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Serebral iskemi-reperfiizyon (I/R) hasarinda hiicre 6liimiine neden olan faktérlerin baginda hiicre igi kalsiyum konsantrasyonundaki artig gelmektedir. Depo kontrollii
Ca*? girisi (Store operated Ca** entry, SOCE), hiicre i¢ine Ca*? girisinden sorumludur ve Orail, stromal etkilesim molekiilii 1 (Stromal-interacting moleculel, STIM1) ve
Stromal etkilesim molekiilii 2 (Stromal-interacting molecule2, STIM2) proteinleri araciligiyla gergeklesir. 2- Aminoetoksidifenil Borat (2-APB), hiicreye depo kontrollii
Ca'? girisini engelleyen kimyasal bir ajandir. Bu galiymada deneysel olarak siganlarda olusturulan serebral I/R modelinde meydana gelen hasarda 2-APB'nin olast koruyucu
etkisi aragtirildi.

Calismada, on sekiz erkek sigan 3 gruba ayrildi (n=6). Sham grubunda cerrahi prosediir uygulandi ancak serebral I/R modeli olusturulmad. Serebral I/R ve serebral
I/R-2APB grubundaki siganlara I/R modeli olusturuldu. Bir saat sonra reperfiizyon saglandi. Serebral I/R-2APB grubundaki sianlara reperfiizyondan 10 dk 6nce 2-APB
uygulandi. Reperfiizyondan 3 saat sonra siganlara 6tenazi uygulanarak beyinleri gikarildi. Sigan beyin dokularinda meydana gelen degisiklikler histokimyasal yontemlerle,
TUNEL metoduyla ve immiinohistokimyasal olarak degerlendirildi.

Serebral I/R grubunda, sham grubuna kiyasla histolojik yapinin bozuldugu, apoptozun ve Orail, STIM1 ve STIM2 proteinlerinin ekspresyonunun arttig1 belirlendi. 2-APB
uygulanan grupta ise doku hasarinin ve apoptotik hiicrelerin azaldigi, Orail, STIM1 ve STIM2 ifadesinin belirgin sekilde inhibe edildigi ortaya konuldu.

Sonug olarak, serebral I/R hasarli dokuda 2-APB'nin hiicreye SOCE aracili Ca*? girisini azaltarak apoptozun ve noronal hasarin azatilmasinda etkili olabilecegi ortaya
konuldu.
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In cerebral ischemia-reperfusion (I/R) injury, an increase in intracellular calcium concentration is the leading factor in cell death. The store-operated Ca** entry (SOCE) is responsible for Ca**
entry into the cell and takes place mediated by the Orail, Stromal-interacting moleculel (STIM1), and Stromal-interacting molecule2 (STIM2) proteins. 2-Aminoethoxydiphenyl Borate (2-
APB) is a chemical agent that prevents store-operated Ca’* entry into the cell. In this study, it was investigated the possible protective effect of 2-APB on the occurred injury in the experimental
cerebral I/R model in rats.

In the study, eighteen male rats were divided into three groups (n=6). In the Sham group, only surgical procedure was applied without cerebral I/R model. Ischemia-reperfusion model was
created for rats in the cerebral I/R and cerebral I/R-2APB groups. Reperfusion was realized one-hour later. Ten-minutes before reperfusion, 2-APB was administered to the rats in the cerebral
I/R-2APB group. After three hours of reperfusion, the rats were sacrificed and their brains were removed. The changes that occurred in the brain tissues were investigated by using histochemical
methods, the TUNEL, and immunohistochemical staining.

In the cerebral I/R group, it was determined that the histological structure was impaired and apoptosis and expression of Orail, STIM1, and STIM2 proteins were increased compared to the
sham group. In the 2-APB administrated group, it was revealed that the tissue damage and apoptotic cells were decreased, and Orail, STIM1, and STIM2 expression were significantly inhibited.

