildiginda beyinlerde mm? basina
daha fazla mikrodamar kasilmasi gézlenmistir. Bu durumun dokularin elde edilmesi
sirasinda yasanan teknik sorunlarla iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Beyin
dokular1 %4 PFA ile transkardiyak perfiizyon yoluyla fikse edilirken; retinalar, g6z
kiireleriyle birlikte cikarildiktan sonra %4 PFA i¢ine konularak fikse edilmistir.
Transkardiyak perfiizyonun beyin glikojenini azalttigi literatiirde gosterilmistir (5,
250) ancak bu kisa siire i¢inde azalan glikojenin mikrodamar kasilmalarina etkisi tam
olarak da bilinmemektedir.

Mikrodamarlardaki kasilmalar ile perivaskiiler glikojen arasindaki iligki
histopatolojik olarak norogliovaskiiler diizeyde de incelenmistir. Literatiirde glikojen
miktarinin incelenmesi i¢in fiksasyon sirasinda kayba ugramadan incelenebilmesi
amaciyla mikrodalga fiksasyonu oOnerildigi goriilmistir (5, 250). Bu yontemde,
enerjisini (5,6,8,10 KW) kisa siirede (yaklasik 1 saniye) belli bir noktada
odaklayabilen endiistriyel bir mikrodalgaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu pahali cihazin
bu tez c¢alismasinda kullanilamamas1 nedeniyle glikojen tespit islemi fare anestezi
altindayken siradan bir mikrodalga cihaziyla gergeklestirilmistir. Bu amagla 500W
30s boyuna uygulanan mikrodalga ile beyin tespit edilmeye c¢alisilmig (251) ancak
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bunun sonucunda beyin dokusunun histolojik Dbiitiinliigli korunmadigi igin
incelenmesi olanaksiz olmustur. Bu nedenle beyin dokularinda glikojen diizeyi
incelemeleri daha 6nce laboratuvarimizda yapildigi gibi transkardiyal perfiizyonun
hizli yapilmasi ile gergeklestirilmistir (8). Ayrica veriler niceliksel miktar tayini degil
kontrollerle karsilastirma seklinde niteliksel olarak degerlendirildigi i¢in mikrodalga
ile muamale yapilmadan gerceklestirilen incelemelerin bu deneyler i¢in uygun
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Her iki dokuda glikojen, Periyodik asit Schiff (PAS) ve
glikojene 6zgii ticari olmayan, yeni gelistirilen, 6zgiil oldugu gosterilen (5) antikorlar
(ESG1A9 ve IV58B6) ile immiinofloresan olarak gosterilebilmistir (252). DAB ile
glikojenin kullanimi durdurulmus ve fazla glikojen kasilmanin ¢evresinde
gbzlenmistir. 2 saatlik iskemi sonucunda ise dokuya saglanamayan kan akist
nedeniyle damar ¢evresinde bulunan glikojen hizlica yikilmis ve kasilmaya neden
olmustur. Mikrodalga fiksasyonu kullanilmadigr i¢in glikojen miktar tayini
yapilamamistir. Bunun 6zellikle beyinde yapilabilmesi i¢in mikrodalga ile doku
fiksasyonu gerekmektedir (5, 250, 251). Mikrodamarlarda 6zellikle kasilma olan
yerlerde PAS ve/veya immiinohistokimyasal olarak gdosterilen glikojen miktarinda
azalma oldugu bulunmustur. Ancak glikojen fosforilaz inhibitorii (DAB) verildiginde
yani glikojenden glukoz elde edilmesi onlendiginde kasilmalarin artmasina ragmen
PAS ve/veya immiinohistokimyasal olarak gosterilen glikojende artis olmustur. Bu
da DAB’mn glikojenin kullanimi engelleyerek bu durumu ortaya g¢ikardigim
diistindiirmektedir.

