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TURKCE OZET

Yenidogan yogun bakim {iinitelerinde prematiir yenidoganlara, resiisitasyon
pulmoner hipertansiyon ve solunum sikintisi gibi durumlarda tedavi amagli verilen
suprafizyolojik dozlarda oksijen, retina ve akciger gibi organlarin yanisira beyine de
hasar verir. Hiperoksinin apoptitoz, oksidatif stres, inflamasyon gibi néronal sagkalimi
etkileyen siireglerde patolojik degisikliklere neden oldugu neonatal hayvan
modellerinde gosterilmistir. Son yillarda yapilan ¢alismalar hiperoksinin neden oldugu
noronal hasar1 azaltmayr amaclayan ndoroprotektif ajan arayislar1 iizerine
yogunlagmustir. Anoreksijenik bir peptit olan nesfatin-1’in, anti-inflamatuar ve anti-
apoptotik etkileri oldugunu gosteren ¢alismalar bulunmaktadir. Bu ¢alismanin amaci,
nesfatin-1 peptitinin gelismekte olan sigan beyninde hiperoksinin neden oldugu beyin
hasarina etkisinin olup olmadigin1 ve bu etkisini hangi mekanizmalar iizerinden
gerceklestirdigini gostermektir.

Calismada Wistar albino cinsi 6 giinliik sicanlar kullanildi. Normoksi+SF,
hiperoksi+SF, hiperoksi+nesfatin-1, normoksi+nesfatin-1, gruplar1 olusturuldu. 2
veya 5 giin siirelerle hiperoksiye maruz birakilan yavrulara iki farkli dozda nesfatin-1
intraperitoneal yolla verildi. Isik mikroskobik degerlendirmelerde etkin dozun
20pg/kg/giin oldugu belirlendi. Takiben etkin doz verilen yavru siganlarin tiim beyin
homojenatlarinda, otofaji, apoptoz, inflamasyon ve oksidatif stres siireglerine 6zgii
proteinler ile norotrotrofinlerin ekspresyonlarindaki degisiklikler degerlendirildi.

Elde ettigimiz bulgulara gore, nesfatin-1’in, hiperoksi nedeniyle azalan néron
sayisin1 anlamli Slgiide artirdig1 ve hipomiyelizasyonu diizelttigi gozlendi. iki giinliik
hiperoksi siiresince uygulanan nesfatin-1’in, hiperoksinin nedeni ile artan beklin-1,
ATG5 ve LC3A-B gibi otofaji belirteglerinin diizeyleri ile BAX ve IL-18
ekspresyonlarini anlamli  olglide azaltirken, 5 giinliik hiperoksinin etkisi ile
ekspresyonlari azalan BDNF ve GDNF gibi norotrofinler ile SOD ve GSH-Px
antioksidan enzim diizeylerini anlamli olarak artirdigi tespit edildi.

Sonug olarak, nesfatin-1 peptitinin hiperoksinin neden oldugu beyin hasarini
azaltt1g1, bozulan hiicresel ve molekiiler mekanizmalar {izerine koruyucu etkisi oldugu
gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, hiperoksi, nesfatin-1, néron korunmasi, otofaji
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INGILIiZCE OZET

INVESTIGATION OF THE PROTECTIVE EFFECT OF NESFATIN-1
PEPTIDE IN NEURON DEATH CAUSED BY HYPEROXIA iN NEWBORN
RAT BRAIN

Supraphysiological doses of oxygen given to premature newborns in neonatal
intensive care units for treatment purposes in conditions such as resuscitation,
pulmonary hypertension and respiratory distress, damage the brain as well as organs
such as the retina and lungs. It has been shown in neonatal animal models that
hyperoxia causes pathological changes in processes affecting neuronal survival such
as apoptosis, oxidative stress, and inflammation. Studies in recent years have focused
on the search for neuroprotective agents aiming to reduce neuronal damage caused by
hyperoxia. There are studies demonstrating that nesfatin-1, an endogenous
anorexigenic peptide, has anti-inflammatory and anti-apoptotic effects. The aim of this
study is to show whether nesfatin-1 peptide has an effect on brain damage caused by
hyperoxia in the developing rat brain and through which mechanisms it exerts this
effect.

Six-day-old Wistar albino rat pups were used in the study. Normoxia+SF,
hyperoxia+SF, hyperoxia+nesfatin, normoxia+nesfatin groups were created. Two
different doses of nesfatin-1 were given intraperitoneally to rat pups exposed to
hyperoxia for 2 or 5 days. Subsequently, changes in the expression of proteins specific
to autophagy, apoptosis, inflammation and oxidative stress processes and
neurotrophins were evaluated in the whole brain homogenates of rat pups given the
effective dose.

According to our findings, nesfatin-1 significantly increased the number of
neurons decreased due to hyperoxia and restored myelination. Nesfatin-1 applied
during two days of hyperoxia significantly reduced the levels of autophagy markers
such as beclin-1, ATG5 and LC3A-B, which increased due to hyperoxia, and the
protein expressions of BAX and IL-18. It was also found that neurotrophins such as
BDNF and GDNF or SOD and GSH-Px antioxidant enzyme levels, whose expressions
decreased with the effect of 5-day hyperoxia, significantly increased.

In conclusion, it has been shown that nesfatin-1 peptide reduces brain damage
caused by hyperoxia and has a protective effect on impaired cellular and molecular
mechanisms.

Key Words: Apoptosis, autophagy, hyperoxia, nesfatin-1, neuron protection.
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Doktora tezi olarak sundugum “Yenidogan Sican Beyninde Hiperoksinin Neden Oldugu
Néron Oliimiinde Nesfatin-1 Peptitinin Koruyucu Etkisinin Arastirilmasi” bashkl tez
3. Kiiresel Siirdiiriilebilir Kalkinma Hedefleri ile iliskilidir.



1. GIRIS

Yenidoganda beynin gelisimi ve hiicrelerin devamliligi i¢in sinir dokusuna
sunulan kan akimi diizeyinin ve oksijen konsantrasyonunun yeterli olmasi énemlidir.
Bu nedenle 6zellikle preterm yenidoganlarda resiisitasyon ve solunum sikintist gibi
durumlarda oksijen, terdpatik ajan olarak kullanilmaktadir. Suprafizyolojik dozlarda
kullanilan oksijen, prematiire yenidoganlarda semptomlar1 iyilestirip sagkalimi
artirmasina karsin, sinir sistemi ve akciger gelisimini olumsuz etkileyerek, yasamin
sonraki donemlerinde prematiirite retinopatisi ve bronkopulmoner displazi gibi
hastaliklarinin gelismesinde temel faktor olarak kabul edilmektedir. Yiiksek oksijen
konsantrasyonu, beyinde apoptoz ve otofaji, ndrotrofin ve nérotransmitter salinimi,
reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve ROS-bagimli sistemler ve enflamasyon gibi
biyokimyasal, molekiiler ve hiicresel mekanizmalara etki ederek sinir dokusunun
gelisimini bozmaktadir. Bu mekanizmalarin anlasilmasi, hiperoksiyle sekonder
gelisen hasarin ve uzun vadeli sekellerin tanimlanmasi ve tedavi yaklagimlarinin

gelistirilmesi acisindan oldukca dnemlidir.

Son yillarda literatiirde hiperoksi olusturulan yenidogan deneysel hayvan
modellerinde, néronal hasar1 azaltmayir amaclayan noroprotektif ajan arayislarinin
yogunlastig1 goriilmektedir (Bendix, ve ark., 2012; Endesfelder ve ark., 2017a, b;
Goren ve ark., 2017; Sifringer ve ark., 2009, 2010). Eritropoietin (Sifringer ve ark.,
2009, 2010; Bendix ve ark., 2012; Murray ve ark., 2020), kafein (Endesfelder ve ark.,
2017b), TRP601 (Sifringer ve ark., 2012), deksmedetomidin (Sifringer ve ark., 2015),
iiridin’in (Al, Cakir, Kog, Cansev, & Alkan, 2020; Goren ve ark., 2017) yenidogan
sigan yavrularinda olusturulan hiperoksik hasarda koruyucu etkilerinin oldugu
gosterilmistir. 2006 yilinda tanimlanan (Oh-I ve ark., 2006) ve merkezi ve periferik
organlarda eksprese edilen nesfatin-1 peptiti, organizmada, basta besin alimi1 olmak
tizere (Oh-I ve ark., 2006), depresyon ve anksiyete gelisimi (Merali, Cayer, Kent &
Anisman, 2008; Ge ve ark., 2015), kalp kontraktilitesi (Angelone ve ark., 2013;
Yamawaki ve ark., 2012), kardiyoproteksiyon (Angelone ve ark., 2013; Tasatargil ve
ark., 2017), bagirsak motilitesi (Atsuchi ve ark., 2010; Gao ve ark., 2017), gonadal
gelisim, gebelik (Garcia-Galiano ve ark., 2012; Legg-St Pierre ve ark., 2018) glukoz
metabolizmas1 (Bonnet ve ark., 2013; Dong, Guan, Jiang, & Chen, 2014) ve
termojenez (Dore ve ark., 2017a) gibi fizyolojik ¢ok sayida siirece etki ettigi
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bilinmektedir. Son yillarda nesfatin-1’in enflamasyon ve enfeksiyona yanitta da rolii
oldugunu gosteren c¢aligmalar bulunmaktadir (Bonnet ve ark., 2009). Subaraknoid
kanamaya bagli akut beyin hasar1 (Ozsaver ve ark., 2011), travmatik beyin hasari
(Tang, Fu, Xu, Wei, & Pan, 2012) ve iskemik néronal hasar olusturulan erigkin hayvan
modellerinde, nesfatin-1 peptitinin anti-inflamatuar ve anti-apoptotik etkilerinin
oldugu ve kaspaz-3 ve mikroglial aktivasyonu baskilayarak CA1 bdlgesinde néron
Oliimiinii azalttig1 ve uzamsal hafiza bozuklugunu iyilestirdigi gosterilmistir (Erfani ve

ark., 2019).

Nesfatin-1’in, eriskin deney hayvanlarinda farkli yontemlerle olusturulan
beyin hasarinda ndroprotektif etkisi oldugunu gosteren literatiir bilgisi kapsaminda
“Nesfatin-1, yenidogan sican yavrularinda hiperoksi ile indiiklenen néron 6liimiine
kars1 farkli hiicresel mekanizmalar tlizerinden koruyucu etki gosterir” hipotezinden
hareket ederek nesfatin-1 peptitinin gelismekte olan sican beyninde hiperoksinin
neden oldugu beyin hasarinda etkisinin olup olmadigin1 ve bu etkisini hangi
mekanizmalar {izerinden gerceklestirdigini gosterilmesi amaglanmustir. Iki 6zgiin
hedef dogrultusunda diizenlenen deneysel c¢aligmalar ile amaca ulasilmasi
planlanmistir: 1) Nesfatin-1 peptitinin hiperoksinin neden oldugu beyin hasarinda
koruyucu etkisinin olup olmadigin1 ve etkin dozunu belirlemek, 2) Nesfatin-1
peptitinin koruyucu etkisini hiperoksinin etkiledigi hangi hiicresel mekanizmalar

tizerinden gosterdigini belirlemek.

Tamamlanan tez calismasi, nesfatin-1 peptitinin, gelismekte olan sigan
beyninde hiperoksi ile indiiklenen néron dliimiinii azaltarak noroprotektif etkiye sahip
oldugunu ve bu etkisini hiperoksik kosullarda bozulan hiicresel ve molekiiler
mekanizmalardan bazilarin1 iyilestirerek gerceklestirdigini  gostermistir. Tez
caligmasinin ¢iktilari, yenidogan beyin hasarinda tek basina veya kombin tedavilerde
nesfatin-1’in uygulanabilirligini arastiran yeni arastirmalarin tasarlanmasi ve efektif
yeni tedavi protokollerinin olusturulabilmesinin 6niinii acabilecek 6n veriler sunmasi,
ek olarak, nesfatin-1’in yenidoganda hiperoksi ile bozulan hiicresel ve molekiiler
mekanizmalarda etkinligini gosteren literatiirdeki ilk ¢aligma olmasi1 nedeniyle 6zgiin

deger tasimaktadir.



2. GENEL BILGILER

Viicut agirligimin ancak %2’sini temsil eden ve biitliin viicut tarafindan
kullanilan oksijenin %20’sini sarfetmesi nedeniyle organizmadaki en yiiksek oksijen
tilketen organlardan biri olan beyine ulasan kan akimindaki azalma ve/veya sinir
dokusuna sunulan oksijen yogunlugundaki diisiis, yenidoganda cesitli patolojilere
neden olabilmektedir. Bu nedenle oksijen, yenidoganda beynin gelisimi ve hiicrelerin
devamliligi i¢in terdpatik ajan olarak kullanilmaktadir (Terraneo ve ark., 2017). Tiim
canli dogumlarin yaklasik %5,5-11,4’{inii olusturan prematiire dogumlar, obstetrik ve
neonatal tip alanindaki tim gelismelere karsin, yenidoganda mortalite ve morbidite
riskini arttiran bir problemdir. Prematiire yenidoganlarin bir kismi yogun bakim
tinitelerinde suprafizyolojik dozlarda oksijen destegine ihtiyagc duymaktadir.
Uygulanan oksijen tedavisinin hipoksinin neden oldugu semptomlari iyilestirmesine
karsin, prematiirite retinopatisine neden olarak ciddi gérme bozuklugu ve korliige yol
actig1 uzun zamandir bilinmektedir (Reich Hoeber, Bendix, & Felderhoff-Mueser,
2017). Ayrica akciger gelisimini de olumsuz etkiyen oksijen, yenidoganda
bronkopulmoner displazinin patogenezindeki temel faktorlerden biri olarak
tanimlanmstir (Day, & Ryan, 2017).

Memeli beyninin gelisimi, noéronal hiicre gelisimi ve proliferasyonu,
migrasyonu, glial hiicre proliferasyonu, aksonal ve dendritik biiyiime, sinaptogenez ve
aksonlarin miyelinizasyonu gibi yapisal ve fonksiyonel olgunlagma stireclerini iceren
dinamik bir siirectir (Stiles, & Jernigan, 2010). Bu nedenle yenidogandaki beyin
hasarinin karakteristigi erigkindekinden farkli olmakla birlikte noronal ve néronal
olmayan yapilarin etkilenme diizeyi, hasarin olustugu gelisimsel evreye gore de

degisiklik gostermektedir (Jensen, Garnier, Middelanis, & Berger, 2003).
2.1. insanlarda ve Kemirgenlerde Sinir Dokunun Temel Gelisim Siirecleri
Beyin olgunlagmasindaki kilit olaylarin sirasi, insanlar ve kemirgenler arasinda

bliylik 6l¢iide benzer olsada, zamanlama agisindan 6nemli 6l¢iide farklilik gosterirler

(Semple, Blomgren, Gimlin, Ferriero, & Noble-Haeusslein, 2013) (Tablo 1).



Tablo 1. Insanlarda ve kemirgenlerde benzer yaslardaki temel gelisim siiregleri (Semple ve ark., 2013).

insan Kemirgen Gelisimsel kilometre taslar
23-32 haftalik P1-P3 e  Oligodendrosit olgunlagsma durumu degisiklikleri - Mitotik aktif
gebelik (erken pre-OL'lerin baskimlig
dogmus bebek) e Bagisiklik sistemi gelisimi.
e Kan-beyin bariyerinin kurulmasi.
36-40 haftalik P7-P10 e En yogun beyin biiyiimesi.
gebelik (term e Gliogenezde zirve.
bebek) e  Artan aksonal ve dendritik yogunluk.
e Oligodendrosit olgunlagma durumu degisir - olgunlagmamig
OL'lerin baskinligi
e Bagisiklik sisteminin konsolidasyonu.
2-3 yas P20-P21 e Beyin yetiskin agirliginin %90-95'ine ulagur.
e  Sinaptik yogunlukta zirve (%50> yetiskin seviyesi).
e Miyelinizasyon oraninda zirve.
e  Norotransmitter ve reseptor degisiklikleri.
4-11yas 5 P25-P3 e Prefrontal korteks sinir aglarinin fraksiyonlanmasi/6zellesmesi
(yapisal olgunlagma).
e Maksimum gri madde hacmi ve kortikal kalinlik.
12-18 yas P35-P49 e Azalan sinaps yogunlugu, yetiskin diizeylerinde bir platoya
ulagir.
e Bilissel bagimli devrelerin iyilestirilmesi.
e  Devam eden miyelinizasyon; artan beyaz madde hacmi ve
fraksiyonel anizotropi.
20 yas + P60+ e Yetiskin norotransmitter seviyeleri.
e  Sinaptik yogunlk yetiskin seviyelerinde.
e Devam eden miyelinizasyon ve azalan gri madde.

Omurgalilarda merkezi sinir sistemi (MSS) gelisimi, ekdoderm kokenli bir
doku krvrimi olan noral tiip olusumu ile baglar. Bu siireg, insanlarda 266-280 giinliik
(40 hafta) gebelik doneminin 24.-28. giinleri (3-4 hafta), sicanlarda ise 20-21 giinliik
gebelik siiresinin 10,5-11 gebelik giinleri (gd) arasinda meydana gelir. (Rice, &
Barone, 2000). Siganlarda, kortikal ve subkortikal bolgedeki néron iiretimi (nérogenez)
gd 9,5'te baslar ve postnatal (P) 15. giinde tamamlanir (Babikian ve ark., 2011; Rice, &
Barone, 2000). insanlarda, agirlikli olarak gebelik sirasinda olusan kortikal ndrogenez
2,5 yasina kadar devam edebilir (Prins, & Hovda, 1998) (Sekil 1). Gerek kemirgenlerde
gerekse insanlarda hipokampus perinatal donemde gelisir. Sicanlarda hipokampal
piramidal hiicrelerin ¢ogu dogum oncesi iiretilirken, dentat girusun graniil hiicrelerinin
sadece %15'1 dogumda mevcuttur (Dimonond, 1990). Buna karsilik, primatlarda dentat
girus graniil hiicrelerinin %80'1 dogumdan once tiretilmistir (Rakic, & Nowakowski,
1981).
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Sekil 1. Sigan ve insanda baglica MSS gelisim siiregleri (Zeiss, 2021)

Insanlarda dogumla birlikte radyal glia, glial fibriler protein (GFAP) eksprese
eden astrositlere farklilagsmaya baslar (Kriegstein, & Alvarez-Buylla, 2009; Sanita ve
ark., 2014). Dogum sonrasi erken haftalarda yeni astrositlerin ve oligodendrositlerin
bagka bir kaynagi lateral ventrikiillerin subventrikiiler bolgesidir (SVZ). SVZ
neokorteks de dahil olmak tizere tistteki yapilara dogru radyal olarak go¢ eden hiicreler
tiretir (Marshall, Suzuki, & Goldman, 2003). Si¢anlarda astrositler, dogumdan sonraki
ilk birkag haftada hizli bir olgunlagsma donemine girer (Zhou, Schools, & Kimelberg,
2006). Hipokampustaki GFAP-pozitif hiicre sayilarindaki en biiyiik artig P11- P16'da
gozlenirken, yetiskindeki degerlere bir aylikken ulasmaktadir (Zhou ve ark., 2006).