As a result, it has been demonstrated that 2-APB may be effective in decreasing apoptosis and neuronal damage by reducing SOCE-mediated Ca’* influx into the cell in cerebral I/R damaged
tissue.
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Giris
Beyin iskemisi insan sagligini olumsuz olarak etkileyen ve
yasamt igin tehdit olusturan bir durumdur.! Iskemik beyin
hasari, noronlarin yetersiz oksijene maruz kalmasi sonucu
ortaya ¢ikan karmagik bir siirectir.” Serebral iskemi-reper-
fiizyon (I/R) yaralanmasi, 16kosit infiltrasyonu, oksidatif
stres, kalsiyum artigi, beyin-kan bariyerinin bozulmasi,
kilcal damarlarda hipoperfiizyon ve mikrodamar hiper-
permeabilitesi gibi birgok durum ile iliskilidir.*>* Ancak
[/R sonrasi meydana gelen hiicresel hasarin mekanizmasi
tam olarak bilinmemektedir. Sitozolik Ca** birikimi hiicre
oliimiinde énemli bir rol oynar. Iskemi sirasinda, dokuda
oksijen eksikligi sonucu olugan hasar ve ATP azalmasina
bagl olarak hiicrede hemoastazi saglamak i¢cin membran
iyon pompa diizeylerinde azalma olur. Hiicre i¢i depolar-
dan Ca*? sizmasi hiicre membraninda depo kontrollii Ca*?
kanallarinin (Store operated canal, SOC) aktivasyonuna
ve sitosolik Ca*? konsantrasyonunda artiglara neden olur.
Hiicrede, Ca*? fazlaliligi sonucu sitokrom c, apoptoz tesvik
edici faktor ve diger birtakim molekiillerin salinimi artar
ve bu durum hiicre 6liimlerine neden olur.>® Hiicreler, si-
toplazmalarinda Ca** seviyelerini, gesitli gelismis meka-
nizmalar aracili ile diisiik tutarlar. Bu mekanizmalardan
biri 6zellesmis hiicre organelleri icerisinde Ca*? depolan-
masidir. Endoplazmik retikulum, hiicre igerisinde 6nemli
bir Ca*? depo organelidir.” Depo kontrolii Ca*? girisi (Store
operated Ca** entry, SOCE), endoplazmik retikulumdan
Ca*? salinimi ile baglayan bir durumdur ve plazma memb-
ran1 aracilifiyla hiicreye siirekli Ca*? akist saglar. Hiicreye
Ca*? girisi, endoplazmik retikulumun dolululuk durumu-
na gore belirlenir. SOCEnin, endoplazmik retikulum-
lardan Ca** bogalmasini saglama ve depo kontrollii Ca*
girisini saglayan kanallar1 aktive etme gibi islevleri vardir.
Diger bir gorevi de; endoplazmik retikulumun Ca*? ile dol-
mast ve bu dolumdan sonra reseptorler araciligi SOC’larin
inaktive olmasidir.*® Stromal etkilesim molekiilii 1 (Stro-
mal-interacting moleculel, STIM1) proteini endoplazmik
retikulumda bulunur ve farkli fonksiyonlara sahiptir. Lii-
men kisminda Ca*? baglayici bir domaini vardir. Bu do-

main bu proteinin endoplazmik retikulum igindeki Ca*

degisikliklerini algilamasini saglar."® STIM1, endoplazmik
retikulum icinde Ca*? seviyesi diistiigiinde yapisal degisik-
lige giderek oligomerize olur ve yer degistirerek endop-
lazmik retikulum-plazma membrani baglantist olustu-
rur. Plazma membrani tizerinde bulunan segici SOC olan
Orail kanallar1 agilir ve matriksden sitozole Ca*? gecisini
saglar. Endoplazmik retikulum-plazma membrani baglan-
tilar1, endoplazmik retikulum Ca*? ile geri dolunca yerin-
den ayrilir ve Orail kanallari kapanir. Boylelikle plazma

membranindan sitozole Ca* akis1 durur.!''*

Iskemik olaylarda SOCE artisiyla dokuda hasar meydana
gelmektedir. Yapilan bir caligmada, siganlarda global beyin
iskemisi olusturulmus ve iskemi sonrasi erken donemde
SOCE, STIM1 siRNA kullanilarak baskilanmistir. Sonug
olarak da, STIM1 ve Orail ifadesinin belirgin sekilde in-
hibe edildigi ve néronlarda Ca** azaldigi, hatta STIM1
siRNA enjeksiyonundan sonra si¢anlarin norolojik fonk-