Ayrica iskemi sirasinda lazer benekli kontrastlanma goriintiilemeleri ile elde
edilen verilerle kortikal perfiizyon haritas1 olusturulmus, kortikal kanlanma haritalar
elde edilmistir. GYS-1NUKO farelerde yabanil kontrollere gore farkli bir kortikal
kanlanma degisim haritas1 elde edilmistir. Kortikal kan akisi iskeminin merkez
bolgesinde yabanil kontrollere gére anlamli olarak daha az diisiis gostermistir. Buna
karsin penumbrada kontrollerde oldugu gibi kanlanmada belirgin bir diisis
gozlenmemistir. Ayrica bu transgeniklerde kapiller yogunlugun ve baglantilarin az
oldugu gosterilmistir. Bu da iskemi sirasinda hasarli dokuya ¢evreden gelebilecek
kollateral kan akis desteginin yabanil kontrollere gore ¢ok daha az olacagin
diistindiirmiistiir. Bu durum iskemik infarkt hacminin artisiyla desteklenmistir.

Bununla birlikte literatiirde gosterildigi lizere perisitlerin kayb1 bazal kan akisinin ve
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norovaskiiler kenetlenmenin kontrollere gore bozulmasiyla sonuglanmistir (230, 253,
254). Hem kapiller yogunlugun ve PDGFR-B pozitif perisitlerin azligi, hem de
iskemi sirasinda merkez bolgede diisiisiin daha az olusu bu transgeniklerde bazal kan
akisinin kontrollere gore nasil oldugu sorusunu diisiindiirmektedir ve bu konuda
calismalar planlanmistir.

Hem MSS’nde glikojen iiretimi genetik olarak bozuk olan GYS-1NestinkO
transgenik  farelerin  karakterizasyonu, hem  mikrodamar kasilmalarinin
degerlendirilmesi ve niceliksel incelenmesi, hem de mikrodamarlardaki kasilmalar
ile peri-nérogliovaskiiler glikojen arasindaki iligkinin ortaya konmasi {izerine
KBB/KRB’ni olusturan hiicresel elemanlar ve 6zellikle de farelerde mikrodamar
kasilmalariyla iligskilendirilmis perisitler (2) incelenmistir. Hem transgeniklerde hem
de DAB enjekte edilmis dokularda kontrollere gore artmis sayida mikrodamar
kasilmalarinin PDGFR-f pozitif perisitlerle ilgisi incelenmistir. PDGFR-f ifade eden
perisitlerde sayica azalmaya eslik eden damar duvarindan ayrilma gozlenmistir. Bu
durumda literatiirde daha once elde edilen bulgulara gére PDGF-BB/PDGFR-f
sinyal yolagmin bozuldugu, bu sekilde KBB/KRB’lerinin etkilendigi, glikojen
kullanim1 ve iretimi bozuk olan dokularin her tiirli hasara yatkin oldugu
distintilmiustir (79, 225). PDGFR-B pozitif perisitlerden farkli olarak da NG2 ve
CD13 ifade eden perisitlerde anlamli bir degisiklik izlenmemekle birlikte kasilma
olan bolgelerde bu perisitlerin bulundugu gézlenmistir. Mikrodamar kasilmalarinin
nedenini ortaya koymak amaciyla alfa-diiz kas aktini (a-DKA) de incelenmistir (2,
255). Bir 6n bulgu olarak transgeniklerde her iki dokunun mikrodamarlarinda daha
fazla o-DKA ifade edildigi gozlenmistir. GYS-1N®UKO  tranggeniklerin  biitiin
beyinlerinde belirgin olarak azalmis PDGFR-f, artmis a-DKA ve goreceli benzer
diizeyde NG2 ve CD13 diizeyleri de gosterilmistir. Perisitlerin g¢esitli mikrodamar
islevleri i¢in bircok O6nemi oldugu ileri siiriilmekle birlikte (256-260) PDGF-
BB/PDGFR-B iliskisinin KBB islevleri i¢in 6nemi literatiirde gosterilmistir (78, 225,
256). Deneysel caligmalarda norolojik hastalik modellerinde perisitlerin  damar
duvarindan ayrildig1 ve hatta fenotipik degisklikler gosterdigi bulunmustur (81, 82,
261, 262). Beyinde perisitlerin PDGFR-B, NG2 ve CDI3 proteinlerini farkli
anatomik bolgelerde farkli mikrodamar segmentlerinde farkli diizeylerde ifade