Sinaptogenez, noronlar arasinda sinaps olusumunu saglayan biyokimyasal ve
morfolojik degisiklikleri ifade eder. Sinaptogenez esnasinda, memelilerde dogumda
mevcut olan noronlarda oncelikle sinaptik yogunlugu artirmak i¢in arborizasyonlarin
ve sinaptik temaslarin agir1 iiretimi gozlenir, ardindan eliminasyon ya da budama
yoluyla gerceklestirilen bir tasfiye donemi gelir. Fazla sinapslarin tasfiye edilmesi,
plastisiteye katkida bulunan ve yetiskin bilisinin daha verimli islenmesini saglamak
igin kortikal devreleri diizelten bir mekanizma olarak varsayilmaktadir (Andersen,
2003) .



Gelismekte olan insan beynindeki sinaptik olusumunun arastirildigr ilk
calismalar, sinaps yogunlugunun yas ve beyin bolgesine gore degistigini ortaya
koymustur. Sinapslarin artis1 gebeligin 20. haftasinda baslarken, yogunlugu, postnatal
donemde 6zellikle ilk aylarda hizla artarak, 2 yasinda yetiskindeki seviyenin yaklagik
%50’inden daha yiiksek bir diizeye ulasir (Peter, 1979) (Sekil 1). Kemirgenlerde, kritik
sinaptogenez donemi, postnatal ilk ii¢ haftada gelisir ve 2. haftada zirveye ulasir.
Postnatal 4. giinde sican dentat girusunun molekiiler tabakasinda, yetiskin
seviyelerinin %1’den az olan sinaps sayisi, P25'e eriskin seviyesi ulasir (Crain,
Cotman, Taylor, & Lynch, 1973)

Miyelinizasyon, belirli beyin bolgelerinde ¢ocukluk ve ergenlik donemine
kadar devam eden uzun siireli bir slire¢ olup (Sekil 1), memeli beyninde
ndrotransmisyonun yayilmasi ve hiz1 i¢in gereklidir. Miyelin sentezinden sorumlu
olan oligodendrositlerin gelisimi, insanlarda intrauterin donemde baglar. Gestasyonun
18-28. haftalar1 arasinda baskin hiicre tipi olan pre-oligodendrositler (Pre-OL:
miyelinlestirmeyen, mitotik olarak aktif) oligodendrosit onciileri olarak tanimlanir,
28-40 haftalar arasinda en c¢ok gozlenen 'olgunlasmamis OL'lere (mitoz sonrast,
miyelinlestirici) doniistirler. (Craig ve ark., 2003). Prematiire bebeklerde veya
miadinda dogan bebeklerde olgunlasmamis periventrikiiler beyaz cevherin
yaralanmasi, serebral palsinin en yaygin nedenidir (Volpe, 2003). Beyaz cevher
prematiire bebekte gri cevherden daha hassastir ve en hassas donem 23.-32. gebelik
haftalar1 arasidir. Beyaz cevher ayni zamanda term bebeklerde, daha biiyiik bebeklerde
ve ¢ocuklarda da yaralanmaya karsi hassas olup yaralanmanin topografisi ve
patogenezi, prematiirite ile iligkili periventrikiiler beyaz cevher hasarindan farklidir
(Cowan ve ark., 2003). Kemirgen MSS'de, P1-P3'teki beyaz cevher gelisimi ve aksonal
biiylime, insanda 23-32 gebelik haftalarina karsilik gelir, P7'de ise 32-36 haftaya
benzerdir (Craig ve ark., 2003). Bu nedenle P7 kemirgen, erken dogmus bir bebegi
temsil ederken, P10’daki kemirgenlerin, en azindan beyaz cevher gelisimi agisindan
zamaninda dogmus bir bebekle karsilagtirilabilir oldugunu diisiinmektedir (Hagberg,
Ichord, Palmer, Yager, & Vannucci, 2002). Kemirgenlerde P10-P14'te devam etmekte
olan miyelinizasyon, olgun OL belirteglerinin (miyelin bazik protein gibi) saptanabilir
oldugu yaklasik P20'de zirveye ulasir.

Beyinde miyelinizasyon genellikle asagidan yukariya ve arkadan 6ne dogru

ilerler; oksipital lobda baslar, bunu temporal ve frontal loblar takip eder (Tasker, 2006;
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Volpe, 2000). insan beyni olgunlastik¢a, artan miyelinizasyona beyin su iceriginde bir
azalma eslik eder. Bu, insanlarda 28 haftalik gebelikte 6zellikle belirgindir; bu siire,
pre-OL'lerden olgunlagmamis OL'lere gecise karsilik gelir. Hem siganlarda hem de
farelerde, kemirgenlerde bilinen miyelinizasyon zamanlamasi ile tutarli olarak, korpus
kallozumda ve ayrica i¢ ve dis kapsiillerde lif olgunlagmasinin en az P30-P40'a kadar
devam ettigini gostermistir (Bockhorst ve ark., 2008). Gen¢ sicanlarda
yaralanmalarda, P1’de, P5’den daha fazla korpus kallosum kaybi ve daha agir
norodavranissal bozukluklarla sonuglanir (Threlkeld, Rosen, & Fitch, 2007).

MSS'nin yerlesik immiino-kompetan hiicreleri olan mikroglia, fare beynini
embriyonik 9,5. giin civarinda, sigan beyninde ise biraz sonra kolonize etmeye baslar.
Dogumdan sonra 0-11 giinler arasinda mikroglial hiicre sayilarinda 20 kat artis
meydana gelir. Hiicreler tipik olarak tam olarak farklilastikca daha dalli hale gelir ve
P30'a kadar sigan beyninde olgun bir dinlenme fenotipi sergiler (Alliot, Godin, &
Pessac, 1999).

Kan beyin bariyerinin hem kemirgenlerde hem de insanlarda embriyogenez
strasinda kuruldugu, islevsel oldugu ve perisit endotel hiicre etkilesimleri tarafindan
siki bir sekilde diizenlendigi bilinmektedir (Daneman, Zhou, Kebede, & Barres, 2010;
Saunders, Lidelow, & Dziegielewska, 2012). Serebral damarlardaki ve koroid
pleksustaki sik1 baglantilar, embriyonik gelisimin ¢ok erken donemlerinde, endotelyal
hiicreler farklilagsmaya baslar baslamaz mevcuttur ve dogumda yeterince olusmustur
(Engelhardt, 2003). Bununla birlikte, sican korteksindeki kapillerler, P14-P21'ye kadar
yetiskin benzeri bir goriiniim (astrositik son ayaklarla iligkili damarlar) sergilemez
(Cornford, & Cornford, 1986; Xu & Ling, 1994).

2.2. Hiperoksi ile indiiklenen Beyin Hasar1 Deneysel Modelleri

Insanlarda hizl1 beyin bilyiimesi periyodu, gebeligin son ii¢ ayinda baslar ve iki
yasina kadar devam eder. Bu donem, yenidogan kemirgenlerde postnatal 2-10. giinlere
(P2-P10) karsilik gelmektedir (Semple ve ark., 2013). Bu donem, ayn1 zamanda beynin
hasarlayict uyarilara karsi1 en savunmasiz oldugu donem olmasi nedeniyle gelisen
beyinde hasarlanma mekanizmalarmmn arastirilmasinda kullanilmaktadir. Iskemik,
travmatik ve hiperoksik beyin hasarinin kemirgen modelleri, gerek olusan hasarin

altinda yatan mekanizmalar1 arastirmak gerekse potansiyel terapotik yaklagimlar
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degerlendirmek icin arastirma laboratuvarlarinda siklikla kullanilmaktadir. Beyin
hasarina sebep olan etken ne olursa olsun, yaralanmalar birgok ortak patolojik
mekanizmayi paylasirlar (Kochanek, 1993). Ayrica, gelismekte olan beynin yetiskin
beynine kiyasla yaralanmaya farkli yanit verdigi de bilinmektedir (Babikian ve ark.,
2011; Claus ve ark., 2010; Ikonomidou, & Kaindl, 2011). Bu nedenle, immatiire beyin
hasart modellemelerinde degisen yaslardaki farkli hayvanlar kullanilmaktadir (Cansev
ve ark., 2013; Claus ve ark., 2010; Felderhoff-Mueser ve ark., 2005; Goren ve ark.,
2017; lkonomidou, & Kaindl, 2011; Jungner ve ark., 2019).

Deneysel modellerde hiperoksik beyin hasari olusturmak igin %80-85'lik oksijen
konsantrasyonu ile 6-48 saatlik maruziyet siiresi kullanilmaktadir (Jungner ve ark.,
2019; Sifringer ve ark., 2012). 2005 yilinda hiperoksi ile indiiklenmis gelisimsel beyin
hasari hayvan modeli 6 giinliik Wistar sigan yavrularina 2-48 saat siireyle yiiksek
oranda oksijen verilerek olusturulmustur (Felderhoff-Mueser ve ark., 2005).

Ayrica, beyin hasarimi degerlendirmek i¢in kisa siireli hiperoksiye siklikla P3 -
P6 arasinda baslanir (Jungner ve ark., 2019; Murray ve ark., 2020). Literatiirde, uzun
siireli oksijen maruziyetinden sonra beyin hasarinin incelendigi caligmalarda
bulunmaktadir (Ali ve ark, 2021; Dapaah-Siakwan ve ark., 2019; Goren ve ark., 2017).

Hiperoksi sonucu olusan biyokimyasal, molekiiler ve hiicresel degisiklikler
farkli mekanizmalara dayandirilmaktadir: Hiicre 6liimii ve otofaji, norotrofinler ve
norotransmitterler, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve ROS-bagimli sistemler ve
enflamasyon (Brehmer ve ark., 2012; Reich ve ark., 2017; Sifringer ve ark., 2009,
2010). Bu mekanizmalarin anlagilmasi, hiperoksiyle sekonder gelisen hasarin ve uzun
vadeli sekellerin tanimlanmas1 ve tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesi agisindan

oldukc¢a 6nemlidir.

2.2.1 Hiperoksi ve Oksidatif Stres

Oksidatif stres, hiicrelerdeki zararli reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) birikimi
sonucu ortaya ¢ikan bir durumdur. Fizyolojik kosullar altinda, ROS fazlaligi, siki bir
sekilde diizenlenmis antioksidatif enzimler ve radikal siipiiriiciiler sistemi tarafindan
dengelenir. Serbest oksijen radikallerinin olusumu ile antioksidan savunma sistemi
arasindaki dengenin oksidanlar lehine bozulmasi olarak tanimlanan oksidatif stress

sonucunda oksidatif hasar meydana gelmektedir (Davies, 2001). ROS'un hiicre
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canliligi, proliferasyon, farklilasma, yaslanma, apoptoz ve diger ¢esitli fizyolojik ve
patolojik siirecleri etkiledigi gosterilmistir (Giorgio, Trinei, Migliaccio, & Pelicci,
2007). Oksidatif stres hem gelisen akcigerde hem de beyinde hiperoksinin neden
oldugu hasara katkida bulunan ana faktorlerden biridir (Obst ve ark., 2022). Yenidogan
beyni serbest demir ve ¢coklu doymamis yag asitleri yoniinden zengin, buna karsin
antioksidan enzim diizeyleri ve non-enzimatik antioksidanlar agisindan diger dokulara
gore fakirdir (Zaghloul ve ark., 2012). Ayrica, néronlar oksijen bagimli mitokondriyal
oksidatif fosforilasyon yoluyla enerjilerini saglarlar, dolayisiyla diger dokulardan daha
fazla oksidatif risk tasirlar (Ikonomidou & Kaindl, 2011). Bu nedenlerden dolay1
preterm bebekler siiperoksit, hidrojen radikalleri ve hidrojen peroksit (H202) gibi ROS
iiretiminin artmasiyla karakterize oksidatif strese karsi ¢ok hassastir. Hiperoksik
kosullar altinda artan ROS, DNA hasarini, protein ve lipid oksidasyonunu tetikleyerek,
belirli hiicre tiplerinin ve gelisen organlarin fizyolojik &zelliklerinin ve islevinin
degismesine, kan-beyin bariyerinin bozulmasina, enflamasyona, sitotoksik ve
vazojenik 6dem olusumuna neden olmaktadir (Shim & Kim, 2013; Ji, Sang & Seung,
2005; Deuber & Terhaar, 2011). Lipidler, proteinler, niikleik asitler gibi ¢esitli
makromolekiiller tizerinde koruyucu etkisi oldugu bilinen hem intraselliiler hem de
ekstraselliiler sivida bulunan dogal antioksidan sistemleri, enzimatik ve non-enzimatik
olmak {izere ikiye ayrilir. Enzimatik antioksidanlar, glutatyon peroksidaz (GSH-Px),
katalaz, siiperoksit dismutaz (SOD) enzimleri ve bazi proteinlerden olusur.
Sitoplazmada (SOD1), mitokondride (SOD2) bulunan ve ekstraselliller alana
salgilanan (SOD3) SOD'lar, siiperoksit (O2¢-)'i serbest oksijen radikalinden daha az
reaktif olan H.O2'ye donistiiriir (Zaghloul ve ark., 2012). Hiperoksi yenidogan
siganlarda, beyinde SOD1 ve SOD3'lin azalmasina neden olur (Endesfelder ve ark.,
2017a).

Cogunlugu besin kaynakli olan non-enzimatik antioksidan sistem, vitamin C,
vitamin E, vitamin A, glutatyon gibi molekiilleri igermektedir (Holmstrom & Finkel,
2014).

2.2.2. Hiperoksi ve Otofaji

"Kendi kendini yeme" anlamina gelen otofaji, saglikli ve hastalikli dokuda

sitoplazmik bilesenlerin devir (turnover) ile geri doniisiimiinii kapsayan hiicrenin
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kendini pargaladigi bir siirectir. Otofaji, proteinlerin parcalanmasi ve organel
dontigiimii gibi homeostatik fonksiyonlar siirdiiren katabolik bir slire¢ olmasinin yani
sira hiicresel strese yanit olarak hayatta kalma mekanizmasidir. Bu siirecte, bazi hiicre
i¢i yapilar (mitokondri, ER organeller ya da sitoplazmanin bir kismi gibi), otofagozom
olarak adlandirilan ¢ift membranli vezikiiller i¢ine alnir, takiben bu vezikiiller
lizozomlarla birlesir ve lizozomal enzimler tarafindan pargalanir (Gozuacik, &
Kimchi, 2007; Mizushima, Levine, Cuervo, & Klionsky, 2008).

Otofaji, hem zarar goérmiis organelleri, uzun Omiirlii proteinleri ve protein
agregatlarini uzaklastirmak i¢cin hem de besin ve biiylime faktorii eksikligi, patojen
enfeksiyonlari, hipoksi veya ROS gibi hiicresel stres durumlarinda aktive olur
(Anding, & Baehrecke, 2015). Hiicre, yasamak icin gerekli besinleri bulamadig
durumlarda kendi i¢yapisini parcalayarak varligini siirdiirmeye calisir. Bu 6zellik,
hiicrenin zor kosullara uyum saglamasina yardimei olurken, ayni zamanda yasamsal
organlari tiiketerek hiicre 6liimiine de neden olabilir (Galluzzi ve ark., 2011).

Otofajinin bes asamas1 vardir: 1-Indiiksiyon ve niikleasyon, 2-Genisleme, 3-
Kapanma ve olgunlasma, 4-Yapisma-fiizyon, 5-Degradasyon (Sekil 2). Vezikiil
olusumu, vezikiil genislemesi ve otofagozom olusumu, otofagozomlarin lizozomlarla
flizyonu ve degradasyonunun gergeklestigi bu asamalarda ATG (autophagy-related
genes) gen ailesi tarafindan tarafindan kodlanan ¢ok sayida protein (Beklin-1, ATG2,
ATG3, ATG4, ATG5, ATG6, ATG7, ATGS, ATGY, ATG10, ATG12, ATG16 ve
ATGI18 gibi) 6nemli roller istlenir (Hansen ve ark., 2007; Hars ve ark., 2006;
Meléndez & Levine, 2009). Fosfatidilinositol 3-kinazlar (Tip | PI3K-AKT-mTOR ve
tip 111 PI3K-VPS34/Beklin 1), otofajik vezikiil olusumunun temel sinyal molekiilleri
olup otofaji siirecinin kontroliinde 6nemli bir rol oynarlar (Anding & Baehrecke, 2015;
Xie & Klionsky, 2007). Besinden zengin kosullarda, MTORC1 (mechanistic target of
rapamycin complex 1), ULK1/2, ATG13, RB1CC1 ve C12orf44 proteinlerinden
olusan bir kompleks ile birlesir ve fosforilasyon yoluyla bu kompleksi inaktive eder.
Besin azlig1 durumu ise MTORC1 kompleksten ayrilir. Serbest kalan ve kismen
defosforile edilen ULK1/2- ATG13-RB1CC1- C12orf44 kompleksi otofajiyi indiikler
(Parzych & Klionsky, 2014; Juhasz ve ark., 2008) (Sekil 3).
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Sekil 2. Makrootofajinin agamalari (Parzych, & Klionsky, 2014).

Otofaji

Sekil 3. ULK1/2-ATG13-RB1CC1 kompleksi ile otofajinin aktivasyonu (Parzych, & Klionsky, 2014).
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Otofagozom olusumu i¢in gereken bir diger kompleks, ATG14 iceren tip III
fosfatidilinositol 3-kinaz (PtdIins3K) kompleksidir. Bu kompleks, otofagozomun
niikleasyon asamasinda islev goriir. Bu kompleksin yapisinda PIK3C3, PIK3R4 ve
BECN1 bulunur ve makrootofaji i¢in gerekli olan BECNI ile etkilesime giren
proteinler araciligiyla regiile edilir. Bu proteinlerden biri olan anti-apoptotik BCL2,
BECNI1'i baglayarak PIK3C3 ile etkilesimine engel olur ve bdylece makrootofajiyi
inhibe eder. BECN1 baglayan diger bir protein olan KIAA0226/Rubicon da PIK3C3
aktivitesini inhibe eder. Ayrica, AMBRA1 ve SH3GLBI1/Bif-1, PtdIns3K
kompleksinin regiilatorii olarak BECL-1’e baglanir (ltakura, Kishi, Inoue &
Mizushima, 2008; Maria Fimia ve ark., 2007; Takahashi ve ark., 2007) (Sekil 4).

Otofaji

Sekil 4. Tip 111 PtdIns3K kompleksinin aktivitesi (Parzych, & Klionsky, 2014).