siyonlarinin iyilestigi tespit edilmistir.”®

Hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonundaki artislar hemen hemen
biitiin hiicre tiplerinde farkli fonksiyonlar: kontrol eder-
ler.'® 2-Aminoetoksidifenil borat (2-APB), endoplazmik
retikulumda bulunan inozitol trifosfat (IP3) reseptorleri-
ni bloke ederek Ca*? salinimini inhibe eden kimyasal bir
ajandir.”” 2-APB, Ca* salinimini inhibe etmek ve Ca*?y1

azaltmak amaciyla bir¢ok ¢alismada kullanilmigtir.'®

Literatiirde serebral iskemi ve reperfiizyon hasarinda
2-APBnin etkisini arastiran bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Yaptigimiz bu ¢alismada SOCE inhibitéri olan 2-APB’nin
serebral iskemi ve reperfiizyon hasar1 tizerindeki olast ko-

ruyucu ve tedavi edici etkisi aragtirildi.

Gereg ve Yontemler
Deney Hayvanlari: Bu caligma Atatiirk Universitesi De-
ney Hayvanlar1 Etik Kurulu'nun 30.06.2016 tarih ve 124
nolu karari ile onaylandi ve tiim uygulamalar Laboratuvar
Hayvanlarinin Bakimi ve Kullanim Kilavuzu prensiplerine

gore hayvan haklar1 korunarak gerceklestirildi. Hayvanlar,
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Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastir-
ma Merkezinden alindi ve ¢aligma ayn: merkezde 2016
yili Kasim ay1 i¢inde gergeklestirildi. Calismada, 250-300
g arasinda vicut agirhigina sahip 18 adet erkek Sprague

Dawley sigan kullanildi.

Deneysel Tasarim: Sicanlar her bir grupta 6 adet olacak
sekilde rastgele ti¢ gruba ayrildi. Gruplar, sham grubu
(Grup 1, n= 6), serebral iskemi/reperfiizyon (I/R) grubu
(Grup 11, n= 6) ve serebral iskemi/reperfiizyon+2APB (i/
R+2APB) grubu (Grup III, n=6) olarak belirlendi. Si¢an-
lara ketamin (100 mg/kg) ve klorpromazin (25 mg/kg)
intraperitoneal enjeksiyonla verilerek anestezi saglandi.
Caligmada orta serebral arter iskemi ve reperfiizyonunu
saglamak i¢in boynun 6n béliimiinde yaklasik 3 cm’lik orta
hat insizyonunu yapildi. Sag karotis kommunis, eksternal
ve internal karotid arterler ortaya ¢ikarildi. Sag eksternal
karotid arterden silikon kapli naylon filamentle girilerek
internal karotid artere ilerlendi ve hafif bir diren¢ hisse-
dildigi zaman monofilamentin orta serebral artere ulastig
kabul edildi. Cilt kapatilarak operasyona son verildi. Bir
saatlik iskemi stiresi sonunda filament ¢ikarilarak reper-
fiizyon sagland1.'” * Reperfiizyondan 10 dk énce 2-APB 4

mg/kg dozuyla intraperitoneal olarak uygulandi.

Norolojik Durumun Degerlendirilmesi: Reperfiizyon-
dan 3 saat sonra deney hayvanlariin davranislar: nérolo-
jik yonden incelendi. Motor ve davranissal degisimler 0-4
puan arasinda skorlama yapilarak degerlendirildi.”*** Bu
skorlamaya gore;

0 puan: norolojik defisit yok

1 puan: lezyonun kars: tarafindaki ayakta fleksiyon ve gii¢
kaybi

2 puan: yurirken gii¢ kaybinin oldugu tarafa dogru déne-
rek daire ¢izme

3 puan: hafif itme sonucunda gii¢ kaybinin oldugu tarafa
disme

4 puan: spontan olarak yiirityememe ve biling diizeyinde
azalma

Norolojik durumun degerlendirilmesinin ardindan sigan-

lara Gtenazi uyguland: ve sakrifiye edilen hayvanlarin be-

yinleri alindu.