ettiklerini gosteren calismalar bulunmaktadir (88, 89). Bu farkliliklarin birbirinden
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degisik islevlere sahip perisitleri belirledigi disiliniilse de yeterli bir kanit
bulunmamaktadir (77, 90). NG2 proteininin vaskiiler gelisim ve patolojik
neovaskiilarizasyon sirasinda perisitlerde ifade edildigi gosterilmistir (91, 92). Ayrica
NG2’nin perisitlerin tiimor gelisimi sirasinda bazal lamina bilesenlerinden kolajen tip
4’e baglanmast amaciyla kolajen tip 6 i¢in reseptor olarak gorev aldigi gosterilmistir
(93-96). Diger bir taraftan perisit belirteci olarak yaygin kullanimina ragmen CD13
proteininin perisitler icin islevleri yeterince aydinlatilamamistir (97, 98). Bu
calismada gozlemledigimiz PDGFR-B pozitif perisitlerde azalma, bu perisitlerin
damar duvarindan ayrilma ile perisitlerin fenotipleri ve/veya islevleri arasindaki
iligkilerin ileri caligmalarla incelenmesi planlanmustir.

Glikojen ile perisitler arasindaki bu etkilesimin gézlenmesi {izerine noral
koruma icin biiylikk 6nem tasiyan, norogliovaskiiler iinitede onemli rol oynayan,
glikojenin ana deposu olarak gorev alan astrositler ve Miiller hiicreleri de
incelenmistir. GYS-1NeUKO farelerde astrositlere 6zgii GFAP isaretlemesi literatiirde
yapilmis ve herhangi bir farklilik bulunmamistir (24). Bu nedenle isv DAB ve serum
fizyolojik enjekte edilmis farelerde astrositlere 6zgii GFAP ve S100 ifadesi
incelenmistir. DAB isv enjeksiyonu sonrasi 6n bulgu olarak damar duvarinda artan
GFAP pozitif astrosit uzantilar1 ve S100 isaretli sitoplazmik isaretlenmeler dikkati
¢ekmistir. Bununla birlikte astrosit ve Miiller hiicre son ayaklari ile endotel tizerinde
bulunan GLUT-1, her iki fare modelinde diizey olarak azalmistir. DAB enjeksiyonu
ile 1. saatte hizla azalan GLUT-1 ifadesi 6. saat itibariyle artmaya baslamis ve 24.
saatin sonunda kontrollere yaklagmistir. Bu durum GLUT-1 {iretiminde ve hiicre i¢i
dongiisiinde glikojenin 6nemini zamansal olarak gostermistir. GLUT-1 proteini
literatiirden bilindigi iizere sirasiyla endotel ve astrosit lizerinde glikozile olan ve
olmayan formlar ifade etmektedir (120). Goriintiilenen GLUT-1 diizeyinde belirgin
azalma goriiliirken yapilan Western blotlama ile glikozile, biiyiik molekiil agirhiga
sahip olan ve endotel yiizeyinde bulunan GLUT-1 formunda azalmanin glikojen ile
iliskili oldugu c¢ikarimi yapilmistir. Bununla ilgili ileri calismalar yapilmasi
gereklidir. Bu durum GLUT-1 glikozilasyonunun glikojen metabolizmasi ile iliskisi-
literatiirde daha 6nce adiposit kiiltiirlerinde belirtilmis olsa (123) da bu bulgular
literatiirde ilk kez beyin ve retinada da gosterilmistir. Diger bir taraftan AQP4 ifadesi

ise goreceli olarak korunmus olmakla birlikte hafif diizeyde azalmis ve yapilanma
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bozuklugu gostermistir. Literatirde PDGF-BB mutasyonu tasiyan farelerde AQP4
lokalizasyonunda bozulma gosterilmistir (132). Bu durum glikojenin  AQP4
tizerindeki bu etkilerini de destekler niteliktedir.