Memelilerde olusmaya baslayan otofagozomun genislemesini saglayan
ubikuitin benzeri proteinler iceren iki konjugasyon sistemi vardir. Ilk sistemde,
ATG12-ATG5-ATG16L1 kompleksi olusur (Sekil 5A). ikinci sistemde, dért ATG4
izoformu ve birkag Atg8 benzeri protein bulunur (Weidberg ve ark., 2010).
Otofagozomlarla lokalize bu iki alt ailenin, otofagozom uzamasi ve tamamlanmasinda
farkli adimlarda gorev yaptiklar diisiiniilmektedir (Kabeya ve ark., 2004; Weidberg
ve ark., 2010). LC3, memelilerde Atg8 benzeri proteinler arasinda en iyi karakterize
edinidir. LC3'in ATG4 ile islenmis formuna LC3-I, PE konjuge formuna LC3-II adi
verilir (Kabeya ve ark., 2004). Memelilerde, LC3-I'in (konjuge olmayan form) LC3-
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II'ye (lipidize form) doniisiimii, otofagosom olusumunun bir gostergesi olarak kabul

edilir (Kabeya ve ark., 2000) (Sekil 5B).
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Sekil 5. Konjugasyon sistemleri. A. ATG12-ATG5-ATG16L1 konjugasyon kompleksi; B. LC3
konjugasyon sistemi (Parzych & Klionsky, 2014).

Otofaji, kargo iceren olgun otofagosomun lizozom ile fiizyonuyla sonuglanir.
Flizyon sirasinda otofagosomal membranda kalan LC3B, ya lizozomal aktivite
tarafindan parcalanir ya da Atg4B tarafindan katalizlenen bir reaksiyon ile dis
membran ylizeyinde LC3B-I'ye doniistiiriiliir. Otofagosom olgunlagmasi ve fiizyonu,
Rab7 gibi kiigiilk GTPaz proteinler, sinif C Vps proteinleri, UVRAG ve lizozomla
iligkili membran proteinleri (LAMP2) gibi birka¢ bilinen faktore bagli oldugu
diistintilmektedir (Gutierrez, Munafo, Beron, & Colombo, 2004; Jager ve ark., 2004;
Liang ve ark., 2008).

Otofajik kargonun otofagosoma hedeflenen teslimi, se¢ici otofaji adaptorleri
olarak tanimlanan birkag proteine baglidir. Bu proteinler, 6zellesmis bir LC3-etkilesen
bolge (LIR) aracihifiyla LC3 (veya Atg8 homologlarl) ile etkilesime gecebilir
(Johansen, & Lamark, 2011).

Otofajiyi indiikleyen cesitli mekanizmalar kesfedilmistir; oksidatif stresin,
hasar goren hiicresel materyali pargalamak ve geri doniistiirmek i¢in aktif bir yanit

olarak otofajiyi tetikledigi ve otofajik hiicre Olimi belirteglerinin seviyelerinin
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degismesine yol agtig1 bildirilmistir (Sifringer ve ark., 2012). Hiperoksi, sitozolik ve
mitokondriyal kaynaklardan ROS {iretimini arttirarak oksidatif strese neden olur
(Parinandi ve ark., 2003; Ryter, & Choi, 2013). Farelerde akciger hasarina neden olan
>%95 Oz uzamis hiperoksi, morfolojik ve biyokimyasal otofaji belirteclerinin
aktivasyonuna neden olmaktadir (Tanaka ve ark., 2012). In vitro olarak, hiperoksi
maruziyeti, kiiltiire edilmis epitel hiicrelerinde (Beas-2B ve insan bronsiyal epitel
hiicreleri) LC3B-I'in ekspresyonunu ve LC3B-II'ye doniisiimiinii indiikledigi ayrica,
otofagosom olusumunu arttirdigi gosterilmistir (Tanaka ve ark., 2012). Aym
calismada, LC3B'nin siRNA ile baskilanmasinin epitel hiicrelerinde hiperoksiye bagli
hiicre Olimiinii artirmasi, LC3B'nin artmis ekspresyonunun hiperoksiden sonra
sitoproteksiyon sagladigini diisiindiirmektedir (Tanaka ve ark., 2012). Ayrica,
hiperoksi tarafindan LC3B'nin aktivasyonunun ROS'a bagli oldugu, genel antioksidan
N-asetil-L-sistein ve mito-TEMPO gibi mitokondri hedefli bir antioksidan ile inhibe
edildigi belirlendi (Tanaka ve ark., 2012).

LC3B'nin, hiperoksiye bagli epitel hiicre apoptozunda da islevsel bir rol
oynadigi gosterilmistir. LC3B'nin transkripsiyonel olarak diizenlenmesi, ekztrinsik
apoptotik yolaklarin belirleyici diizenleyicisi olan 6liim indiiktif sinyal kompleksi
(DISC) olusumunu ve epitel hiicrelerinde hiperoksiye bagli hiicre oliimiinii
uyarmaktadir. Ote yandan, LC3B'nin aktivasyonu, DISC olusumunu, kaspaz-3'iin
kirilmasim1  ve apoptozun baglatilmasin1  inhibe ederek hiperoksiden sonra
sitoproteksiyon saglamaktadir. Bu deneyler, LC3B'nin oksijene bagl sitotoksisitede
Kritik bir pro-yasam faktorii olarak hareket ettigini diistindiirmektedir (Tanaka ve ark.,
2012).

Hiperoksi ile indiiklenen epitel hiicre 6liimiine katkida bulunan Fas bagimh
apoptoz yolaklarmin regiilasyonunda LC3B'nin potansiyel rollerini ortaya ¢gikarmigtir
(Ryter, & Choi, 2013). Soyleki, LC3B ve Fas arasinda etkilesim agiklanmistir. Kisa
stireli hiperoksi bu etkilesimi indiiklerken, uzamis hiperoksi ile kompleksin ayrildigi
gozlenmistir. Bu caligmalar, hiperoksiye bagli LC3B aktivasyonunun, kompleks
olusumu araciligiyla Fas apoptotik yolaklarini inhibe ederek akciger epitel
hiicrelerinde sitoproteksiyon sagladigini ortaya koymaktadir. Bu deneyler, otofaji ve
apoptozu diizenleyen mekanizmalarin bazi oOrtiisen oOzellikleri paylasabilecegini

gostermektedir (Ryter, & Choi, 2013). Diger bir ¢alismada ise hiperoksinin immatiir
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sigan beyinlerinde anahtar otofaji protein (Beklin-1, Atg3, 5, 12, LC3A-II ve LC3B-
II) seviyelerini arttirdig1 gosterilmistir (Bendix ve ark., 2012).

2.2.3. Hiperoksi ve Norotrofinler

Norotrofinler, sinir hiicrelerinin biiylimesini, gelisimini, diferansiyasyonunu ve
hayatta kalmasin1 destekleyen protein ve peptitlerdir. Bu maddeler, sinir sisteminin
normal fonksiyonlarini siirdiirebilmesi i¢in kritik 6neme sahiptir. Norotrofinler,
Ozellikle sinir hiicrelerinin sagligini koruma, hasar gormiis hiicreleri onarma ve sinir
hiicreleri arasindaki iletisimi diizenleme gibi goérevlerinin yanisira noroplastisiteyi
destekleyerek, sinir sisteminin deneyim ve 0grenmeye uyum saglamasina yardimci
olurlar. Ayn1 zamanda sinir hiicrelerini hasara kars1 koruyabilir ve nérodejeneratif
hastaliklarin 6nlenmesinde rol oynarlar (Bibel & Barde, 2000). Ayrica geri ¢cekilmeleri
noron Gliimiine yol agabilir (Huang & Reichardt, 2001).

Norotrofinlerin 6zellikle iki iiyesi, beyin kaynakli norotrofik faktér (BDNF,
brain-derived nerve growth factor) ve glial kaynakli norotrofik faktér (GDNF, glial-
derived nerve growth factor), MSS’de yaygin bir dagilim gosterir. BDNF, 6zellikle
MSS, yani beyin ve omurilikte bulunan bir nérotrofindir. Sinir hiicrelerinin gelisimini
ve plastisitesini destekler. GDNF, 6zellikle dopaminerjik néronlar gibi belirli néron
tipleri lizerinde koruyucu etkilere sahiptir.

BDNF ekspresyonunun, saglikli bireylerde dogum oOncesi diisiik, dogum
sonras1 ylksek seviyelerde basladigi ve erigkinlikte zamanla azaldigi ortaya
konulmustur (Maisonpierre ve ark., 1990). Stres faktorlerinin beyinde BDNF
ekspresyonunu azalttigi (D’Sa & Duman, 2002; Smith ve ark., 1995) ve BDNF
sentezindeki diigiis veya bozuklugun, norolojik hastaliklara yatkinligi artirabildigi
bilinmektedir (Karege ve ark., 2002),

Hiperoksiye maruz birakilmig P6 yenidogan siganlarda norotrofinlerin ve ilgili
sinyal yolaklarindaki proteinlerin, 6rnegin ERK (extracellular signal-regulated
kinase), ekpresyonlarinin azaldigi gosterilmistir (Felderhoff-Mueser ve ark., 2004,
Sifringer ve ark., 2010). Postnatal 7. giinden itibaren 5 giin siireyle hiperoksik
kosullara maruz birakilan yenidogan fare yavrularinda BDNF ve GDNF
ekpresyonlarinin azaldigi gosterilmistir (Sengoku, Murray, & Wilson, 2016).
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2.2.4. Hiperoksi ve Noroenflamasyon

Noroenflamasyon, sinir dokusunun enflamasyonu olarak tanimlanir. Bu siireg,
genellikle beyin ve omurilikte bulunan bagisiklik sistemi hiicreleri olan mikroglia
aktivasyonuyla tetiklenir. Normalde, bu hiicreler sinir sistemindeki zararli maddelere
tepki vererek koruyucu bir rol oynarlar. Ancak, travma, enfeksiyon, nérodejeneratif
hastaliklar veya oksidatif stres gibi durumlar, mikroglialarin asir1 aktivasyona yol
acabilir. Aktive olmus mikroglia, enflamatuar molekiillerin (6rnegin sitokinler,
kemokinler ve reaktif oksijen tiirleri) salinimina neden olur. Bu inflamatuar yanit,
beyin dokusunda hiicresel hasara, sinir hiicrelerinin Oliimiine ve norolojik
bozukluklara katkida bulunabilir (Zusso ve ark., 2020).

Sitokinler, bagisiklik sisteminde 6nemli bir rol oynayan ve inflamatuar yanita
katilan hiicreler arasinda iletisimi diizenleyen peptit veya glikoprotein yapisinda
molekiillerdir. Bu molekiiller, bagisiklik hiicreleri arasinda sinyal iletimini saglayarak
enflamatuar yanitt diizenler ve koordine ederler. Cesitli uyaricilara yanit olarak
salgilanan sitokinler, 6zellikle bagisiklik hiicreleri tarafindan tiretilir ve ¢esitli hiicreler
tizerinde etki gosterir (O’Reilly ve ark., 1995).

Bagisiklik sistemi, dogustan (innate) ve adaptif (6zgiil) olmak tizere iki ana
boliimden olusur ve her iki sistemde de farkli sitokinler gorev alir. Dogustan bagisiklik
sistemi, organizmanin dogustan gelen savunma mekanizmalarini igerir ve hizli, genel
bir tepki saglar. Bu sistemde rol oynayan bazi sitokinler sunlardir: IL-1 (interleukin-
1), IL-6 (interleukin-6), TNF-a (tumor necrosis factor-alpha), IFN-a (interferon-
alpha). Adaptif bagisiklik sistemi ise Onceki enfeksiyonlara veya asilara karsi
Ogrenilen spesifik (6zgilil) bir yanit saglar. Bu sistemin sitokinleri arasinda sunlar
bulunur: IL-2 (interleukin-2), IFN-y (interferon-gamma), IL-4 (interleukin-4), I1L-10
(interleukin-10). Sitokinler, genel olarak pro-inflamatuvar ve anti-inflamatuvar olarak
simiflandirilabilir.  Pro-inflamatuvar = sitokinler, iltihaplanma siirecini arttirarak
enfeksiyonla miicadelede ve yara iyilesmesinde rol oynarlar. Bu kategoriye giren
sitokinler sunlardir: IL-1, IL-6, TNF-a, IFN-y. Anti-inflamatuvar sitokinler ise
inflamatuvar aktiviteyi azaltarak veya dengeleyerek bagisiklik sisteminin kontroliinii

saglarlar. Bu kategoriye giren sitokinler sunlardir: IL-4, IL-10, I1L-12, IL-13. IL-8 gibi
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baz1 sitokinler ise hem pro-inflamatuvar hem de anti-inflamatuvar 6zelliklere sahip
olabilir, bu nedenle bagisiklik sistemi diizenlenmesinde karmasik bir rol oynarlar
(Dinan & Dinan, 2009; Raison ve ark., 2009) .

Hiperoksi, kaspaz-1 mRNA ve protein diizeyleri ile TNF-alfa, 1L-1p, 1L-18
gibi ¢esitli proinflamatuar sitokinlerin ve IL-18 reseptor diizeylerinin belirgin sekilde
yiilkselmesine neden olarak gelismekte olan beyinde enflamatuvar yanit
olusturmaktadir (Endesfelder ve ark., 2017b; Felderhoff-Mueser ve ark., 2005;
Sifringer ve ark., 2009). Olusan bu enflamatuvar yanit, hiperoksinin neden oldugu
hiicre oliimiiyle iliskilidir (Dapaah-Siakwan ve ark., 2019; Felderhoff-Mueser ve ark.,
2005). Nitekim, intraperitoneal verilen spesifik baglayici bir protein ile IL-18’in
inhibisyonu sonucu immatiir fare ve sigan beyinlerinde hiicre 6liimiiniin azaldig:
gosterilmistir (Felderhoff-Mueser ve ark., 2005). Hiperoksi sonucu olusan bu
enflamatuvar tepkiler ayn1 zamanda beyinde bagisiklik hiicreleri olan mikroglialarin
aktivasyonu ve modiilasyonunu da uyarir (Obst ve ark., 2022). 2014 yilinda yapilan
bir ¢alismada, hiperoksiye bagli enflamatuvar yanitlarin bastirilmasinin, apoptotik
hiicre 6limiinii azalttigi ve oligodendroglial oncii hiicrelerin proliferasyonunu ve

olgunlagmasi iyilestirdigi gosterilmistir (Schmitz ve ark., 2014).

2.2.5. Hiperoksi ve Apoptoz

Programlanmis hiicre 6liimii veya apoptoz, hiicrelerin kontrollii bir sekilde
Olmesi siirecini ifade eder. Bu siireg, bir organizmanin normal gelisimi, doku
homeostaz1 ve bagisiklik sistemi tarafindan diizenlenir. Apoptoz, hiicrenin kendini
programlamis bir sekilde 6lmesini saglar, bu da viicutta istenmeyen, hasar gormdiis, ya
da gereksiz hiicrelerin ortadan kaldirilmasini saglar.

Kelime olarak "apoptoz", Yunanca kokenli olan "apo" (ayri) ve "ptosis"
(diisme) kelimelerinden tiiretilmistir, ve bu terim, 1972 yilinda Avustralyali patolog
JER. Kerr tarafindan tanimlanmistir (Kerr ve ark., 1972). Apoptoz, hiicrelerin
morfolojik degisikliklerden gecerek kendiliginden parcalanmasini i¢eren bir siirectir
ve bu parcalanma, ¢cevre dokulara minimal etki birakacak sekilde gerceklesir. Apoptoz,
hiicre 6liimii siirecinin programli ve diizenli bir sekilde gergeklesmesini saglar, bu da
hiicrelerin kontrolsiiz biiylimesini Onler ve organizmanin saglhigini siirdiirmesine

yardimci olur (Dagdeviren, 2021).
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Apoptoz iki ana alternatif yolla indiiklenir: 6liim reseptdrii aracili (veya
ekstrinsik) ve mitokondri bagimli (veya intrinsik), her ikisi de yiriitiicii kaspazlarin
aktivasyonuna yol a¢ar (Huppertz ve ark., 1999). Kaspazlar, temel hiicresel proteinleri
yok ederek kontrollii hiicre Oliimiine yol agan bir grup hiicre igi sistein proteaz
enzimidir. Iki tip kaspaz enzimi vardir: apoptoz-sinyal yollar1 araciligryla aktive olan
baslatict kaspazlar (kaspaz 2, 8, 9 ve 10), genisleyen bir kaskadda apoptozu
gerceklestiren efektor kaspazlar (kaspaz 3, 6 ve 7) aktive eder (Musumeci, ve ark.,
2015). Kaspaz 3, bir¢ok dokuda DNA pargalanmasi ve hiicre 6liimii dahil tipik apoptoz
Ozelliklerini tesvik eder. Apoptozun intrinsik yolu mitokondriyal parametreler
tarafindan diizenlenir (Chabi ve ark., 2008). Mitokondriyal aracili apoptoz,
mitokondriyal disfonksiyon nedeniyle pro-apoptotik proteinlerin sitozole salinmasi
yoluyla baslayabilir (Chabi ve ark., 2008; Fulda & Debatin, 2004; Ganguly & Pierce,
2015). Bununla birlikte, mitokondri ayn1 zamanda anti-apoptotik proteinler de icerir
(Chabi ve ark., 2008). Mitokondriyal pro- ve anti-apoptotik proteinler B-hiicresi
lenfoma-2 (Bcl-2) ailesine aittir ve aralarindaki denge apoptozu kontrol eder (Akl ve
ark., 2014; Fulda & Debatin, 2004). Anti-apoptotik proteinler Bcl-2 ve Bcl-XL
sitokrom ¢ (cyt-c) salimimini inhibe ederken, hepsi pro-apoptotik proteinler olan Bcl-
2-iligkili X proteini (Bax), Bcl-2 homolog antagonisti/katili (Bak) ve BH3 etkilesimli
alan oOlim agonisti (Bid) mitokondriden salimmimini tesvik eder. Cyt-c ve
deoksiadenozin trifosfat (dATP) apoptotik proteaz aktive edici faktore (Apaf-1)
baglanarak prokaspaz 9'u toplayan ve aktive eden multimerik bir kompleks olusturur,
bu da kaspaz 3'li aktive ederek hiicre apoptozuna neden olur (Sekil 6) (Loreto ve ark.,
2007). Apoptozun ekstrinsik yolu, hiicre yiizeyindeki pro-apoptotik reseptorler
tarafindan aktive edilir (Ghobrial, Widzig, & Adjei, 2005).
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Sekil 6. Apoptozun instrinsik (mitokondriyal) ve ekstrinsik yolagi. Bcl-2: B-hiicresi lenfoma-2; Bcl-
XL: B-hiicresi lenfoma-XL; Bax: Bcl-2 ile iligkili X proteini; Bak: Bcl-2 antogonist Katili; Bid: BH3
etkilesimini alan 6liim antogonist reseptorii; dATP: deoksiadenosin trifosfat; Apaf-1: apoptotik proteaz
aktive eden faktor; FasL: 6liime neden olan molekiil Fas ligandi; FADD: Fas ile iliskili 61liim alani; Flip:
FLICE inhibitdr proteini

Dogumdan sonraki ilk 5 giinde yiiksek dozda oksijene maruz birakilan immatiir
sicanlarda apoptotik hiicrelerin, ayn1 déonemde gozlenen fizyolojik apoptoza gore
arttig1 ve korteks, bazal ganglionlar, hipotalamus, striatum, hipokampus ve beyaz
cevherin etkilendigi ve beyin agirliginda bir azalma oldugu bildirilmistir (Felderhoff-
Mueser ve ark., 2004, 2005; Yis ve ark., 2008). 6. glinden itibaren 2-72 saat slireyle
%380 oksijene maruz kalan yenidogan sicanlarda yapilan ¢aligsmalar, hiperoksinin Fas
ve Fas ile iligkili sinyal yolaklarini indiikleyerek reseptdr aracili apoptozu aktive ettigi
gosterilmistir (Dzietko ve ark., 2008; Sifringer ve ark., 2012). Uzun siireli hiperoksinin
de yenidogan sican yavrularinda néronal apoptozu tetikledigi, beyaz cevheri etkiledigi,

hipokampus ve kortekste noronal sag kalimi azalttigi belirlenmistir (Goren ve ark.,
2017).