Sican Beyinlerinin Histolojik Analizi: Beyin dokular:
%10’luk notral formalin iginde 72 saat boyunca fikse edil-
di, daha sonra dereceli alkol serilerinden ve 3 farkl ksi-
lenden gegirilerek sirasiyla dehidrate edildi ve seffaflagti-
rild. Eriyik haldeki parafinden gegirildikten sonra parafin
bloklara gomiilen beyin dokularindan mikrotom (Leica
RM2235, Leica Instruments, Nussloch, Germany) ile 5 p
kalinliginda kesitler alindi. Histolojik inceleme igin kesit-
ler Hematoksilen-Eozin (H-E) boyastyla boyandi ve kame-
ra atagmanli Nicon Eclips E600 (Tokyo, Japan) mikroskop

altinda degerlendirilerek resimleri gekildi.

TUNEL Metodu: Beyin hasarinin derecesi ve beyinde
apoptoz varligy, In Situ Cell Death Detection Kiti (Indiana-
polis,IN,USA) kullanilarak TUNEL (TdT-mediated dUTP
nick end labelling) analizi ile belirlendi. Normal néronlar
soluk ve mavi olarak goriiliirken, apoptotik néronlar koyu
kahverengi boyandi. Slaytlar 151tk mikroskobu (Nikon Ec-
lipse E600, Tokyo, Japan) altinda incelendi ve her beyin
kesitinde, rasgele secilen 10 farkli alanda, TUNEL pozitif
ve normal noronlar sayilarak apoptotik indeks hesaplandi
(biiytitme, 200x). TUNEL pozitif néronlarin tiim néronla-

ra orani olan apoptotik indeks ytizde olarak ifade edildi.**

Orail, STIM1 ve STIM2 Proteinlerinin immiinohisto-
kimyasal Analizi: Parafin bloklardan pozitif sarjli lamlar
tizerine alinan 5 p kalinligindaki kesitlerde STIM1, STIM2
ve Orail (Santa-Cruz) proteinlerinin ekspresyonunu belir-
lemek amaciyla immiinohistokimyasal boyama prosediirii
uygulandi. Boyama islemi VENTANA BenchMark GX
System (Ventana Medical Systems) cihazinda otomatik
olarak gerceklestirildi ve Ultraview Universal DAB Dete-
ction Kit kullanildi. STIM1, STIM2 ve Orail primer an-
tikorlar1 sirastyla 1/100, 1/100 ve 1/50 oranlarinda diliie
edilerek kesitlerin tizerine damlatildi ve 37°Cde 32 dk in-
kiibe edildi. Boyama islemi tamamlandiktan sonra slaytlar

entellan ile kapatilarak Nikon Eclipse E600 (Nikon, Tokyo,
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Japan) 151k mikroskobu altinda incelendi ve fotograflar:
gekildi. Her grup i¢in Orail, STIM1 ve STIM2 immiino-
reaktivitesi semi-kantitatif bir metot kullanilarak deger-
lendirildi ve immiinoreaktivite skorlar1 (IRS) hesaplandi
(Tablo 1).%

Tablo 1. immiinoreaktivite skoru (IRS) hesaplanmasi

A"(poz¥t1f hiicrelerin B (Mboyanvma IRS skoru (A x B)
ylizdesi) yogunlugu)

0 = pozitif hiicre yok 0 = boyanma yok 0-1 = negatif

1 = pozitif hiicreler _ _

<% 10 1 = hafif boyanma 2-3 = hafif

2 = pozitif hiicreler 2 = orta derecede 4.8 = orta

%10-50 boyanma

3 = pozitif hiicreler

%5180 3 = yogun boyanma

9-12 = giiglii pozitif

4 = pozitif hiicreler
>80%

Istatistiksel Analiz: Verilerin istatistiksel analizi IBM
SPSS Statistics Version 20 istatistik programi kullanilarak
gerceklestirildi. Sonuglarin gruplar arasi karsilastirilma-
sinda, istatistiksel farkliliklar ve 6nem seviyelerinin be-
lirlenmesinde nonparametrik bir test olan Kruskal-Wallis
Testi kullanildi. Gruplar arasinda anlamli fark bulundu-
gunda, ikili karsilagtirmalar Mann-Whitney U Testi ile ya-
pildi. Veriler ortalamatstandart sapma (ort+SS) olarak ve-

rildi. p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular

Serebral I/R Uygulanmis Sican Beyinlerinde 2-APB’nin
Norolojik Defisit Skoru Uzerindeki Etkisi: Her ii¢ grup-
taki siganlarin ortalama noérolojik defisit skorlar1 sham
grubunda 0,17+0,41, serebral I/R grubunda 3,33%0,52,
serebral I/R-2APB grubunda 2,17 + 0,75 idi ve gruplar
arasinda farkhilik vardi (p=0,001). Serebral I/R grubuna
ait norolojik defisit skoru sham grubundakinden anlaml
derecede yiiksekti (p=0,002). Bununla birlikte, bu artisin
ve serebral I/R hasarinda goriilen norolojik defisitlerin
2APBnin verilmesiyle belirgin sekilde azaldigi gorilda
(p=0,016).