KBB ve KRB’deki siki bileske proteinleri de incelenmistir. GYS-1NeUKO ye
yabanil farelerde sonrasinda da DAB enjekte edilmis beyin ve retinalarda klaudin-5
ve ZO-1 proteinleri incelenmistir. GYS-1Nt"KO transgeniklerde ve DAB enjekte
edilmis dokularda klaudin-5 eksikligi bulunmustur. DAB enjeksiyonunu 24 saat
takiben bile klaudin-5 protein miktarinda diizelme gozlenmemistir. Bu durum
klaudin-5 iiretim dongiisiiniin bozulmasi ile iliskilendirilebilir. Iskemik inme sonrasi
erken donemde klaudin-5’in endotelde yikildigi gosterilmistir (263). Buna ragmen
Z0O-1 korunmustur ancak immiinofloresan goriintiilerde doku yapilanmasinda
bozulmalar oldugu go6zlenmistir. Bu iki proteinin benzer bigimdeki degisimi
literatiirde bir ¢alismada gosterilmistir (117). Bu ¢alismada CD146-perisit-endotel
iligkisi incelenmis bu adezyon molekiiliiniin gelisimsel donemde ilk 6nce immatiir
mikrodamarlarin endotelinde ifade edildigi gosterilmistir (117). Damar duvarinda
artan perisitlerin, TGF-p1 sentezleyerek endotelyal CD146 diizeyinin azalmasina
neden oldugu bulunmustur (117). CD146, perisitlere 6zgii olarak silindiginde
perisitler mikrodamar duvarinda daha az sayida bulunmuslardir (117). Bu sayede
CD146’nin PDGFR-f ile koreseptdr olarak islev gorerek perisitlerin mikrodamar
duvarmma tutunmasimni sagladigi anlagilmistir (117). CD146’nin sadece endotelde
silinmesiyle ise endotelyal klaudin-5 diizeyi azalmis ve KBB bozulmustur (117).
Bununla birlikte klaudin-5 eksikligi literatiirde iskemik inme (158) ile birlikte
Alzheimer hastaligi (163), multipl skleroz (164), sizofreni (165) ve major depresyon
(166) gibi ¢esitli hastalik modellerinde incelenmis ve onemi gosterilmistir. Bariyer
olusumu, KBB/KRB gelisimi ve klaudin-5 seviyesinin korunmasi i¢in endotel, perisit
ve astrositlerden sinyal molekiilleri salinmaktadir. Bunlarin arasinda astrositlerde
bulunan ‘sonic-hedgehog (SHH)  sinyal yolagi o6nemli bir rol oynamaktadir.
Astrositlerden salinan SHH endotelyal ‘patched homolog 1’ reseptdriine baglanarak
klaudin-5, vaskiiloendotelyal kadherin (‘VE-cadherin’) ve okliidin tiretiminin kontrol
edilmesini saglar (107). Kiigiik molekiil agirligi (800 daltona kadar) olan
maddelelerin KBB/KRB’den gegisinde gorev almaktadir (156). Beyin ve retinada
klaudin-1, 3, 12 gibi diger klaudin proteinlerinin ifade edildigi ancak klaudin-5 in
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600 kat daha fazla olarak fiiretilerek bu dokularda en ¢ok ifade edilen {iyesi oldugu
bilinmektedir (157). iskemik inme sonrasi klaudin-5 azalmis (158) ve kronik
donemde de yerini klaudin-1 almistir (159) ancak bu durumda KBB tam islevsel
olarak c¢alisamamaktadir. Bu bilgiler dogrultusunda glikojen kullaniminin ve
tiretiminin bozuldugu modellerimizde klaudin-5 disinda baska bir proteinin bu
gorevleri istlenebilecegi diisiiniilmiistiir. Bu konunun arastirilmasi gerekmektedir.
Z0-1 ise ZO ailesinin incelenen ilk {iyesi olup MSS’nde yiiksek diizeyde ifade
edilmektedir (160). Diger siki bileske proteinleri ile hiicre iskeletine F-aktin
aracilifiyla baglanarak endotelin ve mikrodamar biitiinligiiniin saglanmasinda
onemli rol oynamaktadir (160-162). Bu tez galismasinda GYS-1NetKO ye DAB
enjekte edilmis beyin ve retinalarda ZO-1 ifadesi korunsa da doku yapilanmasinda
bozulmalar gézlenmistir.