2.3. Nesfatin

2006 yilinda Oh-I ve meslektaslari, hipotalamusta tiretilen ve nesfatin-1 olarak
da bilinen yeni bir anoreksijenik adipokin olan nesfatin'i tanimlamistir. Nesfatin-1,
niikleobindin2 (NUCB2)'nin N-terminusunda bulunur ve canlilarda doygunlugun
indiiksiyonunda vazgecilmez bir role sahiptir (Oh-1 ve ark., 2006). (NUCB2)
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niikleobindin-2, prohormon déniistiiriiciiler araciligiyla nesfatin-1 (1-82 amino
asitler), nesfatin-2 (85-163 amino asitler) ve nesfatin-3 (166-396 amino asitler) olarak
boliiniir. Nesfatin-1 molekiili ti¢ boliimden olusur: N-terminali (N23), orta kisim
(M30) ve C-terminali (C29). M30, bu peptitin fizyolojik etkilerinin indiiklenmesinde
ve Ozellikle istah1 azaltmada etkili bir rol oynar (Sekil 7) (Tekin, Cicek, & Konyaligil,
2019).

NUCB2
-24 | 82 85 163 166 ) 396
~ M S N2 B '
Prohonmone
concertase | 23 53 8
- N23 M30 @29 —

Nesfatin- |

Orta segment (30 aa): PDTGLYYDEYLKQVIEVLEETDPHFREKLQK

Sekil 7. NUCB2 proteininin yapisi ve Nesfatin-1 olusumu (Tekin ve ark., 2019).

Nesfatin-1, hem MSS hem de periferik bolgelerde genis bir dagilima sahiptir
(Goebel-Stengel, & Wang, 2013). MSS’de nesfatin-1 eksprese eden noéronlarin
hipotalamik paraventrikiiler ¢ekirdek, supraoptik cekirdek, arkuat cekirdek, lateral
hipotalamik alan gibi hipotalamik ¢ekirdeklerin yanisira beyin sapinda niikleus soliter
traktusta da lokalize oldugu gosterilmistir (Oh-1 ve ark., 2006). Ayrica, nesfatin-1'in,
cesitli mekanizmalar araciligiyla kan beyin bariyerini iki yonlii (hem kan-beyin hem
de beyin-kan) gegebildigi gosterilmistir (Price, Samson, Niehoff, & Banks, 2007).
Nesfatin-1, enjeksiyondan sonraki ilk 20 dakika i¢inde kan i¢inde nispeten istikrarl
bir durumda kalir ve kan beyin bariyerini basit difiizyonla asabilir. Bu durumda,
sistemik toksisite riski olmadig1 varsayilirsa, nesfatin-1'in periferik yoldan yiiksek
dozlarda verilebilecegi gozlemlenmistir. Bu bulgular, nesfatin-1'in periferik yoldan
uygulanmasinin, sistemik toksisite riski ac¢isindan kabul edilebilir oldugunu
diistindiirmektedir (Pan ve ark., 2007).

Varsayllan NUCB2/nesfatin-1 reseptorii heniiz tanimlanmamis olsa da,
nesfatin-1 icin spesifik baglanma bolgeleri hem MSS'de (6rn. hipotalamus, korteks)
hem de periferik organlarda (6rn. gastrointestinal sistem, hipofiz, pankreas) tespit

edilmistir (Ishida ve ark., 2012; Prinz ve ark., 2016). MSS igerisinde etkinligini, G-
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bagli protein reseptorleri iizerinden hipotalamusta gosterirken (Brailoiu ve ark., 2007),
melanokortin sistem araciligiyla paraventrikiiler niikleusta (Maejima ve ark., 2009) ve
noropeptit Y (NPY) reseptorlerini hiperpolarize ederek arkuat niikleusta (Price,
Samson, & Ferguson, 2008) gosterdigi rapor edilmistir.

Sindirim sistemindeki orijinal olarak kesfedilen etkilerinin yani sira (istah
kaybi, mide bosalmasi ve mide asit salgisinin inhibisyonu, gastroduodenal motilite
diizenlemesi gibi), nesfatin-1'in enerji homeostazi ile ilgili diger 6nemli fonksiyonlari
vardir, 0rnegin enerji harcamasi ve glukoz homeostazi. Ayrica, kan basincini ve kalp
hizin1 artirma, stres tepkisi, davranig, uyku ve tireme gibi rolleri de vardir (Dore,
Levata, Lehnert, & Schulz, 2017b).

Bir ¢alisma nesfatin-1'in nigral dopaminerjik (DA) néronlarinin elektriksel
aktivitesini postsinaptik olarak bastirdigin1 gostermistir (Li ve ark., 2014). Ayrica, DA
noronlarmin anormal elektrofizyolojik 6zelliklerinin, Parkinson hastaligi (PH)'de
hassasiyetlerinden sorumlu olabilecegi one siirtilmiistiir (Sulzer, 2007). Nesfatin-1'in
PD iizerindeki etkisini belirlemek i¢in yapilan baska bir deney (Shen ve ark., 2017)
sonunda, nesfatin-1'in hem in vivo hem de in vitro olarak DA ndronlar tizerinde
benzer koruyucu etkilere sahip oldugu ve PH igin terapdtik potansiyele sahip
olabilecegini gostermistir. Nesfatin-1'in noroprotektif etkisi, anti-apoptoz, anti-
enflamasyon ve antioksidan stres ile iliskili olabilir. Bununla birlikte, su anda PH ile
nesfatin-1 seviyelerindeki degisiklikler arasinda bir baglantiyr destekleyecek yeterli
kanit bulunmamaktadir.

Nesfatin-1'in  beyindeki anti-enflamatuvar etkisi bircok ¢alismada
gosterilmigtir. Travmatik beyin hasar1 rat modellerine dayanan bir ¢aligma, nesfatin-
I'in verilmesinin NFxB gen ekspresyonunu ve TNF-a, IL-6 ve IL-1P
konsantrasyonlarin1 6nemli 6l¢iide azalttifini, bu da nesfatin-1'in NFxB'ye bagiml
enflamatuvar yanitlar1 baskilayabilecegini diisiindiirmektedir (Tang ve ark., 2012).
Ayrica, baska bir calisma, subaraknoid kanama sonrasi akut beyin hasarinin nétrofil
infiltrasyonunu ve pro-enflamatuvar sitokinlerin artan seviyelerini nesfatin-1 tedavisi
ile engelledigini gostermistir (Ozsavci ve ark., 2011).

Nesfatin-1'in antioksidan kapasitesi, néroprotektif potansiyeline iliskin olasi
bir mekanizma olarak Onerilmistir. Antioksidan sistemin, ROS olusumu ile
eliminasyonu arasindaki denge icin sorumlu oldugu genel olarak kabul edilir.

Mitokondriyal ROS'ler, mitokondriyal membran gecirgenligini artirarak sitoplazmaya
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sitokrom C sizintisina neden olur ve kaspaz-3 bagimli apopitozu indiikler
(Kowaltowski, Castilho, & Vercesi, 2001).

MES23.5 DA noronlarinda nesfatin-1'in rotenon tarafindan indiiklenen
mitokondriyal transmembran potansiyelinin ¢okmesini engelledigi ve mitokondriyal
solunum zinciri kompleks I fonksiyonunu geri kazandirdigi gosterilmistir (Tan, Xu,
Shen, & Jiang, 2015). Ayrica, son bir ¢alisma, nesfatin-1'in serebral iskemi
modellerinde lipid peroksidasyonunu inhibe ettigini ve antioksidan enzimlerin (SOD
ve GSH) aktivitesini artirdigini giiglii bir sekilde onermistir (Erfani ve ark., 2019).
Nesfatin-1'in  antioksidan kapasitesi subaraknoid kanama modellerinde de
gosterilmistir (Ozsavcei ve ark., 2011).

Nesfatin-1’in, rotenon ile indiiklenen norotoksisiteye karst MES23.5
dopaminerjik ndronlar1 korudugu gosterilmis ve koruyucu etkisini mitokondriyal
fonksiyon bozuklugunu iyilestirerek ve apoptozu inhibe ederek yaptig diistintilmiistiir
(Tan ve ark., 2015). Bu ekip tarafindan yapilan baska bir ¢alisma (Shen ve ark., 2017),
nesfatin-1'in dopaminerjik néronlarda anti-apoptotik etkisinin C-Raf/ERK1/2 bagimli
anti-apoptotik yolakla gergeklestirildigini ve nesfatin-1'in kaspaz-3 aktivitesini
belirgin bir sekilde bastirarak apoptozun inhibisyonuna yol agtigini gostermistir.
Ayrica bu caligmada, protein kinase A (PKA) inhibitoriiniin nesfatin-1'in etkisini
engellemedigi, bu nedenle PKA yolagin anti-apoptotik mekanizmada yer almadig:
diistinilmiistiir.

Nesfatin-1'in noéroprotektif etkilerinin molekiiler mekanizmalar1 heniiz tam
olarak belirlenememistir, ¢iinki ilgili reseptor heniiz klonlanmamistir. NB41A3 noral
hiicre hattinda yapilan bir ¢alisma, nesfatin-1'in PKA yolag1 yerine Ca?* girisi ve/veya
mitojenle aktiflesen bir protein kinaz (MAPK) sinyal yolunu fosforile etmek igin
kalsiyum girisi ve/veya MAPK sinyal yolunu kullanabilecegini gostermistir (Ishida ve
ark., 2012). Bunun aksine, baska bir ¢alisma, PKA aktivasyonunun sigan hipotalamik
néronlarmda Ca?* girisi ile yakindan iliskili oldugunu 6ne siirmiistiir (Brailoiu ve ark.,
2007). Farkli sonuglar, hipotalamik noéronlar ile NB41A3 hiicreleri arasindaki
farklardan kaynaklanabilir. Ayrica, bir ¢alisma, PKC yolaginin sican dorsal kok
gangliyon néronlarinda Ca?* girisinden sorumlu oldugunu belirtmistir (Ozcan ve ark.,
2016). Tim bunlar bir araya getirildiginde, detayli molekiiler mekanizmalarin daha

fazla galigilmasi gerekli oldugu anlagilmaktadir.
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3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. Deney Hayvanlari

Bu calisma Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(HADYEK)’nun 2020-05/10 sayili karar ile etik yonden uygun bulunarak yapildi.
Calisma biitgesinin tamami Uludag Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
HDP(T)-2020-26 ve TGA-2022-1173 no’lu projeleri kapsaminda karsilandi. Uludag
Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme, Uygulama ve Arastirma Merkezi
(DEHYUAM)’nden temin edilen eriskin disi ve erkek sicanlar kontrollii bir sekilde
ciftlestirildi. Ayn1 giin dogum yapan anne siganlarin yavrulari karistirildi ve 6. giinde
12,0 gr’in tizerinde olan Wistar albino yenidogan yavru, disi/erkek farkina
bakilmaksizin rastgele gruplara dagitildi. Literatiirdeki ¢alismalarda da ayn1 yaklagim
kullanilmakta ve kabul géormektedir (Brehmer ve ark., 2012; Sifringer ve ark., 2012).
Anneleri esliginde yavrular 12 saatlik aydinlik/karanlik dongiisii ile 18-24°C arasinda
gida ve su kisithligi olmadan standart kosullar altinda ve ayr1 ayr1 kafeslerde takip

edildi. Deney akis semasi Sekil 7°da gosterilmistir.

4 % 80 O)\

Created in BioRender.com bio
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Sekil 7. Deney akis semast.
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3.2. Calisma Protokolii ve Deney Gruplari

Planlanmis gebelikleri takip edilen anne siganlardan dogan yenidogan yavrular
anneleri ile birlikte postnatal 6. giinde, 48 saat ya da 5 giin boyunca, gaz giris ve ¢ikis
sistemi bulunan plexiglas kafes diizenek icerisinde %80 oksijene maruz birakildi ve
bu siireler boyunca oksijen konsantrasyonu giinde 2 kez monitorize edildi. Hiperoksi
kosullarina maruz kalan anne si¢anlar 24 saatte bir normoksi kosullarinda bulunan
anne sican ile donilisiimlii olarak diizenegin igerisine alindi. Diizenekteki, nem orani
%80’in {izerinde tutulup CO2 soda-lime ile uzaklastirildi (Goren ve ark., 2017;
Sifringer ve ark., 2009, 2010). Oda havasinda (%21 O>) tutulan siganlar ile hiperoksiye
maruz birakilan siganlar deney siiresince BUU Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim
Dali’nda ayni ortamda bulunduruldu.

P6 sicanlar agagidaki gibi gruplara ayrildi (Tablo 2):

Grup 1: Normoksi + serum fizyolojik (SF) grubu: Hiperoksi uygulanmaksizin
diizenegin i¢inde oda havasi solutulan ve intraperitoneal yolla %0,9 NaCl uygulanan
denekler

Grup 2: Normoksi + Nesfatin-1 grubu: Hiperoksi uygulanmaksizin diizenegin iginde
oda havasi solutulan ve belirlenen dozlarda ve zaman araliklarinda intraperitoneal
yolla Nesfatin-1 peptiti uygulanan denekler

Grup 3: Hiperoksi + SF grubu: Hiperoksi uygulanan ve hiperoksi siiresince belirlenen
zaman araliklarinda intraperitoneal yolla %0.9 NaCl uygulanan denekler

Grup 4: Hiperoksi + Nesfatin-1 grubu: Hiperoksi uygulanan ve hiperoksi siiresince
belirlenen belirlenen dozlarda ve zaman araliklarinda intraperitoneal yolla Nesfatin-1

peptiti uygulanan denekler
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Tablo2: Deney gruplart ve kullanilan deneklerin gruplara gore dagilimi

20 um/kg (n)
Test edilecek Nesfatin-1 dozu 10 pmvkg (n) 20 um/kg (n) Molekiiler  analizler

igin
Nesfatin -1’in verilis stkhig (IjD;)Zneyln baslangicinda ve 2 giin ya da 5 giin siireyle, giinde tek
Siire 2 giin Sgin | 2 giin 5 glin 2 giin 5 giin
Normoksi+SF 5 5 5 5 5 5
Normoksi+nesfatin 5 5 5 5 5 5
Hiperoksi+SF 5 5 5 5 5 5
Hiperoksi+nesfatin 5 5 5 5 5 5

Nesfatin dozu ve verilis sikhgi: Calismada hiperokside nesfatin-1’in
(Nesfatin-1  (1-82) (Rat) peptide, Phoenix Pharmaceuticals, 003-22B)
koruyuculugunun ve etkin dozunun belirlenmesinde, eriskinde travmatik beyin hasari
ya da iskemi reperfiizyonda koruyucu olarak dnerilen Nesfan-1 peptiti dozlart olan 10
ng/kg ve 20 pg/kg doz test edildi (Tang ve ark., 2012). Kan-beyin bariyerini gegtigi
bilinen Nesfatin-1 peptiti deneklere intraperitoneal enjeksiyon ile verildi. Gerek
Nesfatin-1 peptiti ve gerekse SF, normoksi ve hiperoksinin baslangicinda ve
deneklerin hiperoksiye maruz kalacag siirede (2 giin ya da 5 giin) tek doz/giin olarak
uygulandi. Hiperoksinin bitiminde denekler asagida agiklandig: gibi sakrifiye edildi.
Diger bir grupta ise molekiiler analizler i¢in taze doku elde etmek amaciyla deneklere
ayn1 sekilde hiperoksinin baglangicinda ve deneklerin hiperoksiye maruz kalacag:
stirede (2 giin ya da 5 giin) 20 pg/kg/giin tek doz nesfatin-1 peptiti verildi. Literatiirde
ne hiperoksi modelinde ne de yeni doganda nesfatin-1 peptitinin kullanimi ile ilgili
veriye rastlanmamustir. Calismada test edilecek dozlarin belirlenmesinde, erigskinde
travmatik beyin hasari ya da iskemi reperfiizyonda korucu olarak onerilen nesfatin-1

peptit dozu olan 10 pg/kg/giin ve 20 ug/kg/giin baz alinmistir (Tang ve ark., 2012).
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3. 3. Hiperoksik Beyin Hasariin Olusturulmasi

Gebeligi planlanmis spontan dogumu takiben, dogduklar1 giin 0 olarak kabul
edilen yavru si¢anlar (P0O), 6. giinde (P6) 48 saat veya 5 giin siireyle; normoksi
grubunda oda havasina (%21 O>), hiperoksi grubunda ise %80 O> maruz birakildilar.
Hiperoksi uygulamasi siirekli oksijen akis sistemi siirdiiriilen 60x20x20 cm (GxDxY)
boyutlarinda kontrollii gaz giris ve ¢ikis sistemi bulunan plexiglas diizenek icine
anestezi cihazi (Minor 612, AMS Tiirkiye) aracilif1 ile saglanmig olup nem orani
%80’in {izerinde tutulmus ve CO2 soda-lime ile uzaklastirilmistir (Goren ve ark.,
2017). Diizenegin igindeki oksijen seviyesi %80 oksijen doygunlugunu korumak igin
MiniOX 3000 oksijen analizorii (Ohio Medical Corporation, Gurnee, IL, ABD) ile
stirekli izlenmistir (Sekil 8). Bu donemdeki yavru siganlarin beyin gelisimi, insanda

preterm yenidogana karsilik gelmektedir (Dobbing, & Sands, 1979).

Sekil 8. Hiperoksik beyin hasari olusturulan diizenek.

3. 4. Beyin Dokularinin Eldesi

Histolojik ve immiinohistokimyasal ¢alismalar i¢in dokularin hazirlanmasi:

Son nesfatin-1 enjeksiyonundan 24 saat sonra, derin eter anestezisi altinda perfiizyon
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fiksasyon yontemi ile sakrifiye edildi. Bu yontemde, derin anestezi verilen deneklerin
torakslari agilarak ve transkardiyak olarak aortaya, deneklerin kan basincina uygun
olarak ayarlanan, perfiizyon pompasina bagh bir kateter yerlestirildi. Bu kataterden
dolagim sistemine Once %0,9’luk SF gonderilerek damarlar kandan temizlendi.
Ardindan fiksatif olarak taze hazirlanmis %4’liik paraformaldehit soliisyonu (30
ml/denek) perfiize edildi. Islemin ardindan denekler dekapite edildi ve beyin dokulari
hassas bir sekilde cikarildi. Perflizyon fiksasyon ile sakrifiye edilen deneklerin
beyinleri +4°C’de 24 saat siireyle perfiizyon isleminde kullanilan fiksatifte
postfiksasyona birakildi.