Serebral I/R Uygulanmis Sigan Beyinlerinde 2-APB’nin
Histolojik Bulgular Uzerindeki Etkisi: Sham grubuna ait
beyin kesitlerinde kortekste néron hiicreleri sikica hizalan-
musty, niikleoluslar: ve nitkleer kromatini belirgindi (Sekil
1A). Serebral I/R grubunda beyin korteksinde ndronlar
gevsek sekilde hizalanmigti, hiicresel pleomofizm, sitop-
lazmik biizisme ve koyu boyanan néronlarda piknotik
cekirdek varlig: dikkat ¢ekiciydi. Bu noronlarin gekirdek-
cikleri belirgin degildi ve yogun eozinofilik boyanan sitop-
lazmaya (red néron) sahiplerdi. Ayrica kortekste néropilde
vakuolizasyonla birlikte yaygin interstisyel 6dem ve nekro-
tik degisikler goriilmekteydi. Ek olarak vaskiiler yapilarda
genisleme, konjesyon ve perivaskiiler 6dem izlendi (Sekil
1B). Serebral I/Rden &nce 2-APB verilmesiyle sigan bey-
ninde goriilen vaskiiler konjesyon ve nekrotik degisiklikle-
rin belirgin olarak azaldig1 izlendi. Noronlarin goriintimii

ve diizenlenisi sham grubuna yakindi (Sekil 1C).

Serebral i/R-2APB

Sekil 1. Tiim gruplara ait beyin kesitlerinin 151k mikroskobik
goriintiileri. A, B ve C: H-E ile boyanmus kesitler. N: normal
noron, d: damar, n: piknotik goriiniimlii kirmizi néronlar,
dd: dilate damar, pvo: perivaskiiler 6dem, *: vakuolizasyon-
la birlikte goriilen yaygin interstisyel 6dem. D, E ve F: TU-
NEL metoduyla boyanmus kesitler. TUNEL pozitif néronlar

koyu kahverengi renkte goriilmekte. Barlar: 50 mikrometre.

Serebral I/R Uygulanmig Sigan Beyinlerinde 2-APBnin
Néronal Apoptoz Uzerindeki Etkisi: Serebral I/R hasarin-
da apoptoz sonucu ortaya ¢ikan néronal kaybr degerlen-
dirmek ve 2-APB’nin ndronal apoptoz tizerindeki etkisini
belirlemek amaciyla TUNEL metodu kullanild:i ve TU-
NEL pozitif hiicreler degerlendirildi. Serebral I/R grubu,
sham grubuyla karsilastirildiginda apoptotik indekste bir
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artis oldugu tespit edildi (p=0,004) (Sekil 1D ve 1E) (Tab-
lo 2). Serebral I/R-2APB grubunda ise apoptotik indeks

serebral I/R grubuna kiyasla belirgin bir gekilde azalmigti
(p=0,004) (Sekil 1F) (Tablo 2).

Tablo 2. Tiim gruplara ait apoptotik indeks ve Orail, STIM1 ve STIM2 proteinlerinin IRS skorlar1

Skorlar Sham (ort+SS) Serebral I/R (ort+SS) Serebral I/R -2APB (ort+SS) p degeri
Apoptotik indeks 0,08+0,015 0,78+0,08 0,14+0,03 0,004
Orail IRS skoru (ort+SS) 0,33+0,52 9,50+2,26 4,17+1,60 0,006
STIMLIRS skoru 0,67+0,81 10,00+2,45 4,83+1,32 0,007
(ort+SS)

STIM2 IRS skoru 0,83+0,98 9,50+1,22 5,33+1,03 0,002
(ort+SS)

I/R: iskemi-reperfiizyon 2APB: 2-Aminoetoksidifenil Borat

IRS: immiinoreaktivite skoru ort: ortalama SS: standart sapma

Sonuglarimiz, serebral I/R durumunda reperfiizyondan
6nce 2-APB uygulanmasinin beyinde néronal apoptozu

onledigini gosterdi.