Sonug olarak bu tez c¢alismasinda hem beyin hem de retinada peri-
mikrovaskiiler glikojen metabolizmas1 genetik olarak bozuk olan GYS-1NestinkO
transgeniklerde hem de 1,4-dideoksi-1,4-imino-d-arabinitol (DAB) enjekte edilerek
glikojen kullanimi engellenen farelerde mikrodamar gevresi 6zelinde ¢alisilmistir.
Mikrodamar kasilmasi, KBB/KRB, iskemi ile iliskisi bakimindan glikojen hem
genetik hem de farmakolojik yontemle erken donemde zamansal olarak
degerlendirilmistir. Beyin ve retinada glikojen kullanimi mikrodamarlarda
kasilmalarin ortaya c¢iktigi, bunlarin iskemi ile arttigi ve bunlarin perisit iliskili
oldugu gosterilmistir. Elde edilen tim bu bulgular peri-mikrovaskiiler glikojenin
mikrodamar kasilmalari, doku perfiizyonu, KBB/KRB kontrolii ve ilgili hiicreler
arasi iliskileri etkilerken oncelikle iskemik hasar olmak iizere birgok MSS hastaligina
alt yapt olusturabilecek bilesenlerde onemli rol oynadigini literatiirde ilk olarak
gostermektedir. Ayrica bu arastirma siirecinde laboratuvarimiza retinal sindirme,
kortikal kanlanma haritas1 gibi baz1 yontemler kazandirilmistir, kortikal kan akisinin
deney boyunca ortalama degisiminin bolgesel olarak yansiz degerlendirilmesi
miimkiin olmustur. Glikojenin hem beyinde hem de retinada nodrogliovaskiiler
diizeyde etkilerinin ortaya konmasi nedeniyle bu tez ¢aligmasinin literatiire dnemli

bir katki saglayacag diisiiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Beyninde glikojen sentaz-1 (GYS-1) bulunmayan GYS-1NestinkO ye GYS-
qHeterozigot farelerin retinalarinda da GYS-1’in az oldugu saptanmustir. Boylece
bu farelerde beynin yani sira retinanin da kullanilarak glikojen eksikligini
modellemede kullanilabilecegi gosterilmistir.

Glikojen bulunmayan (GYS-1NestinKO) yeya glikojen kullanimmin Glikojen
Fosforilaz  inhibitorii  1,4-dideoksi-1,4-imino-d-arabinitol (DAB) isv
enjeksiyonu ile engellendigi durumlar beyin ve retina mikrodamarlarinda
yabanil kontrollere gore daha fazla kasilmaya neden olur. DAB etkisini 30.
dakikada gostermeye baslar ve etkisi 6. saat itibariyle azalmaktadir. Fokal
serebral iskemi ve iskemi/rekanalizasyon modelleri ile retinal iskemi
sonrasinda mikrodamarlarda kasilmalarin arttigi saptanmistir. Kontrollere
gore beyinde infarkt hacminin de arttig1 gézlenmistir.