Molekiiler analizler i¢in dokularin hazirlanmasi: Genel anestezi uygulanan
denekler dekapite edildi, olfaktor bulbus ve beyincik uzaklastirildiktan sonra beyin

yarimkiireleri analizler yapilincaya kadar —80°C’de saklandi.

3.5. Isik Mikroskopik Preparasyon

Tiim gruplardan 151k mikroskopik incelemeler i¢in alinan beyin doku 6rnekleri
perflizyon fiksasyonun ardindan %4’liikk paraformaldehit ile post-fiksasyon uygulanda.
Dokular fikse olduktan sonra yenidogan si¢an beynine uygun bir doku takibi protokolii
ile parafin blok haline getirildi (Tablo 3).

Tablo 3. Doku Takip protokolii

Sira islem Siiresi

1 %30’luk alkol 90 dakika
1 %50°lik alkol 90 dakika
2 %70’lik alkol 120 dakika
3 %90°lik alkol 120 dakika
4 %396’lik alkol-I 120 dakika
5 %96’lik alkol-1 Gece boyu
6 Ksilen | 60 dakika
7 Ksilen- 11 60 dakika
8 Parafin-I 90 dakika
9 Parafin-II 60 dakika
10 Parafin-111 60 dakika
11 Gomme
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Parafin bloklardan mikrotom (Leica RM2245) yardimiyla 5 pm kalinliginda
ardigik seri koranal Kkesitler, Sican Beyin Atlasi’na gore (Paxinos, & Watson, 2009),
bregma -2.76 mm ile -4.20 mm araligindaki bolgeden, kesit araligi 25 um olacak
sekilde alindi. Bu ardisik kesitlerin bir serisi ndron sayilarinin degerlendirilmesi i¢in

%0,5 krezil violet boyasi ile boyandi.

3.5.1. Krezil Violet Boyamasi

Krezil violet boyamasi i¢in alinan kesitler 1 gece boyunca 60°C’lik etiivde

bekletildikten sonra ksilen ile deparafinize edildi (Tablo 4).

Tablo 4. Krezil violet boyama protokolii

Sira islem Siiresi

1 %96’k alkol 3 dakika
2 %90°lik alkol 3 dakika
3 %70°lik alkol 3 dakika
4 Distile su 5 dakika
5 %0,5’lik krezil violet boyasi 5 dakika
6 Distile su 10 dips

7 %70’lik alkol 7 dips

8 %9011k alkol 7 dips

9 %9611k alkol 7 dips

10 Ksilen-I 20 dakika
11 Ksilen-I1 20 dakika
12 Lamlarin kapatilmasi

Hiicre Saymm: Krezil violet boyali kesitlerde kortekste hiicre sayimlar1 iki farkl
aragtirmaci tarafindan kor olarak yapildi. Hiicre sayimlari, 40X objektif biiyiitmesi ile
her denek i¢in Sigan Beyin Atlasi’na gore (Paxinos, & Watson, 2009) rostro-kaudal
planda bregma -2,76 mm ile -4,20 mm araliginda birbirine es uzaklikta 6 farkli
seviyeden alinan 6 kesitte, bilateral rasgele secilen 3x10* pm?’lik 8 alanda sayildi.

Korpus Kallosum Olgiimleri: Korpus kallozum kalmhiginin degerlendirilmesi igin
her denek i¢in ayni olmak {izere bregma +0.48 mm — bregma -0,46 mm araliginda
farkli seviyelerinden alinan birbirine es uzaklikta alt1 koronal kesitte orta hatta korpus
kallozum kalmhg olgiildii. Olgiimler Olympus BX-FLA Reflected Light
Flourescence Attachment adapte edilmis Olympus BX50 mikroskopla dijital kamera
(Olympus DP71 CCD renkli kamera, 1,5 million pixel) ile bilgisayar ekranina alinan

gorintiiler izerinden yapildi.
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3.6. Molekiiler Analizler

3.6.1. Western Blotting protokolii

Her gruptan genel anestezi uygulanan yavrularin beyin dokular1 eksize edildi
ve olfaktor bulbus ile beyincik kisimlar1 uzaklastirildi. Her bir beyin yarimkiirelerinin
agirliklan 6l¢iilerek agirliginin 20 kati hacimde Fosfat Buffer Salin (PBS) (Soguk ve
pH 7,4) tamponu igerisinde homojenize edildi. Tiim homojenatlarin icerdigi total
protein miktart Lowry yontemine (Lowry, Rosebrough, Farr, & Randall, 1951) gére
analiz edildi. Total protein icerigi belirlenen homojenat siipernatantlar1 1:1 oraninda
Leammli tamponu (Laemmli, 1970) ile karigtirilarak renkli soliisyon elde edildikten
sonra protein denatiirasyonu gergeklestirmek amaciyla 90°C’de 5 dakika kaynatildi.
Her Ornek, esit miktarlarda protein (20 pg) igerecek sekilde SDS jellere yiiklendi ve
Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE; Mini Protean 11,
Bio-Rad, Hercules, CA, ABD) kullanilarak 175 mV da 1 saat yiiritildi. Jelde
yiirlitilen protein bantlar1 poliviniliden floriir (PVDF) transfer membranlara
(MSPVDF04530301 Lot#18502026, MA, ABD) (400mA) aktarildi. Bu calismada
kullanilan primer ve sekonder antikorlarin listesi tablo 5’de, western blot protokolii
Tablo 6°da verilmistir. Protein-antikor kompleksleri, bir dijital tarayici (C-Digit Blot
Scanner; Licor Biosciences, Lincoln, NE, ABD) kullanilarak goriintiilendi.
Immunoreaktif bantlar, tarayicimin yazilimi kullanilarak densitometrik olarak
karsilagtirildi. Yenidogan sigan beyin dokusunda Beklin-1, Atg 5, LC3A-B, Bcl-2,
BAX, cleaved-caspase 3 ve IL-18 protein diizeyleri GAPDH protein diizeyleri ile
oranlanarak, protein bantlarinin ortalama dansitelerinin kat degeri olarak
degerlendirildi. Absorbans egrisi altindaki alanlar istege bagli birimler olarak ifade

edildi ve normoksi+SF grubundan numunelerin yiizdeleri olarak normallestirildi.

29



Tablo 5: Primer ve sekonder antikorlarin listesi

Adi Uretici Firma Katolog no
Anti-Atg5 tavsan mAb (1/1000) Cell Signaling Technology 12994
Anti-Beklin-1 tavsan pAb (1/1000) Cell Signaling Technology 3738
5 Anti-LC3A/B tavsan mAb (1/1000) Cell Signaling Technology 12741
g Anti-Bcl-2 tavsan pAb (1/1000) BT LAB BT-AP00858
c
g Anti-BAX tavsan pAb (1/1000) BT LAB BT-AP00842
g Anti-GAPDH tavsan pAb (1/2000) BT LAB BT-AP03467
Anti-IL18 tavsan pAb (1/500) Affinity Bioscience DF6252
Anti-Cleaved-Caspase 3 tavsan pAb (1/1000) Affinity Bioscience AF7022
% é Peroxidase-conjugated at anti-fare 1gG (1/5000) Cell Signaling Technology 7076S
€ S
% é PerOXidase'Conjugat‘gflg%%lsg;m'tavsan 18G (H*L) | jackson ImmunoResearch | 711-035-152

30




Tablo 6. Western blot protokolii

Western Blot Protokolii

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Western blot cihaz sistemi kurularak %12°lik separating jel ve %4 stacking jel hazirlandi.

%4°liik jel polimerize olurken protein 6rnekleri uygun miktarda ayarlanarak (20 pg total protein) yiikleme

tamponu ile karigtirtlirak ve 95°C’de 5 dakika denatiire edildi.

Polimerizasyon tamamlaninca taraklar ¢ikarilip jeller tanka alinarak ortalarina alt kismini da kapatacak sekilde

running buffer eklendi.

Ledder (4 ul) ve proteinler sirasiyla kuyucuklara yiiklendi.

Running buffer max seviyeye kadar dolduruldu. Elektroforez baslatild1 (V:175 Time:60 dakika).
Yiiriitme sirasinda PVDF membranlar 5-10 dakika metanolde aktive edildikten sonra TBS-T’ye alind:.

Yiiriitme bitiminde jellerin %4’liik kisimlar1 ayrild: ve jeller cam plaklardan kaldirilarak transfer soliisyonuna
alind1 (15dakika).

Siire sonunda yiiriitme sirasinda transfer bufferda 1slatilmis olan siingerler ve kurutma kagitlar1 kullanilarak
sandwich (siyah plaka-siinger-kurutma kagidi-jel-PVDF membran-kurutma kagidi-siinger- kirmizi plaka) 1slak

olarak hazirlandi.

Sandwichler tanka yerlestirildi ve tank transfer buffer ile dolduruldu.
MA:400 time:60dakika olacak sekilde transfer baslatildi.

Transfer sonrast PVDF membranlar 3x5 dakika TBS-T ile yikandi.
%35°lik yagsiz siit tozu ile blocking gergeklestirildi (30 dakika).

Blocking soliisyonu uzaklastirlarak uygun diliisyonda hazirlanan primer antikora alman membranlar +4°C’de 1

gece inkiibasyona birakildi

3x5 dakika TBS-T ile yikandi.

Sekonder antikora alinarak oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi.
3x5 dakika TBS-T ile yikandu.

Goruntiileme yapildi.
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3.6.2. ELiSA

Daha onceden tartilmis ve PBS ic¢inde homojenat haline getirilen beyin
dokular1 2500 r.p.m.’de +4°C’de 20 dakika boyunca santrifiij edildi. Siipernatantlar
analizlerin yapilacagi zamana kadar -80°C’de saklandi. Kullanilan kitlerin talimatlar
dogrultusunda tiim reaktifler, standart ¢ozeltiler ve ornekler hazirlandi. Reaktifler
kullanmadan once oda sicakligina getirildi. Test oda sicakliginda gercgeklestirildi. Kit
protokolii Tablo 7°da verildi.

BDNF enzimi i¢in; ¢ozdiiriilen dokular NEPENTHE Arastirma Teknolojileri
firmasina ait Rat Brain derived neurotrophic factor, BDNF ELISA Kit ile sigan
spesifik ¢ift antikor sandvig yontemi esas alinarak ¢alisildi. Sonuglar pg/mL protein
olarak verildi. (NEPENTHE Arastirma Teknolojileri Rat Brain derived neurotrophic
factor, BDNF ELISA Kit. Cat. no: NE010047603. Kocaeli).

GDNF enzimi i¢in; ¢ozdiirilen dokular NEPENTHE Arastirma Teknolojileri
firmasina ait Rat Glial cell-derived neurotrophic factor, GDNF ELISA Kit ile sigan
spesifik ¢ift antikor sandvi¢ yontemi esas alinarak calisildi. Sonuglar pg/mL protein
olarak wverildi. (NEPENTHE Arastirma Teknolojileri Rat Glial cell-derived
neurotrophic factor, GDNF ELISA Kit. Cat. no: NE010035103. Kocaeli).

SOD enzimi i¢in; ¢ozdiriilen dokular NEPENTHE Arastirma Teknolojileri
firmasina ait Rat Super Oxidase Dismutase, SOD ELISA Kit ile sican spesifik ¢ift
antikor sandvi¢ yontemi esas alinarak c¢alisildi. Sonuglar pg/mL protein olarak verildi.
(NEPENTHE Arastirma Teknolojileri Rat Super Oxidase Dismutase, SOD ELISA Kit.
Cat no: NE010016803. Kocaeli).

GPx-1 enzimi i¢in; ¢ozdiiriilen dokular NEPENTHE Arastirma Teknolojileri
firmasina ait Rat Glutathione peroksidase 1, GPx-1 ELISA Kit ile si¢an spesifik ¢ift
antikor sandvi¢ yontemi esas alinarak calisildi. Sonuglar pg/mL protein olarak verildi.
(NEPENTHE Arastirma Teknolojileri Rat Glutathione peroksidase 1, GPx-1 ELISA
Kit. Cat no: NE010117203. Kocaeli).

32



Tablo 7. ELISA Kit protokolii

ELISA Kit Protokolii

1. Standart kuyucuklarina 100 pl Standart eklendi.

2. Kuyucuklara 100 pl Standart Diliient Tampon eklendi.

3. Numune kuyucuklarina 100 pl numuneler eklendi.

4. Plaka bir kapatici ile ortiildii ve 37°C'de 80 dakika inkiibe edildi.

5. Kapatici agildi ve plaka yikama tamponuyla 3 kez yikandi. (Her bir kuyuyu ¢oklu kanalli otomatik pipet
kullanarak Yikama Tamponu (~250 pl) ile doldurarak yikandi. Her adimda sivinin tamamen ¢ikarilmasina
dikkat edilerek iyi bir performans elde etmeye ¢alisildi. Son yikamadan sonra plakay1 kagit havlulara veya diger
emici malzemelere iyice bastirilarak yikama tamponu uzaklastirildi.

6. Her kuyucuga 100 pl Biotin-Konjuge ¢ézeltisi eklendi. Iyi karistirildi ve yapiskan filmlerle kapatildi. 37°C'de
50 dakika inkiibe edildi.

7. Film ¢ikarild1 ve plaka yikama tamponuyla 3 kez yikandi.

8. Her kuyucuga 100 pl Streptavidin-HRP eklendi. Plaka yapiskan filmlerle kapatild: ve 37°C'de 50 dakika inkiibe
edildi.

9. Film ¢ikarildi ve plaka ytkama tamponuyla 5 kez yikandi.

10. Her kuyucuga 90 pl TMB Substrat Cozeltisi eklendi. 37°C'de 20 dakika inkiibe edildi. Plaka karanlik bir
ortamda tutuldu ve dogrudan 1s13a maruziyetten korundu. (30 dakikayr gegmeyecek sekilde inkiibatordeki
plakanin en yiiksek standart konsantrasyonunu igeren ilk dort kuyucuk belirgin mavi renk gelistirmesi izlendi)

11. Her kuyucuga 50 pl Durma Coézeltisi eklendi; mavi rengin hemen sartya dondiigii gozlendi.

12. Takibinde (durma ¢ozeltisi ekledikten sonraki 10 dakika i¢inde) mikroplaka okuyucusunda her kuyucugun

optik yogunlugunu (OD degeri) 450 nm'ye ayarlanarak dl¢tildii.

3.7 istatistiksel Analiz

sayilarinin gruplar arasi istatiksel farkliliklarin belirlenmesinde Kruskal Wallis testi,
ikili gruplarin karsilastirilmast Mann Whitney U testi ile yapildi. Miyelinizasyonun
degerlendirilmesinde deney gruplar1 arasi varyans analizi ANOVA ile istatistiki
anlamlilik karsilastirmasi ise Tukey testi ile yapildi. Molekiiler analizlerde deney
gruplar arasi istatiksel farkliliklarin belirlenmesi Kruskal Wallis testi ve ANOVA testi
ile yapildi. Veriler ortalama + standart ortalama hatas1 (SEM) olarak ifade edildi;

Sayisal verilerin istatistiksel analizi SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences, version 13.1, SSPS Inc., Chicago, IL, USA) (SPSS) programu ve grafiklerin
olusturulmasinda ise SigmaPlot 10.0 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) kullanildi. Hiicre

P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Nesfatin-1 Peptitinin Yeni Dogan Sican Hiperoksik beyin hasarinda Korteks

Néron Sayis1 Uzerine Etkisi

Calismada normoksi ve hiperoksi gruplarini olusturan yenidoganlarda
nesfatin-1 peptitinin korteks noron sayilarinin iizerine etkisini saptamak igin krezil
violet ile boyanan beyin kesitleri degerlendirildi. Sayimlar, Sican Beyin Atlasi’na
(Paxinos & Watson, 2009) gore; Bregma 2,76 mm/Bregma 4,20 mm arasinda, kesit
kalinhig1 5 pm ve kesit aralig1 25 um olan 6 kesitte, her bir kesit {izerinde 3x10% pm?’lik
bilateral dorder alanda yapildi.

Gruplara gore krezil violet ile degerlendirilen korteks ndron sayilarina ait
ortalama ve standart sapma degerleri tablo 8’de verilmistir ve istatiksel
karsilastirmalarda (Kruskal Wallis testine gore) gruplar arasinda anlamli farklilik
saptanmustir. Ikili gruplarin karsilastirilmast Mann Whitney U testi ile yapilmis ve

karsilastirmalarda p<0.05 degeri anlamli kabul edilmistir.

Tablo 8. Gruplara gore korteks néron sayilari ortalama ve standart sapma degerleri

5 Giinliik Grup 2 Giinliik Grup

Ort. £ SEM* Ort. £ SEM*
Normoksi + SF 71,51+1,15 80,86=+3,90
Hiperoksi + SF 56,78+1,78 79,68+6,18
Hiperoksi + NES20 78,25+3,51 90,68+13,33
Normoksi + NES20 96,77+8,42 103,51+7,29
Hiperoksi + NES10 65,35+2,38 95,54+13,99
Normoksi + NES10 71,29+2,94 89,56+14,15

*n=5
NES20: 20 pg/kg dozunda nesfatin verilen grup
NES10: 10 pg/kg dozunda nesfatin verilen grup
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5 giinliik grupta, H(5)+SF grubu ile N(5)+SF grubu karsilastirildiginda korteks
noron sayilarinin anlamh 6l¢iide azaldigr goriildi (p=0,003). 5 giinliikk hiperoksi
siiresince SF ya da 20 pg/kg/glin nesfatin verilen gruplar karsilastirildiginda, 20
ng/kg/glin dozda nesfatin uygulamasinin korteksteki néron sayisini anlamli dlgiide
arttirdigr belirlendi (p=0,004). Ayrica 20 pg/kg/giin dozda nesfatin-1 uygulamasinin
normoksik kosullarda da korteksteki néron sayisinda artmaya neden oldugu ve
normoksik kosullarda 5 giin siire ile SF uygulanan grupla karsilastirildiginda bu artisin
anlamli oldugu goriilmiistiir (p=0,005).

10 pg/kg/giin nesfatin-1 etkisini degerlendirdigimizde; 5 giinliikk hiperoksi
uygulamasi sirasinda hergiin SF verilen grup ile NES10 grubu karsilastirildiginda 10
ng/kg/giin dozda nesfatin uygulamasinin korteksteki néron sayisint anlamli dlgiide

artirdigr gorillmistiir (p= 0,045) (Sekil 9 ve Sekil 10).