Serebral I/R Uygulanmis Sigan Beyinlerinde 2-APB’nin
Orail, STIM2 ve STIM1 Protein Ekspresyonu Uzerin-
deki Etkisi: Hiicreye depo kontrollii Ca*? girisinde 6nemli
rol oynayan Orail, STIM1 ve STIM2 proteinlerinin immii-
noreaktivitesi IRS skoru hesaplanarak belirlendi. Orail,
STIMI1 ve STIM2 proteinlerinin IRS skoru, serebral I/R
grubunda sham grubu ile karsilastirildiginda belirgin bir
sekilde yiiksekti (p=0,003) (Tablo 2) (Sekil 2B, 2E ve 2H).
Serebral I/R-2APB grubunda her {i¢ proteine ait IRS sko-
runda serebral I/R grubuna kiyasla anlaml bir disiis iz-
lendi (sirastyla p=0,06, p=0,07 ve p=0,002) (Tablo 2) (Sekil
2C, 2F ve 2I). Calismamizda, 2-APB'nin, serebral I/R son-
rast sicanlarin beyinlerinde artan Orail, STIM1 ve STIM2

protein seviyelerini azalttigini gozlemledik.

Serebral i/R-2APB

Sham

Serebral iR

Sekil 2. Tiim gruplara ait beyin kesitlerinde Orail, STIM1
ve STIM2 protein ekspresyonunun immiinohistokimyasal

olarak gosterilmesi. Barlar: 50 mikrometre.

Tartisma
Vaskiiler nedenlerle meydana gelen iskemik beyin hasarla-
r1 6liimle sonuglanabilen ciddi klinik durumlardir. Tedavi
maliyetinin yiiksek olmas1 ve hastalarda is giicti kaybina
yol agmasi nedeniyle tedavisinin erken ve etkili yapilmasi
bityitk nem tagimaktadir.?® Iskeminin genisligi ve siiresi-
ne bagh olarak hiicresel hasarin derecesi belli olur. Teda-

vide trombolitik ajanlarin kullanilmasi ile iskemik hasara
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ek olarak reperfiizyon hasari da giindeme gelmistir. Kan
akiminin yeniden saglanmasi ile olusan reperfiizyon,
mevcut hasar1 daha da artirabilir’ Yani iskemik beyin do-
kusunda kan akiminin yeniden gerceklesmesi fonksiyonel
olarak diizelmeyi tam anlamiyla saglayamamaktadir.” Is-
kemi-reperfiizyon hasarinin patogenezinde pek ¢ok faktor
rol oynamaktadir. Son zamanlarda hiicresel Ca**> homeos-
tazinin I/R hasarini 6nlemek i¢in dnemli bir strateji oldu-
gu tzerinde durulmaktadir.”®* Saglikli beyin dokusunda
ekstraselliiler Ca** konsantrasyonu intraselliiler kalsiyum
konsantrasyonundan daha ytiksektir ve bu durum beynin
ihtiyacina gore diizenlenir. Iskemik bir beyinde artan ATP
kayb, intraselliiler Ca*? konsantrasyonunun artmasina ve
normal fizyolojik yolaklarin agir1 uyarilmasi ile noronal
hasara neden olur.*> inmede, endoplazmik retikulumda
olusan Ca** dengesizligi beyin hasarina neden olmakta-
dir.*® Hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonundaki artiglar hemen
hemen biitiin hiicre tiplerinde farkli fonksiyonlar1 kontrol
ederler.' Serebral I/R hasarinda intraselliiler Ca*? miktari-
nin artmasina neden olan SOCE aktive olmakta ve onun-
la iligki Orail ve STIM1 proteinlerinin ekspresyonu art-
maktadir. Yapilan bir ¢alismada, sicanlarda global iskemi
olugturulmus ve iskemi sonras: erken donemde SOCEnin
STIMI siRNA kullanilarak baskilanmast sonucu, STIM1
ve Orail ifadesinin belirgin sekilde inhibe edildigi ve
noronlarda Ca*? konsantrasyonunun azaldigy, hatta STIM1
siRNA enjeksiyonundan sonra si¢anlarin nérolojik fonk-
siyonlarinin iyilestigi tespit edilmistir. Baska bir ifadeyle,
STIM1 ve Orail’in fazla ifadesi, iskemik hasar sonucu hiic-
reye asir1 miktarda Ca*? girisinden sorumludur ve bu gi-
risin inhibe edilmesi noronal sagkalim1 artirmaktadir. Bu
veriler, SOCEnin iskemik hasarda néronal hiicre 6liimiin-
den sorumlu eksitotoksisite disinda bir diger mekanizma
oldugunu desteklemektedir.”* Kalsiyum kanal blokeri olan
verapamilin over dokusunda I/R hasarinin énlenmesinde
rol oynadig: bildirilmistir.** 2-APB bir SOCE inhibito-
ridiir ve bir¢ok ¢aligmada over, karaciger, bobrek, testis
ve kulak gibi organlarda I/R hasarini azaltmak amaciyla
kullanilmistir.*>* 2-APB, I/R yaralanmasi sonucu olusan