GYS-1NestinkO transgeniklerde kapiller dallanmalarin sayimi ile hem beyin
hem de retinada kapiller yogunlugun kontrollere goére az oldugu
gosterilmistir.

Beyin ve retinada mikrodamar kasilmalari peri-mikrovaskiiler glikojen ile
iliskilidir. Dokularin fiksasyonu i¢in hedeflenmis mikrodalga kullanilmasa da
glikojen, hizl transkardiyak perfiizyon ile ¢ikarilan beyin ve retinada PAS ve
Ozgiil antikorlar aracilifiyla gosterilebilir. Bu sekilde de iskeminin peri-
mikrovaskiiler glikojeni azalttig1 saptanmustur.

GYS-1NestinkO ve jsy DAB enjekte edilen beyin ve retinalarda PDGFR-p ifade
eden perisitlerin sayica azaldig1 saptanmigtir. DAB enjekte edilen dokularda
PDGFR- ifade eden perisitlerin bir kisminin damar duvarindan ayrildig
gozlenmistir. Ancak bir 6n bulgu olarak NG2 ve CD13 ifade eden perisitlerde
anlamli bir degisiklik izlenmedigi mikrodamar kasilmalarinin oldugu yerlerde
bunlarla isaretlenen perisitlerin bulundugu gézlenmistir.

GYS-1NestinKO farelerde ve DAB enjeksiyonu sonrasi dokularda yabanil
kontrollere gore 6n bulgu olarak AQP4 benzer olarak isaretlenmigtir. GLUT-
1 isaretlenmesi ise yabanil kontrollere gore farklilik gdstermistir. DAB

enjeksiyonunun 1. saatinde GLUT-1 ifadesi azalirken 6. saatten itibaren 24.



121

saatte kontrollere benzer GLUT-1 isaretlemesi gozlenmistir. Endotelyal siki
bileske proteinlerinden klaudin-5 ifadesinde yabanil kontrollere gore azalma
oldugu, ZO-1 ifadesinin korundugu, buna ragmen ZO-1 yapilanmasinda
immiinohistokimyasal olarak bozulmalar oldugu 6n bulgu olarak
gozlenmistir.

o GYS-1NeUKO farelerde yabanil kontrollere gore iskemide farkli bir kortikal
kanlanma degisim haritas1 elde edilmistir. Kortikal kan akis1 iki saat boyunca
takip edilmis ve iskeminin merkez bdlgesinde yabanil kontrollere gore
anlamli olarak daha az diisis gOstermistir. Buna karsin penumbrada
kanlanmada belirgin bir artig gdzlenmistir.

o GYS-1NUKO transgeniklerde kapiller yogunlugun ve PDGFR-B pozitif
perisitlerin azlig1 ile iskemide merkez bolgede kortikal kanlanma diisiisiiniin
daha az olmasi1 bu farelerde bazal kan akiminin kontrollere gére nasil oldugu
sorusunu diistindiirmektedir. Bu konuda ¢alismalar planlanmugtir.

e lleri calismalarda glikojen sentaz-1 (GYS-1) vel/veya glikojen fosforilaz
enzimlerinin sadece astrosite (GFAP-Cre), perisite (PDGFR-B-Cre) ve
endotele (Tie2-Cre) ozgii Cre-rekombinaz ifade eden transgenik fareler
ve/veya viriisler araciligiyla silindigi modeller kullanilarak glial son ayaklar,
yakin iligkideki perisitler ve endotel arasindaki metabolik mekanizmalara
daha aciklik getirilebilir. Bu sayede endotel-perisit-astrosit iliskileri daha iyi
aciklanarak oOncelikle mikrodamar fizyolojisi, sonrasinda da ilgili

hastaliklarin patofizyolojisi daha iyi anlasilabilir.
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