Korteks Noron Sayilar: Ortalamasi

120 *

100 A . i T
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Noron Sayisi (ort.)
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N(5)+SF H(5)+SF  H(5)+NES20 N(5)+NES20 H(5)+NES10 N(5)+NES10

Sekil 9. 5 giin boyunca uygulama yapilan gruplarda korteks néron sayilari grafiksel gosterimi (*p<0,05;
*%
p<0,01).
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Sekil 10. 5 giin boyunca uygulama yapilan gruplarin krezil violet ile boyanan beyinlerinde kortekslerin
151k mikroskopik goriintiisii (40x).
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2 giin boyunca hiperoksi ve normoksiye maruz birakilan ve ip olarak 20
ug/kg/gin ve 10 pg/kg/giin dozda nesfatin-1 enjeksiyonu yapilan deney gruplari
arasindan korteks noron sayilari bakimindan anlamh farklilik bulunmadi (Sekil 11 ve

Sekil 12).

Normoksi (2 ginliik) + SF_ v , _ Hlpe(ok3| (2 giinliik) + SF
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Sekil 11. 2 giin boyunca uygulama yapilan gruplarin krezil violet ile boyanan beyinlerinde kortekslerin
151k mikroskopik goriintiisii (40x).
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Korteks Noron Sayilar: Ortalamasi
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Sekil 12. 2 giin boyunca uygulama yapilan gruplarin korteks néron sayilar1 grafiksel gosterimi.

4.2. Nesfatin-1 Peptitinin Yeni Dogan Sican Hiperoksik Beyin Hasarinda

Miyelinizasyon Uzerine Etkisi

Sigan yenidoganlarinda miyelinizasyon, korpus kallozum kalinliginin
Ol¢iilmesi ile degerlendirildi. Gruplara gore korpus kallozum kalinlig1 6lgiimlerine ait
ortalama ve standart sapma degerleri Tablo 9 verilmistir. Elde edilen verilerin deney
gruplari aras1 varyans analizi ANOVA ile istatistiki anlamlilik kargilastirmasi ise

Tukey testi ile yapildi. Istatistiki anlamlilik smir degeri p<0,05 olarak kabul edildi.

Tablo 9. Gruplara gore korpus kallozum dl¢timleri ortalama ve standart sapma degerleri.

5 Giinliik Gruplar 2 Giinliik Gruplar

Ort. (um) + SEM* Ort. (um) =+ SEM*
Normoksi + SF 459,66+13,99 479,57+33,49
Hiperoksi + SF 296,45+38,74 355,84+15,07
Hiperoksi + NES20 396,31+22,14 455,58+22,08
Normoksi + NES20 438,53+21,31 434,28+36,92
Hiperoksi + NES10 413,24+16,81 448,37+63,98
Normoksi + NES10 429,714+25,80 502,33+37,72

*n=5
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5 giin siiresince hiperoksiye maruz biralip SF verilen grup ile normoksik
kosullarda tutulan ve SF verilen grup karsilastirildiginda korpus kallozum kalinliginin
anlamli 6l¢tide azaldigi gortldi (p=0,001). Hiperoksi (5)+SF ve hiperoksi(5)+NES20
gruplan karsilagtirildiginda 20 pg/kg/giin dozda nesfatin uygulamasinin kallozum
kalinligin1 anlaml 6l¢iide artirdig1 goriilmistiir (p=0,045). Arastirdigimiz bir diger doz
olan 10 pg/kg nesfatin-1 etkisini degerlendirdigimizde; hiperoksi(5)+SF ve
hiperoksi(5)+NES10 gruplar1 karsilastirildiginda 10 pug/kg dozda nesfatin
uygulamasinin korpus kallozum kalinligin1 anlamli 6l¢iide artirdig: goriildii (p=0,013)

(Sekil 13 ve Sekil 14).

500 - ik ke ‘

400 -

300 -

200 -

Korpus Kallozum Kahnhg (um)

100 -

N(5)+SF H(5)+SF  H(S)+NES20 N(5)+NES20 H(5)+NES10 N(5)+NES10

Sekil 13. 5 giin boyunca uygulama yapilan gruplarda korpus kallozum kalinlig: 6l¢iimiiniin grafiksel
gosterimi (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

39



Normoksi (5 gunliik) + SF

NES (20 pg/k k) + NES (20 p

4 ‘_ )
RS EE i b 7

h AL
et T U

Sekil 14. 5 giin boyunca uygulama yapilan gruplarda korpus kallozum kalinlig1 dl¢limii igin temsili
goriintiiler.

Iki giin boyunca hiperoksi + SF ile iki giin normoksi + SF gruplari
karsilagtirildiginda hiperoksi maruziyetinin korpus kallozum kalinligin1 anlaml
oOlgiide azaltig1 gorilmiistiir (p=0,009). Hem 20 pg/kg/giin hem de 10 pg/kg/giin dozda
Nesfatin-1 uygulamasi hiperoksiye maruz kalan deneklerde kallozum kalinligini
arttirdigi belirlenmistir. Ancak bu artis 20 pg/kg/giin dozunda nesfatin-1 uygulanan
grupta istatistiksel anlamlilik (p=0,033) gosterirken, NES10 anlaml1 degildi (Sekil 15
ve Sekil 16).
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Normoksi (2 gunliik) + SF Hiperoksi (2 giinliik) + SF
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Sekil 15. 2 giin boyunca uygulama yapilan gruplarda korpus kallozum kalinlig1 dl¢limii igin temsili
goriintiiler.
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Sekil 16. 2 giin boyunca uygulama yapilan gruplarda korpus kallozum kalinlig1 6l¢iimiiniin grafiksel
gosterimi (*p<0,05; **p<0,01)

4.3. Nesfatin-1 Peptitinin Hiperoksi ile indiiklenen Beyin Hasarinda Otofaji

Uzerine Etkisi

Nesfatin-1’in  otofaji lizerindeki etkisinin degerlendirilmesi amaciyla,
preotofagozomal yapilarda lokalize olan ve niikleasyon siirecinde islev géren beklin-
1, vezikiil genislemesi ve tamamlanma iglev géren AtgS veya otofagosom zarinin ana
bilesenlerinden biri olan ve otofagosom olusum ile otofajik hiicre 6liimii i¢in belirteg
olarak kullanilan microtubule-associated protein 1 light chain 3 (LC3) proteinlerinin
ekspresyonlarindaki degisiklikler western blotting yontemi ile arastirildi. Yenidogan
sican beyin dokusunda beklin-1, ATG 5, LC3A-B protein diizeyleri GAPDH protein
diizeyleri ile oranlanarak, protein bantlarinin ortalama dansitelerinin kat degeri olarak
degerlendirildi.

Gruplara gore western blotting analizi ile degerlendirilen beyin beklin-
1/GAPDH protein diizeylerinde istatiksel karsilagtirmalarda; normoksi (2)+SF
grubuna gore hiperoksi (2)+SF grubunda anlamli olarak arttigi (p=0,005) goriildii.
Ayrica ki iinliik hiperoksi siiresince 20 pg/kg/giin nesfatin uygulamasinin, hiperoksi

(2)+SF grubuna gore beklin-1/GAPDH protein diizeylerini anlamli olarak azalttig1
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(p=0,026) tespit edildi (Sekil 17 ve Sekil 18). Ancak 5 giinliik hiperoksi uygulanan

gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmadi.

N@) +SF H() + SF N@)+NES20  H(2)+NES20 NG)+ SF H(S)+SF N(G)+NES20  H(5)+ NES20
—_— e ———— — A A A e
----——-- GAPDH -“-----
T —— ——— — o Becin1 - DA S S - o

—————— o AIGs D D e e
- e W e e e = s E=REE T

Sekil 17. 2 giin ve 5 giin boyunca uygulama yapilan gruplarda otofaji belirteg protein ekspresyonlarinin
western blot yontemi ile protein bantlarin gdsterilmesi.

Beyin Beclin-1 Protein Diizeyleri Beyin Beclin-1 Protein Diizeyleri
(Beclin-1/GAPDH, kat degisimi) (Beclin-1/GAPDH, kat degisimi)

*k *
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NQ2) +SF H(2) +SF  H(2)+NES20 N(2) + NES20 N(5) + SF H(5)+SF  H(5)+NES20 N(5) + NES20

Sekil 18. Beyin beklin-1 (Beclin-1/GAPDH, kat degisimi) protein diizeylerinin karsilastirilmasi
(*p<0,05; **p<0,01).

Istatiksel karsilagtirmalarda; 2 giinliik hiperoksi uygulanan gruplar arasinda
beyin ATG 5/GAPDH protein diizeylerinin normoksi (2)+SF grubuna gore hiperoksi
(2)+SF grubunda anlamli olarak arttig1 (p=0,046) goriildii. Ayrica, hiperoksi (2)+SF
grubu ile hiperoksi (2)+NES20 grubu karsilastirildiginda ATG 5/GAPDH protein
diizeylerinin anlamli olarak azaldig1 (p=0,028) tespit edildi. Ancak 5 giinliik hiperoksi
uygulanan gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmadi (Sekil 17 ve sekil 19).
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Beyin ATGS Protein Diizeyleri Beyin ATGS5 Protein Diizeyleri
(ATGS/GAPDH, kat degisimi) (ATGS/GAPDH, kat degisimi)
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Sekil 19. Beyin ATG5 (ATG5/GAPDH, kat degisimi) protein diizeylerinin karsilastirilmas: (*p<0,05).

Otofajik hiicre 6liimii igin belirte¢ olarak kullanilan LC3A-B ekspresyonu
degerlendirildiginde ise; 2 glinliik hiperoksi uygulanan gruplar arasinda beyin LC3A-
B/GAPDH protein diizeylerinin normoksi(2)+SF grubuna gore hiperoksi(2)+SF
grubunda anlamli olarak arttig1 (p=0,020) goriilmiistiir. Ayrica, hiperoksi(2)+SF grubu
ile hiperoksi(2)+NES20 grubu karsilastirildiginda LC3A-B/GAPDH protein
diizeylerinin anlamli olarak azaldigi (p=0,024) tespit edildi. Ancak 5 giinliik hiperoksi
uygulanan gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmadi (Sekil 17 ve Sekil 20).

Beyin LC3A-B Protein Diizeyleri Beyin LC3A-B Protein Diizeyleri

(LC3A-B/GAPDH, kat degisimi) (LC3A-B/GAPDH, Kkat degisimi)
* *
2,5 4 25
20 20
15 15
1,0 1,0
0.5 05 4
0,0 0,0
N(2) + SF H(2) +SF H(2) + NES20 N(2) + NES20 N(5) + SF H(5) +SF H(5) + NES20 N(5) + NES20

Sekil 20. Beyin LC3A-B (LC3A-B/GAPDH, kat degisimi) protein diizeylerinin kargilastirilmasi
(*p<0,05).
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4.4. Nesfatin-1 Peptitinin Hiperoksi ile Indiiklenen Beyin Hasarinda Apoptoz

Uzerine Etkisi

Nesfatin-1’in hiperoksi ile olusturulmus yenidogan sigan beyin hasarinda
apoptoz lizerine etkisinin degerlendirilmesi amaciyla, proapoptotik molekiillerden biri
olan BAX, anti-apoptotik molekiillerden Bcl-2 ve apoptozun hem intrinsik hem de
eksintrink yollaklarinin her ikisininde de gorev alan cleaved caspase-3 proteinlerinin
ekspresyonlar1 western blotting yontemi ile arastirildi. Yenidogan sigan beyin
dokusunda BAX, Bcl-2 ve cleaved caspase-3 (kesilmis kaspaz-3) protein diizeyleri
GAPDH protein diizeyleri ile oranlanarak, protein bantlarinin ortalama dansitelerinin
kat degeri olarak degerlendirildi (Sekil 21).

N@)+SF HQ)+SF N(@2)+NES20 H(2)+NES20 NG)+SE  H()+SF NE)+NES20  H(S)+NES20
GAPDH D D "D GED &b & G eun

BAX N I —

- W e o
—-_— e - <
-_— - Bcl-2 —-— Emr D @ D T e g
- O
— #s  C. Caspase-3
-_ - -

Sekil 21. 2 giin ve 5 giin boyunca uygulama yapilan gruplarda apoptoz belirteg protein
ekspresyonlarinin western blot yontemi ile protein bantlarin temsili gésterilmesi.

Pro-apoptotik belirteclerden biri olan BAX proteinin ekspresyonu western
blotting yontemi ile degerlendirildiginde, beyin BAX/GAPDH protein diizeylerinin, 2
giinliik hiperoksi uygulanan gruplar arasinda, normoksi (2)+SF grubuna gore hiperoksi
(2)+SF grubunda anlamli olarak arttigi (p=0,039) goriilmiistiir. Ayrica hiperoksi
(2)+SF grubu ile hiperoksi(2)+NES20 grubu karsilastirildiginda BAX/GAPDH
protein diizeylerinin anlamli olarak azaldig1 (p=0,046) tespit edildi. 5 giinliik hiperoksi
uygulanan gruplarda ise arasinda anlamli farklilik saptanmadi (Sekil 22).
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Sekil 22. Beyin BAX (BAX/GAPDH, kat degisimi) protein diizeylerinin karsilastirilmasi.

Istatiksel karsilastirmalarda; anti-apoptotik belirteclerden biri olan Bcl-2

protein ekspresyon diizeylerinde 2 giinliik ve 5 giinliik hiperoksi ve normoksi gruplari

arasinda anlamli bir farkliligin olmadig1 goriildi (Sekil 23).
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Sekil 23. Beyin Bcl-2 (Bcl-2/GAPDH, kat degisimi) protein diizeylerinin karsilagtirilmasi.

Apoptoz belirteci olan kaspaz-3’iin aktive edilmis (kesilmis veya par¢alanmis)

formunu ifade eden "cleaved caspase-3" proteinin ekspresyonu western blotting

yontemi ile arastirildiginda, beyin kesilmis kaspaz-3/GAPDH protein diizeylerinin

hiperoksi uygulanan gruplarda normoksi gruplarina gore arttigi, ancak bu artigin

istatistiksel olarak anlamli olmadigi gosterilmistir (Sekil 24).
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Sekil 24. Beyin cleaved-caspase-3 (cleaved-caspase-3/GAPDH, kat degisimi) protein diizeylerinin
karsilagtirilmasi.
45. Nesfatin-1 Peptitinin Hiperoksi ile Indiiklenen Beyin Hasarinda

Néroenflamasyon Uzerine EtKisi

Nesfatin-1’in hiperoksi ile olusturulmus yenidogan sican beyin hasarinda
enflamasyon tizerine etkisinin gdsterilmesi i¢in enflamasyon yaniti artirdig bilinen bir
sitokin olan IL-18’in protein diizeyleri western blotting yontemi ile degerlendirildi. 2
giinlik hiperoksi uygulanan gruplar arasinda beyin IL-18/GAPDH protein
diizeylerinin normoksi (2)+SF grubuna gére hiperoksi (2)+SF grubunda anlamli olarak
arttig1 (p=0,027) goriilmiistiir. Ayrica hiperoksi (2)+SF grubu ile hiperoksi (2)+NES20
grubu karsilastirildiginda IL-18/GAPDH protein diizeylerinin anlamli olarak azaldig1
(p=0,029) tespit edildi. 5 giinliik hiperoksi uygulanan gruplar arasinda normoksi
(5)+SF grubu ile hiperoksi (5)+SF grubu arasinda IL-18/GAPDH protein diizeylerinin
anlamli olarak arttig1 (p=0,004) ancak hiperoksi (5)+SF grubu ile hiperoksi
(5)+*NES20 grubu karsilastirildiginda ise anlamli bir fark goriilmedi (Sekil 25 ve Sekil
26).

—l H+SF N+NES20 H+NES20
GAPDH GEEP <“mmbd @0
1118 = s——— —
(5 giinliik)
GapH D " " =
IL-18 - - o emu

Sekil 25. 2 giin ve 5 giin boyunca uygulama yapilan gruplarda IL-18 protein ekspresyonunun western
blot yontemi ile temsili protein bantlarinin gosterilmesi.
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Beyin IL-18 Protein Diizeyleri Beyin IL-18 Protein Diizeyleri

(IL-18/GAPDH, Kat degisimi) (IL-18/GAPDH, kat degisimi)
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Sekil 26. Beyin IL-18 (IL-18/GAPDH, kat degisimi) protein diizeylerinin karsilastirilmasi.

4.6. Nesfatin-1 Peptitinin Hiperoksi ile Indiiklenen Beyin Hasarinda

Norotrofinler Uzerine Etkisi

Nesfatin-1’in hiperoksi ile olusturulmus yenidogan sigan beyin hasarinda
norotrofinler iizerine etkisinin gdsterilmesi i¢in, norotrofin ailesinin iki iiyesi olan
BDNF (brain-derived nerve growth factor) ve GDNF (glial-derived nerve growth
factor) protein ekspresyonlarindaki degisiklikler ticari ELISA Kkitleri kullanilarak,
tiretici firmanin 6nerdigi protokollere gore 6l¢iildii.

Gruplara gore ELISA ile degerlendirilen beyin BDNF protein diizeyleri
normoksi (2)+SF grubuna gore hiperoksi (2)+SF grubunda azaldigi nesfatin
uygulamasi ile de BDNF diizeylerinin artig1 goriildii ama bu degisiklikler istatiksel
olarak anlamli degildi. 5 giinliik gruplarda ise BDNF protein diizeylerinin, normoksi
(5)+SF grubuna gore hiperoksi (5)+SF grubunda anlamli olarak azaldigi (p=0,029)
goriilmistiir.  Ayrica hiperoksi (5)+SF grubu ile hiperoksi (5)+NES20 grubu
karsilastirildiginda BDNF protein diizeylerinin anlamli olarak arttig1 (p=0,029) tespit
edildi (Sekil 27).
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Sekil 27. Beyin BDNF protein diizeylerinin karsilastirilmasi (*p<0,05).

Gruplara gére ELISA ile degerlendirilen beyin GDNF protein diizeyleri,
normoksi (2)+SF grubuna gore hiperoksi (2)+SF grubunda anlamli olarak azaldigi
(p=0,008), hiperoksi (2)+SF grubu ile hiperoksi (2)+NES20 grubu karsilastirildiginda
GDNF protein diizeylerinin anlamli olarak arttig1 (p=0,001) tespit edildi. Elde edilen
verilerin deney gruplar1 arasi varyans analizi ANOVA ile istatistiki anlamlilik
karsilastirmas1 ise Tukey testi ile yapildi. Istatistiki anlamlilik sinir degeri p<0,05
olarak kabul edildi. Ayrica, 5 giinlik uygulamalarda GDNF protein diizeylerinin,
normoksi (5)+SF grubuna gore hiperoksi (5)+SF grubunda anlamli olarak azaldig
(p=0,029) goriilmiistiir. Ayrica hiperoksi (5)+SF grubu ile hiperoksi (5)+NES20 grubu
karsilagtirildiginda GDNF protein diizeylerinin anlamli olarak arttigi (p=0,029)
goriildii. Elde edilen verilerin deney gruplari arasi varyans analizi Kruskal-Wallis ile
istatistiki ikili karsilagtirmalar ise Mann-Whitney U testi ile yapildi. Istatistiki
anlamlilik sinir degeri p<0,05 olarak kabul edildi (Sekil 27).
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Sekil 28. Beyin GDNF protein diizeylerinin karsilastirilmasi (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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4.5. Nesfatin-1 Peptitinin Hiperoksi ile Indiiklenen Beyin Hasarinda Oksidatif

Stres Uzerine EtKkisi

Nesfatin-1’in hiperoksinin neden oldugu oksidatif stres iizerine etkisinin
gosterilmesi igin enzimatik antioksidanlardan olan SOD ve GSH-Px enzimlerinin
yenidogan sican beyin doku homojenatlarindaki diizeyleri ticari ELISA Kitleri
kullanilarak, tiretici firmanin 6nerdigi protokollere gore olgtldii.