patofizyolojik yollarin farkli agamalarini hedefleyebilir ve

etki mekanizmasinin en iyi yolu, hiicre igi kalsiyum biriki-

mini ve apoptoza yol agan olaylar1 6nlemektir.’*

Calismamizda serebral /R modeli olusturulan siganla-
ra reperfiizyondan 10 dk 6nce bir SOCE inhibitérii olan
2-APB verilerek beyinde olugabilecek hasar1 6nlemede
rolii olup olmadig1 arastirildi. Sham grubundaki siganlar-
da nérolojik defisit yoktu ve serebral I/R modeli uygula-
nan siganlarda belirgin bir nérolojik defisit izlendi. Sereb-
ral I/R hasar1 olusturulan siganlara reperfiizyondan énce
2-APB verilmesiyle, bu hasar sonucu klinik olarak ortaya
¢ikan norolojik defisitlerin azaldig: belirlendi. Sican be-
yinleri histolojik olarak incelendiginde de beyin dokusun-
daki intersitisyel 6demin ve apopitozun azaldig1 gozlendi
ve ilaveten SOCE ile iligkili proteinler olan Orail, STIM1
ve STIM?2’in ekspresyonlarinda da bir azalma tespit edildi.
Serebral I/R modeli yapilan ¢aligmalarda histolojik olarak
korteksde gevsek diizenlenmis noronlar ve koyu renk-
li piknotik niikleuslarin goriildigti, ozellikle serebellar
korteksteki noronlarin zarar gordiigii ve kirmizi néronlar
olarak adlandirilan eosinofilik boyanmis zarar gormiis
noronlarin varlig: belirtilmistir.**** Isik mikroskobik ince-
lemede sham grubunda serebral kortekste néron ve damar
yapilar1 normaldi. Serebral I/R uygulanan grupta dzellikle
kortekste hasar vard: ve bol miktarda daginik halde go-
riilen piknotik ¢ekirdekli néronlar izlendi. 2-APB verilen
sicanlarin beyinlerinde kirmizi noronlar belirgin sekil-
de azalmigt1 ve noronlar serebral I/R grubuna gére daha
diizenli olarak dizilmisti. Yapilan baska bir ¢alismada, se-
rebral I/R olusturulan sigan beyinlerinde H-E boyamada
vakuolizasyonlarla birlikte 6demli bir morfolojinin varlig
rapor edilmistir.* Calismamizda da serebral I/R grubun-
da, beyin korteksinde interstisyel 6dem belirlendi ve 4
mg/kg doz 2-APB uygulanan serebral I/R +2APB grubun-
da bu 6demin azaldig tespit edildi.

TUNEL analizi, nitkkleustaki DNA kiriklarinin tespit edil-
mesini saglayarak apoptozun taninmasmi saglayan bir
yontemdir.*** Calismamizda siganlarin beyin korteksin-

deki apoptotik hiicreler TUNEL metodu ile gosterildi.
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Serebral I/R olusturulan siganlarda TUNEL pozitif hiic-
relerde sham grubundakilere gore belirgin bir artis vardi.
Reperfiizyondan 6nce 4 mg/kg dozunda 2-APB uygulanan
grupta iskemi grubuna gére TUNEL pozitif noronlarda
anlamli bir azalma oldugu belirlendi. Yaptigimiz histolojik
incelemeler, reperfiizyondan 6nce 2-APB uygulanmasi-
nin serebral I/R hasarinda meydana gelen yapisal hasari
hafiflettigini, apoptotik hiicre sayisini azalttigini ve beyini

apoptozdan koruyabilecegini gosterdi.