Gruplara gore ELISA ile degerlendirilen beyin SOD protein diizeyleri
normoksi (2)+SF grubuna gore hiperoksi (2)+SF grubunda azaldigi, nesfatin
uygulamasi ile de SOD diizeylerinin artig1 goriildii ama bu degisiklikler istatiksel
olarak anlamli degildi. Bes giin siireyle hiperoksi uygulanan gruplarin karsilagtirilmasi
sonucunda, hiperoksi uygulamasinin, SOD protein diizeylerini normoksi grubuna gore
anlamli olarak azalttig1 (p=0,016) goriildii. Hiperoksi siiresinde 20 pg/kg/giin dozunda
uygulanan nesfatinin hiperoksi+SF grubuna gore SOD protein diizeylerini anlamli

olarak arttirdig1 (p=0,008) tespit edildi (Sekil 29).
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Sekil 29. Beyin SOD protein diizeylerinin karsilastirilmasi (*p<0,05; **p<0,01).

Gruplara gore ELISA ile degerlendirilen beyin GPX protein diizeyleri
normoksi (2)+SF grubuna gore hiperoksi (2)+SF grubunda azaldigi nesfatin
uygulamasi ile de GPX diizeylerinin artig1 goriildii ama bu degisiklikler istatiksel
olarak anlamli degildi. 5 giinlik uygulamalarda ise GPX protein diizeylerinin,
normoksi (5)+SF grubuna gore hiperoksi (5)+SF grubunda anlamli olarak azaldigi
(p=0,023) goriilmiistiir. Ayrica hiperoksi (5)+SF grubu ile hiperoksi (5)+NES20 grubu
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karsilagtirildiginda GPX protein diizeylerinin anlamli olarak arttigi (p=0,029)
goriilmiistiir (Sekil 30).
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Sekil 30. Beyin GPX protein diizeylerinin karsilastirilmasi (*p<0,05).
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu calismada, gelismekte olan beyinde hiperoksinin indiikledigi noron
kaybinda gézlenen biyokimyasal, molekiiler ve hiicresel degisiklikler {izerine nesfatin-
1 peptitinin etkisi arastirilmistir. Elde edilen sonuglar, nesfatin uygulamasinin,
hiperoksinin neden oldugu néron kaybini dnledigi ve miyelizasyonu korudugu 11k
gosterilmistir. Ayrica, hiperoksi ile indiiklenen yenidogan beyin hasarinda nesfatin-1
peptitinin koruyucu etkileri, otofaji, apaptoz, norotrofin ekspresyonu ve oksidatif stres
gibi hiperoksinin hasarladigi siireclere ait bazi parametreler molekiiler analiz
yontemleri ile degerlendirilerek literatiirde ilk defa gosterilmistir.

Prematiire dogan bebeklerin yiizdesi son yillarda gelismekte olan iilkelerde
artmigtir ve tiim canli dogumlarin %5,5 ila %1 1,4"lini olusturmaktadir (Reich ve ark.,
2017). Prematiir bebeklerin hayatta kalma orani, mevcut tibbi gelismelerle giderek
artmaktadir. Oksijen tedavisi prematiir bebeklerin tedavisinde yaygin bir yontemdir.
Ancak, uzun siireli hiperoksinin neden oldugu asirt ROS birikimi ve oksidatif stres,
bliylime faktorii sinyal iletimini bozarak, basta akciger ve beyin olmak iizere
dokularinin gelisimini etkiler (Shrestha, Menon, & Shivanna, 2018). 24 haftalik
diinyaya gelen preterm bebeklerin, noéronal migrasyonu tamamlansa da, glial hiicre
matiirasyonu, bliylimesi ve sinaps olusumu hala devam etmektedir (Back, 2006).

Gelismekte olan beyin, oksidatif strese son derece duyarlidir, bu da geri
doniisiimsiiz hasara yol acabilir (Torres-Cuevas ve ark., 2017). Gebeligin son ii¢ aylik
donemi, sinaptogenez, ndronal migrasyon ve miyelinizasyon gibi ¢esitli ndronal ag
aktiviteleri agisindan 6nemli ve hassas olup, nihayetinde nodronal plastisite icin
onemlidir (Tau & Peterson, 2009). Ayrica, diisiik oksijen igeren rahim i¢i ortamdan
(20-25 mmHg PO3) daha yiiksek oksijen igeren dis ortama (%100 mmHg PO>) gegis,
erken dogan bebeklerde serbest radikallerin olusumunu tetikler. Dahasi, oksijen
resiisitasyonu, yardimli ventilasyon, surfaktan uygulamasi, total parenteral beslenme
ve kan transflizyonlar1 gibi miidahaleler, yogun bakim ortamlarinda serbest
radikallerin {retimini artirarak oksidatif stresi daha da siddetlendirir (Lembo,
Buonocore, & Perrone, 2021). Bu donemde, olgunlagmamis organizma bu stresli
durumlara kars1 koyamaz, bu nedenle diizenleyici mekanizmalar tam olarak aktive

olmaz ve bu genellikle hiicresel noronal siireglerde kalic1 degisikliklere, ayn1 zamanda
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kardiyovaskiiler, immiinolojik, metabolik ve ndroendokrin yanitlarda kalic1 hasara yol
acgar (Lammertink, Vinkers, Tataranno, & Benders, 2021).

Hiperoksi ile indiiklenmis beyin hasar1 zaman bagimhi olarak 1iyi
tanimlanmistir. Felderhoff-Mueser ve ark. (2004) ayni modeli kullandiklar
calismalarinda, 6 giinliik siganlarda 2, 6, 12, 24 ve 48 saatlik hiperoksi maruziyetinin
korteks, hipotalamus, beyaz cevher, striatum ve bazi ¢ekirdeklerde, fizyolojik
apoptozun yani sira néronal apoptozunun da yaygin oldugunu (Felderhoff-Mueser ve
ark., 2004, 2005) buna karsin, hiperoksinin P14’den sonra dentat girus disinda
dejenerasyona neden olmadigi gosterilmistir (Felderhoff-Mueser ve ark., 2004).

Hiperoksi, apoptoz ve nekroz seklinde kortikal, hipokampal ve serebellar
noronal hasara ve dejenerasyona neden olur (Gerstner ve ark., 2008). Suprafizyolojik
oksijen tedavisi, artmis inflamasyon, oksidatif stres ve matriks metalloproteinaz
aktivitesi ile iliskilendirilmistir ve bunlarla birlikte otofaji, artmis apoptotik hiicre
6lumii ve azalmig noro-glial gelisme gibi beyinde degisikliklere neden olur (Brehmer
ve ark., 2012; Endesfelder ve ark., 2017b; Sifringer ve ark., 2009; Sifringer ve ark.,
2012). Calismamizda 6 giinliik sicanlar, insan fetal beyin gelisiminde yaklasik 28-32.
gebelik haftasina denk geldigi i¢in hiperoksi modeli olusturmak iizere kullanildi
(Dobbing, & Sands, 1979). Devaminda sigan yavrular1 ekstrauterin ortamu taklit etmek
amaciyla 2 ve 5 giin boyunca %80 oksijene maruz birakildilar.

Son yillarda literatiirde hiperoksi olusturulan yenidogan hayvan modellerinde,
noronal hasar1 azaltmayi amaclayan ndroprotektif ajan arayiglarimin yogunlastig
goriilmektedir. Eritropoietin (Bendix ve ark., 2012; Sifringer ve ark., 2010; Sifringer
ve ark., 2009), TRP601 (Sifringer ve ark., 2012), deksmedetomidin (Sifringer ve ark.,
2015), iiridin (Al ve ark., 2020; Goren ve ark., 2017)’in yenidogan sican yavrularinda
olusturulan hiperoksik hasarda koruyucu etkilerinin oldugu gosterilmistir. Goren ve
ark (2017)’nin hiperoksi modeli olusturduklar1 sicanlarla yaptiklart caligmada
hiperoksik beyin hasarinda uygulanan tiridin tedavisinin apoptotik hiicre 6liimiinii ve
hipomiyelinizasyonu azalttigi, néron sayisint ve 6grenme ve bellek performansini
arttirdig1 da bulunmustur (Goren ve ark., 2017).

Nesfatin-1, 2006 yilinda Oh-I ve arkadaslar1 tarafindan kesfedilen bir
anoreksijenik noropeptitdir (Oh-1 ve ark.,, 2006). Bu noéropeptit sadece sinir
hiicrelerinde degil, ayn1 zamanda mide bezlerinde, duedonumda, pankreas Langerhans

adacik hiicrelerinde ve deri alt1 yag dokusu hiicrelerinde de eksprese edilir (Shen ve
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ark., 2017). Nesfatin-1'in, kan-beyin bariyerini gegebildigi, bu nedenle nesfatin-1'in
periferik bir yol araciligiyla santral sinir sistemine farmakolojik olarak
ulastirilabilecegi gosterilmistir (Pan, Hsuchou, & Kastin, 2007). Nesfatin peptitinin
son zamanlarda yogun bir sekilde calisilan norotoksisite iizerine koruyucu etkileri,
anti-apoptoz, anti-enflamasyon ve antioksidan stres ile iliskili olabilir (Dong, Xie, &
Wang, 2019).

Noronlar oksidatif strese karsit 6zellikle hassastirlar (Gandhi & Abramov,
2012). Pro- ve antioksidatif dengenin hemostazindaki herhangi bir degisiklik,
olgunlasmamis beyinde hiicresel hasara yol agabilir (Forman, Maiorino, & Ursini,
2010). Calismamizda 2 ve 5 giinliik hiperoksi meruziyeti sonrasi korteks néron sayilari
degerlendirilmistir. 2 gilinliikk hiperoksi uygulanan gruplar arasinda istatiksel olarak
korteks néron sayis1 bakimindan anlaml farklilik gériilmemistir. 5 giinliik hiperoksi
maruziyetinin ise oda atmosferinde tutulan deneklerle karsilastirildiginda korteks
ndron sayisinda anlamli bir sekilde azalma oldugu gosterilmistir. Ayrica 20 pg/kg/giin
ve 10 pg/kg/giin dozlarda nesfatin-1 uygulamasinin néron sayisini anlamli sekilde
artirdig gosterilmistir. Ilging yan1 20 pug/kg/giin doz nesfatin-1 uygulamasi yapilan
normoksi grubu deneklerde de korteks noron sayilarinda SF uygulanan gruplara gore
anlamli bir artig gorilmiistiir.

Noroenflamasyon ve asirt ROS, pre-oligodendrosit hiicrelerinde hasara ve
6liime neden olarak nihai beyaz cevher kaybina yol acar (Zaghloul ve ark., 2017).
Oksijen toksisitesinin Onemli bir patolojik sonucu, gelismekte olan beyinde
hipomiyelinizasyonla temsil edilir. Bu fenomen, miyelinlenen pre oligodendrositlerin
olgun oligodendrositlere gore oksijen toksisitesine daha duyarli olmalar1 nedeniyle
ozellikle gelisimin erken evrelerinde belirgin olarak ortaya ¢ikar (Baud ve ark., 2004a;
Baud, ve ark., 2004b). Hipomiyelinizasyon, P6'da hiperoksiye maruziyetle deneysel
olarak indiiklenir ve bu durumda MBP (Myelin basic protein)'nin (Brehmer ve ark.,
2012; Hoeber ve ark., 2016; Serdar ve ark., 2016) ekspreyonunda azalma olurken,
hiperoksisite P10'da uygulandiginda MBP diizeyleri degismez (Gerstner ve ark.,
2008). Hiperoksi, ndronal ve glial hiicre 6liimiine yol acarak prematiire bebeklerde
beyaz ve gri cevherde, beyin hasarina neden olur. Beyin olgunlagmasinin kritik
asamasinda, hiperoksi gelisimsel siirecleri degistirebilir, noral plastisiteyi ve
miyelinlesmeyi bozabilir (Reich ve ark., 2017). Calismamizda da si¢can yenidogan

beyin dokusunda miyelinizasyon, korpus kallozum kalinligimnin o&lgiilmesi ile
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degerlendirilmistir. Hem 2 giinliik ve hem de 5 giinliik hiperoksi uygulanan gruplarda
korpus kallozum kalinliklarinin normoksi grubu ile karsilastirildiginda hiperoksi
maruziyeti ile anlamli sekilde azaldig1 gosterilmistir. Scheuer ve ark (2019)’nin P6
sican yavrulartyla gerceklestirdigi caligmada 24 saat %80°lik oksijen uygulamasinin
astrosit sayisini yari yaritya azalttigt ve beyaz cevher hasarlanmasi ve serebellar
bozulmanin ileri yaslara kadar devam ettigi bildirilmistir (Scheuer, Klein, Biihrer,
Endesfelder, & Schmitz, 2019). Ayni1 zamanda, Goéren ve ark (2017)’nin 0. giinden 5.
giine kadar hiperoksi uyguladiklar1 sigan yavrulariyla yaptiklart ¢alismada korpus
kallozum kalinliginin hiperoksi ile birlikte azaldigi gosterilmistir. Bulgularimiz bu
calismalar ile uyumludur. Caligmamizda 2 ve 5 giin hiperoksi uygulamasi sirasinda
giinde tek doz 10 pg/kg ve 20 ug/kg ip enjekte edilen nesfatin-1 peptitinin korpuz
kallozum kalinligimi hiperoksi+SF gruplarmma gore anlamli olarak artirdig:
goriilmiistiir. Nesfatin-1 uygulamasinin miyelizasyonu korudugu gosterilmistir.

Hiperoksi maruziyeti Atg proteinlerinin (Atg3, 5, 12, Beklin-1, LC3, LC3A-II
ve LC3B-II) ekspresyonlari degistirir, bu da otofajinin hiperoksiye bagli beyin
hasarinda rol alan patolojik faktérlerden biri oldugunu diisiindiiriir (Bendix ve ark.,
2012).

Tanaka ve ark., (2012) 24 saatten 72 saate kadar hiperoksiye maruz birakilan
C57BL/6 farelerde ve Beas-2B (insan bronsiyal epitel hiicre hatt1) hiicrelerinde
yaptiklar1 ¢alismada, otofajik protein LC3B'nin ekspresyonunun ve aktivasyonunun
indiiklendigini ve otofajik yolun baslatilmasinda ayirt edici 6zellik olan otofagozom
olusumunun uyardigini bildirmislerdir. Hiperoksiden sonra artan LC3B ekspresyonu
transkripsiyonel diizeyde diizenlenmis ve c-Jun NH2 terminal kinaz (JNK) sinyal
yolunun aktivasyonunu gerektirmistir. Ayrica, LC3B'nin siRNA ile yikilmasi epitel
hiicrelerinde hiperoksiye bagli hiicre 6liimiinii artirirken, LC3B'nin asir1 ekspresyonu
hiperoksiden sonra sitoproteksiyon saglamistir (Ryter & Choi, 2013). Bendix ve ark
(2012) oksijen toksisitesi modelinde, P6 yavrularina 12 saatlik oksijen maruziyetinden
sonra Atg3, AtgS, Atgl2, LC3A-IlI ve LC3B-II ekspresyonunda artis oldugunu
gostermistir. Bu bulgular, hiperoksinin olgunlasmamis beyinde oksidatif stresi
tetikleyerek otofaji  aktivitesinde erken asamada bu akut degisiklikleri
olusturabilecegini diisiindiirmektedir.

Yaptigimiz ¢alismada, gruplar arasinda 5 giinliik gruplarda otofaji marker

proteinlerinin ekspresyon diizeyleri a¢gsindan anlamli bir farklilik yoktur. 2 giinliik
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hiperoksi uygulamasi ile beklin-1, Atg5 ve LC3A-B protein ekspresyonlart anlaml
olarak artarken nesfatin uygulasiyla anlamli olarak azalmistir. Normoksik kosullar
altinda nesfatin-1 peptitinin otofaji molekiilleri tizerine anlaml1 bir etkisi yoktur.

Oksidatif stresin, peroksinitritin toksik etkileri araciligiyla inflamasyon ve
hiicre 6limiine neden olabilecegini gostermektedir. Zaten bilinen bir gercek olan
oksidatif stres, fizyolojik apoptozise ek olarak hiperokside ndronal hiicre 6liimiine
onemli ol¢iide katkida bulunan giiclii bir tetikleyicidir. ROS, intrinsik olarak AIF gibi
kaspaz bagimsiz aracilar ile mitokondriden serbest birakilan sitokrom c'min ve ayrica
kaspazlarin downstream aktivasyonuyla mitokondriya bagimli apoptoza neden olur.
AIF, mitokondrilerden saliman ROS tarafindan indiiklenir (Fleury, Mignotte, &
Vayssiere, 2002).

Zhao ve arkadaslarinin 2017 yilinda bagirsak epitel hiicreleri ile yaptiklart bir
calismada 24 saatlik hiperoksinin Caco-2 hiicrelerinde (Insan kolon adenokarsinom
hiicre hatt1) apoptozisi anlamli 6l¢iide artirdig1 gosterilmistir (Zhao ve ark., 2017). Puls
ve ark. (2023)’nin yaptiklar1 calismada, 24 saat hiperoksiye maruz biraktiklari 6
giinliik (P6) sican yavrularinin beyincik dokularinda cleaved caspase-3 pozitif néron
sayisinin anlamli bir sekilde arttigin1 ve RNA transkript diizeyinde, artan kaspaz-3
ekspresyonu bildirilmistir. Bizim c¢alismamizda da, yenidogan sican beyin
homejanatlar1 ile yapilan analizler ile hiperoksi uygulanan gruplarda, apoptotik
belirteclerden BAX ve cleaved caspase-3 protein diizeylerinin arttig1 gdsterilmistir.
Fakat cleaved caspase-3 protein diizeylerindeki bu artis istatistiksel olarak anlamli
degildi. Ayrica, anti-apoptotik molekiillerden biri olan Bcl-2 protein diizeylerinde de
anlaml bir degisiklik saptanmadi.