Iskemide néronal hiicre 8liimiiniin baglica mediatériiniin
Ca*? olduguna inanilmaktadur. Iskemi ve enerji eksikligine
yol agan diger durumlarda ekstraselliiller Ca*? konsantras-
yonu hizli bir gekilde azalirken, intraselliiler Ca** konsant-
rasyonu yiikselir. Hiicreye Ca*? girisi baslangicta NMDA
reseptorlerinin aktive olmasiyla gerceklesir. Daha sonra
bu reseptorler inaktive olur ve takiben L-tipi voltaj-bagim-
11 Ca*? kanallary, internal depolardan Ca*? salinimi ve Ca*
tamponlama mekanizmalar1 gibi baska yolaklarla hiic-
re i¢i Ca* konsantrasyonu artirilir.** SOCE inhibitorleri
olan 2-APB, SKF96365 ve La3+ ile yapilan ¢aligmalarda,
hipokampal néronlarin spontan sinaptik aktivite ve sinap-
tik plastisitesinde SOCE™nin rolii oldugu ve néronal Ca*
sinyalizasyonu ile SOCE arasinda iliski oldugu gosteril-
mistir.”® Intraselliiler Ca*? konsantrasyonunun uzun siire
yiiksek olmasi iskemik néronal hiicre 6limii agisindan kri-
tik 6neme sahiptir. Hipoksi, endoplazmik retikulum igine
ATP bagiml Ca** ge¢isini inhibe eder. Boylece STIM2’nin
stirekli aktif halde olmasini ve SOCE'nin indiikledigi sito-
zolik Ca** birikmesini tetikler. Orail ve STIM proteinleri
hem normal beyin fonksiyonu hem de nérolojik bozuk-
luklarda 6nemli rol oynar. STIM1 genellikle serebellar
noronlarda ifade edilirken, STIM2 hipokampal ve kortikal
noéronlarda bol bulunur.* Caligmamizda gruplar arasinda-
ki farkliliklar: ortaya koymak i¢in immunohistokimyasal
boyama ile Orail, STIM1 ve STIM2 proteinlerinin eks-
presyonu incelendi. Immunohistokimyasal boyama sonu-
cu belirlenen Orail, STIM1 ve STIM2 immiinoreaktivitesi
I/R grubunda, sham grubuna gore daha yiiksekti. Reper-

fiizyondan 6nce 2-APB verilmesiyle her {i¢ proteinin eks-

presyonunda azalma belirlendi.

Sonug olarak, ¢alismamizda sigan beyninde, SOCE ile ilig-
kili Orail, STIM1 ve STIM2 proteinlerin ekspresyonunun
/R durumunda arttig1 ve reperfiizyondan dnce 2-APB’nin
4 mg/kg dozunda verilmesiyle bu proteinlerin ekspresyo-
nunun azaldig tespit edildi. Ayrica néronal hasar, vaskii-
ler konjesyon, noropilde goriilen yaygin interstisyel 6dem
ve nekrotik degisiklerde de diizelme ve noronal apoptoz-
da azalma saptandi. Bu sonug¢ bir SOCE inhibitorii olan
2-APBnin hem antiapoptotik etkiyle hem de hiicreye
SOCE araciligiyla Ca*? girisini kontrol ederek néroprotek-
tif etki gosterdigini ve sicanlarda deneysel olarak olustu-

rulan serebral I/R hasarini 6nleyebildigini gostermektedir.

Bu ¢alismada, 2-APB’nin doza ve zamana bagli etkisi aras-
tirlmamigtir. Ancak, daha ileri ¢alismalar ile bulgulari-
mizin desteklenmesi durumunda 2-APB'nin serebral I/R
hasari ve iliskili diger nérolojik hastaliklarin tedavisinde

yer alabilecegi diistiniilebilir.
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