Olgunlasmamis beyinde oksijen norotoksisitesinin ¢alisildig: arastirmada 0, 2,
6, 12 siireyle hiperoksiye maruz kalan 6 giinliik si¢anlarin, talamus, korteks ve
striatumunda, kaspaz-1 mRNA seviyelerinin maksimum degerine 6 ile 12 saatler
arasinda ulastig1 24 saatte ekspresyonun azaldigi goriilmektedir (Felderhoff-Mueser et
al., 2005). Hiperoksiye maruz kalma siiresinin apoptotik hiicre 6liimii lizerine etkisini
calisan arastirmacilar, %80 oksijen ortamina 2 saat maruz kalmanin, normoksik
yavrularla kiyaslandiginda 6nemli apoptotik hiicre 6liimiinii tetikledigini bildirmistir.
En siddetli dejenerasyon ise 12 veya 24 saat silireyle hiperoksik kosullara maruz
birakilan siganlarin beyinlerinde tespit edilmistir. Daha uzun maruz kalma

stirelerinden sonra (48 ve 72 saat), beyinde tespit edilen hiicre 6liim miktarinin azaldig
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belirlenmistir (Felderhoff-Mueser ve ark., 2004). Bizim uyguladigimiz 2 ve 5 giinliik
hiperoksi siiresi olduk¢a uzundur. Sonuglarimizda istatistiksel olarak anlamli farklilik
¢tkmamasinin nedeni, biiyiik ihtimalle bu siirecte apoptotik hiicrelerin elimine edilmis
olmasidir. Alternatif bir agiklama ise, uzun siire boyunca hiperoksiye maruz kalan
sican yavrularinin beyinlerinde oksidatif strese kars1 bir tolerans mekanizmasinin aktif
hale gelmis olmasidir.

Tang ve ark. (2012) sicanlarda travmatik beyin hasarindan sonra 10 veya 20
ug/kg nesfatin-1 uygulamasinin, apoptotik sinir hiicrelerinin sayisini azalttigini ve
kaspaz-3 aktivitesini azalttigin1 bildirmislerdir. Ayrica nesfatin-1'in, erken dogum
sonrasi sicanlarda etanoliin neden oldugu norotoksisiteyi takiben hipokampal
apoptotik hiicre 6liimiinii ve GFAP pozitif hiicreleri azalttig1 gosterilmistir (Tang ve
ark., 2012). Bizim ¢alismamizda da nesfatin-1 uygulamasi hiperoksiye maruz kalan
deneklerde BAX protein diizeylerini anlamli olarak azaltmistir. Ayrica cleaved
caspase-3 protein diizeylerininde azalmasini saglamistir. Ama bu azalma anlamli
olmamustir.

Oksidatif stresin neden oldugu hiicre 6liimiine, artan pro-inflamatuar sitokin
seviyeleri eslik eder. Proinflamatuar sitokinlerden TNF-a ve IL-1p ¢ok giigliidiir; bir
dizi olay1 tetikleyebilir ve diger sitokinlerin salinimini etkileyebilir. Pro-inflamatuar
sitokinlerin yogun iiretimi, ¢esitli ndropatolojik durumlarda rol oynayabilir (Sifringer
ve ark., 2015). Mikroglioz ve mikroglial aktivasyon, pro-inflamatuar sitokinleri
serbest birakarak noroenflamasyonu gii¢lendirir (Zaghloul ve ark., 2017). Zaghloul ve
arkadaglarinin yeni dogan farelerde yaptiklar1 ¢calismada hiperoksinin, IL-1p, IL-6 ve
TNF-a, NF-xB gibi pro-enflamatuar sitokinlerin aktivasyonunu artirdig1 gosterilmistir
(Zaghloul ve ark., 2023). Hem IL-1p hem de IL-18’in sinyal iletimi i¢in 6nemli olan
IL-1 reseptoriine bagh kinaz 4'ten (IRAK-4) yoksun olan fareler, oksijen aracili
norotoksisiteye karsi korunmustur. Bu nedenle IL-1B ve IL-18'i olgunlasmamis
beyinde hiperoksinin neden oldugu hiicre 6liimiiyle iliskilendirmektedir (Felderhoff-
Mueser ve ark., 2005). Ayrica, oksijene maruz kalan 6 giinliik si¢anlarin (0, 2, 6, 12,
24 ve 48 saat) hiperoksi ile tetiklenen IL-1p mRNA seviyerindeki artisi, 2 saatte
belirgin olmus, 6 saatlik oksijen maruziyetinde zirveye ulasmis ve 24 ve 48. saatlerde
bazal seviyelere donmiistiir (Felderhoff-Mueser et al., 2005).

Cesitli aragtirmalar nesfatin-1'in beyindeki enflamasyona karsi koruyucu

etkisini gostermistir. Nesfatin-1 tedavisinin, intrakraniyal hasarli deneysel sigan
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modellerinde NF-kB ekspresyonunu ve IL-1B, TNF-a ve IL-6 gibi enflamatuar
aracilarin konsantrasyonlarini belirgin sekilde azalttig1 bildirilmistir, bu da nesfatin-
1'in NF-xB'ye bagl enflamatuar reaksiyonlar1 inhibe edebilecegini gii¢lii bir sekilde
gostermektedir (Tang ve ark., 2012). Ayrica, nesfatin-1 yardimiyla yapilan tedavi,
subaraknoid kanama ile tetiklenen difiizyon ve nétrositlerin birikmesi ve inflamatuar
aracilarin artan miktarlarini takiben akut ensefalon hasarini 6nemli 6l¢iide bastirmistir
(Ozsaver ve ark., 2011). Bizim ¢alismamizda da hiperoksiye maruz kalan yenidogan
sicanlarin beyin homojenatlarinda yapilan western blot analizi ile beyin IL-
18/GAPDH protein diizeylerinin hem 2 hemde 5 giinlik gruplarda anlamli olarak
arttig1 gosterilmistir. Ek olarak nesfatin-1 tedavisinin artan IL-18 seviyelerini azalttig
ve 2 giinliik gruplarda bu azalmanin anlamli oldugu gdsterilmistir.

Beyin kaynakli norotrofik faktér (BDNF) ve glial hiicre hatti kaynakli
norotrofik faktor (GDNF), sinir sisteminin bilylimesini, farklilagmasini ve gelismesini
tesvik eden norotrofin ailesine ait proteinlerdir. Yapilan bir ¢alismada, Hiperoksik
kosullara maruz kalan farelerde, BDNF ve GDNF mRNA ekspresyonunda farkliliklar
ve metillenmis promotér bolgelerin goreceli diizeylerinde degisikliklerle birlikte
DNMTI1 ve DNMT3a mRNA ekspresyonunda farkliliklar bildirilmistir. Hiperoksi
sonras1 prefrontal kortekste BDNF mRNA ekspresyonunda Onemli bir azalma,
1sokortekste ise dnemli bir artis oldugu goriilmiistiir. Hiperoksi sonrast GDNF mRNA
ekspresyonu ise hem isokortekste hem de prefrontal kortekste dnemli dl¢iide artmigtir
(Sengoku ve ark., 2016). Calismamizda, BDNF ve GDNF protein diizeyleri ELISA
analizi ile degerlendirildiginde, BDNF protein miktarinin 5 giinliik hiperoksinin
ardindan normoksi grubuyla karsilastirildiginda anlaml olarak azaldigi ve nesfatin-1
tedavisi ile bu etkinin geriye dondiigii goriilmektedir. GDNF protein miktarinin ise
hem 2 giinlik hem de 5 giinliik hiperoksi maruziyeti ardindan her iki siirede de
normoksi gruplartyla karsilastirildiginda anlamli olarak azaldigi ve nesfatin-1 tedavisi
ile GDNF protein diizeylerinin anlamli olarak arttig1 goriilmektedir.

Olgunlasmamis beyin, yiliksek oksijen tiiketim hizi, yliksek doymamis yag asidi
konsantrasyonlari, diisiik antioksidan seviyeleri ve aktivitesi ile biiylik miktarda
duyarh olgunlagsmamis hiicreye sahip olmasi nedeniyle ROS'a (hiperoksi tarafindan
tiretilen) karst son derece savunmasizdir (Collins ve ark., 2001). ROS'un sinir
hiicrelerindeki zararl etkisi, antioksidan aktivite ile iligkilidir. Hiicresel bir antioksidan

olan indirgenmis glutatyon (GSH), ROS'un zararl etkilerinin azaltilmasinda 6nemli
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bir rol oynar. GSH, SOD tarafindan siiperoksit radikalinin katalizi sirasinda iiretilen
hidrojen peroksiti temizler. Mitokondride bulunan GPX adli bir enzim, H20.'yi suya
ve lipid peroksitleri, ilgili alkollere GSH'nin GSSG (Glutatyon Disiilfit)'e oksidasyonu
yoluyla pargalayabilir (Ighodaro, & Akinloye, 2019; Marrocco, Altieri, & Peluso,
2017). Daha onceki caligmalarda gosterildigi gibi (Sifringer ve ark., 2015), 24 saatlik
hiperoksi, GSH'nin azalmas1 ve GSSG'nin artmastyla GSH/GSSG oraninin azalmasina
neden olur. Bu, glutatyon sisteminin antioksidan kapasitesinin kaybedildigini ve artan
oksidatif stresin dogrulandigini gostermektedir. Hiperoksi sonrasi gelismekte olan
beyinde antioksidan kapasitenin azaldig1 bilinmektedir (Endesfelder ve ark., 2017a;
Endesfelder ve ark., 2017b; Panfoli ve ark., 2018; Torres-Cuevas ve ark., 2017).
Epilepsi modeli olusturulmus sicanlarda yapilan bir calismada, antiepileptik ilag
fenitoinin etkilerine benzer sekilde, ip olarak uygulanan nesfatin-1 peptitinin nobet
skorunu azalttig1, antioksidan GSH igerigini ylikselttigi, NO olusumunu baskiladigi ve
nobet kaynakli ndronal hasara karsi koruma sagladigi bildirilmistir. Ek olarak,
nesfatin-1 ile korteks ve hipokampiiste, malondialdehit seviyelerini ve GFAP
immiinoreaktivitesinin azaltig1 ve hafiza disfonksiyonu diizelttigi gosterilmistir
(Arabaci ve ark., 2022).

Calismamizda, glutatyonu kullanarak peroksitleri zararsiz hale getiren enzim
glutatyon peroksidaz (GPX) protein diizeyleri ELISA analizi ile degerlendirildiginde,
hiperoksi maruziyeti ile birlikte GPX protein seviyerinin azaldigi ve nesfatin
uygulamasiyla GPX protein seviyelerinin arttigi goriilmiistiir. 2 giinliik gruplarda bu
degisimler istatistiksel olarak anlamli olmasada 5 giinliik hiperoksi maruziyeti ile
birlikte GPX seviyerinin hiperoksi (5)+SF grubunda anlamli olarak azaldigi ve
hiperoksi (5)+SF ile hiperoksi (5)+NES20 grubu karsilastirildiginda nesfatin
uygulamasinin GPX protein diizeyini anlaml bir sekilde artirdig1 goriilmiistiir.

SOD, hiicresel sistemdeki en Onemli detoksifikasyon ve antioksidan
enzimlerden biridir. (Ighodaro, & Akinloye, 2019). Sitoplazmik bakir-¢inko
stiperoksit dismutaz (SOD1) ve mitokondriyal mangan siiperoksit dismutaz (SOD2),
stiperoksit radikallerinin hiicresel konsantrasyonunu fizyolojik olarak diisiik tutar. Bu
onemli enzimler, siiperoksit radikallerinin oksijen ve H»O'ye doniismesini saglar
(Mittal, Siddiqui, Tran, Reddy, & Malik, 2014). SOD ayrica H>O, gibi pro-oksidan
tirlinlerin olusumuna yol agtig1 i¢in, CAT (katalaz) ve GPX gibi diger antioksidan
enzimlere ihtiya¢ duyulur (Ighodaro, & Akinloye, 2019). CAT, H202'yi H>O ve O.'ye
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dondistiiren bir antioksidan enzimdir (Vives-Bauza Starkov, & Garcia-Arumi, 2007)
ve SOD tarafindan baglatilan detoksifikasyon siirecini tamamlar (Ighodaro, &
Akinloye, 2019).

Calismamizda, beyin SOD protein diizeyleri normoksi (2)+SF grubuna gore
hiperoksi (2)+SF grubunda azaldigi nesfatin uygulamasi ile de SOD diizeylerinin artig1
goriilmiistiir ama bu degisiklikler istatiksel olarak anlamli degildi. 5 giinliik gruplarda
ise SOD protein diizeylerinin, normoksi (5)+SF grubuna gore hiperoksi (5)+SF
grubunda anlamli olarak azalmistir. Ayrica hiperoksi (5)+SF grubu ile hiperoksi
(5)+NES20 grubu karsilagtirildiginda SOD protein diizeylerinin anlamli olarak arttig1
gorilmiustir.

Sonug olarak, bu ¢calismada gelismekte olan beyinde hiperoksi ile indiiklenmis
beyin hasarinda nesfatin-1 peptitinin etkisi arastirilmistir. Intraperitoneal olarak
verilen nesfatin-1 peptitinin hiperoksinin neden oldugu beyin hasarini azalttig1 ve bu
etkisini hiperoksik kosullarda bozulan hiicresel ve molekiiler mekanizmalardan
bazilarini iyilestirerek gergeklestirdigi gosterilmistir. Bu sonug, nesfatin-1 peptitinin
noroprotektif bir ajan olabilecegini gostermektedir ve literatlire yeni bilgiler
saglamaktadir. Ilerleyen ¢alismalarda hiperoksik hasarin onlenmesi ve/veya tedavi
edilmesine yonelik klinikle baglantili yeni projelerin iiretilmesine temel olusturabilme

potansiyeline sahiptir.
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7. SIMGELER ve KISALTMALAR

. Apoptotik proteaz aktive eden faktor

: Autophagy-Related Genes / Otofaji liskili Genler

: Bcl-2 antogonist Kkatili

: Bcl-2 ile iliskili X proteini

: B-hiicresi lenfoma-2

: B-hiicresi lenfoma-XL

: Brain-Derived Nerve Growth Factor / Beyin-Tiirevli Norotrofik

Faktor

: BH3 etkilesimini alan 6liim antogonist reseptorii

: Bronkopulmoner Displazi

: Otofaji ile ilgili protein 101 (ATG101)’i kodlayan gen

: Katalaz

: Deoksiadenosin trifosfat

: Extracellular Signal-Regulated Kinase / Ekstraseliiler Sinyalle

Diizenlenen Kinaz

: Fas ile iligkili 6liim alan1

: Oliime neden olan molekiil Fas ligand:

: Gebelik Giinleri

: Glial-Derived Nerve Growth Factor / Glial Hiicre Dizisinden

Turetilen Norotrofik Faktor

: Glial Fibriler Protein

: Glutatyon

: Glutatyon Peroksidaz

: Glutatyon Distilfit

: Interlokin-1 Beta

: Interlokin 6

: ¢-Jun NH2 terminal kinaz

: Lizozomla Iliskili Membran Proteinleri

: Microtubule-Associated Protein 1 Light Chain 3 / Mikrotiibiil Tligkili

Protein 1 Hafif Zincir 3

: LC3-Etkilesen Bolge

: Miyelin bazik protein

: Merkezi Sinir Sistemi

: Mechanistic Target Of Rapamycin Complex 1 / Rapamisin

Kompleksi 1'in Mekanik Hedefi

: Niikleer Faktor Kappa B

: Oligodendrosit

: Fosfatidilinositol 3-Kinaz

: Tip 1 Fosfatidilinositol 3-Kinaz
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PVDF : Poliviniliden Florir

RB1CC1 : RB1 ile indiiklenebilir sarmal sarmal protein 1

ROS : Reaktif Oksijen Tiirleri

SOD : Siiperoksit Dismutaz

SOD1 : Bakir-Cinko Siiperoksit Dismutaz

SOD2 : Mitokondriyal Mangan Siiperoksit Dismutaz

SOD3 : Ekstraselliiler Alana Salgilanan Siiperoksit Dismutaz

Sz : Lateral Ventrikiillerin Subventrikiiler Bolgesi / Subventrikiiler
Bolge-Zon

TNF-a : Timor Nekrozis Faktor-Alfa

ULK1/2 : Unc-51 benzeri otofaji aktive edici kinaz / Unc-51 like autophagy

activating kinase
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9. TESEKKUR

Tezin her asamasinda ve yliksek lisans egitimim siiresince desteklerini,
Ozverilerini, bilgilerini, zamanlarin1 ve giiler yliziinii esirgemeyen ¢ok degerli tez
danismanim Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Ogretim Uyesi Saym Prof. Dr. F. Zehra MINBAY ’a tesekkiir ederim.

Tezim sirasinda her tirlii yardimlarindan ve egitim silirecimdeki tiim
emeklerinden dolayr Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali Baskan1 Prof. Dr. Ozhan EYIGOR’e ve diger tiim Ogretim Uyeleri,
Prof. Dr. Semiha ERSOY, Prof. Dr. Berrin AVCI, Dr. Ogretim Uyesi Duygu GOK
YURTSEVEN ve Dr. Ogretim Uyesi Sema SERTER KOCOGLU’na tesekkiir ederim.
Ayrica, tez c¢alismam icin bana laboratuvarini acan Fizyoloji AbD. Ogretim
Uyesi Prof. Dr. Tiilin ALKAN’a tesekkiirlerimi sunarim.

Tez caligmam ve doktora egitimim siiresince hem her zaman manevi
yanimda olarak destek olan hem de deneysel asamalarda yardimima
kosan ¢ok degerli calisma arkadaslarim basta Ceren OY olmak iizere
Bilge ARICAN ve Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Dali’ndaki asistan arkadaslarima tesekkiir ederim.

Tez c¢alismami HDP(T)-2020-26 ve TGA-2022-1173 nolu projeler ile
destekleyen Uludag Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’
ne ve Doktora egitimimi 2211 - Yurt I¢i Doktora Burs Programu ile destekleyen
Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar Kurumu (TUBITAK)’na tesekkiir
ederim.

Ozel olarak da kendi hayatlarindan fedakdrlik yaparak her kosulda
yanimda olan ve beni her zaman destekleyen canim annem ve babama, ayrica
tesekkiiri en ¢ok hak eden en giizel zamanlarimizdan vererek beni bekleyen, hafta
sonlar1 ben laboratuvarda c¢alisirken benimle mesai yapan birtanecik oglum Yigit
Ata’ma her sey i¢in sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.
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10. OZGECMIS

B i B ic dosdu. Lise 6grenimini Ali Fuat

Kadirbeyoglu Anadolu Lisesinde tamamladi. 2008 yilinda Karadeniz Teknik
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimiinii kazand1 ve 2012 yilinda onur &grencisi
olarak mezun oldu. Ardindan Uludag Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Histoloji
ve Embriyoloji Anabilim Dalinda yiiksek lisans egitimini ‘Resveratrol ve Dialil
Disiilfitin Sigan Testisinde Kadmiyum ile Olusturulmus Hasara Etkisi’ baglikli tez
calismasi ile tamamladi ve doktora egitimine yine ayni1 liniversite ve anabilim dalinda
devam etmistir.

Burslar ve Odiiller

GUSIAD Bursu - 2009-2010 egitim ve dgretim yil1

Karadeniz Teknik Universitesi Fen Fakiiltesi Boliim Ikinciligi.

100/2000 YOK Doktora Bursu

2211-a Genel Yurt I¢i Doktora Bursu, TUBITAK.
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